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RESUMEN

La chicha de Guifiapo es una bebida fermentada tradicional de la ciudad de Arequipa,
esta bebida tiene resefias tanto histdricas como en la gastronomia regional. EIl objetivo
de esta investigacion fue aislar las levaduras autdctonas presentes en la chicha de
Guifiapo que son responsables de la fermentacion y utilizadas para producir una

cerveza artesanal de calidad.

En este trabajo se logré aislar una cepa de levadura del género Saccharomyces especie
cerevisiae, identificada por su morfologia celular, por pruebas bioguimicas con
métodos de asimilacion y fermentacion, por pruebas moleculares analizando:
Extraccion de ADN — GenelJet Genomic, Amplicacion del ADN por PCR de punto
final, Secuenciacion Sanger y Analisis bioinformatico.

Teniendo como resultado que la levadura autdctona tiene un 97.51% de similitud con
la levadura Saccharomyces cerevisae registrada en la base de datos de NCBI y con esta
cepade levadura se logré elaborar una cerveza artesanal en un plan piloto estilo Amber
Ale y se realizé una comparacion con la capacidad fermentativa de una levadura
comercial (Safale-04), los resultados mostraron lo siguiente: caracteristicas similares
en porcentaje de Alcohol % y densidades, resaltando la turbidez que produce la
levadura nativa con 6.6 % de Alcohol, cumpliendo con parametros de densidad (inicial
y final), pH, IBUS, caracteristica del estilo NEIPA presentando una turbidez y

frescura, con gran aceptacion en la encuesta de analisis sensorial.

Finalmente, se logré elaborar una cerveza artesanal con una levadura nativa aislada de
chicha de Guifiapo, la cual cumple con caracteristicas de calidad con estandares

comerciales.

Palabras clave: Autoctona, chicha de Guifiapo, cerveza artesanal, cepa, levadura,

Saccharomyces, IBU, NEIPA, analisis sensorial, PCR de punto final.
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ABSTRACT

Guifiapo's chicha is undoubtedly a traditional fermented drink of the city of Arequipa;
this drink has a presence positioned within both historical and regional gastronomy
reviews, resulting in a tradition that continues to endure over time. Thus, the
opportunity is seen to use the native yeast responsible for the fermentation present in
this drink to produce quality craft beer.Guifiapo chicha is undoubtedly a traditional
fermented drink of the city of Arequipa; this drink has a positioned presence within
both historical and regional gastronomy reviews, resulting in a tradition that continues
to endure over time. Thus, the opportunity is seen to use the native yeast responsible
for the fermentation present in this drink to produce quality craft beer.

In this work, it was possible to isolate a yeast strain of the genus Saccharomyces
species cerevisiae, identified by its cell morphology, by biochemical tests with
assimilation and fermentation methods, by molecular tests analyzing: DNA extraction
- GeneJet Genomic, DNA amplification by PCR of end point, Sanger Sequencing and

Bioinformatic Analysis.

As a result, the native yeast has a 97.51% similarity with the Saccharomyces cerevisae
yeast registered in the NCBI database and with this yeast strain it was possible to
produce a craft beer in an Amber Ale style pilot plan and a comparison was made With
the fermentative capacity of a commercial yeast (Safale-04), the results showed the
following: similar characteristics in percentage of Alcohol% and densities,
highlighting the turbidity produced by native yeast with 6.6% Alcohol, complying with
density parameters ( initial and final), pH, IBUS, characteristic of the NEIPA style
presenting turbidity and freshness, with great acceptance in the sensory analysis

survey.

Finally, a craft beer was made with a native yeast isolated from chicha de Guifiapo,

which meets quality characteristics with commercial standards.

Keywords: Strain, Guifiapo's chicha, craft beer, strain, yeast, Saccharomyces, IBU,
NEIPA, sensory analysis, PCR of end point.
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INTRODUCCION

La chicha de Guifiapo es una bebida fermentada tradicional de la ciudad de Arequipa,
esta bebida tiene presencia dentro de resefias tanto historicas como en la gastronomia
regional, teniendo como resultado una tradicion que sigue perdurando con el paso del

tiempo.

La base esencial de esta chicha que es el Guifiapo, maiz caracteristico de esta region;
en las ultimas décadas se ha perdido zonas de cultivo del mismo, mencionando también
que si no fuera por las picanterias tradicionales que son puntos de consumo directo
esta bebida pasaria al olvido. La elaboracion de la chicha de Guifiapo es un trabajo
tedioso, siendo esta una de las razones por la cual se estd perdiendo el interés de
elaborarla, actualmente solo existen 4 “Guinaperos” en la cuidad, los cudles se
encargan de abastecer a las picanterias en su mayoria para su elaboracion. La sociedad
picantera de Arequipa conformada hace 8 afios aproximadamente, tiene como mision
revalorar esta bebida consumida por los beneficios que aportan sus nutrientes y que

también es utilizada para la elaboracion de platos tipicos (Saida Villanueva, 2018).

Este trabajo busca un reconocimiento a esta bebida fermentada, ya que gracias al
proceso de fermentacion que ocurre en la “Chomba” se puede llegar a obtener con
estudios biotecnologicos de aislamiento e identificacion de una cepa de levadura,
microorganismo responsable de la fermentacion; con la que se puede elaborar otra

bebida fermentada consumida a nivel mundial que es la cerveza.

La cerveza artesanal es un “boom” a nivel mundial ya que permite explorar, crear y
mejorar estilos a partir de 4 elementos basicos: Agua, malta, levadura y ldpulo; siendo
los 3 Gltimos insumos importados. Esta bebida alcohdlica ha tomado mayor auge en el
Per( ya que es una oportunidad de negocio y emprendimiento considerando que

nuestro pais esta dentro de los mayores consumidores de cerveza a nivel mundial.

A diferencia de las cervezas producidas industrialmente, la cerveza artesanal presenta
una amplia gama de estilos y tipos de fermentacion. Sin mencionar también que la
cerveza artesanal no lleva conservantes quimicos por lo que su tiempo de vida es

mucho mas corto que una cerveza industrial.
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En nuestro pais existen alrededor de 100 cervecerias artesanales (38), las cuéles
siempre buscan optimizar su elaboracion reduciendo tiempo y también costo de los
insumos, con este trabajo se pretende marcar un precedente en la elaboracion de

cerveza artesanal utilizando levadura nativa de la chicha de Guifiapo.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

BioAl: Biotecnologia de alimentos S.A.C.

CS: Medio Citrato de Simmons.

EMB: Medio Eosina Azul de Metileno.

IBU: International Bittering Unit (Unidad internacional de amargor).
LIA: Lysine Iron Agar (Lisina y Hierro).

MRVP: Medio Rojo de metilo, medio Voges proscauer.

OG: Densidad inicial.

O-F: Medio Oxido- fermentacion.

OF: Densidad final.

SIM: Sulfide Indole Motility (medio de sulfuro indol para movilidad).
TL: TeelOffel, término aleman significa “cucharada”.

TSI: Triple Sugar Iron Agar (triple azlcar y hierro.
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HIPOTESIS

Debido a que la chicha de guifiapo es una fuente microbioldgica de levaduras
autoctonas no caracterizadas, es posible que al aislar e identificar bioquimica y
molecularmente una levadura autdctona, esta presente una alta capacidad fermentativa
de azucares para la produccion de una cerveza artesanal con propiedades

fisicoquimicas que estan dentro de la productividad de estdndares comerciales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Producir cerveza artesanal estilo NEIPA utilizando una cepa de levadura autoctona

aislada de chicha de guifiapo de la ciudad de Arequipa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar, identificar bioquimica y molecularmente la levadura autéctona de la
chicha de guifiapo.

2. Caracterizar fisicoquimicamente y con andlisis estadisticos de Anova y T-
student la cerveza artesanal obtenida con la levadura autdctona comparada con
la comercial y realizar una aceptacion sensorial por medio de una encuesta en
cual por escala de Likert se evaluara apariencia, aroma, sabor e impresion final
de la cerveza artesanal estilo NEIPA.

3. Configurar un flujograma de produccion para la elaboracién de cerveza

artesanal estilo NEIPA con la levadura obtenida biotecnologicamente.
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CAPITULO |
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1. MARCO TEORICO

1.1. Cerveza

Es la bebida resultante de la fermentacion alcohoélica, mediante levadura seleccionada,
de un mosto procedente de malta de cebada, solo o mezclado con otros productos
amilaceos transformables en azucares por digestion enzimatica, al cual se agrega

lUpulo y/o sus derivados y se somete a un proceso de coccion (1).

Los cereales que contienen almidon no pueden fermentar directamente, sino que
primero, mediante las enzimas fragmentadoras de almidon (amilasas), germinen y

activarlos a azlicar de malta (maltosa) y “romperlos” a azicar de uva (glucosa) (2).

1.2.  Historia de la cerveza

Ya hace 6000 a 8000 afios en Mesopotamia, entre los rios Eufrates y Tigris (hoy Irak),
dominaron el arte de la preparacion de la cerveza. De los cereales germinados
produjeron una bebida nutritiva, duradera y embriagadora. Para ello humedecian
cebada o trigo Emmer, una antigua forma de trigo, llevando el cereal a la germinacién.
De los cereales germinados, la malta, se preparaba entonces el pan de cerveza, se
desmenuzaba y se mezclaba con agua. En los climas calurosos de Oriente esto era
importante, pues con ello se encontraba disponible una mezcla higiénicamente perfecta
para disfrutar de ella. El alcohol es azucar fermentado, un producto final del
metabolismo de las levaduras. Un 2 0 3% de alcohol cambia la permeabilidad (fluidez)
de la membrana citoplasmatica de las bacterias e inhibe con ello su crecimiento (2).
Existen evidencias de la elaboracion de cerveza que pertenecen al apogeo de las

civilizaciones egipcias y babilénica, de unos 4,300 afios de antigiiedad (3).

Los egipcios aprendieron que la fermentacion empezaba mas rapido si utilizaban de
nuevo los restos de una cerveza prospera y descubrieron también la manera de repartir
la cerveza en la edificacion de una pirdmide en jarras en el lugar de la construccion.
Las cervezas egipcias eran principalmente oscuras; muchas veces tenian un contenido

de alcohol del 12 al 15%; se preparaban de panes de cebada tostada (2).

En la Edad Media la elaboracién de cerveza fue considerada un misterio, cuyos detalles
eras celosamente guardado por los maestros cerveceros y sus gremios. Y ciertamente
lo era, porque se desconocian las razones que justifican las diversas etapas del proceso

de elaboracion, la mayor parte de los cuales, como la fermentacién, fueron
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descubiertas por casualidad. Asi, el malteado consistia en la inmersion de la cebada en
aguay en permitirle que germinara, pero no se conocia por qué la cebada se ablandaba
y se hacia dulce. De un modo similar se desconocian por qué convenia secar la cebada
germinada a temperaturas relativamente frias, a 1o que se buscaban explicaciones

esotéricas (4).

La palabra “bier” (en aleman cerveza) se debid obtener de los antiguos sajones bere o
sea cebada. Los fabricantes de cerveza préosperos del pasado no podian saber, por

supuesto, que la fermentacion era causada por seres vivos, las levaduras.

Fue Antonie van Leeuwenhoek (1632 — 1723) quien vio por primera vez las primeras
bacterias, con su microscopio de una lente y encontr6 perlas amarillas de levadura en
una muestra de cerveza. En los tiempos de Leeuwenhoek se utilizaban ya levaduras de
forma concentrada y purificada, tanto para la coccion del pan y la fabricacién de

cerveza (2).

Posteriormente entre 1836 y 1837 tres investigadores, Cagniard-Latour, Schwann y
Kutzing manifestaron independientemente su opinién de que las levaduras eran una
“cosa” viva, idea que fue ridiculizada por un cierto nimero de quimicos eminentes,
entre ellos Berzelius, Wholer y von Liebig. En 1847, Blondeau, profesor de fisica,
estudid las fermentaciones que implicaban a los &cidos lactico, butirico y acético y a
la urea y parece que fue el primero en manifestar que las diferentes fermentaciones
eran llevadas a cabo por distintos “hongos”. A pesar de estas observaciones, no fue
hasta 1856 cuando Louis Pasteur, llevo a cabo investigaciones detalladas acerca de las
fermentaciones de la cerveza, concluyendo finalmente que las levaduras vivas
fermentaban el azdcar en etanol y dioxido de carbono, cuando eran obligadas a vivir
en ausencia de aire. Otro hito importante en el avance de la microbiologia industrial y
médica data del 1881, cuando Robert Koch, médico, exploré el desarrollo de técnicas
de cultivo puro asi como otros métodos bacterioldgicos clasicos utilizados hasta la
fecha (5).

La pasteurizacion ha permitido que la cerveza pase de una escala de produccién local
a nacional e internacional. Las industrias cerveceras han pasado rapidamente de ser
unidades artesanales a grandes complejos cuyo objetivo es el mantener un producto de

caracteristicas uniformes aun cuando las materias primas, la planta y la escala de
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operacion estén cambiando continuamente. Para conseguir un producto reproducible,
el proceso de fermentacion se ha normalizado mediante el control de pardmetros tales
como la velocidad de inoculacion, la viabilidad y condiciones de almacenamiento de
las levaduras, las concentraciones de oxigeno disuelto, los contenidos de nitrogeno
soluble y de azucares fermentables del mosto y la temperatura del proceso. Se han
llevado a cabo innovaciones como el uso de procesos de fermentacion continuos, la
obtencion de cerveza con concentraciones de mosto elevadas, el empleo de cereales
no malteados y enzimas microbianos y la produccion de cervezas bajas en
carbohidratos, obteniéndose diversos niveles de éxito. También se ha aplicado las
técnicas genéticas convencionales para mejorar las propiedades deseables de las

levaduras y eliminar sus caracteristicas indeseables (6).

1.3.  Tipos De Cervezas

La mayor parte de las cervezas producidas hasta la segunda mitad de siglo XIX eran
fermentadas por levaduras que ascendian a la superficie al final del proceso y podian
“desnatarse”. ES muy probable que muchos cerveceros de las primeras épocas de la
historia de la elaboracion de la cerveza no se percatasen del valor de la nata recogida
y la descartaran. El lupulo se introdujo en Gran Bretafia desde Flandes en el siglo XVI,
por inmigrantes de este origen. Entre los fabricantes de la cerveza tradicional, sin
lUpulo, y los elaboradores de la nueva cerveza se establecioé una dura competencia que
generd algunos conflictos. Hoy, el término cerveza es una expresion genérica que
abarca tanto lo que en Gran Bretafia se denomina “Ale”, una bebida a la que se afiade
lUpulo, fabricada con levaduras de fermentacion alta, como a aquellas otras bebidas de
malta a las que se afiada lupulo y son fermentadas con levaduras bajas. Las levaduras
bajas son aquellas que al final de la fermentacion se hunden y van al fondo, las cuales
rinden un producto de calidad superior al generado por la mayor parte de la levaduras
altas. No es, por tanto, sorprendente que a partir del momento en que los bavaros las
difundieron en otras regiones, estas levaduras bajas hayan ido reemplazando
progresivamente a las levaduras altas en la mayor parte del mundo. Las levaduras de
fermentacion alta se utilizan para producir las cervezas llamadas “lagers”, palabra

alemana que significa guarda o permanencia en bodega (7).
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1.4. Composicion de la cerveza

14.1. Agua

El 95% del peso de la cerveza es agua; gran parte del agua se emplea en la limpieza;
se gastan volumenes considerables en la generacion de vapor, evaporacion, y se pierde
mucha en los vertidos a los desagiies como agua de enfriamiento o calentamiento y
acompariando a los materiales extraidos (Fig.1). Las distintas industrias cerveceras
difieren mucho en su eficacia en la utilizacion del agua. Las que menos agua derrochan
utilizan volimenes aproximadamente cuatro veces superiores al de cerveza producida,
pero muchas fabricas emplean volimenes mas de diez veces superior al de la cerveza
que producen. Las factorias de cerveza se construyeron en aquellos lugares en los que
disponia de agua adecuada para el tipo de cerveza a producir. Asi, el alto contenido en
sulfatos célcico de Burton-on-Trent resultaba ideal para la fabricacion de las “pale
ales”, fuertes y muy aromaticas que se producian en la cerveceria del monasterio. En
contraste con esto, las aguas blandas de Pilsen, en Checoslovaquia, resultaban ideales
para la elaboracion de las “lagers” y, de hecho, a este tipo de cervezas se las conoce
normalmente como Pilsner o Pils, cuando se elaboran en Europa. El agua rica en
bicarbonato calcico (dureza temporal) resultaba excelente para la produccion de las
cervezas mas oscuras, por lo que las de Munich, Londres y Dublin alcanzaron famay

renombre (8).

Agua de procesado
caliente
Caldera de Caldera de Cuba Caldera de Tangue Refrigerador del
extraccion crudos filtro coccidn remalino mosto

Agua de I
composicién b +\ 1 b 4
Agua de lavado r ’/ r r ( (
Agua de v +
procesado
Envasado Tangues para Filtros Tangues de Tanques para Fermentadores

la cerveza guarda la levadura

)

Agua de lavado

-+

clara

Figura 1. Diagrama de flujo que ilustra el uso del agua en una fabrica de cerveza (8).
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Los progresos experimentados por el andlisis quimico a finales del siglo XIX vy
principios del siglo XX permitieron un conocimiento detallado de la composicion

ionica de las aguas naturales (tablal).

Tabla 1.Composicién idnica del agua en los centros productores de cerveza (mg

L) (8).
Na* Mg Ca* cr S0~ HCOs
Burton-on-Trent 54 24 352 16 820 320
Pilsen 32 8 7 5 6 37
Munich 10 19 80 1 6 333
London 24 4 90 18 58 123
Dublin 12 4 119 19 54 319
Dortmund 69 23 260 106 283 549

Simultdneamente se desarrollaron procedimientos para ablandar el agua y se idearon
mezclas de sales que podian afadirse al agua ablandada para obtener otra con
caracteristicas idénticas a las de Burton-on-Trent o la de cualquier otro lugar del
mundo. Los avances en el conocimiento de la bioquimica del malteado y de la
produccion del mosto, hace evidente la enorme importancia de dos iones en el control
del pH. Se trata del calcio y el carbonato (o bicarbonato). Los iones de calcio juegan
muchos otros papeles en la elaboracion de cerveza. Los fabricantes de cerveza ajustan,
por ello, la composicion quimica del agua utilizada en la elaboracion de esta bebida,
lo que ayuda a controlar el pH, a disponer de suficientes iones de calcio y a ajustar la

concentracion de otros iones importantes para el aroma de la cerveza (8).

En la limpieza y en la produccion de vapor se gastan grandes volimenes de agua; la
composicion optima de esta agua es muy distinta a la que se utiliza como agua de
composicion de la cerveza. A primera vista, podria sugerirse que debiera ser agua
completamente exenta de sales. En la préctica, el agua desprovista de sales tiende a
corroer las tuberias de metal solubilizando cantidades no deseadas de metal. Es, por
tanto, preferible usar agua ligeramente dura, que forme una pelicula pasiva en la cara
interior de las tuberias. Un agua de este tipo puede des ionizarse facilmente con bajo
costo para la alimentacion de las calderas, utilizarse en la limpieza sin modificacion
alguna y ser tratada con sales apropiadas para su empleo como agua de composicién
de la cerveza (8).
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1.4.2. Levadura

Las levaduras se cuentan entre los hongos (fungi), en concreto pertenecen a la clase de
los hongos con micelio tabicado (Ascomycetes), el tipo méas abundante de la
clasificacion de los hongos. En contraste con las bacterias procariotas, las eucariotas
(del griego Karyon, nlcleo) tienen una estructura celular compleja (compartimientos

como mitocondrias) y un auténtico nucleo celular (9).

Las levaduras son hongos unicelulares que se encuentran generalmente en forma de
células Unicas y que se reproducen mediante gemacion. Algunas levaduras estan
formadas Unicamente por células individuales y a veces cadenas cortas, mientras que
otras se encuentran con un cierto rango de formas celulares, incluyendo diversos tipos
de filamentos. Una caracteristica de la poblacion en crecimiento de las células de
levaduras es la presencia de yemas, producidas cuando la célula se divide. Las
levaduras constan solamente de una uUnica célula, Esta célula madre forma en la
esporulacién varias protuberancias, brotes hijos, que se separan, son a su vez visibles

y pueden formar nuevas células.

La célula hija comienza siendo una pequefia yema, que va creciendo hasta que alcanza
un tamafio similar al de la madre y entonces se separa. En las levaduras, la envoltura
celular incluye la membrana citoplasmica, constituida por lipidos, proteinas y
mananos, el espacio periplasmico y la pared celular, que contiene algunas proteinas y
gran cantidad de glucano y manano (10).

Se denominan también hongos productores de esporas, porque se multiplican sobre
todo asexualmente (vegetativos) mediante esporulacion. Sin embargo, también se
pueden reproducir sexualmente por copulacion de dos células esporas haploides. Estos
tienen una composicion cromosémica completa simple. Las levaduras se clasifican

segun el tipo de reproduccion de los diferentes tipos de hongos (11).

Crecen de modo heterétrofo (a partir de nutrientes, sin fotosintesis) preferentemente a

valores de pH écidos.

La cerveza se origina mediante fermentacién alcohdlica a partir de hidratos de carbono

de las semillas de los cereales. Sin embargo, éstos se encuentran en gran parte como

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

polisacéridos y estan disponibles para las enzimas de la glucolisis de las células de la
levadura, si son degradados a disacaridos y monosacaridos por las amilasas (11).

1.4.2.1. Biologia de fermentaciones con levaduras

Aproximadamente el 96% de la fermentacion del etanol se lleva a cabo mediante cepas
de Saccharomyces cerevisiae 0 especies relacionadas, particularmente S. uvarum. El
etanol se produce en la ruta de Embden — Meyerhof — Parnas (EMP), en la que el
piruvato producido durante la glucosilacion se convierte en acetaldehido y etanol. La

reaccion global es la siguiente:
Glucosa + 2Pi +2ADP— 2 Etanol + 2CO> + 2ATP

La fermentacion alcoholica es un proceso anaerébico exotérmico, es decir que libera
energia y moléculas de ATP necesarias para las levaduras en cuanto a su funcion
metabdlica. Debido a las condiciones de ausencia de oxigeno durante el proceso, la
respiracion celular de la cadena del ADP en ATP queda completamente bloqueada,
siendo la Unica fuente de energia para las levaduras la glicolisis de la glucosa con la
formacion de moléculas de ATP mediante la fosforilacién a nivel de sustrato. El
balance a nivel molecular del proceso se puede decir que genera 2 moléculas de ATP

por cada molécula de glucosa.

El rendimiento tedrico de 1g de glucosa es de 0,51g de etanol y 0,49g de CO>. Sin
embargo, en la practica, aproximadamente el 10% de la glucosa se transforma en
biomasa y el rendimiento en etanol y CO alcanzan el 90% del valor teorico. EI ATP

formado se utiliza para las necesidades energéticas de la célula.

La envoltura de la célula de levadura incluye una membrana plasmatica, un espacio
periplasmico y una pared celular constituida principalmente por polisacaridos y una
pequefa cantidad de péptidos. La pared tiene una estructura semirrigida permeable al
soluto que proporciona a las levaduras una considerable fuerza comprensional y tensil.
Los grupos carboxilo de los péptidos de la pared celular confieren a las levaduras
utilizadas en la elaboracion de cerveza una capacidad de floculacion importante, lo que
facilita la separaciéon solido-liquido después de la fermentacion. Se cree que la
floculacién se debe a la formacién de puentes salinos entre los iones calcio y estos

grupos carboxilo de la pared celular.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1.4.2.2.  Condiciones de la fermentacion

En la fermentacion las levaduras utilizadas para la elaboracion de cerveza (S.cerevisae)
utilizan los azucares fructosa, sacarosa, maltosa y maltotriosa en este orden. La
sacarosa es hidrolizada primeramente por la invertasa localizada en el espacio
peripldsmico extracelular. Los azUcares son transportados a traves de la membrana
celular por transporte activo o pasivo, mediado por permeasas producidas
constitutivamente o inductibles. La maltosa y la maltotriosa son hidrolizadas
intracelularmente por la a-glucosidasa. EI Saccharomyces uvarum (S. carlsbergensis)
se distingue taxonémicamente del S. cerevisae en que también utiliza melibiosa. El
Kluyveromyces fragilis y Kluyveromyces lactis, que a diferencia de S. cerevisiae
pueden fermentar la lactosa, tienen un sistema lactosa-permeasa para transportar la
lactosa dentro de la célula, donde se hidroliza a glucosa y galactosa, que entran en la
glicolisis. Excepto los Saccharomyces diastaticus, que no son adecuadas para la
elaboracion de cerveza, todas las levaduras Saccharomyces son incapaces de hidrolizar
el almiddn y las dextrinas, por consiguiente, el uso de materiales basados en almidén
para la fermentacion alcohdlica requieren la accion de enzimas exdgenas como las oy
B- amilasas de la malta o enzimas microbianos como a-amilasa, amiloglucosidasa
(glucoamilasa) y pululanasa. Los azUcares mayoritarios del mosto son la glucosa,
fructosa; puesto que el S.cerevisae metaboliza preferencialmente la glucosa; el azicar

no fermentado que permanece en el mosto resultante es la fructosa.

Muchas cepas de S. cerevisiae pueden producir concentraciones de etanol de hasta el
12-14%. Existe un cierto interés en el empleo de levaduras tolerantes de cantidades
elevadas de alcohol en los procesos de fabricacion de cerveza con gravedad elevada y
en la produccion de alcohol para la destilacion con vistas a incrementar la
productividad de la planta y disminuir los costos de destilacion. Existen cepas
seleccionadas capaces de producir hasta un 18-20% de alcohol. Aunque la velocidad
de fermentacion se ve fuertemente reducida cuando la concentracién de etanol
aumenta. Los mostos con un contenido muy elevado de azlcares fermentan
Unicamente con levaduras osmofilicas como Saccharomyces rouxii y S.bailli, que
poseen una gran capacidad para fermentar la fructosa (12).
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1.4.2.3.  Identificacion de levaduras

Las levaduras tienen una amplia aplicacion en la biotecnologia tradicional y moderna.
Desde la antigiedad se han reconocido como protagonistas en la produccion de
alimentos y bebidas por fermentacion; actualmente son utilizadas como fuentes de
obtencion de vitaminas del complejo B, pigmentos, cofactores, proteinas de
organismos unicelulares, biomasa y otros productos con valor afiadido. Aunque son
variadas las aplicaciones en el campo de la biotecnologia que se le atribuyen a las
levaduras, aln quedan muchos habitats naturales por explorar en busca de nuevas
especies, de forma tal que puedan disefiarse tecnologias novedosas protagonizadas por
estos microorganismos. La caracterizacion de levaduras hasta el nivel de especie es de
relevancia desde el punto de vista industrial, debido a que muchos grupos forman parte
de la microflora natural de alimentos y bebidas fermentadas y/o participan en el
proceso de obtencion de éstos. De ahi la necesidad de poseer métodos de identificacion
rapidos, precisos y féciles, que puedan ser aplicados al control de la calidad en la
industria, con el fin de asegurar que la cepa de partida, la que conduce el proceso y la
que rinde el producto final, sea la misma. Las areas de comparacion taxondmica en las
cuales se enmarca la taxonomia de levaduras incluyen la Morfologia, Fisiologica,
Genética, Bioguimica, Ecologia y Biologia Molecular. Estas técnicas se basan en el

estudio del genoma nuclear, ribosémico y mitocondrial (13).

1.4.2.4. Meétodos clésicos de identificacion

Tradicionalmente, las levaduras han sido clasificadas e identificadas segun sus
caracteristicas morfoldgicas y sus propiedades, fisiologicas y bioquimicas. Entre los
criterios  morfologicos, se contaba con su reproduccion vegetativa, sexual,
esporulacion, morfologia celular, aspecto de colonia, etc. Entre los criterios
fisioldgicos y bioquimicos estan la fermentacion, asimilacion de azlcares, poder

fermentativo, asimilacién de nitratos, etc.
- Métodos moleculares: Identificacion a nivel de especie

Estas técnicas se basan en la caracterizacion e identificacion de especies utilizando
marcadores moleculares, normalmente de ADN, de cada especie 0 cepa.

.Secuenciacion de genes ribosomales: Los genes ribosomales presentan una secuencia

bastante conservada a nivel de género y especie en los organismos eucariotas, por lo
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que se trata de analisis genéeticos muy Utiles para establecer relaciones filogenéticas.
La técnica consiste en amplificar estas regiones conservadas por PCR (Polymerase
Chain Reaction) y posteriormente secuenciar los fragmentos amplificados. Esta

técnica tambien permite diferenciar especies.

. PCR: Las dos cadenas de ADN se separan seguidamente se amplifica una region del
genoma; posteriormente estos fragmentos amplificados se someten a una electroforesis
en gel de poliacrilamida. Los fragmentos se separan segun su tamafo. Esta técnica se
emplea en la caracterizacion e identificacion de levaduras y bacterias vinicas, también

en estudios de biodiversidad (14).
- Métodos moleculares: Identificacion a nivel de cepa

A veces no es suficiente con la identificacion de especies por lo que es necesario
entonces ir mas alla. Para poder diferenciar a nivel de cepas, existen otras técnicas de

biologia molecular:

PCR a tiempo real: La reaccién en cadena de la polimerasa, se puede producir
maultiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en presencia de millones
de otras moléculas de ADN. Como su nombre indica, se basa en la actividad de la
enzima ADN polimerasa que es capaz de fabricar una cadena de ADN complementaria
a otra ya existente. Sus Unicos requerimientos son que existan nucleétidos en el medio
que son la materia base para fabricar el ADN (los nucle6tidos de adenina, timina,
citosina y guanina), y una pequefia cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que

queremos copiar para que sirva como cebadora.

La clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo real la
amplificacion de nuestro genoma de interés. Para llevar a cabo esta deteccion existen
varios métodos pero casi todos basados en la utilizacion de otro fragmento de ADN
(sonda) complementario a una parte intermedia del ADN que queremos amplificar.
Esta sonda lleva adherida una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe esta
fluorescencia, de tal forma que sélo cuando la sonda es desplazada de su sitio por
accion de la ADN polimerasa la molécula fluorescente se libera de la accion del
“quencher” y emite durante cada ciclo de la PCR sera proporcional a la cantidad de
ADN que se esta amplificando.
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En general para que sea valida esta técnica requiere realizar en paralelo una curva
patron en las mismas condiciones para conocer la cantidad total de ADN que se esta

amplificando (14).
PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR)

Reaccion de PCR cuya principal caracteristica es que permite cuantificar la cantidad
de ADN o ARN presentes en la muestra original, o para identificar con una muy alta
probabilidad, muestras de ADN especificas a partir de su temperatura de fusion
(también denominado valor Tm , del inglés melting temperature). Se puede dividir en
las técnicas basadas en fluorocromos no especificos y en las técnicas basadas en sondas
especificas. En las técnicas basadas en fluorocromos el ADN, que ve multiplicada su
cantidad con cada ciclo, se une al fluorocromo (generalmente SYBR Green)
produciendo fluorescencia que es medida por el termociclador apto para PCR en
tiempo real. Permite cuantificar s6lo una secuencia por reaccion pero tiene la ventaja
de utilizar cebadores normales para su realizacion. Es mucho mas econémica que la
que usa sondas especificas. Las técnicas basadas en sondas especificas utilizan una
sonda unida a dos fluorocromos que hibrida en la zona intermedia entre el cebador
directo (forward) y el inverso (reverse); cuando la sonda esta intacta, presenta una
transferencia energética de fluorescencia por resonancia (FRET). Dicha FRET no se
produce cuando la sonda esta dafiada y los dos fluorocromos estan distantes, producto
de la actividad 5'-3' exonucleasa de la ADN polimerasa. Esto permite monitorizar el

cambio del patrén de fluorescencia y deducir el nivel de amplificacion del gen (15).

La mayoria de estos inconvenientes se han solucionado con la introduccion de la PCR
realizada en tiempo real (Q-PCR), que elimina cualquier proceso post-PCR puesto que
monitoriza la progresion de la amplificacién en el momento en que ocurre. A
diferencia de la PCR convencional (en punto final), que mide la acumulacion del ADN
al final de un nimero predeterminado de ciclos, con Q-PCR esto se hace durante el
proceso de amplificacion usando fluorescencia, de forma que su aumento es
proporcional a la cantidad de ADN formada. El proceso se puede automatizar
facilmente usando un sistema que realice la amplificacién (termociclador) y que a su
vez sea capaz de leer fluorescencia. Existe una amplia oferta de aparatos en el mercado.
La mayoria pueden trabajar con las diversas opciones de marcado fluorescente y son
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"abiertos", es decir, permiten programar las condiciones de amplificacion y lectura de
forma que su uso no queda limitado a unos reactivos determinados (15).

e Método de secuenciacion Sanger

Primero se calienta la mezcla para desnaturalizar el molde de ADN (separar las
cadenas) y luego se enfria para que el cebador pueda unirse al molde de cadena
sencilla. Una vez que se ha unido el cebador, se eleva la temperatura para que la ADN
polimerasa pueda sintetizar ADN nuevo a partir del cebador. La ADN polimerasa
afiadira nuclettidos a la cadena hasta que aleatoriamente agregue un nucleétido
didesoxi en lugar de uno normal. A partir de ese momento, no es posible agregar mas

nucledtidos y la cadena termina con el nucleotido didesoxi (16).

Este proceso repite cierto nimero de ciclos. Cuando los ciclos terminan, esta
practicamente garantizado que se ha incorporado un nucleétido didesoxi en cada una
de las posiciones del ADN blanco en al menos una reaccion. Es decir, el tubo contendra
fragmentos de diferentes longitudes que terminan respectivamente en cada una de las
posiciones de los nucleétidos del ADN original (Fig.2). Los extremos de los
fragmentos tendran el pigmento que indica su nucleétido final (16).

Cuando la reaccion termina, los fragmentos se hacen pasar a través de un tubo largo y
delgado que contiene una matriz de gel en un proceso llamado electroforesis capilar
en gel. Los fragmentos cortos se mueven rapidamente a través de los poros del gel,
mientras que los fragmentos largos se mueven mas lentamente. Cuando cada
fragmento cruza la "linea de meta" al final del tubo, un laser lo ilumina y permite la
deteccion del pigmento asociado. El fragmento mas pequefio (que termina justo un
nucleétido después del cebador) es el primero que cruza la linea de meta, seguido por
el préximo fragmento mas pequefio (que termina justo dos nucleodtidos después del
cebador) y asi sucesivamente. De esta manera, se puede reconstruir nucleétido por
nucleétido la secuencia del fragmento de ADN original a partir de los colores de los
pigmentos registrados uno tras otro por el detector. Los datos registrados por el
detector consisten en una serie de picos en la intensidad de la fluorescencia, como se
muestra en el cromatograma. La secuencia del ADN se lee a partir de los picos en el

cromatograma (16).
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Figura 2. Procedimiento del método Sanger modificado (16).

1.4.3. Luapulo
1.4.3.1. Historia del ltpulo

El Iupulo ya se conocia en la antigiiedad como aditivo de la cerveza, pero luego
evidentemente cayo0 en el olvido hasta la Edad Media en que volvid a utilizarse en la

produccion de esta bebida. El IGpulo cumple en la cerveza diversos cometidos:

- Precipita proteinas, por lo que actia como clarificante.
- Favorece la formacion de espuma.
- Confiere a la cerveza su agradable sabor amargo.

- Favorece la conservacion de la cerveza.

El lapulo crece en Alemania Unicamente en zonas con buen clima, siendo una de las
mas conocidas el territorio de Saaz. Hallertau, cerca de Ingolstadt, y la region de
Tettnang son conocidas comarcas germanas productoras de ldpulo (19).
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1.4.3.2.  Cultivo del lGpulo

El lapulo pertenece a la familia de las cannabinaceas, pero, a pesar de su parentesco
con el Cannabis, el lapulo comercial, Humulus lupulus, no contiene sustancias
alucindgenas. Las flores femeninas se desarrollan en plantas distintas de las que
producen las flores masculinas y, en la mayor parte de las plantaciones comerciales,
se eliminan las plantas que producen flores masculinas (20). Para la fabricacion de
cerveza solo tienen valor las plantas femeninas, ya que las flores deben utilizarse
Unicamente en estado no fecundado. Las plantas de Iupulo proporcionan rendimiento
solo a partir del tercer afio de cultivo, 0 como mucho en el segundo afio, pese a lo cual
un cultivo de lupulo puede ser productivo hasta veinte afios. Para lograr un rendimiento
seguro, es importante separar las plantas mediante un intenso clareado. Las porciones
vegetales separadas pueden aprovecharse como verduras (19). El lupulo se cultiva s6lo
en climas templados y resiste el invierno como un rizoma (cepa); esta provisto de
raices largas, que penetran profundamente en un suelo que, para explotaciones
industriales, tiene que ser profundo y rico. En la primavera, comienza e echar brotes a
partir de la corona de la raiz; los tallos son trepadores y se adhieren a cualquier tipo de
guia; tiene pelos en forma de ganchos dirigidos hacia atras a partir de los pedinculos

y peciolos y se enrollan en el sentido de las agujas del reloj (20).

1.4.3.3. Quimica del Lupulo

En la tabla 2 se recoge la composicion de los lGpulos comerciales; de los datos que se
tiene, los realmente importantes para el fabricante de cerveza son los relativos a resinas
y aceites esenciales. Sin embargo, y aunque en pequefias cantidades, durante la
elaboracion de cerveza se extraen proteinas, aminoacidos y azucares. Las resinas del
lapulo fresco son solubles en éter de petréleo (hexano). Estas resinas, llamadas
blandas, estan fundamentalmente constituidas por a y p acidos. A medida que el lupulo
envejece y se oxida, aumenta la proporcion de resinas insolubles en éter de petroleo,
denominadas resinas duras, a causa fundamentalmente de las transformaciones

sufridas por los 4acidos a y B.
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Tabla 2. Composicion de lapulos comerciales (21).

Porcentaje (%)

Agua 10
Resinas totales 15
Aceites esenciales 0.5
Taninos 4
Monosacdridos 2
Pectina 2
Aminoacidos 0.1
Proteina (N x 6.25) 15
Lipidos y ceras 3
Cenizas 8
Celulosa, lignina, etc. 40.4
Total 100

Los acidos a, o humulonas, representan una familia de compuestos como se observa
en la figura 3. Se diferencian en la cadena lateral unida al carbono 2 del anillo
hexacarbonado. Constituyen el principal componente amargo de la cerveza. Durante
la coccion del lupulo, o sus productos, en el mosto, los o acidos se reorganizan o se
isomerizan. Los compuestos generados, iso a acidos o isohumulonas, son mucho mas
amargos y mucho mas solubles que los a 4cidos. Los B 4cidos tienden, por el contrario,
a oxidarse durante la ebullicion, para dar una serie de derivados amargos y no amargos
(Fig. 3). Durante el envejecimiento, a lo largo de su almacenaje, sus a y B acidos
generan productos de oxidacion, algunos de los cuales son amargos y otros no. Los
cambios que tienden a producirse son (i) oxidacion de las cadenas laterales, (ii) pérdida

de las mismas y (iii) transformacion de los anillos hexagonales en pentagonales.

o ow e

s =0

N by

Figura 3. Estructura de los 4cidos a e iso a (izquierda y derecha respectivamente)

(17).
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Los aceites esenciales de los conos de lupulo son una mezcla compleja de varios
cientos de componentes. Los solubles en hexano son hidrocarburos terpenoides
(Fig.4). El resto, soluble en éter etilico, son compuestos que contienen oxigeno, como
ésteres, aldehidos, cetonas, acidos y alcoholes. Algunos son extremadamente potentes,
como el tiohexanoato de metilo, que tiene un umbral de percepcion de 0,3 ppb. Los
aceites esenciales influyen tanto en el sabor como en el aroma de la cerveza, aunque
la mayor parte del aceite afiadido a la cerveza durante la coccion se pierde por
destilacion, lo que es una suerte, porque una tasa elevada de aceites esenciales haria
imbebible de la cerveza. Si el aceite mejora 0 empeora la calidad global de la cerveza,
depende de la proporcion entre sus numerosos componentes. Los aceites esenciales se
oxidan y se hacen menos atractivos durante su almacenamiento; ademas aceleras la

oxidacion de las resinas (21).

A~As

Mirceno H T

Humulena
Carlofllean

Figura 4. Estructura de los aceites esenciales tipicos del lapulo (18).

1.4.4. Malta

1.4.4.1.  Seleccion de la malta para la elaboracion de cerveza

La materia prima fundamental para la fermentacion de la cerveza es la malta;
proporciona sustratos y enzimas apropiados para obtener un extracto soluble o mosto.
La malta debe proporcionar este extracto facilmente y de forma barata; también debe
proporcionar cascarilla, que forma un eficaz lecho filtrante para la clarificacion del
mosto. La composicion del extracto, 0 mosto, es un factor fundamental para el éxito
de la fermentacién por la levadura y juega un importante papel en el desarrollo del
aroma, el color y en la estabilidad del producto final, la cerveza. Para obtener materias
primas tan uniformes como sea posible y a un costo razonable, los cerveceros
establecen especificaciones muy ajustadas. Estas especificaciones dependen de los

métodos analiticos, por lo que el analisis de la malta cumple dos funciones: (i) estimar
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el valor que para el cervecero tiene la malta, (ii) constituir la base de las transacciones
comerciales (22).

1.4.4.2. Importancia de la Malta
Debe tenerse siempre muy presente que la malta es uno de los ingredientes de partida
mas importantes en la fabricacion de cerveza. Pero, existe mucha confusion sobre lo

que es en realidad la malta.

La malta se obtiene principalmente de la cebada, aunque también se maltea el trigo.
Las cervezas de trigo, blanca o berlinesa se elaboran con malta de trigo, En teoria,
también pueden maltearse todos los demas cereales. Pero las pruebas realizadas
indican que, por diversas razones, las demas clases de cereales no dan maltas

adecuadas. Por ello, la malta de cebada es el principal ingrediente de partida.

La cebada sin tratar, es decir, en estado natural, no serviria para la fabricacion de
bebidas alcohdlicas, ya que la levadura sélo puede generar alcohol a partir del azucar,
y la cebada contiene una minima cantidad de azlcar, en cambio tiene elevada
proporcién de almidon. El almidon, quimicamente considerado, no es otra cosa que
una sustancia formada por muchas particulas de azlcar, o, dicho con més exactitud,
por moléculas unidas en cadena de glucosa, que es una clase de azucar. Una molécula

de almiddn puede contener hasta 2.000 moléculas de glucosa.

El almidon contenido en el grano de cebada es la reserva alimenticia para el embrion
de la futura planta. Pero tampoco se puede utilizar el almidon directamente, debe
degradarse primero en la semilla con la ayuda de enzimas. Estos son sustancias
semejantes a las proteinas que aceleran reacciones quimicas, pero sin formar parte de
los productos originados en estas reacciones. Estas enzimas se producen en la
germinacion y su objetivo es transformar el almiddn en azlcar y proporcionar ésta al

embridn como sustancia nutritiva.

Este proceso de formacion de enzimas se completa en el malteado, al germinar el
cereal. Cuando se ha producido ya suficiente cantidad de enzima, el proceso de
desarrollo del embrion de la cebada se interrumpe mediante calentamiento y
desecacion, con lo que la malta se tuesta mas o menos, segun el método empleado.

Esta desecacion debe realizarse con mucho cuidado, para conservar las enzimas. Como
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veremos, las enzimas generadas en el malteado deben originar méas tarde, en la
maceracion o mezcla con agua, la transformacion del almidon en azlGcar. Como

enzimas que degradan el almidon estan:

- Las amilasas, asi llamadas porque actdan sobre la amilosa (= almidon);
desempefian su importante funcion en cantidades muy pequefias. Pero en el
malteado se producen ademas otras enzimas:

- Proteasas, que degradan a las proteinas (= sustancias proteicas).

- Citasas (de citos = célula), encargados de disolver las paredes celulares.

También estas enzimas deben volverse a activar en la maceracion (23).

1.5. Elaboracion de la cerveza

1.5.1. Materias primas y preparacion de la malta

Los cereales malteados se han utilizado tradicionalmente en la elaboracion de cerveza
porque el proceso de malteado da lugar a la produccion de los enzimas necesarios para
la extraccion y conversion del almidon en azlcares fermentables. En el proceso de
malteado, los granos se sumergen en agua a temperaturas de 10 a 25 °C durante 48-60
horas, tiempo durante el cual el contenido de humedad crece desde el 10-12 % al 44-
50 %. Una vez remojado el grano, la germinacion se lleva a cabo a temperaturas
comprendidas entre 15 y 21 °C, dependiendo del tipo de malta, en tambores o en
compartimientos con suelo perforado, controlado la humedad y el flujo de aire, con lo
que se producen diversos enzimas hidroliticas, entre ellos a-amilasa, bioglucanasas y
peptidasas que conducen a la degradacion enzimatica de hemicelulosa, B-glucano,
péptidos y algo de almidon. La B-amilasa, ligada a otras proteinas en la cebada no
germinada, se libera durante este proceso. Una vez logrado el grado de modificacion
deseado, la malta se seca hasta que su contenido de humedad sea de aproximadamente
el 6 % inicialmente a una temperatura de 65 °C, y después a 80-85 °C para reducir aln
mas su humedad, hasta el 4,5 %, con lo que se detienen los procesos respiratorios de
la germinacidn, se inhibe el crecimiento microbiano y se fomenta la reaccion de
Maillard, que contribuye a dar el aroma y color oscuro a la malta. La malta de buena
calidad tiene suficiente actividad enzimatica como para facilitar la extraccion y
conversion de mezclas de maceracion que contienen hasta el 60-70 % de cereales
ademas de la propia malta. Las enzimas microbianas industriales pueden sustituir a la
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malta como fuente enzimatica para la produccion de mosto de cerveza, y por
consiguiente, las bebidas alcohdlicas basadas en cereales pueden obtenerse ahora a
partir de una gran variedad de cereales, como cebada, trigo, arroz y maiz, o

combinaciones de cereales, con o sin la inclusion de cereal malteado (24).

1.5.2. Maceracion y filtracion

Durante la maceracion, los componentes se extraen con agua, con lo que se solubilizan,
hidrolizan enziméaticamente y extraen del cereal los carbohidratos y otros nutrientes
necesarios para la fermentacion bajo condiciones de calentamiento controlado. En esta
operacion, la relacién agua: grano es usualmente de 2,5-3,0 a 1,0. La temperatura
empleada varia de una cerveceria o destileria a otra y depende de consideraciones tales
como la naturaleza del cereal utilizado, las propiedades de las enzimas dependientes
de la temperatura, las caracteristicas del producto deseado, la naturaleza y capacidad
del equipo. La mayoria de los sistemas de infusién o decoccion o como una
combinacion de ambos. En la maceracion por infusion, empleando malta bien
elaborada, el grano se introduce en un camara de maceracion, cuyo fondo esta
constituido por una placa filtrante, parcialmente llena de agua caliente, a una
temperatura que se mantiene constante a unos 65 °C para permitir la conversion
enzimatica y la extraccion del mosto. A continuacién el mosto se separa por filtracion
y la masa que sale se deshace para lavar los azlcares residuales hasta que el peso

especifico del liquido que sale es de 1,005 (24).

La temperatura 6ptima de las proteasas, a-amilasa, f-amilasa y B-gluconasa de la malta
dicta las condiciones de la maceracion. En el proceso por infusién la temperatura de la
masa favorece la actividad de la amilasa y la B-gluconasa, siendo mas satisfactoria con
las maltas bien modificadas en las que durante el malteado ya se ha producido una
degradacion proteica considerable. La masa sometida a decoccion tiene usualmente
temperaturas iniciales de 50-55 °C para una actividad proteolitica 6ptima, a 63-65 °C
para la degradacion optima del almidén y los B-glucanos y a 73 °C para la separacion
Optima del mosto. La temperatura se eleva hasta el 67 °C, lo que favorece la amilolisis
y después se calienta hasta 73 °C con objeto de reducir la viscosidad antes de la
filtracion. Cuando una masa se convierte predominantemente utilizando enzimas
microbianas, las temperaturas utilizadas reflejaran la actividad y estabilidad térmica

de estas enzimas (24).
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1.5.3. Separacion del mosto

Una vez clarificado el mosto, se hierve durante 60-90 minutos con objeto de favorecer
(@) la inactivacion de las enzimas, (b) la esterilizacion del mosto, (c) la precipitacion
de las proteinas y los taninos, (d) la extraccion de sustancias amargas derivadas del
lupulo, (e) la produccidn de color, aromas y sabores por la caramelizacion del azlcar,
la formacion de melanoidina y la oxidacion de los taninos la destilacién de los
volatiles. Seguidamente se separa el precipitado proteico formado durante la ebullicion
asi como el lGpulo agotado y el resto de los sélidos, a veces con ayuda de un agente de
floculacion, en un separador de torbellino o mediante la combinacion de un tanque de
sedimentacion y un filtro o una centrifuga. Una vez separados los so6lidos o residuos,
el mosto se enfria mediante un cambiador de calor de placas hasta la temperatura
inicial de fermentacion y se airea hasta que la concentracion de oxigeno disuelto sea
de 5-15 mg/L para favorecer la sintesis de acidos grasos insaturados y esteroles por las
levaduras (24).

1.5.4. Fermentacion de la cerveza

El mosto se inocula con levaduras hasta un recuento de aproximadamente 107 células
por mL o mayor si se necesidad velocidad de fermentacion més elevada.
Tradicionalmente, en la produccion de cerveza inglesa (ale) entre 15 y 22 °C se
utilizaban levaduras de fermentaciéon alta, que ascendian a la superficie hacia el final
de la fermentacion, y podian por tanto ser separadas en forma de espuma, mientras que
en la produccion de cerveza (lager) entre 8 y 15 °C se utilizaban levaduras que
sedimentan en el fondo del recipiente hacia el final de la fermentacion (levaduras de
fermentacion baja). Sin embargo, en particular con la introduccion de los grandes
depdsitos fermentadores cilindro conicos y el uso de centrifugas, la distincion entre

fermentaciones “altas” y “bajas” tienden a desaparecer (24).

En las fermentaciones tipicas para obtener cerveza “lager”, el recuento inicial de
levaduras es de 107 células/mL, la concentracion inicial de carbohidratos es de 12 °P
(peso especifico 1.050) y la temperatura inicial aproximadamente 10 °C. Al cabo de
unos 3 dias la poblacién de levaduras se ha incrementado 4 6 5 veces. La temperatura
tiende a aumentar a medida que avanza la fermentacion y cuando se alcanza el madximo

puede ser necesario enfriar. La concentracion de carbohidrato desciende a 2-2,5 °P
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(peso especifico 1.080-1.010) después de 5 dias. Si la temperatura se mantiene entre 6
y 10 °C, la fermentacion dura unos 10 dias (24).

Durante el proceso de fermentacion, el pH disminuye aproximadamente una unidad a
partir de un valor inicial de 5.2. Muchos &cidos, especialmente el &cido acético,
formado por oxidacion del acetaldehido, contribuyen a esta caida del pH (24).

Los azlcares fermentables que normalmente constituyen el 70-80 % de los
carbohidratos del mosto se convierten en etanol durante la fermentacion. El 20-30 %
de los carbohidratos residuales consiste principalmente en dextrinas superiores o
dextrinas limite no susceptibles de ser atacadas por las amilasas de la malta debido a
la presencia de enlaces glicosidicos a-1-6. En la produccion de cerveza baja en
carbohidratos, estas dextrinas limite pueden ser hidrolizadas a azlcares fermentables
por la amiloglucosidasa microbiana. En principio, esta enzima debe hacerse actuar
sobre el mosto antes de su ebullicion, ya que ésta lo inactiva. La amiloglucosidasa es
también efectiva en la hidrélisis de las dextrinas limite durante la etapa de
fermentacion, y no se inactiva con la pasteurizacién posterior por lo que puede
permanecer activa en el producto final (24).

1.5.5. Maduracion y acondicionamiento final de la cerveza

La cerveza recién fermentada debe someterse a diversos tratamientos antes de ser
envasada finalmente para su distribucion. La maduracion implica una fermentacion
secundaria por las levaduras residuales que pasan a la cerveza desde el fermentador
primario. Durante este proceso, se asimila el di acetilo asi como las pequefias
cantidades de maltotriosa residual, y la concentracion de algunos ésteres aumenta. El
dioxido de carbono, producido en la fermentacion secundaria, o el diéxido de carbono
afiadido, ayuda a purgar la cerveza de oxigeno, H2S y compuestos volatiles no
deseados. A veces se afiaden aditivos para clarificar el mosto y ajustar el aroma, sabor
y color de la bebida, y para favorecer la estabilidad de la espuma. Los tiempos y la
temperatura utilizados varian de una cerveceria a otra, aunque usualmente se utilizan
a temperaturas bajas, de 2 a 6 °C, con un periodo de almacenamiento que oscila entre
4 dias y 4 semanas. Después del acondicionamiento, la cerveza contiene células

microbianas, precipitados proteicos y sustancias coloidales, que hay que separar
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mediante diversos procesos como la floculacion, centrifugacion y filtracion. La
estabilidad microbiol6gica se consigue por filtracion estéril y/o pasteurizacion (24).

DEPOSITO DE ALMACEN DE DEPGSITO DE DEPOSITO DE LUPULD Y ALMACENAMIENTO DE
AGUA MALTA SUCEDAMEDS SUCEDAMECS PRODUCTCS DEL CERVEZA ENVASADA

SOLIDOS LIQuIDos LUPULD
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Figura 5: Diagrama de flujo de la elaboracion de cerveza (26).

1.6. Leyde pureza 1516

Hablamos del Reinheitsgebot (reinheits-pureza, gebot- ley) ordenado por Guillermo
IV que determinaba los ingredientes permitidos en la elaboracion de cualquier cerveza.
El 23 de abril de 1516, durante una reunion con la nobleza bavara celebrada en la
ciudad de Ingolstadt, el dugue Guillermo IV de Baviera, junto a su hermano Luis X,
promulg6 una orden que regulaba tanto el precio de la cerveza, como los tiempos de

elaboracion y los componentes empleados en su fabricacion.

Desde ese momento cualquier cerveza elaborada en tierras bavaras solo podria ser
producida con tres ingredientes basicos: agua, lUpulo y cebada, prohibiendo el uso de
cualquier otro componente tales como edulcorantes u otras maltas distintas a la de
cebada. “Ademas, queremos enfatizar que de ahora en adelante en todas las ciudades
y pueblos de este pais, los Gnicos ingredientes utilizados para la elaboracion de cerveza

deberan ser la cebada, el lGpulo y el agua. Quien conscientemente violara o no
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respetara esta ordenanza sera castigado por las autoridades judiciales, confiscando

cada uno de esos barriles de cerveza sin excepcion”.

No se trataba de la primera regulacion de este tipo, aunque quizas si la mas importante
hasta la fecha, ya que con algunos pequefios cambios y ajustes se ha mantenido vigente
practicamente hasta ahora cuando las normas de la Unién Europea han introducido
pequerias modificaciones que sélo afectan a las cervezas exportadas al resto de paises,
pero no a las destinadas para un consumo interior (25). Estas leyes se fueron
gradualmente introduciendo en toda Alemania, de tal modo que en 1918 obligaban a
todos los fabricantes de cerveza que pretendieran exportarla. En otros numerosos
paises europeos, como Noruega, Grecia y Suiza, se dictaron leyes similares. En el resto
del mundo es habitual que entre las materias primas para la elaboracion de la cerveza
se incluyan fuentes baratas de almidon o azlcares, como cereales no malteados y
jarabes de almiddn de papa, de azlcar de cafia 0 remolacha, o de cereales. También se
utilizan en la elaboracién de cerveza pequefias cantidades de productos organicos e
inorganicos que actian como conservadores 0 que se usan para eliminar la turbidez.
En épocas recientes, son numerosos los paises que ha introducido controles estrictos
de estos aditivos y se exige mencionar su empleo, en las etiquetas. Hace muchos afos
que se controla la tasa de &cido arsénico y plomo. Recientemente se han introducido
también limites al contenido en nitrosaminas, tanto en la cebada malteada como en las

cervezas (26).

1.7.  Estilo de cervezas

Se denomina estilos a los resultados de ingredientes locales los cuales en su mayoria
estan ligados o vinculados con las tradiciones de determinada region o pais. Estos
resultados normalmente son variaciones basicas en las técnicas de elaboracion de

cerveza o en los ingredientes que conlleva esta elaboracion.

Las diferencias entre estilos deben ser cuantificables en las caracteristicas generales y
sabor de la cerveza por medio de un andlisis sensorial.
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1.7.1. Estilo Amber Ale
American Amber Ale

No es necesario remontar mucho en el tiempo para encontrar los origenes de las
American Amber Ale, un estilo de cerveza moderno que nacio a finales del siglo XX
en las areas americanas del Norte de California y del Noroeste del Pacifico. También
denominadas “Red Ales”, las American Amber Ales se consideran hermanas de las

rubias American Pale Ales, pero con un nivel de amargor menor.

El lGpulo se percibe entre bajo y moderado, con un aroma tipico de las variedades de
lupulo americanas (Citrico, Floral, Resinoso, Herbal, Fruta Tropical, Meldn, etc.). Es
frecuente encontrar el caracter citrico de los lUpulos, aunque no es una caracteristica
obligatoria. El caracter maltoso es entre moderadamente bajo y moderadamente alto,
a menudo con unas notas caramelizadas que equilibran la cerveza o hasta enmascaran

el tono lupulizado. La presencia de ésteres es entre moderada e inexistente.

Su color es entre &mbar y marr6n cobrizo. La capa de espuma, por su parte, suele ser
amplia y blanca, con buena retencion. Aunque una American Amber Ale suele ser
bastante clara, las cervezas a las que se les ha aplicado el dry-hopping pueden ser

ligeramente mas turbias.

El sabor a lUpulo es entre moderado y alto, con las caracteristicas tipicas de los ltpulos
americanos, tal y como sucede en el aroma. Los sabores maltosos son de moderados a
fuertes, a menudo con una dulzura inicial seguida de un sabor moderado a caramelo.
Los sabores amargos derivados de la malta y los lupulos suelen apoyarse mutuamente.
En cuanto a los ésteres afrutados, pueden variar entre moderados e inexistentes. La
dulzura procedente malta caramelo y el amargor o el sabor de IUpulo, ademas, pueden

persistir hasta el final del trago.

La sensacion en boca es que el cuerpo de la cerveza es entre medio y alto. La
carbonatacion también es entre media y alta. Por otro lado, el acabado es suave y sin
astringencia. Las versiones mas fuertes, ademas, suelen transmitir la calidez del

alcohol.

En resumen; se trata de una cerveza artesanal americana, una Amber moderadamente

fuerte con un sabor a malta de caramelo. Las versiones pueden variar bastante entre
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ellas; algunas cervezas tienen un caracter claramente maltoso, mientras que otras estan
agresivamente lupulizadas. Las versiones mas lupulizadas y amargas, sin embargo, no

deberian chocar con el perfil de la malta caramelo.

Tenemos como ingredientes para esta cerveza; la malta Pale Ale, tipicamente norte-
americana y de dos carreras, y también malta Cristal. Adicionalmente, se pueden
afiadir otros granos que afiadan un caracter adicional y Unico. Se suelen usar lUpulos
americanos, a menudo con un sabor citrico, aunque también se pueden utilizar otros
(27).

Caracteristicas generales:
o Densidad inicial: 1.045 — 1.060
o Densidad final: 1.010 — 1.015
e |IBUs: 25-40
e Color (SRM): 10-17
o Nivel de alcohol: 4.5 — 6.2% (27)

Figura 6. Cerveza Artesanal Rogue American Amber Ale (27).
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1.7.2. Estilo New England IPA

Un estilo moderno de cerveza artesanal originario de la region de Nueva Inglaterra de
los Estados Unidos. Se cree que Alchemist Heady Topper es el ejemplo original y la
inspiracion para muchas otras interpretaciones que crecieron en popularidad a
principios y mediados de la década de 2010. Los cerveceros contintan innovando y
evolucionando el estilo, y el estilo tiende hacia una presentaciéon menos amarga hasta

el punto de burlarse del término "IPA" (28).

Una IPA estadounidense con sabores y aromas intensos a frutas, un cuerpo suave y
una sensacion en la boca suave, y a menudo opaco con una bruma sustancial. Menos
amargura percibida que las IPA tradicionales, pero siempre saltan masivamente hacia
adelante. Este énfasis en el salto tardio, especialmente el salto seco, con IUpulo con
cualidades de frutas tropicales le da el caracter ‘jugoso’ especifico por el que se conoce

este estilo.

Aroma intenso a lupulo, tipicamente con cualidades frutales (la fruta de hueso, la fruta
tropical y los citricos son los mas comUnmente presentes), reflejo de las nuevas
variedades de lupulo estadounidenses y del Nuevo Mundo sin ser herbaceas o
herbaceas. Malta limpia y neutra en el fondo, potencialmente con un ligero sabor a pan
dulce sin caramelo ni tostadas. La ausencia de cualquier caracter de malta es una
falta. Caracter de fermentacion neutro a afrutado que estad bien integrado con el
lGpulo. Un aroma cremoso, mantecoso o &cido es inapropiado. Cualquier caracter de

alcohol percibido debe ser restringido y nunca caliente.

El color varia de paja a amarillo, a veces con un tono naranja. Brumoso, a menudo
opaco, claridad; No debe estar turbio o turbio. La opacidad puede agregar un "brillo"
a la cerveza y hacer que el color parezca mas oscuro. Cualquier particula flotante
visible (materia de lapulo, grumos de levadura, etc.) es una falla. Cabeza blanca de

merengue de mediana a rocosa con retencion de alta a muy alta.

El sabor del lGpulo es de alto a muy alto, y refleja las mismas caracteristicas que el
aroma (el énfasis en la fruta, siendo la fruta tropical madura, la fruta de hueso y los
citricos los mas comunes). La amargura percibida puede ser algo baja a media-alta, a
menudo enmascarada por el cuerpo y el final de la cerveza. El caracter del lGpulo en

el retrogusto no debe ser agudo ni aspero. Sabor a malta bajo a medio, generalmente
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neutro, a veces con un sabor a pan, granulado y ligeramente dulce. Los sabores
notables de tostadas o caramelo son un defecto. El carécter de fermentacion es neutral
a afrutado, pero al igual que con el aroma, apoya el lUpulo. De seco a medio
acabado. Los sabores cremosos, almidonados o azucarados son inapropiados, aunque
un alto nivel de éster y un amargor méas bajo pueden dar la impresion de una dulzura
hasta moderada.

La sensacion en la boca es de cuerpo medio a medio completo con un caracter
suave. Sin astringencia dura derivada del Iupulo. El calor del alcohol puede estar
presente en versiones mas fuertes, pero nunca debe estar caliente. La carbonatacion
media es estandar. La cerveza no debe tener una sensacion en la boca cremosa o0

viscosa, un toque acido ni una textura de almidon crudo.

El estilo todavia esta evolucionando, pero este es esencialmente un IPA
estadounidense mas suave, mas peligroso y mas jugoso. En este contexto, "jugoso” se
refiere a una impresién mental de jugo de fruta o de comer fruta fresca y
completamente madura. Los ejemplos pesados que sugieren batidos, cremas o batidos
de frutas estan mas alla de este rango. La turbidez proviene del régimen de salto seco,
no de levadura suspendida, neblina de almidon, pectinas fraguadas u otras técnicas; es

deseable un brillo brumoso, no un desorden turbio y turbio.

Los ingredientes caracteristicos son similares a los estilos IPA estadounidenses méas
nuevos, pero a menudo con mas avena o trigo en el grano, y menos caramelo o maltas
especiales. Opcidn de lupulo restringida a variedades americanas o del Nuevo Mundo
con un caracter de frutas tropicales, frutas de hueso o citricos. Cepa de levadura neutra
a esterilizada. El agua varia desde el equilibrio entre sulfato y cloruro hasta el uso de
mas cloruros. Lapulo muy seco, en parte durante la fermentacidn activa, utilizando una
variedad de dosis y temperaturas de salto para enfatizar la profundidad del aroma y el
sabor del ldpulo sobre el amargor. La biotransformacion de los aceites de lupulo
durante la fermentacion puede aumentar el caracter de la fruta.

En comparacion con la American IPA, New England IPA tiene una sensacién en la
boca mas completa y suave, una expresion de lupulo tardio mas frutal, un equilibrio
de amargor percibido mas restringido y una apariencia mas peligrosa. Muchas IPA

americanas modernas son afrutadas y algo confusas. Si tienen un acabado seco y
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crujiente, en la mayoria de los cuerpos medianos, y un alto grado de amargura, estos
ejemplos deben ingresarse como IPA estadounidenses. Las adiciones notables de fruta,
lactosa u otros materiales para aumentar el caracter afrutado y suave deben ingresarse
en otra categoria definida por el aditivo por ejemplo, cerveza de frutas, cerveza de
especialidad (28).

Caracteristicas generales:
o Densidad inicial: 1.060 — 1.085
e Densidad final: 1.010 — 1.015
e IBUs: 25-60
e Color (SRM): 3-7
o Nivel de alcohol: 6 — 9% (28)

Figura 7. Cerveza Artesanal Naparbier Natural (29).

1.8. Control de Calidad

1.8.1. Dureza del agua
La dureza total se mide en grados hidrotimétricos alemanes (°DH) “Deutsche Hérte”

gue se interpretan de la siguiente manera:
0 — 5°DH = agua muy blanda
5 —9°DH = agua blanda

9 — 13°DH = agua de dureza media
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13 — 19°DH = agua moderadamente dura
19 — 30°DH = agua dura
Mas de 30°DH = agua muy dura

Se produce agua “dura” cuando el agua de lluvia, originariamente “blanda”, se carga
de sales, principalmente sales de calcio y magnesio al contactar con la tierra del suelo.
Si estos metales forman sales con el &cido carbdnico (carbonatos), se origina la dureza
carbonatada. Las sales de estos metales con otros acidos (&cido sulfurico, acido
clorhidrico) causan dureza no carbonatada; ambas juntas, carbonatadas y no
carbonatadas, constituyen la dureza total. La dureza no carbonatada no es muy
importante en la fabricacion de cerveza; en cambio, la carbonatada es de la maxima
trascendencia. Las relaciones existentes entre la dureza del agua y la calidad de la
cerveza son extraordinariamente complejas. En sintesis se puede decir: la dureza
(carbonatada) del agua actla de manera tanto mas perjudicial cuanto méas clara y rica
en ldpulo sea la cerveza. Una cerveza oscura y con poco lGpulo, como es la clasica de
Munich, puede fabricarse sin inconveniente con agua de esta capital germana (dureza
carbonatada superior a 14°DH). Una cerveza tipo Pilsen requiere en cambio agua
particularmente blanda. El agua de la cerveza Pilsen tiene una dureza carbonatada de
apenas 1,3°DH, razon principal de la fama adquirida por la cerveza Pilsen (30). Como
sobre la dureza del agua puede influirse poco, en cada lugar de fabricacion de cerveza
debe elegirse el método de elaboracion que mejor se adapte a las disponibilidades
locales de agua. Esto condiciona, pues, el tipo de cerveza a fabricar. Con los medios
técnicos existentes, hoy se puede fabricar practicamente cualquier tipo de cerveza con
cualquier clase de agua. Por la misma razén, también es posible elaborar cerveza tipo

Pilsen en todo el mundo, y no sélo en esta localidad germana (30).

1.8.1.1.  Reduccién de la dureza del agua (ablandamiento)

Inicialmente, lo mas sencillo es utilizar el agua local disponible sin ningun tratamiento.
Si los resultados de la fabricacion de la cerveza no son satisfactorios, se debe buscar,
estudiando paso a paso el proceso, la mejora del mismo. La posibilidad de lograrlo esta
siempre en el agua. Cuando el grado hidrotimétrico es inferior a 10°DH, apenas tiene
el cervecero aficionado que modificar el agua, si bien las industrias cerveceras incluso

ablandan estas aguas para elaborar cervezas claras con mucho ldpulo del tipo Pilsen.
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Las aguas duras necesitan tratarse cuando se quiera fabricar cerveza clara con més de
30 g de lapulo por 10 litros y la proporcion de dureza carbonatada sea alta. En cambio,
para la cerveza oscura 0 negra y con baja cantidad de lupulo, pueden emplearse
también aguas muy duras. En el extranjero es frecuente elevar una dureza deficiente
del agua agregando determinadas sales. Por ejemplo, para 10 litros de agua puede

agregarse:
1 TL de Ca SO4 (yeso)
Y% TL de Mg SO4 (sal de Epsom)
Ambos productos pueden adquirirse en la farmacia (30).

1.8.2. Levaduras

En las levaduras, los valores de pH comprendidos entre 3 y 6 son la mayoria de las
veces favorables al crecimiento y actividad fermentativa; esta Gltima es mayor cuanto
mayor sea el pH y se produce una caida notable a valores de pH de 3-4. El pH influye
en la formacion de subproductos; por ejemplo, a valores de pH elevados se incrementa

la formacién de glicerol (10).

Las temperaturas Optimas de la fermentacion, la respiracién de las levaduras y el
crecimiento celular son claramente diferentes. La velocidad de fermentacion aumenta
generalmente con la temperatura entre los 15 y los 35°C y los niveles de glicerol,
acetona, buteno-2,3-diol, acetaldehido, piruvato y 2-cetoglutarato se elevan en los
caldos de fermentacién. La formacion de niveles elevados de alcohol también depende

de la temperatura (10).

1.8.3. Lupulo

El lupulo se clasifica de acuerdo con su origen. Asi, se habla de “lapulo de Saaz”, del
“lapulo de Hallertau”, etc. Las diversas clases de lupulo se diferencian bastante entre
si de acuerdo con su contenido en amargor, lo que debe de tenerse en cuenta al dosificar
el lupulo (19).
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Tabla 3. Adicidon del lapulo de acuerdo a su contenido de amargor (19)

Elevada adicién de Escasa adicion de
ldpulo ldpulo
Dureza del agua Agua blanda Agua dura
Método cervecero Infusion Decoccion
Color cerveza Cerveza clara Cerveza oscura
Ingredientes Extracto seco alto Extracto seco bajo
principales
Grado fermentacion Fermentado alto Malteado excesivo
Tiempo maduracién Largo Corto

El cervecero aficionado puede adquirir en Alemania distintas clases de lapulo, si bien
resulta dificil encontrar un suministrador de una clase muy especifica. Por tanto, debe
aceptarse buenamente el disponible. Haciendo los ensayos oportunos, se llega a saber
cudl es la cantidad adecuada. Es recomendable comprar el Iupulo en forma de Pellets,
qgue no son mas que polvo de lapulo comprimido. Sin embargo, también puede

utilizarse el lapulo presentado de otra manera (hojas enteras, extracto, etc.) (19).

1.8.4. Malta

Las especificaciones mas importantes son las que aparecen en la tabla 4 junto con sus
valores tipicos. De lo hasta ahora dicho, resulta facil deducir que el cervecero necesita
conocer: (i) contenido en agua, (ii) proteina o nitrégeno totales, (iii) extracto obtenible
de la malta fina y groseramente molida, (iv) contenido en nitrégeno soluble del
extracto, (v) actividad enzimatica, (vi) fermentacion del extracto y (vii) color. Algunos
fabricantes de cerveza estan interesados también en medidas de la dureza de la malta
y de la viscosidad y en el contenido en B-glucanos y en aminoéacidos del extracto.
Algunos autores estiman que los valores del extracto, el cociente de nitrégeno
soluble/nitrégeno total y la dureza constituyen los pardmetros que mas informacién

proporcionan sobre la calidad de la malta (26).
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Tabla 4. Algunas especificaciones tipicas establecidas por los cerveceros para
varias maltas; para la malta destinada a la fabricacion de ale se indican las

variaciones toleradas (26).

Malta americana  Malta europeade 2 Malta europea de 2

de 6 filas filas parala filas parala
elaboracion de elaboracion de “Ale”
“lager”
Agua (%) 4 3.5 2+0.2
Extracto tras una 77 79 8010.4
molienda fina (% en
peso seco)
Extracto tras una 75.3 77.4 78.610.4
molienda grosera (%
en peso seco)
Nitrégeno total (%) 2.1 1.75 1.710.7
Nitrégeno soluble 40 39 39.5+1
(cociente respecto
del nitrégeno total)
Poder diastasico 140 75 6515
(grados Lintner)
Actividad a amilasa 40 35 -
(Un, dextr.)
Color (grados EBC) 3.8 2.9 6+1

1.9. Chicha de Guifiapo
1.9.1. Historia de la Chicha, bebida emblematica de Arequipa

Desde inicios de la colonia, la elaboracion de la chicha fue una actividad estrictamente
realizada por mujeres, de diferentes razas. Pero al incrementarse a lo largo del tiempo
la cantidad de consumidores de esta bebida se requirio el servicio de més personas
especializadas (guifiaperas) solo en la elaboracién del guifiapo (maiz germinado

secado y molido) (31).
Para fines del siglo XV1I la produccion de la chicha se fue especializando.

1.9.2. Un método centenario para obtener el Guifiapo

El insumo principal para la preparacién de esta chicha es el maiz, pero no de cualquier
tipo, sino el “Kulli” o “Colli”, conocido también como Negro Criollo. En distritos
como Tiabaya, que aln se produce aunque en poca cantidad. Posteriormente, si se
requiere mucho Guifiapo se utilizara el “poyo”; si se necesita menos cantidad recurrira

a la “crecedera”, variando igualmente las proporciones de agua y de tiempo (32).
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En un estudio realizado por los doctores Manuel A. Velasquez y Angel Maldonado
(1919), se explica detalladamente el método para la obtencién del guifiapo, que sigue
utilizdndose hasta el dia de hoy salvo algunas modificaciones secundarias que no

afectan en nada a las caracteristicas bésicas.

En una vasija ancha de barro cocido, de una capacidad de unos 10 litros 0 menos, sin
fondo; llamada Crecedera puesta en un rincon de un cuarto abrigado, y cubierto el
fondo o suelo y las paredes con hojas de col mojadas en agua, se deposita en ella una
capa de unos 10 centimetros de altura, de maiz, que previamente ha sido remojado en
agua durante tres dias y tres noches y privado del excesos de agua colocandolo en una
canasta hecha de cafia, a manera de criba, una vez depositado el maiz en la Crecedera,
se le cubre con otras hojas del col; y el todo se cubre con abundantes telas de lana, para
que sude el maiz y reviente; en los meses de octubre a enero, a los ocho dias se
descubre la crecedera y se retira el maiz germinado; en los demas meses y
principalmente en el invierno es preciso esperar alrededor de 15 dias para retirar el
maiz (32).

Una vez que el Huifiapu se retira de la Crecedera se echa en los patios y azoteas de las
casas, al sol, hasta que se endurezca y esté apto para ser molido. Cuando no hay hojas
de maiz (cubierta del fruto), remojadas en agua. Cuando no hay Crecedera. Hacen
germinar el maiz sobre hojas de col o panccas y el todo lo cubren con panccas, y
prosigue como si se hicieran en las Crecederas; pero no se consigue buen Huipafiu

pues, en pocos granos brota el sullo (germinan) (32).

Cuando la cantidad de maiz por transformar en Huifiapu es grande, se le hace germinar
en un Poyo y es el procedimiento que ordinariamente se sigue. El Poyo es un pozo que
mide 1.50 metros de ancho por 3 metros de largo y 30 centimetros de alto, cuyo piso
estd constituido por un empedrado de pequefios cantos rodados o por ladrillos
ajustados entre si; sin argamasa en sus junturas; y sus paredes estan hechas de Sillar
unidos con una mezcla de cal y arena llamada Caliche; de modo que constituyen un
pozo cuyo fondo es permeable en las junturas de los cantos rodados y sus paredes muy
porosas, pues el Sillar absorbe gran cantidad de agua. No siempre los Poyos son tan
grandes. Generalmente se construyen dos poyos juntos, de modo de poderlos irrigar
con una acequia que pasa entre los dos y al nivel superior del poyo (32).
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Sobre el poyo seco, se echa el maiz en capa de unos 10 centimetros de alto, se le
recubre con una gruesa capa de paja de trigo y la paja se presiona poniendo encima de
ella cierta cantidad de cantos rodados, en seguida se le da el primer riego o llenada
inundando el poyo de modo que el agua cubra por completo los cantos rodados que
presionan la paja; al dia siguiente en la tarde se le da un riego o llenada y al siguiente
dia otro riego por la tarde, es decir, un total de tres riesgos o llenadas; en verano se
escarba (se recoge) el Huifiapo a los ocho dias y en invierno a los quince dias. Después
de los tres riesgos, dia a dia, las Huifiaperas descubren en las cuatro esquinas del poyo
el maiz para darse cuenta de como marcha el proceso de germinacion; si observan que
el maiz esta duro aun y que necesita mas agua, rocian una cantidad de agua sobre el
Poyo, ellas por la practica saben en qué momento debe detenerse el proceso de la
germinacion; cuando se ha afiadido demasiada agua al poyo, el maiz entra en

descomposicion y exhala un olor desagradable (32).

Cuando se reconoce que ya el maiz esta lo necesariamente germinado, se retiran los
cantos rodados y la paja que los recubria: se encuentran los granos de maiz apretados
unos contra los otros entrelazados por las raicesillas y los embriones formando un
compacto que se extrae del poyo por medio de una lampa y se le pone sobre una
gquepifia (manta de lana o de algodon) y en ella se traslada al secadero (azotea o patio
empedrado) y a mano se separan los granos de maiz germinado y se extienden en capa
delgada que se remueve varias veces al dia cuidando de no romper las raicesillas y los
embriones, pues disminuiria de volumen'y es de advertir que este se vende al volumen;
al hacer la desecacion hay que evitar que la lluvia caiga sobre €l y es preciso removerlo
varias veces al dia para favorecer la desecacion y que el Huifiapu no se caliente (entre

en fermentacion y tome olor desagradable y baje su precio) (32).
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Figura 8. El maiz en sus diferentes etapas hasta llegar a ser “Guifiapo” (35)

1.9.3. Proceso de elaboracion de la chicha

Tras el proceso de molienda, el Guifiapo es remojado en agua por un par de horas y
luego se remueve con una “ccahuina’ o cuchara de madera. Después, con la ayuda de
un “huinco” se traslada a una paila u olla grande para cocinarlo moviendo de vez en
cuando, de cuatro a seis horas, dependiendo de la cantidad que se desea preparar, hasta
que suelte todo el almidon y su dulzor natural. Méas adelante se filtra la preparacion
utilizando la “ceisuna”. Esta es sujetada por dos mujeres, a las que se conoce como
“hacedoras”. Con el “huinco” se saca el liquido que se esta cocinando, se vierte en
medio de la “ceisuna” y se filtrar, en medio de ciertos movimientos de vaivén de las
“hacedoras” que poco a poco van envolviendo la “ceisuna” en sentidos contrarios,
hasta que todo el liquido se termine de filtrar. El contenido que queda en la “ceisuna”

se conoce como “anchi” (utilizado como alimento para gallinas y chanchos) (33).

Al liquido que se ha filtrado/cernido se le llama “usma” (mosto), la que le deja entibiar
para poder envasarla en una “chomba” y dejar que fermente juntos con el “concho” (el
sedimento de la chicha anterior o lo que en panaderia se la llama masa madre, que es
la que hace fermentar la levadura), que ayuda que la chicha ya estd madura. Se trasvasa
a una “chomba”, pero antes se vuelve a filtrar en la “coladera”, pedazo de tocuyo que

se coloca en la boca de la “chomba” (33).

Al momento de servir la chicha se le suele agregar azlcar, a diferencia de afios atras

cuando la costumbre era beberla sola, porque el maiz tiene su propio dulzor. La
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primera chicha que se sirve es el “cogollo” y, por esa razon, el vaso utilizado toma el
mismo nombre. El primer vaso servido tiene una significacion ritual de probar y
calificar la calidad de la chicha, costumbre que hoy en dia se mantiene. El vaso
conocido como “bebe” era un premio que se ofrecia a quien era enviado a comprar la
chicha (“mandado”), iba a chacras, anexos u otros pueblos y recorria largas distancias,
por lo que se le invitaba el “bebe” para que pudiera reponer las fuerzas y emprender el
regreso (33).
El ca%)oral
1

.4 litros)

-

(1 litro)

-

El cogollo ==

El bebe

(1/2 litro)

Figura 9. Vasos de diferentes tamarios para servir la chicha (34)

En épocas pasadas se usaba cantidades proporcionales de Guifiapo y agua (mitad y
mitad) y se obtenia una chicha espesa, con cuerpo. Pero ahora se la prepara mas suelta
porque asi lo piden los clientes. Por ejemplo, si se quiere preparar 50 litros de chicha
de guifiapo se emplearan 15 kilos de harina de maiz. Para cocinar una buena chicha se
requiere ademas de un buen fuego, constante y duradero, proporcionado por la lefia
del molle (33).

1.9.4. (Chicha De Guifiapo O Chicha De Jora?

En Arequipa la bebida tradicional asumida y muy querida es la chicha de guifiapo,
cuyo insumo principal es la harina de maiz germinado. En la zona norte se la conoce
como chicha de jora, que utiliza el mismo insumo. Entonces, ¢cual es la diferencia

entre ambas?
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“Jora es voz de origen quechua, derivada de sora, que quiere decir “maiz germinado”.
En el norte, el proceso de germinacion consiste en extender el grano seco sobre la
arena, aunque algunas personas utilizan hojas de platano o una manta de yute o de rafia
para que no tenga contacto directo con la arena. Sobre este maiz esparcido se colocan
hojas de platano hasta cubrirlo por completo, se vierte agua hasta que las raicillas
alcancen los 10cm como promedio. Se recoge el maiz germinado, se hace secar y se

tritura en los molinos (33).

Por su parte “Guifiapo” provendria de la voz aimara wifiapu, que quiere decir “bebida
de maiz que recién empieza a germinar o germinacion interrumpida”, proceso en el

que se utiliza un pozo o “poyo”, y que ya hemos descrito (33).

En el diario La Voz (2015), el economista arequipefio Rolando Linares Linares publico
un articulo a manera de pronunciamiento, pidiendo respecto a la identidad de su region
ante la aparente confusion de personas que llaman “chicha de jora” a la bebida
tradicional de Arequipa. Ronaldo explica que la diferencia estd en el proceso de

obtencion del maiz germinado.

1.9.4.1. Sellama “chicha de Guifiapo”

Segun investigaciones con historiadores, arquedlogos, antropélogos, sociélogos se
pudo encontrar que el término “es el que corresponde desde los origenes del Imperio
Incaico a la fecha”; es asi que es bueno sefalar a grandes rasgos como se procesa el

Guifapo y luego la chicha (33).

En nuestra area rural existen unos pozos llamados “poyos”, mas o menos de 2.50cm
de ancho por 3 de largo y con una altura de 0.50cm. La caracteristica de este “poyo”
es que debe ser empedrado, alli se echa el maiz, encima se le adiciona una capa de
paja, sobre la paja se colocan piedras mas o menos del didmetro que se utiliza para
empedrar, hecho este trabajo se procede a inundarlo de agua y se le deja por espacio
de 8 dias, tiempo en el que obtenemos que al maiz le han salido raices “sullo”, luego
se retiran las piedras, se retira la paja y encontramos el maiz parecido a una chamba
de pasto, a esto es lo que llamamos “Giiifiapo” y finalmente lo sometemos a una
exposicién del medio ambiente y al sola hasta cuando se seque, para luego enviarlo al
molino donde se procesa, saliendo la “ Harina de Giiifapo”, la misma que se convierte

en materia prima fundamental para elaborar la “chicha de Giiifiapo”(33).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




¥ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

La diferencia en cuanto a la forma de obtencion del maiz germinado es evidente, pero
tanto en Arequipa como en la zona norte el producto final e insumo para la preparacion

de la chicha de maiz es el mismo: Harina de maiz germinado.

Como se ha podido constatar la denominacién, preparacion y consumo de chicha de
guifiapo eran ya conocidos en Arequipa desde la época colonial. Por tanto fue, es y
seguira siendo el nombre de nuestra bebida de bandera. Por algo el historiador peruano

Jorge Basadre decia: “Arequipa es patria de la mejor chicha” (33).
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CAPITULO Il
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales
2.1.1. Medios de cultivo

e Caldo Saboraud (10% Sacarosa), Agar Extracto de Malta
e YPD

2.1.2. Soluciones
e 2% Triton X-100
e 1% SDS
e 100 Mm NaCl
e 10 Mm Tris-HCI
e 1MmNa-EDTA
e Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
e TE (Tris HCI 10 Mm, Na-EDTA 1 Mm)
e Acetato de amonio 4 M
e RNAsa A

2.1.3. Reactivos
e Agua destilada
e Azul de bromotimol
o Cristal violeta
e Azul de lactofenol
e Safranina
e Kovacs
e Rojo metilo
e Rojo fenol
e KOH
e o - Naftol

2.1.4. Material bioldgico
e Chicha de guifiapo

2.1.5. Material de plastico y vidrio

e Portaobjetos
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Cubreobjetos

Placas Petri

Tubos de ensayo

Tubos Falcon de 15 Ml, 50 Ml
Balon 1L

Matraces 250 Ml, 500 Ml
Probeta 100 Ml

Tubos eppendorf

Gorro

Guantes

Mascarilla

2.1.6. Materiales de la planta cervecera Machay

Ollas de acero inoxidable. (10 L)
Cocina industrial.

Densimetro

Termometro

Botellas de vidrio (300MI)
Materiales de limpieza (Detergente)
Embotelladora “M-Maq”

2.1.7. Equipos

Balanza analitica

Autoclave

Incubadora

PCR

Centrifugadora

Micropipetas (10, 50, 200, 1000 pL)
Microscopio de Luz

Refrigeradora

Camara de Neubauer

Shaeker
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2.2. Metodologia
2.2.1 Aislamiento, identificacion y caracterizacion de la levadura autdctona
de la chicha de guifiapo.
La metodologia fue basada en el trabajo de investigacion realizado por la Universidad
Nacional de Trujillo que tuvo por objeto aislar levaduras productoras de etanol a partir
de una Chicha de Jora del Mercado “Mayorista” de Trujillo, dirigido por Heber Robles
Castillo en el afio 2012 (36).

Con la diferencia que tanto la evaluacion de la capacidad fermentativa como la
identificacion molecular de la cepa; fue por pruebas bioquimicas y PCR en tiempo real

respectivamente.

La chicha de Guifiapo fue recolectada de la picanteria Cau cau Il siendo su propietaria
dofia Saida Villanueva Salas da una explicacion de la elaboracion de la chicha de
Guifiapo y la importancia de cada etapa de la misma. Dofia Saida es miembro de la
sociedad picantera de Arequipa la cual aspira a la proteccion, promocion y desarrollo

de la picanteria arequipefia reconocida como “patrimonio cultural del Pera”.

Las muestras se recolectaron en 3 botellas de plasticos estériles de 500ml, cada botella
contiene la chicha de guifiapo en diferentes etapas de su elaboracion (antes de la
fermentacion (1), durante (2) y después de la misma (3)). La botella 1 contiene la
“Usma” (mosto) antes de la fermentacion; pero para poder visualizar las levaduras
activas en el proceso de fermentacion de la chicha se toma una muestra de la botella 2

para observar al microscopio a 4x, 10x y 40x.
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Figura 12. Observacion al microscopio de la muestra 2, en proceso de fermentacion.
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Para aislar las levaduras se preparé Agar Saboraud (10% Sacarosa) teniendo el caldo
Saboraud como medio de crecimiento general con 0,05gr de cloranfenicol actuando
como bactericida, se siembra la muestra dejandola incubar a 37°C durante 48 a 72

horas.

La cepa crecida se siembra ahora en un medio Agar Extracto de malta o mosto de
cerveza como medio enriquecido para el crecimiento exclusivo de levaduras, la
preparacion de este medio es diluirlo con agua destilada en relacion 1 a 3 (100mL de
mosto de cerveza por 300mL de agua destilada) este medio posee una alta
concentracion de maltosa y otros sacaridos como fuentes de energia considerando que
su pH permite el crecimiento Unicamente de levaduras, restringiendo asi crecimiento
de bacterias. Se prepar6 1L de este medio, se autoclavo y se procedié a plaquear,

dejando incubar las placas a 37°C por 48 horas.

-
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Figura 13. Preparacion del medio enriquecido Agar mosto de cerveza.

2.2.1.1. Identificacion por pruebas bioquimicas

Se prepararon tubos y placas con diferentes medios de cultivo para las 3 muestras que
tenemos: 2 levaduras comerciales (safale-04 y safale-05) y la levadura autéctona
aislada.

La interpretacion de los resultados que se puede dar en cada medio de cultivo se
encuentra detallados en el Anexo 5.

Para la identificacion se realizaron dos métodos: Asimilacion y fermentacion.
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e Método de Fermentacién

Para este método se utiliza 3 tubos de ensayo cada uno contiene la campana de Durham

en un medio azucarado para cada tubo: Glucosa, sacarosa y fructosa.
Se agrega un inoculo de 0.5ml a cada tubo, dejando incubar por 48 horas.

Si ha degradado el Carbohidrato entonces se tiene el pH “acido” habiendo cambio

solamente en el color a amarillo se dice que es “Asimilado” sin formacion de CO..

Si esta amarillo el medio y tiene CO2, hay “fermentacion” al observar una burbuja

dentro de la campana.

Figura 14. Campana de Durham en un medio azucarado (Fructosa).

e Método de Asimilacién

En un medio de cultivo EMB (Eosina Azul de Metileno) se siembra la muestra por
estria y se deja en incubacion por 48 horas. Al ver un ligero crecimiento de colonias

se deduce la degradacién del Carbohidrato, el pH es acido y el medio de color amarillo.

Seguidamente se extrae muestra del medio EMB a un tubo con medio TSI dejandolo

en incubacion por 48 horas.
Se evidencia cambio de color del medio TSI lo que da indicio de Asimilacion.

Del tubo de TSI se extrae muestras para evaluar en los siguientes medios: Lia, Citrato
de Simmons, O-F, Nitrato, MRVP, Urea, SIM y Gelatina.
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Figura 15. Bateria de tubos con diferentes medios para la identificacion.

2.2.1.2. Identificacion molecular

Para la identificacion se utilizo los servicios de la empresa BioAL S.A.C. empresa que
realiza analisis moleculares para el sector Biotecnologico y agroindustrial. Segun
indicaciones de la directora técnico de BioAL, Moénica Santa Maria, se enviaron las
muestras que se encontraban en placa Petri en bolsas Zip plop dentro de un taper
hermético lleno de hielo en gel. Los cuales hicieron los siguientes analisis: Extraccion
de ADN — GenelJet Genomic, Amplicacion del ADN por marcador COIl (Anexo 1y 2)

por PCR de punto final, Secuenciacion Sanger y Analisis bioinformatico.
e Conteo Celular para el in6culo o Starter

En un matraz de 500 mL se colocd mosto de cerveza (350 mL) siendo este el caldo de
cultivo para el crecimiento celular de la levadura nativa. Se hizo conteo celular en
camara de Neubauer con azul de lactofenol, este proceso fue cada 8 horas hasta llegar
al nimero de células méas alta y Optimo para la elaboracion de la cerveza, esta
concentracion de levaduras esta dentro de un frasco estéril de 500mL conteniendo un

medio de 260mL, esto fue en la etapa de fermentacion de la cerveza.
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2.2.2. Caracterizacion fisicoquimica y con analisis estadisticos de Anova y T-
student la cerveza artesanal obtenida con la levadura autoctona comparada con
la comercial y realizar una aceptacion sensorial por medio de una encuesta en
cual por escala de Likert se evaluara apariencia, aroma, sabor e impresion final
de la cerveza artesanal estilo NEIPA.

Plan piloto

Para la elaboracion de la cerveza artesanal, se utilizé la levadura autdctona obtenida
para compararla con la levadura comercial (safale-04), teniendo en cuenta los datos
obtenidos bioquimica y molecularmente se hara un analisis estadistico de Anova para
los parametros de densidad, °Brix y pH seguido de una prueba T-student para ver si

hay diferencia significativa en la elaboracion de cerveza con ambas levaduras.

Se preparé una cerveza artesanal estilo Amber Ale; es una cerveza cuyo cuerpo, sabor
y lupulacion son moderados. El sabor de la malta, tanto como el aroma y amargor dado
por el lhpulo en una concentracién equilibrada nos da la posibilidad de analizar de
forma comparativa utilizando ambas levaduras (safale-04 y autéctona) se prepar6 en
ambos casos una cantidad de 10L en botellas de vidrio de 5L cada una. Para esto

tenemos los siguientes pasos:
Molienda de la Malta

Tabla 5. Tipos de malta, cantidad y porcentaje

GRANOS kg %
Malta Pale Ale 2.41 82.00%
Caramel Hell 0.25 8.50%
Red X 0.28 9.50%
TOTAL 2.93 100.00%

Se realiz6 la molienda de 3 tipos de malta en un molido casero de cereales, esta
operacion tiene como finalidad el triturado, es partir las glumas del grano de malta

para liberar la masa harinosa y fragmentar esta.
Maceracion

El volumen que se prepard es de 10L de agua la cual fue calentada hasta 64°C,

seguidamente se adicion0 la malta molida dentro de una malla que cubri6 la olla de
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preparacion, la funcion de la malla es facilitar el filtrado de la malta generando un falso

fondo que permite la formacion de “la torta”, para esto la malta molida debe llegar a

66°C manteniéndola asi por una hora.

Figura 16. Maceracion de la malta hasta 66° C.

Luego se hizo la prueba de Yodo, la cual sirve para observar la degradacion de almidon

y también se hace una medicion de pH.

Tabla 6. Datos de la maceracion: temperatura y tiempo.

Inicio Mash 11:25 hs. Fin Tiempo para llegar Fin
Mash!/I. alaTe® Calentar
Cal.
Temperatura / 66°C 30 min 11:55 00:00 min para 11:55
tiempo 66°C
66°C 30 min 12:25 00:00 min para 12:25
66°C

12:25 < Prueba de yodo
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Figura 17. Toma de la muestra filtrada para la prueba de yodo.

Recirculacion y lavado de malta

En esta etapa el agua recircula con el objeto de homogenizar el mosto antes de la

filtracion de la malta. El lavado se hace afiadiendo agua (5L), todo este proceso es a

76°C.

Tabla 7. Datos del recirculado y lavado de malta: temperaturas, tiempo y

adicion de sales para la dureza del agua.

Recirculado 12:25 hs. Fin Tiempo para llegar Fin
Mash!/I. alaTe® Calenta
Cal. r
Temperatura / 76°C 10 min 12:25 00:1 min para 12:35
tiempo 0 76°C
76°C 0 min 12:35 00:0 min para 12:35
0 76°C

0 min 12:35

Lavado de malta 12:45 hs.
Litros de agua de lavado 5 L 60 min para
76°C
Temperatura de agua 76 °C 1 g CaCl2
3 g CaSO4

Hervor, agregado del lupulo

Seguidamente se paso a la adicion del lGpulo (Columbus y Cascade) y el clarificante
Protafloc. En este proceso se logra la desnaturalizacién y coagulacién de las enzimas

y proteinas y una esterilizacién y concentracion del mosto.
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Tabla 8. Datos del hervor del Itpulo: Variedad, cantidad, %oAlfa-acidos y

tiempo.
LUPULIZACION Variedad Gramos % AA Tiempo de Hora
Hervor
Gramos agregados en la 1ra. Columbus 3 12.6 60 min 13:20
adicion:
Gramos agregados en la 2da. Nutriente 0 - 15 min 14:05
adicion:
Gramos agregados en la 3ra. Protafloc 1 - 15 min 14:05
adicion:
Gramos agregados en la 4ta. Columbus 6 12.6 10 min 14:10
adicion:
Gramos agregados en la 5ta. Cascade 6 7.3 0 min 14:20
adicion:
Whirpool 15 min Fin 14:40 Sedimentacién 15:00
hasta:

e

Figura 18. Adicion de lapulo en forma de pellets.

En este punto se mide la densidad inicial (OG) con un densimetro, al terminar el

hervor.
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Figura 19. Muestra extraida previamente enfriada aproximadamente 100mL en una

probeta, se procede a la medicion de densidad inicial.
Fermentacion

Se adiciono la levadura comercial Safale-04 (9 gr) y la levadura autdctona aislada

(In6culo o Starter) en dos diferentes frascos estériles.

Figura 20. Inéculo en frasco estéril.

Se tomd en cuenta para evaluar la concentracion de azucar que existe y asi poder
determinar la cantidad de alcohol obtenido, para esto se evaluara con toma de muestras
cada 12 horas en periodo de 4 dias para determinar el grado de pH y Brix., luego se
procedié a la filtracion final para eliminar residuos sedimentados para el

embotellamiento de la cerveza.
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Figura 21. Activacion de ambas levaduras por agitacion

Figura 22. Formacion de sedimento al cabo de 4 dias de la activacion de la levadura.

Se hizo el traspase de la cerveza dejando el sedimento que contiene levadura a otra
botella de 5 litros y dejando en refrigeracion. En este punto se observa una diferencia

de colores.
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Figura 23. Izquierda: Cerveza con levadura autoctona, Derecha: Cerveza con

levadura comercial.

La cerveza con la levadura nativa denotdé una mayor turbidez, mientras que con la

levadura comercial la S-04 se observa una clarificaciéon homogeénea.

Al hacer una degustacién notamos una cerveza no fermentada al 100%, se dejara en
refrigeracion una semana previamente afiadiendo CO2 para completar la fermentacién

y conservar mas la cerveza.
Carbonatacion

Luego de 2 semanas se paso al proceso de carbonatacion, adicionando azlcar en

relacién de 7gr /L.

Para este proceso final de hizo una carbonatacion natural que fue afiadiendo 30gr de
azucar en aproximadamente 50 ml de agua filtrada calentdndola hasta formar un
almibar que fue afiadido en cada una de las botellas de 5 litros, seguidamente con una

vigorosa agitacion damos activacion a la levadura.
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Figura 24. Carbonatacion natural con adicion de azucar.
Embotellado

Se dejo las botellas a temperatura durante una semana y luego una semana en
refrigeracion, se hara un analisis sensorial a la cerveza con la levadura autoctona y la

levadura comercial.

Figura 25. Cervezas embotelladas.
Se evalud el %Alcohol, cantidad de IBUS, densidad inicial, densidad final, pH.

Se realiz6 una encuesta a 35 personas haciendo preguntas basicas de conocimiento
sobre cerveza artesanal y la chicha de guifiapo, en el analisis sensorial se baso en 4
puntos importantes que son: Apariencia, sabor, aroma e impresion final, estos fueron
subdivididos en diferentes intensidades utilizando una escala de Likert. (Anexo 3).
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Evaluacién Sensorial
Para realizar la evaluacién sensorial se tomaron en cuenta las instrucciones detalladas.

Concepto de cata: Consiste en probar con atencion un producto cuya calidad
queremos apreciar, se trata de someterlo a nuestros sentidos (gusto, olfato y vista) y
conocerlo buscando sus diferentes defectos y cualidades con el fin de expresarlos: la

cata es estudiar, analizar, descubrir definir juzgar y clasificar.

Para realizar una cata de manera correcta; “Cuando cates, no observes la botella, ni la
etiqueta, ni el entorno; sumérgete en ti mismo para ver como nacen tus sensaciones y
como se forman tus impresiones. Cierra los 0jos y mira con la nariz, la lengua y el

paladar" (Pierre Poupen)
e El catador:
No trague la cerveza.
No use perfumes fuertes.
Se abstraiga de sus preferencias personales.
Este relajado y despierto, no pierda la concentracion en ningin momento.
e Lamuestra:
Debe ser inferior a 12mL para evitar la fatiga y saturacion.
Debe ser andnima.
Pruebe al final la primera muestra.
e Elentorno:
La copa debe ser transparente y sin olores extrafios.
El local debe tener buena luz, sin ruidos.
No fumar ni ingerir alimentos una hora antes del catado.
Tenga a mano papel y lapiz para hacer anotaciones.

Utilizando los sentidos de la vista, olfato y gusto. Se tiene en cuenta lo siguiente:
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. Vista: El color de la cerveza en el borde de la copa inclinada da la primera

informacion.
. Olfato: Se llena el vaso hasta la mitad de su capacidad.

Se agitara el vaso en redondo llevando la superficie del vaso a la nariz, respirando
profundamente por ella arrastrando todos los aromas de la cerveza. Se identificaran

los aromas que te recuerdan a algin ingrediente primordial de la cerveza.

. Gusto: Sobre el mismo vaso que hemos detectado los aromas procedemos a detectar
su sabor, primero se da un sorbo para enjuagar la boca y garganta hasta crear una
primera capa sobre las papilas gustativas estimulandolas. Luego damos un segundo
sorbo con un volumen de 20mL, el que se paladeard y se catard mas despacio
permitiendo que la cerveza inunde todas las papilas gustativas de la lengua y pueda

identificar los diferentes sabores (37).

Teniendo en cuenta esta informacion se realizd una ficha de degustacion para la
cerveza artesanal estilo NEIPA. La primera parte de la ficha se realiz6 preguntadas
cerradas para marcar con (X) la respuesta a excepcion de la edad y sexo para
establecer un rango en nuestro universo de 35 personas. En la segunda parte de la
ficha destacan 4 items importantes que son: Apariencia, Aroma, Sabor e impresion

final.
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FICHA DE DEGUSTACION FICHA DE DEGUSTACION
DE CERVEZA 1. ES CONSUMIDOR DE DE CERVEZA
CERVEZA?: SI___NO
SEXO: EDAD: NOMBRE DE CERVEZA: USMA
TIPO/ESTILO: NEIPA
2. ;QUE TIPO DE CERVEZA PREFIERE?: ARTESANAL INDUSTRIAL % ALCOHOL: 6.6
3.¢;QUE ESTILOS DE CERVEZA ARTESANAL CONOCE?:
APARIENCIA
4. ;QUE ESTILO LE GUSTA MAS? Color
dorado ambarino cobrizo marrén negro
5. {CON QUE FRECUENCLA CONSUMES CERVEZA?: DIARIAMENTE__ 1A Tonalidad Espuma
2VECES ALASEMANA__ 3 ASVECES CADA DOS SEMANAS PASANDO
1 1 t 1 ‘ [ t 1
UN MES brillante turbio opaco  pobre correcta persistente
6. ;SABE DEL PROCESO DE ELABORACION DE CERVEZA ARTESANAL?
¢ AROMA
SI__ NO__ f } |
I } |
7. ;ALGUNA VEZ ELABORO CERVEZA ARTESANAL? SI___ NO__ Intensidad ligero fuerte

8. ;CONSIDERA QUE LA LEVADURA ES UN FACTOR DETERMINANTE EN LA
ELABORACION DE LA CERVEZA?SI__ NO___

9. ;QUE ASPECTOS VALORA DE UNA CERVEZA?: SABOR___ AROMA__
%ALCOHOL__ APARIENCIA__ ENVASE___ PRECIO___

10. ;ES CONSUMIDOR DE CHICHA DE GUINAPO?: SI___ NO___

11. ;PIENSA QUE EL PROCESO DE ELABORACION DE UNA CERVEZA Intensidad Balance
ARTESANAL ES LA MISMA QUE LA CHICHA DE GUINAPO? SI___NO I } it f t 1
ligero fuerte  dulce amargo
. C Efe i
12. ;PIENSA QUE LA CERVEZA DEGUSTADA OTORGA UNA VALORACION A Sueme . [ eveseemER J
N I T 1 I 1 |
LA CHICHA DE GUINAPO?SI__ NO___ igeno cemoso Pl xcesim
IMPRESION GENERAL DEL GUSTO
13. ;CONSIDERA A ESTA CERVEZA ARTESANAL UN PRODUCTO | '
| A —
INNOVADOR?SI__NO__ desagradable agradable
14. ;QUE ES LO QUE MAS LE GUSTO DE ESTA CERVEZA? i
IMPRESION FINAL:
15. ;RECOMENDARIA ESTA CERVEZA ARTESANAL A OTRAS PERSONAS? : : : ]l : : ;
SI___ NO :ﬂ'num Regular Buena Excelente  Superior

IMPRESION GENERAL DEL AROMA

I t t 1
desagradable agradable

SABOR Oopuce [Oamarco [Clacipo [CloTRO/ESPECIAL

Figura 26. Modelo de la ficha de degustacion de cerveza.

2.2.3. Configurar un sistema de produccion para la elaboracion de la cerveza

artesanal estilo NEIPA con la levadura obtenida biotecnoldgicamente.

v Cerveza Artesanal NEIPA (New England IPA)

Observando los resultados del plan piloto, nuestra levadura autéctona aporta un
caracter particular que se puede apreciar a primera vista que es turbidez, sin afectar el
sabor o tiempo de vida de la cerveza. Al tener en cuenta este detalle se procedié a
elaborar una cerveza artesanal la cual tenga turbidez como caracteristica principal.

Haciendo una investigacion sobre estilos de cerveza, se eligié elaborar una cerveza
estilo NEIPA (New England IPA) que se caracteriza por tener una alta cantidad de
lGpulo aromaético, de bajo amargor y con gran cuerpo utilizando malta de trigo.
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Molienda de malta

Tabla 9. Tipos de malta, cantidad y porcentaje

GRANOS kg %
Malta Pale Ale 5.14 40.00%
Malta Pilsen 5.14 40.00%
Malta Munich 0.64 5.00%
Malta Trigo 1.17 10.00%
Avena 0.69 5.00%
TOTAL 12.79 100.00%

Figura 27. Adicion de la malta a la olla.

Maceracion

El volumen que se prepar6 es de 40L de agua la cual fue calentada hasta 68°C, se

realizé el mismo procedimiento del plan piloto.

Tabla 10. Datos de Temperatura y tiempo.

Inicio Mash 14:55 hs. Fin Tiempo para Fin
Mash/I. llegaralaT® Calentar
Cal.
Temperatura / 68°C 30 min 15:25 00:00 min para 15:25
tiempo 66°C
68°C 30 min 15:55 00:00 min para 15:55
66°C

1555 < Pruebadeyodo
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En este punto se realiz6 la prueba de yodo, y medicion de pH.

Ll
L2

=
| —

Figura 28. Prueba de yodo

Recirculacion y lavado de malta

En este etapa el agua recircula con el objeto de homogenizar el mosto antes de la
filtracion de la malta. Al lavado se hace afiadiendo agua (18L), todo este proceso es a
76°C. En este punto de toma la densidad antes del hervor, esta es la densidad inicial

(OG).

Tabla 11. Datos de recirculado y lavado de malta: temperaturas, tiempo y

adicion de sales para la dureza del agua.

Recirculado 15:55 hs. Fin Tiempo para llegar Fin
Mash/I. alaTe® Calentar
Cal.
Temperatura / 76°C 15:55 00:35 min para 16:30
tiempo 76°C
76°C 15 min 16:45 00:00 min para 16:45
76°C
0 min 16:45
Lavado de malta 16:50 hs.
Litros de agua de lavado 68 L 60 min para
76°C
Temperatura de agua 76 °C 51 g CaClI2
51 g CaSO4
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Figura 30. Adicion de sulfato de calcio
Hervor, agregado del lupulo

Seguidamente se realiz6 la adicion del lGpulo (Columbus, Mosaic, Cascade y Simcoe)
y el clarificante Protafloc. En este proceso se logra la desnaturalizacion y coagulacion
de las enzimas y proteinas; una esterilizacion y concentracion del mosto. Los datos
detallados en la tabla 12 corresponden al primer dia de lupulacion ya que para obtener
el estilo se requiere de adicién de lapulo en este caso del estilo NEIPA; por lo cual se
harda 2 procesos de lupulacion durante la etapa de fermentacion y maduracion

respectivamente.
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Tabla 12. Datos del hervor del lGpulo: Variedad, cantidad, %oAlfa-acidos y

tiempo.
LUPULIZACION Variedad Gramos % Tiempo de Hora
AA Hervor
Gramos agregados en la Columbus 15 12.6 60 min 18:15
lra. adicion:
Gramos agregados en la Nutriente 2 - 0 min 19:00
2da. adicién:
Gramos agregados en la Protafloc 4 - 15 min 19:00
3ra. adicion:
Gramos agregados en la 4ta. Mosaic 92 10.6 0 min 19:15
adicion:
Gramos agregados en la 5ta. Cascade 46 7.3 0 min 19:15
adicion:
Gramos agregados en la 6ta.  Simcoe 69 13.1 0 min 19:15
adicion:
Whirpool 15 min Fin 19:30 Sedimentacion 19:45
hasta:

Fermentacion

La adicién de la levadura autoctona aislada, previamente agitada por 48 horas en un

agitador mecanico (Shaeker) a 37°C en 400mL de medio enriquecido (agua y azUcar).

Se adicioné la levadura activada 200mL a cada uno de los Cornelius (C-30 y C-35)

con un respirador artificial para que le levadura actue.

Figura 31. Cornelius ya con la levadura activada y con un respirador artificial.

Al cuarto dia se le adicion6 80gr de lupulo en una malla a cada Cornelius:
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Simcoe: 20gr, Cascade: 20gr, Mosaic: 30gr

Figura 32. Primera adicion del lapulo a los Cornelius
Al séptimo dia se adicion6 de nuevo 80gr de lGpulo en una malla a cada Cornelius:

Cascade: 40gr, Mosaic: 40gr

Figura 33. Segunda adicion del lGpulo en una malla.

Al onceavo dia se hizo el traspaso a dos nuevos Cornelius (C-10 y C-34), sacando el
excedente de lapulo que se encuentra en las mallas adicionadas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




M3 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CRR  CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Carbonatacion
Para este proceso se usé un balon de didxido de carbono de uso industrial, para este
proceso se debe adicionar Oz entre 14 — 20 Psi, en este caso se hizo hasta 18 Psi en

ambos Cornelius.

Figura 34. Carbonatacion de la cerveza en los nuevos Cornelius.

Embotellamiento

En el dia 16 se procedio al embotellado con la maquina semiautomatica marca “M-

Maq”.
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Figura 35. Embotelladora semi automatica “M-Maq”.
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CAPITULO I
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.1. Aislamiento, identificacion bioquimica y molecular de la levadura
autoctona de chicha de guifiapo para producir cerveza artesanal.
v Aislamiento
Las muestras recolectadas después de ser llevadas al laboratorio, se observaron la
muestra de la botella 2 (Fermentacion de chicha) al microscopio a 4x, 10x y 40x para

determinar la morfologia de los microorganismos presentes, figura 36.

Figura 36. Levaduras encontradas en la muestra 2 a 40x en el microscopio.

Estas levaduras que fueron cultivadas en medio de Agar Saboraud (10% Sacarosa) con
0,05gr de cloranfenicol; incubadas a 37°C de 48 a 72 horas da como evidencia una
colonia Unica de levadura. Las caracteristicas microscopicas son células ovoides y
circulares. Las caracteristicas macroscopicas son colonias blanquecinas, contextura

lechosa y viscosa.

Se hizo una siembra control (-) del medio Agar Saboraud (10% Sacarosa) con 0,05gr
de cloranfenicol donde se sembr6 la levadura comercial (safale — 04) se observa

también un solo crecimiento de colonias, tal y como se observa en la figura 37.
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Figura 37. Crecimiento de un solo tipo de colonia en levadura comercial (-) y la
levadura autoctona (+).

v ldentificacion Bioquimica de la levadura autoctona.
Método de Asimilacion

El medio de cultivo EMB (Eosina, azul de metileno) permite una diferenciacion muy
clara entre las colonias de organismos fermentadores de lactosa y los que no fermentan.
Se observa la degradacion del Carbohidrato, el pH es &cido y el medio de color

amarillo. Evidenciando un crecimiento escaso o nulo.

Se utilizo el medio TSI para evidenciar la fermentacion de los azlcares, produccion de

sulfuro de hidrogeno y gas (COy).

A partir del resultado negativo de produccion de sulfuro de hidrogeno y gas obtenido
en el medio TSI y la diferencia notoria en la base tanto acida (A) (levadura autéctona)
como bésica (K) (safale-04 y safale-05), se hizo una identificacion bioquimica tanto

en medio s6lido como liquido, resultados detallados en la tabla 13.
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Tabla 13. Resultados de los medios de cultivo por el método de Asimilacion

Medios de TSI Lia MRVP Urea Nitrato SIM Gelatina CS
cultivo

Método MR VP Motibilidad Indol H2S

Asimilacion

Levadura A/A- K/K  + - - - - - - - i,
Autéctona - -

Levadura K/K-  K/K  + - - - - - - - i,
safale 04 - -

Levadura K/A-  k/A-  + - - + - - - - -
safale 05 -

Los resultados muestran diferencias en medio TSI, Lia y Nitrato en el cual la levadura
comercial safale-05 demuestra un agotamiento en el consumo de glucosa pero

demostrando una transformacion de nitrito a nitrato.

Método de fermentacion Se observo la degradacion del carbohidrato (Fructosa,
Glucosa y Sacarosa), evidenciando un cambio de color de transparente a amarillo en
la campana de Durham y tiene una burbuja producto de la formacion de CO.; dando

un resultado positivo al proceso de fermentacion como se observa en la tabla 14.
Tabla 14. Resultados de los medios de cultivo por el método de Fermentacion

Medios de cultivo Oxido-Fermentativo Campana de Durham
Método Fructosa Glucosa Sacarosa
Fermentacion

Levadura Autdctona

Levadura safale 04

Levadura safale 05

Al observar la tabla, notamos que las tres levaduras tanto las comerciales y la levadura

nativa presentaron capacidad fermentativa en los 3 azlcares evaluados.
v"Identificacién molecular de la levadura autéctona

Uno de los andlisis realizados fue la ampliacién por PCR de punto final por medio de
electroforesis (Anexo 1 y 2) tanto de la levadura comercial como de la levadura
autoctona logrando asi saber la cantidad de pares de bases (pb) que se encuentran
dentro de las 2 fragmentaciones de ADN obtenidas de cada muestra, siendo la levadura
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autoctona y comercial la muestra M1y M2 respectivamente. Seguidamente se realizé
el método de secuenciacion de Sanger el cual se desarrolla por una extraccion previa
de ADN, para lo cual se tomo 4 fragmentos, 2 de cada muestra para evaluar tanto su
longitud normal como la longitud (QV) y % de GC. Teniendo como resultado mayor
longitud y por ende el %GC mayor en la region ITS_4 de ambas muestras (M1y M2),
Vemos que es un porcentaje alto en la cantidad de nucleétidos por lo cual se pasa al
siguiente analisis bioinformatico en el cudl se obtiene la secuenciacion de los
fragmentos seleccionados, la comparacion entre la levadura autdctona y la levadura

comercial (Safale-04) en la tabla 15 y 16 respectivamente.

Tabla 15. Resultados obtenidos por el Método Sanger en la levadura autoctona

Fragmento Longitud Longitud Longitud(>20) GC%
(Normal) (Qvz16)
st3_19- 780 291 89 20
179_M1_ITS_1
st3_19- 974 755 755 30
179_M1_ITS_4

La secuenciacién del fragmento st3_19-179 M1 ITS 4 fue la siguiente:

CAAGANCATGAGAGNTTTNCNGGGCAAGNAGACAAGGANGGAGAGTCC
AGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGNTAGGCTNGTAAGTTTCTT
TCTTGNTATTCCAANCGGGTGAGAGATTTNNGTGNTTTTGTTATAGGACA
ATTAAAACCGTTTCAATNCANCNACACTGNGGAGTTTTCATATCTTTGCA
ACTTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGRAACAAACAA
ACAATTTATNTATTCAATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAA
CTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAG
AATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATT
CCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTG
GTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATT
GGATGTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTCGTTGAGGTATAATG
CAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACT
GACGCTATtGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGAGTCTAGGCGAACAAT
GTTCTTAAAGTTGaCCTCAAA
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Tabla 16. Resultados obtenidos por el Método Sanger en la levadura comercial

(safale -04)
Fragmento Longitud Longitud Longitud(220) GC%
(Normal) (Qv=16)
st4_19- 593 34 14 4
179_M1_ITS_1
st4_19- 766 552 494 32
179_M1_ITS_4

La secuenciacion del fragmento st4_19-179 M1 _ITS_4 fue la siguiente:

GGAGTTTCATATYTTTGCAACTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGC
CAGAGGTTAACAAACACAAACAATTTTATYTATTCATTAAATTTTGTCAA
AACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAACTTTCAACGG
ATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCCGTAGAATCATCGAATCTTTGAACSCMCATTGC
GCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTYTCAA
ACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCT
GGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCT
TGAGGTATAATGCAAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGAGGCTA
ATCTTTTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGTAAGAAGAGAGC
GTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTG

Para poder identificar el género y especie se hizo un anélisis en 3 base de datos
distintas: BOLD System, NCBI y UNITE con las cuales el porcentaje de similitud nos
demuestra que la levadura autoctona posee entre 97 a 98 de similitud frente a la
levadura comercial (Safale — 04) que posee 99% de similitud, véase la tabla 17 y 18

respectivamente.
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Tabla 17. Identificacion de la especie de la levadura autdctona por andlisis

bioinformaético.

Familia Género Especie Base de Similitud
datos (%)
Sacccharomycetaceae  Saccharomyces cerevisiae BOLD 97.24%
System
Sacccharomycetaceae  Saccharomyces cerevisiae NCBI 97.51%
Sacccharomycetaceae  Saccharomyces cerevisiae UNITE 98.00%

Tabla 18. Identificacion de la especie de la levadura safale 04 por analisis

bioinformatico.

Familia Género Especie Base de Similitud
datos (%)
Sacccharomycetaceae  Saccharomyces cerevisiae BOLD 99.10%
System
Sacccharomycetaceae  Saccharomyces cerevisiae NCBI 99.10%
Sacccharomycetaceae  Saccharomyces cerevisiae UNITE 99.00%

v Conteo celular para el inéculo o Starter

Se colocé en un matraz de 500 mL mosto de cerveza (350mL) siendo este el caldo de
cultivo para el crecimiento celular de la levadura autdctona. Se realiz6 el conteo de
ceélulas cada 8 horas en cAmara de Neubauer, y se obtuvo los siguientes resultados: Las
celulas mostraron crecimiento en la etapa de la fase exponencial desde las 16 horas
hasta las 40 horas, en donde entra a una fase estacionaria de duracion de 16 horas
aproximadamente, para luego pasadas las 48 horas entrar en la fase de muerte celular

como se observa en la figura 38.

Se evalud la viabilidad presente en las células la cual llegé al 100% con una
concentracion de 108 células por mL a las 40 horas de su siembra y posterior
incubacion. Al llegar a este porcentaje se separa en 1 frasco estéril de 500mL el
volumen de 260mL de inoculo de la levadura autdctona la cual se mantuvo en
refrigeracion hasta la elaboracién de cerveza. Los resultados se muestran en la tabla
19 y en la figura 38 el crecimiento celular tanto de la levadura nativa frente a la

comercial.
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Tabla 19. Conteo celular de la levadura autdctona comparada con levadura

comercial

Numero de células x10+8

Horas Autdctona Comercial
8 695 905
16 870 1035
24 3065 3098
32 4030 4097
40 4253 4306
48 4132 4252
56 3954 4021
64 3627 3575
72 2464 2654
80 1625 1453
5000
4500
4000
(%)
@ 3500
= 3000
s 2500
3 2000
2, 1500
1000
500
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tiempo (Horas)

—@— Autéctona —@— Comercial

Figura 38. Crecimiento exponencial celular de ambas levaduras, color azul la
levadura autdctona y de color naranja la levadura comercial, se observa un
comportamiento de crecimiento muy parecido teniendo un tiempo semejante tanto en

crecimiento y muerte celular.
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3.1.2. Caracterizacion fisicoquimica y con analisis estadisticos de Anova y T-
student la cerveza artesanal obtenida con la levadura autoctona comparada con
la comercial y realizar una aceptacion sensorial por medio de una encuesta en
cual por escala de Likert se evaluara apariencia, aroma, sabor e impresion final
de la cerveza artesanal estilo NEIPA

La caracterizacion de la cerveza artesanal, tanto el plan piloto como en la cerveza estilo

NEIPA se evalud estos aspectos:

El porcentaje de Alcohol (%), cantidad de IBUS, densidad inicial (OG), densidad final
(FG)y pH.

v" Plan Piloto, cerveza Amber Ale

Tabla 20. Resultados de los grados de amargor, densidades inicial y final

Amber Ale IBUS oG FG
Levadura Autdctona 15 1065 1010
Levadura safale 04 15 1065 1010

Los resultados de °Brix, pH y densidad tomados cada 12 horas desde la elaboracion de
la cerveza hasta 2 dias antes del traspase.

Tabla 21. Resultados de los °Brix, pH y densidad

A Levadura comercial
B Levadura Autdctona
Muestras °Brix pH Densidad

Al 7 4 1.028
B1 8 4 1.032
A2 6.3 4 1.025
B2 8.5 5 1.034
A3 8.7 5 1.035
B3 7.6 4.5 1.030

Se tomo en cuenta las propiedades de las levaduras que las caracterizan y son usadas
en la elaboracion de cerveza. La levadura autéctona, no presenta un sedimento
compacto, esto se debe a que esta levadura aun esta consumiendo azUcares y lleg6 a
una saturacion. Siendo necesario el traspase ya realizado.
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Tabla 22. Resultados estadisticos de °Brix, pH y densidad

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columnal 6 46.1 7.68 0.84
Columna 2 6 26.5 4.42 0.24
Columna 3 6 6.184 1.03 1.43x10-05
La columna 1 corresponde a °Brix.
La columna 2 corresponde a pH.
La columna 3 corresponde a la densidad.
ANALISIS
DE
VARIANZA
Origen de Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 132.79 2 66.39 184.54 2.74x10-11 3.68
grupos
Dentro de 5.40 15 0.36
los grupos
Total 138.18 17

Tabla 23. Resultados estadisticos de °Brix y densidad

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Variable 1 Variable 2
Media 7.68 4.42
Varianza 0.84 0.24
Observaciones 6 6
Varianza agrupada 0.54
Diferencia hipotética de las medias 0.05
Grados de libertad 10
Estadistico t 7.58
P(T<=t) una cola 9.37x10-06
Valor critico de t (una cola) 1.81
P(T<=t) dos colas 1.87x10-05
Valor critico de t (dos colas) 2.22
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Los resultados demuestran que no hay diferencia significativa (P<0.05). Lo cual
demuestra que el uso de la levadura autdctona en la elaboracion de la cerveza artesanal
estilo Amber Ale cumple con las caracteristicas esperadas dentro de los rangos
especificados en el estilo, demostrando su alto potencial fermentativo.

Al tener estos resultados evidenciando el potencial fermentativo alto de nuestra
levadura, se elaborard la cerveza estilo NEIPA, cuya caracteristica principal es la
turbidez que presenta debido a la concentracion de lupulo y también siendo
responsable la levadura. Se vio turbidez de la levadura nativa en la elaboracion de la
cerveza tal como se visualiza en la figura 23.

La cerveza artesanal estilo NEIPA fue puesta a una aceptacion sensorial mediante una
encuesta realizada a 35 personas haciendo preguntas basicas de conocimiento sobre
cerveza artesanal y la chicha de guifiapo, esta aceptacion sensorial se basé en 4 puntos
importantes que son: Apariencia, sabor, aroma e impresion final, estos fueron

subdivididos en diferentes intensidades utilizando una escala de Likert. (Anexo 3).

Los resultados a detalle de la encuesta y analisis se encuentran en el Anexo 3.
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3.1.3. Configurar un flujograma de produccion para la elaboracion de cerveza
NEIPA con la levadura obtenida biotecnolégicamente.

Molienda
Maceracion - Hasta 68°C
Filtrado
¥ Columbus
Coccidn del Lapulo Mosaic
Cascade
Simcoe

Enfriamiento
|

¥

Fermentacion - Levadura nativa

4 dias
¥ Adicion Lapulo: 80gr
Maduracion Simeoe: 20gr
- Cascade: 30gr
+ 3 dias Moszaic: 30gr
14— 20 Psi q Ca rbDnatacién - Adicien Ll:IFIUID: SDgr
18 Psi Casn:ade: A40gr
% dias Mosaic: 40gr

Embotellado

Figura 39. Flujograma de produccidn para la elaboracién de la cerveza NEIPA

Este flujograma de produccion es el resumen de toda la elaboracion de la cerveza
teniendo el plan piloto como premisa para la produccién de cerveza artesanal,
destacando puntos importantes en cada parte del proceso para llegar a las

caracteristicas del estilo NEIPA.

v' Cerveza Artesanal estilo NEIPA

La cerveza elaborada basada en el estilo NEIPA tiene las siguientes caracteristicas
%Alcohol, cantidad de IBUS, densidad inicial, densidad final, pH.
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Tabla 24. Resultados de las caracteristicas de la cerveza estilo NEIPA

NEIPA %Alcohol IBUS oG FG pH
Levadura 6.6 35 1060 1010 5.5
autoctona

Las caracteristicas de la cerveza estan dentro de los rangos tanto de densidad inicial

(OG), final (FG) y el porcentaje o grado de Alcohol del estilo New England IPA.

Figura 40. Cerveza estilo NEIPA elaborada con levadura autoctona.

Se puede observar la turbidez presente en esta cerveza lo cual es una caracteristica

especifica y fundamental en el estilo NEIPA.

La cerveza artesanal estilo NEIPA tuvo la aprobacion del 91% de las personas
encuestadas, siendo la primera cerveza elaborada con levadura autoctona de la ciudad
de Arequipa. A diferencia de otras investigaciones en la cual se utilizaba el Guifiapo
como insumo primario sustituyendo en un porcentaje de 20% a la malta para la
elaboracion de la cerveza (39), este trabajo al tener resultados concretos del porcentaje
de alcohol, densidades inicial y final los cuales son indicativos claves para saber la
cantidad de azucares disueltos que se transforman en alcohol. Por otro lado, el valor
de pH es una expresion producto de la fermentacion con la cual se ve un valor estable
denotando el equilibrio entre la degradacion de azlcares y la concentracion de
minerales (dureza) del agua, etc. Si bien se conoce que el valor de pH de una cerveza

comercial es menor al de una cerveza artesanal debido a los aditivos en proceso de
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produccion de mosto Y filtracion (40); la levadura autoctona existente en la chicha de
Guifiapo presenta la propiedad fermentativa dptima de calidad con un valor de pH
aceptado dentro de los estandares comerciales que son en base a su estilo NEIPA (New
England IPA).
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CONCLUSIONES

Primero. Se aisl6 e identific6 una cepa de levadura con alta capacidad
fermentativa y a partir de ella se elabord una cerveza que cumple con
estandares caracteristicos del estilo elaborado.

Segundo. Al caracterizar la levadura se evidencio una caracteristica sensorial
predominante en el plan piloto el cual fue proporcionar turbidez a la cerveza
sin alterar los factores evaluados: porcentaje de Alcohol (%), cantidad de
IBUS, densidad inicial (OG), densidad final (FG) y pH, siendo necesario
elaborar un estilo (NEIPA) que resalte esa caracteristica encontrada siendo
teniendo una aceptacion del 91% entre las personas encuestadas en el analisis
sensorial, en el cual se evalu6 apariencia, aroma y sabor.

Tercero. Se configur6 un sistema de produccion de la cerveza estilo NEIPA el
cual fue producto de la comparacion realizada en el plan piloto que fue una
cerveza estilo Amber Ale, denotando asi las diferencias en las caracteristicas
biotecnoldgicas entre la levadura comercial (safale 04) y la levadura autctona

aislada.
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RECOMENDACIONES

1. Investigar sobre la carga microbioldgica que contiene exactamente la chicha de
guifiapo y buscar que beneficios puede presentar para la salud la microbiota.

2. Investigar a profundidad mas sobre las propiedades de la chicha no fermentada
y que aplicaciones en biotecnologia se puede encontrar.

3. Realizar pruebas analiticas mas exactas para evaluar en un universo mas amplio
tanto las caracteristicas generales como un control de calidad a nivel comercial
en una cerveza artesanal, elaborada con esta levadura aislada de la chicha de

Guifapo.
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ANEXOS

ANEXO 1. AMPLICACION DEL MARCADOR COI POR PCR DE PUNTO FINAL
DE LA LEVADURA NATIVA.

MMM 19179 M1 19-179 M2

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la amplificacion de la region ITS
en las muestras. La cantidad de ADN en nano gramos esté indicada en letras rojas, y

en letras negras, longitud de los fragmentos de ADN en pares de bases (pb).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
,. CATOLICA
TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

ANEXO 2. AMPLICACION DEL MARCADOR COI POR PCR DE PUNTO FINAL
DE LA LEVADURA SAFALE 04.

ANEXO 3. RESULTADOS DE LA ENCUESTA

Resultados encuesta Universo 35
Sexo M 17 F 18
Edad 20 - 43

1. ¢Es consumidor de cerveza?
No

11%

N

89%
= Si = No

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

2. ¢Qué tipo de cerveza prefiere?

Industrial

23% I
Artesanal

77%

m Artesanal = Industrial

3. éQué estilo de cerveza artesanal
conoce?

Ninguna

23% I
Alguna nocién

77%

= Alguna nocion = Ninguna

4. iQué estilo le gusta mas?

Ninguna
33%

Otro
16% Porter || 8%
8%
= |[PA = Ale = lager Stout mPorter = Otro = Ninguna
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5. éCon que frecuencia consumes
cerveza?

Diariamente
Pasando un
mes

8%
la2vecesala
46%

semana
26%

3a5veces
cada dos
semanas
20%

= Diariamente = 1 a2 vecesalasemana

= 3 a5 veces cada dos semanas = Pasando un mes

6.:Sabe del proceso de elaboracion de
cerveza artesanal?

No
43%
Si
57%

=Si = No

7.¢Alguna vez elabord cerveza artesanal?
Si
14%

86%
=Si = No
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8.éConsidera que la levadura es un factor
determinante en la elaboracion de la
cerveza?

91%

=Si = No

9.¢Qué aspectos valora de una cerveza?

Precio
13%

Envase
B &

Apariencia
13%

Sabor
32%

% Alcohol Aroma
12% 21%

= Sabor = Aroma = % Alcohol Apariencia = Envase = Precio

10.¢Es consumidor de chicha de
guinapo?

No
31%

uSi = No
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11.¢Piensa que el proceso de
elaboracion de una cerveza artesanal es
la misma que la chicha de guifapo?

Si

.29%

No
71%

=Si = No

12.éPiensa que la cerveza degustada
otorga una valoracién a la chicha de

guifapo?
No
20%

Si
80%
=Si = No

13.¢éConsidera a esta cerveza un
producto innovador?

No

6% ‘

94%

=Si = No
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14.:Qué es lo que mas le gusto de esta
cerveza?

No opina

Amargor 8%
2% Sabor
36%

Cuerpo
4%

Aroma
50%

= Sabor = Aroma = Cuerpo Amargor = No opina

15.éiRecomendaria esa cerveza artesanal

a otras personas?
No

9% ‘

Si
91%

= Si = No

PREGUNTAS DE ANALISIS SENSORIAL CON ESCALA LIKERT

APARIENCIA
Color
s [o 1= To [o] ambarino cobrizo marrén negro

A B C D E F G H I J K
6 11 14 4

Tonalidad

| I : I : |

brillante turbio opaco
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Brillante (1) 2 Turbio (3) 4 Opaco (5)
5 5 24 1
Espuma
I I I I ) !
pobre correcta persistente
Pobre (1) 2 Correcta (3) 4 Persistente(5)
2 9 22 1 1
AROMA
I | | | |
I_ | I I 1
Intensidad ligero fuerte
Ligero (1) 2 3 4 Fuerte (5)
5 11 16 3

IMPRESION GENERAL DEL AROMA

Eiesagrad:able

I 1
agradable
Desagradable (1) ? 3 4 Agradable (5)
1 2 13 19

SABOR 0Olpuice [Jamareco [JAcipo [[JOTRO/ESPECIAL

Dulce Amargo Acido Otro/especial
11 21 1 3
Intensidad
[ | | | |
|| . | I | 1
ligero fuerte
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Ligero (1) 2 3 4 Fuerte (5)
7 18 8 2
Balance
I I I I I
dulce amargo
Dulce (1) 2 3 4 Amargo (5)
1 8 11 12 3
Cuerpo
I | | | |
I 1 I ! I
ligerc Cremoso
Ligero (1) 2 3 4 Cremoso (5)
1 5 15 13 1
Efervescencia
I I i |
plana excesiva
Plana (1) 2 3 4 Excesiva (5)
2 9 19 4 1

IMPRESION GENERAL DEL GUSTO

Eiesagradlable

Iagradablé

Desagradable (1) 2 3 4 Agradable (5)
2 7 9 17
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IMPRESION FINAL:
I | I | |
1 2 3 4 5
Con Regular Buesna Excelente  Superior
problemas
1 2 3 4 5
3 14 14 4

En resumen se puede decir que la cerveza cuenta con la aprobacion general del 91%
de las personas encuestadas, las mismas que destacaron su gran sabor, equilibrio en
intensidad y cuerpo; con lo cual concluimos que la cerveza estuvo a la expectativa de
los catadores que sin duda recomendarian la cerveza al publico en general

ANEXO 4;: FORMULAS PARA CALCULAR %ALCOHOL, IBUS, GRAMOS DE
LUPULO.

TABLA DE RELACION ENTRE DENSIDAD INICIAL Y TIEMPO DE HERVIDO

Densidad inicial del mosto antes de hervir
1000110101020 10301040 10501060 1070|1080 109011001110 1120
5m| 6,0%] 6,0%] 6,0%)] 55%] 55%]| 5,5%] 5.0%]| 5,0%)| 4,5%] 4,0%| 3,5%] 3,0% 2,0%
10mj{11,0%}{11,0%} 11,0% 11,0%] 10,5%] 10,5%] 10,0%| 10,0%] 9,0%| 8,5%| 7,0% 6,0%) 5,0%
15m|15,0%] 15,0%] 15,0%] 15,0%} 14,5% 14,5%} 14,0%] 13,5%] 13,0%{ 11,5%| 11,0%| 9,5% 8,0%
30m) 21,5%) 21,5%) 21,5%} 21,0%] 21,0%] 20,5%] 20,0%} 19,5% 18,5%| 17,0%] 15,5% 14,0%]1 12,0%
45m| 26,5%| 26,5%| 26,5%] 26,0%] 26,0%| 25,5%| 24,5%| 23,5%| 22,0% 20,5%] 18,5%| 16,5% 15,0%
1h |30,0%] 30,0%] 30,0%] 29,5%} 29,0%] 28,5%] 27,5%| 26,5%] 25,0%] 23,0%| 21,0% 19,0%]17,0%
1,5h| 35,0%| 35,0%| 35,0%] 35,0%} 34,0%] 33,5%] 32,5% 31,0%] 29,5%| 27,5%| 25,0% 22,5%] 20,0%
2h |39,0%] 39,0%] 39,0% 38,5%] 37,5%] 37,0% 36,0%] 34,0%] 32,0%] 30,0% 27,5% 25,0%] 22, 5%
2,5h} 42,0%] 42,0%] 41,5%]{41,5%) 41,0%] 40,0%] 39,0%| 37,0%| 35,0%] 32,5%] 29,5% 26,5%]124,0%
3h |44,0%] 44,0%] 43,5%} 43,0%] 42,5%] 41,5%] 40,0%] 38,5%] 36,5%| 34,0% 31,0% 28,0% 25:0%

Tiempo de hervido

FORMULA PARA CALCULAR GRAMOS DE LUPULO

L de mosto frio X IBU deseado X 10
0% utilizacion X % AA

g de lpule =

FORMULA PARA CALCULAR CANTIDAD DE IBUS
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g lapulo X % utilizacion X % AA
L de mosto frio X 10

[5U =

FORMULA PARA CALCULAR EL %DE ALCOHOL (%A/V)

%ALCOHOL = ((0G — FG) x 105 X 100

0 = ( FG’ " 0.79

ANEXO 5: INTERPRETACION DE MEDIOS DE CULTIVO
1. EMB

El medio EMB contiene Eosina y azul de metileno que son colorantes de anilina'y van
a inhibir el crecimiento de los microorganismos Gram positivos, permitiendo el

crecimiento de todas las Entero bacterias.

Las colonias que fermentan la lactosa y/o sacarosa se observan de un color purpura.

Las que no fermentan lactosa ni sacarosa se observan incoloras.
2. SIM
Tubo con medio para motilidad y produccion de acido sulfhidrico.

Los microorganismos moviles muestran desarrollo difuso hacia fuera de la linea de

siembra.

Los microorganismos inmoviles crecen solamente a lo largo de la linea de siembra por

puncion exterior.

Se observa un color Negro debido a la produccion de HaS
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Utilizacion oxidativa de la glucosa.
Dos tubos con el medio O-F.

El tubo de la derecha se encuentra abierto a la atmdésfera, mientras que el de la
izquierda se encuentra cubierto con aceite mineral para evitar la exposicion con el
oxigeno atmosférico. Solo se ve &cido (amarillo) en la porcion superior del tubo
abierto, indicando que el microorganismo es capaz de oxidar la glucosa, pero no de

fermentarla.
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4. LIA

Estos medios no permiten visualizar colonias pero tienen muchas aplicaciones
como, por ejemplo, pruebas bioquimicas que permiten: La determinacion del
Indol.

La reduccion de nitratos a nitritos
La fermentacion de la glucosa, lactosa u otro azucar, etc.

Pueden servir para aumentar la concentracion del microorganismo inoculado, es

decir, realizar un in6culo, y otras aplicaciones.

Estos medios no contienen en ningun caso agar.

5. MRVP

Permite investigar que ruta metabdlica ha utilizado el microorganismo para

consumir la glucosa.

Si utiliza la via de fermentacién de los acidos el pH resultante es menor de 4.4, y
el microorganismo serd Rojo de metilo (+) el cual se va a evidenciar por el
agregado del indicador rojo de metilo y dara un color rojo (+) y amarillo anaranjado

().
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Los microorganismos que utilizan la via de la acetoina seran VVoges Proskauer (+)
y se evidencian por un color rojo al cabo de los 10 minutos después de agregar el
KOH vy el alfa-naftol.

6. INDOL

La formacion de indol a partir del triptofano se indica por un color rojo después

del agregado del reactivo de Kovac.
El tubo de la izquierda es negativo.

El tubo de la derecha demuestra un halo de color rojo lo que indica la presencia de
Indol.

7. CAMPANA DE DURHAM
Tres tubos con caldo y con tubos de Durham.

El tubo de la izquierda muestra formacion de acido a partir de glucosa (amarillo)
y formacién de gas. El tubo del centro muestra formacion de acido a partir de

glucosa (amarillo).
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El tubo de la derecha es negativo (rojo).

8. UREA

El tubo de la derecha demuestra un color rojo, lo que indica una reaccion positiva.

El tubo de la izquierda no presenta viraje de color.
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9. CITRATO DE SIMMONS
El tubo de arriba demuestra un color verde y ausencia de crecimiento.

El tubo de abajo muestra un color azul, lo que indica una reaccién positiva.

.4 l b |
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