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RESUMEN

Se propone evaluar el rendimiento de un suplemento nutricional para levaduras
llamado Nutriyeast, formulado por una empresa de origen mendocino, destinado a la
produccion de cervezas artesanales, y con vistas a ser comercializado en un futuro.

Los complejos nutricionales se encuadran, al igual que las levaduras, como
coadyuvantes de tecnologia y se reglamentan en el CAA. Debemos tener en cuenta que la
falta de divulgacion de informacion acerca de estos complementos nutricionales en el area
de elaboraciébn de cerveza, motivd a la realizacion de dicho estudio. Existe un
desconocimiento de la existencia de complementos nutricionales para ser utilizados en la
produccion de cervezas artesanales, hasta el momento, la mayor parte de la informacion
respecto a este tema es de vasto conocimiento en la rama de la enologia.

El objetivo del presente trabajo fue elaborar cerveza dorada pampeana, con y sin
agregado del suplemento nutricional. Se evalué la regularidad fermentativa, y se
compararon las cinéticas de fermentacion mediante la realizacion para cada grupo de 3
ensayos: medicion de variables fisico quimicas de control (grados Brix, densidad, pH, y
determinacioén de azlcares residuales), recuento de levaduras totales y viables en cadmara
de Neubauer y el desarrollo de una curva de fermentacion en base a la pérdida de peso.

Los resultados obtenidos en funcion del andlisis estadistico demostraron que no
existen diferencias significativas en ambos grupos en lo referido a variables fisico quimicas
de control durante la fermentacion.

En cuanto recuento de levaduras totales, el suplemento no parece incrementar de
forma significativa el numero de células. En el caso del recuento de levaduras viables se
detectd una diferencia del 2% a favor del grupo “Con suplemento”, pero este aumento no es
significativo desde el punto de vista estadistico y puede deberse a causas que escapan del
alcance de esta tesis.

En lo que respecta al desarrollo de la curva de fermentacion en base a la pérdida de
peso, se determind que el modelo que mejor describié el comportamiento de las variables en
estudio y el que mejor se ajustd a los datos fue el polindmico de segundo grado. Al
comparar las pérdidas de peso en los dias 3 y 14 para ambos grupos los resultados
arrojaron que la pérdida de peso del grupo “Con suplemento” fue mayor, aunque este
resultado no fue considerado significativo debido a la lejania de los dias comparados dentro
de las fases de crecimiento de las levaduras.

En conclusién, no hay evidencia suficiente para afirmar que el complemento
nutricional Nutriyeast mejora la cinética de fermentacion de un primer ciclo fermentativo en
la elaboracion de cerveza artesanal rubia dorada pampeana bajo los términos de la presente
tesis.
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1) INTRODUCCION

1.1) Historia de la cerveza

La cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida del mundo, y una de las bebidas
mas consumidas en general, si tenemos en cuenta a todas las bebidas (alcohdlicas y no
alcohdlicas que existen) (Garcia Ortiz, Gil Muela, & Garcia, 2003).

Esta bebida a base de malta, agua, lupulo y levadura ha cautivado el paladar de la
humanidad durante miles de afios.

Los origenes de la cerveza son cercanos al inicio de la civilizacién; las primeras
plantas cultivadas fueron el trigo y la cebada. Algunos afirman que la cerveza es, incluso,
anterior al pan pues se han hallado restos fosiles de levadura de cerveza en vasijas de
arcilla datadas miles de afios antes de que se tenga registro de la existencia del pan.

En Mesopotamia se encontrd la mencion mas antigua sobre la cerveza, en donde
hace alusién de una bebida alcohdlica obtenida por fermentacion de granos que se
denominan “sikaru”, plasmada en unas tablas de arcilla escritas en sumerio y cuya
antigliedad se remonta a 4000 a.C. En éstas, se cuenta una forma de elaboracion de la
cerveza: “se cuece pan, se deshace en migas, se prepara una mezcla en agua y se
consigue una bebida que transforma a la gente en alegre, extrovertida y feliz” (Velasco,
2015).

La cerveza tuvo su aparicion en la historia escrita en tablas de arcilla sumerias que
datan del afio 1800 a.C. El vocablo cerveza era uno de los mas frecuentes en dichas tablas
de los antiguos sumerios. No sélo se les pagaba parte del salario con cerveza a los obreros
egipcios que construyeron las piramides, sino que ya abundaban recetas para su
elaboracion diseminadas en murales y tumbas. En esa época, la cerveza era mas turbia,
tenia menor contenido alcohdlico, casi no tenia gas y se bebia a temperatura ambiente.
También se creia que tenia propiedades curativas ya que se utilizaban en rituales y
festividades religiosas (Grandinetti, 2017).

En Egipto la denominaron “zythum” y era esencial en la dieta cotidiana. Mientras que
el vino era para las clases altas, la cerveza era para el pueblo. En época de los faraones,
sus fabricas producian hasta 4 millones de litros por afio, tanto, que los graneros estaban
practicamente destinados a la cebada para su elaboracién y la utilizaban como moneda de
cambio. Los egipcios fueron los primeros en mercantilizar la cerveza.

Como buenos comerciantes, dado que el precio este cereal era elevado, utilizaban
una variedad del trigo: la espelta. Ademas descubrieron la malta, le agregaron azafran, miel,
jengibre y comino para darle sabor y color.

Los griegos heredaron las técnicas de fabricacién de cerveza de los elaboradores de
Egipto, y a su vez traspasaron este conocimiento a los romanos, que la llamaron "cerevisia",
en honor de la diosa Ceres de la agricultura (Argentina, 2019).

Luego de la conquista de Egipto, el imperio romano se encargd de diseminar la
bebida alcohdlica por toda Europa. Durante la peste negra, la cerveza de bajo contenido
alcohdlico era la Unica fuente de agua potable, pues al ser hervida durante la coccion,
eliminaba casi todos los microorganismos de la peste bubbnica. Durante varios siglos los
monjes tuvieron el monopolio de la elaboracién cervecera (Grandinetti, 2017).

En los monasterios la produccién a gran escala fue en el Siglo X. Los monjes,
vinculados a la agricultura, perfeccionaron sus recetas con los escritos de los egipcios,
estudiando el proceso y mejorandolo. Empezaron a usar el lipulo, marcando el fin de
cervezas turbias y dulces (Argentina, 2019).



La cerveza propiamente dicha, aparece en el siglo Xlll en Europa, teniendo en cuenta
qgue el concepto conlleva el amargor del lGpulo. Parece ser que la introdujeron los celtas y
mas tarde los germanos (Velasco, 2015).

1.2) Llegada a la Argentina

En los primeros tiempos de la Republica, la cerveza se importaba por mar en toneles
y era un producto para consumo exclusivo de las poblaciones sajona y germana, no era
accesible como lo es, hoy en dia.

La cerveza, hasta fines del siglo XIX era casi un articulo de lujo, pero entre 1891 y
1913 aumentd su consumo mas de ocho veces, de 13 a 109 millones de litros. Ademas,
paso de venderse por vaso en los bares a comercializarse embotellada.

La primera fabrica nacional de cerveza sobre la cual se tienen documentos se cred
en 1738, por el inglés Thomas Stuart en el barrio de Retiro, donde se construyo el edificio
para elaborar la bebida. “La Zervezeria” de hecho, fue el nombre elegido para la fabrica.

Fueron muchas las pequefias cervecerias instaladas desde fines del siglo XVIII y
comienzos del XIX, pero la mas antigua en funcionamiento es la fundada por el inmigrante
alsaciano Emil Bieckert, quien en 1880 inaugur6 su fabrica de cerveza, para lo cual trajo
técnicos de su Alsacia natal.

Las instalaciones de Bieckert fueron impresionantes para la época, y la empresa fue
todo un éxito, a pesar de los problemas que tenia para abastecerse de materia prima, como
cebada y ldpulo. Poco tiempo después otro aleman llamado Otto Bemberg fundd la
cerveceria y malteria Quilmes, mas precisamente en 1888.

Su proyecto comenzé en la localidad de Quilmes, donde la calidad del agua y la
cercania con la estacion de trenes la hacia un lugar propicio para fundar el negocio que, en
honor a la ciudad, bautiz6 con el mismo nombre. Bemberg elabord una cerveza tipo lager de
cuerpo liviano acorde al paladar germano, y luego de dos afios de prueba y error, en 1890 la
lanz6 al mercado (Cucinare, 2019).

1.3) Consumo

La cerveza es una de las bebidas alcohdlicas mas antiguas de la humanidad,
resultante de la fermentacion de levaduras del mosto de malta, aromatizado con lapulo. El
sector de la cerveza artesanal ha tenido un gran auge en la Ultima década. (Ibarzabal, 2020)

Actualmente el mercado de la cerveza levantdé el listbn, y poco a poco las
microcevecerias que, al principio eran una excentricidad, fueron ganando cuotas de
mercado. Hoy, debido a un publico joven que demanda cervezas artesanales de calidad
(producto que es mas ligero y con menos graduacion alcohdlica que el vino), hay mas de
4.000 micro cervecerias y el negocio crece a razén de un 20% anual, cifra que es la envidia
de cualquier emprendedor (Cucinare, 2019).

“‘En la Argentina el consumo de variedades artesanales de cervezas
representa el 1,8% del total. Como punto comparativo a nivel internacional, en los
Estados Unidos ese indice llega al 14%, por lo que se considera que puede existir un
crecimiento exponencial del mercado nacional “.

“A pesar de que el nUmero parezca minimo frente al consumo de cerveza en
Argentina, en los Ultimos cinco afos, la bebida alcohdlica artesanal comenzé a ganar
lugar en las mesas y reuniones de los consumidores. Segun la Camara Argentina de
Productores de Cerveza Artesanal, el rubro crecié alrededor del 40%, con mas de
1.500 productores en todo el pais”. (Limura, 2022)

Las diferencias entre la cerveza industrial y la artesanal se encuentran en las
proporciones, en el tratamiento de la materia prima y en el proceso de elaboracion. Las



cervezas artesanales no utilizan ningun aditivo artificial, el proceso de elaboracion es
manual desde el molido de las maltas hasta el embotellamiento (Ibarzabal, 2020).

El consumo de cerveza se ha incrementado en el pais debido al abandono de la
tradicion de consumirla solo en la temporada estival.

La cerveza representa actualmente el 60% del total de las bebidas alcohdlicas
consumidas en el pais.

Segun datos de la Camara de la Industria Cervecera Argentina, en los ultimos veinte
aflos se consumié en promedio 41 litros de cerveza por habitante y por afio. En 2019,
Argentina ocup0 la 44° posicion en el ranking de consumo de cerveza en el mundo, una lista
gue encabeza por amplia diferencia la Republica Checa (Cabrini y Fillat, 2021).

En la Figura 1 se muestra la evolucion del consumo interno y del consumo per capita
de la cerveza de malta en la Republica Argentina en las Ultimas dos décadas.
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Figura 1: Evolucion del consumo interno y del consumo per capita de cerveza de
malta, en Argentina, periodo 2000-2020 (Cabrini y Fillat, 2021).

1.4) Importancia del ensayo

Asi como en toda bebida alcohdlica, en cerveceria la levadura de cerveza representa
el motor del proceso de fabricacion. Es la responsable de la evolucion del liquido azucarado
proveniente de la malta (mosto) en cerveza. Esta transformacion la lleva a cabo mediante el
complejo fendmeno bioquimico denominado fermentacion alcohdlica (Gonzélez, 2017).

El Cddigo Alimentario Argentino en el articulo 1255 la define como: Con la
designacion de Levadura, se entiende el producto constituido a base de hongos
microscopicos (Sacaromicetas) (Codigo Alimentario Argentino, 2022).

Las levadura de cerveza es definida taxonémicamente como un hongo unicelular de
la clase de los Ascomicetos (nombrada de esa manera por la presencia de esporas
haploides contenidas en sacos llamados ascos) (Ribereau-Gayon et al., 2003).



Las levaduras, como todo microorganismo, dependen de diferentes factores que
propician o inhiben su desarrollo. Estos determinan que una poblacion pueda colonizar con
éxito un determinado medio (mosto) o que sucumban y sean desplazadas por otro tipo de
organismo. Dichos factores pueden ser inherentes a la propia levadura, como la tolerancia al
alcohol y a altas concentraciones de azucar, o relacionados con las caracteristicas del
medio, como su pH, la disponibilidad de agua, y de nutrientes.

Uno de los problemas més frecuentes en la industria de la cerveceria artesanal son
las paradas en la etapa de fermentacion.

Una de las posibles causas que pueden provocar una detencion en la marcha de la
fermentacion, es la carencia de nutrientes por parte de la levadura, ya que las mismas
cumplen con sus funciones biolégicas de forma Optima si se desarrollan en un entorno ideal
de nutrientes imprescindibles y en cantidades suficientes (Gonzéalez, 2017).

Las levaduras tienen requerimientos nutricionales que van desde macronutrientes
como carbono y nitrégeno, hasta elementos minerales, factores de crecimiento y factores de
supervivencia.

Una parte de los requerimiento son provistos por el mismo sustrato (en esta caso el
mosto) que van a fermentar, pero en algunos casos al no ser suficientes, es recomendable
el agregado de suplementos nutricionales (nutrientes para fermentos bioldgicos). (Ribereau-
Gayon et al., 2003).

Los “Nutrientes para fermentos bioldgicos” estan legislados bajo la RESOLUCION
GMC N° 084/93 que se ha incorporado en el Codigo Alimentario Argentino en el capitulo XVI
y los define como: Sustancias que nutren a los fermentos biolégicos de modo que
mantengan su desempefio durante el proceso de fermentacion (Codigo Alimentario
Argentino, 2022).

A lo largo del proceso de investigacion para la presente tesis, se encontré un namero
limitado de fuentes disponibles para la tematica abordada, dificultando el proceso de
investigacion, por lo que se considera que existe una falta de divulgacién de informacion,
sobre este tipo de complementos nutricionales en el area de elaboraciébn de cerveza
artesanal. Hasta el momento solo se cuenta con vasta informacion pero en el area
enoldgica.

En enologia los usos de tales suplementos se extienden desde productos organicos
como extractos de levadura hidrolizada, hasta inorganicos como las sales de amonio, como
asi también las combinaciones entre ambos tipos de suplementos (Ribereau-Gayon et al.,
2003).

Ante el panorama antes expuesto, se pretende evaluar el rendimiento de un producto
comercial llamado Nutriyeast, un polvo de extracto de levadura compuesto por una
combinacion de nitrégeno de origen organico, magnesio, hierro, zinc, vitamina B1, niacina,
fosfatos amoénicos, y aminodcidos esenciales. El mismo se presenta como insumo, para
estabilizar o mejorar el desempefio de las levaduras de cerveza en la fase de fermentacion
en la elaboracién de cerveza artesanal, evitando entre otras cosas paradas de fermentacion.



2) MARCO TEORICO

2.1) Cerveza
2.1.1) Generalidades

Se entiende por cerveza, la bebida resultante de fermentar, mediante levadura
cervecera, el mosto de cebada malteada o de extracto de malta, sometido previamente a un
proceso de coccion, adicionado de lUpulo. Una parte de la cebada malteada o de extracto de
malta podra ser reemplazada por adjuntos cerveceros.

Se entiende por adjuntos cerveceros a las materias primas que sustituyan
parcialmente a la malta, o al extracto de malta en la elaboracion de cerveza. Su empleo no
podra ser en su conjunto superior al 45% en relacion al extracto primitivo. Se consideran
adjuntos cerveceros a la cebada cervecera y a los cereales, malteados o no, aptos para el
consumo humano.

También se consideran adjuntos cerveceros los almidones y azucares de origen
vegetal (Cédigo Alimentario Argentino, 2022).

El Cdodigo Alimentario Argentino clasifica a las cervezas ademas de por color y
graduacion alcohdlica, en base a su extracto primitivo u original, que son las sustancias
disueltas del mosto que dio origen a la cerveza y se expresa en porcentaje (%) en peso.

Respecto a las caracteristicas sensoriales, reglamenta:

° Aroma y sabor: Son los caracteristicos y propios de la cerveza y de la
malta liquida sin aromas y sabores extrafios de acuerdo a su denominacion de
venta.

° Aspecto: La cerveza debe presentar aspecto caracteristico, siendo

éste limpido o turbio, con o sin presencia de sedimentos, propios de la cerveza.

° Caracteristicas, fisico-quimicas: La cerveza debe responder a los
pardmetros determinantes de su clasificacion respecto al extracto primitivo, grado
alcohdlico y color.

Segun el Articulo 1081-(Resolucion Conjunta RESFC-2018-16-APN-SRYGS#MSYDS
N°16/2018) En la elaboracién de las cervezas, se autorizan y se prohiben determinadas
practicas segun se expresa a continuacion:

Practicas permitidas:

° El agua potable a utilizar podra ser modificada Unicamente en su pH 'y
dureza previamente a su utilizacion.

° El tratamiento con sustancias tales como: tierra de infusorios, carbén
activado, taninos, albumina, gelatina, bentonita, alginatos, gel de silice y caseina.

° La filtracién con materias inocuas tales como papel, pasta de papel,
celulosa, telas de algodén o fibras sintéticas, tierra de infusorios, perlita, carbén
activado.

° La adicion de extracto de lipulo a los mostos.

° La carbonatacion con anhidrido carb6nico que responda a las
exigencias del Articulo 1066 del presente Cadigo.

° Uso de Aditivos permitidos.

° El refuerzo de la coloracion de las cervezas con colorante caramelo
obtenido exclusivamente con azlcar refinado o dextrosa y con extractos de malta
tostados.



Préacticas no permitidas:

) Agregar cualquier tipo de alcohol, cualquiera sea su procedencia.

° Usar saponinas u otras sustancias espumigenas no autorizadas
expresamente.

° Sustituir el lupulo o sus derivados por otros principios amargos.

) Adicionar agua fuera de las fabricas o plantas embotelladoras
habilitadas.

° Utilizar edulcorantes artificiales.

° Utilizar estabilizantes quimicos no autorizados expresamente.

° Efectuar la estabilizacion/conservacién biolégica por medio de

procesos quimicos (Cédigo Alimentario Argentino, 2022).
2.1.2) Cerveza artesanal

Entiende por cerveza de Elaboracién Artesanal aquella que:

° No utilice en su produccién aditivos alimentarios

° Posea Unicamente ingredientes naturales

° Que la elaboraciéon sea de manera manual o semiautomatica

° Que en el caso que se le agregue jugos o extractos de frutas, éstos

sean previamente pasteurizados.

En éstas cervezas no se le aplicara el parAmetro de turbidez establecido en el
articulo 1082 inciso b) y se permite la carbonatacién artificial (Codigo Alimentario Argentino,
2022).

A nivel internacional, se toma como base la clasificacion sistematizada por la Beer
Judgue Certification Program (BJCP), quien a la vez certifica la actividad de los jueces
entrenados. La categorizacibn mas general de estilos de cerveza es definida por tipo de
levadura. Los cerveceros estadounidenses y la mayoria de los demas cerveceros
artesanales del mundo llaman a las cervezas Ales si usan levadura de fermentacion alta
(Ale) y Lagers si usan levadura de fermentacion baja (Lager) (Strong e Inglaterra, 2021).

2.2) Cerveza Dorada pampeana

La historia indica que en los inicios del movimiento cervecero artesanal, los
cerveceros caseros argentinos estaban muy limitados por las materias primas. No existia
disponibilidad de extracto de malta, solo podian usar malta Pilsen, lipulo Cascade y
levadura seca, comunmente Nottingham, Windsor o Safale. Con estos ingredientes,
desarrollaron una versién especifica de la Blond Ale, denominada Dorada Pampeana.
Segun la BJCP esta clasificada en la categoria 18 de la mencionada guia como cerveza
americana palida (Strong e Inglaterra, 2021).

Es un estilo argentino de cerveza rubia de alta fermentacion (estilo ale). El estilo esta
adaptado a las posibilidades de la pampa Argentina. Generalmente se usa s6lo malta palida,
lipulo patagénico Cascade en la mayoria de los casos, y levaduras ale secas americanas.
Posee un cuerpo liviano y un sutil amargor que balancea el dulzor de las maltas.

Es el estilo por el que la mayoria de los cerveceros artesanales argentinos comienzan
(Koroluk, 2015).

A continuacion se indican sus descriptores sensoriales:


https://es.wikipedia.org/wiki/Ale

) Aroma: dulce, maltoso, ligero a moderado. Es aceptable frutal bajo a
moderado. Debe tener aroma a ltpulo bajo a medio. Sin diacetilo (aroma a manteca).

) Aspecto: color amarillo claro a dorado profundo. Claro a brillante.
Espuma baja a medio con buena retencion.

° Sabor: dulzor maltoso inicial suave. Tipicamente ausentes los sabores
a caramelo. Sabor a lapulo ligero a moderado (normalmente Cascade), pero no
deberia ser agresivo. Amargor bajo a moderado, pero el balance tiende a la malta.
Medio seco o algo dulce final. Sin diacetilo.

° Sensacion en boca: cuerpo mediano, ligero. Carbonatacion media a
alta. Sensacién suave sin amargor aspero o astringencia.

Ingredientes: normalmente so6lo malta palida o Pilsen, aunque puede incluir
porcentajes bajos de malta caramelizada. Comunmente l0pulo Cascade. Levadura
americana limpia, britanica ligeramente afrutada o Kélsch, envasada en frio.

Parametros fisicoquimicos:

° Densidad inicial : 1.042 — 1.054 / Densidad final : 1.009 — 1.013
° Grados IBU: 15-22

° % Alcohol v/iv: 4,3 -5,5

° Color por S.R.M: 3-5

Su impresién en general indica una cerveza facilmente bebible, accesible, con un
balance orientado hacia la malta (Strong e Inglaterra, 2021).

2.2.1) Materias primas

Agua: El agua empleada en la elaboracion de cerveza debe ser apta para el
consumo humano (Cédigo Alimentario Argentino, 2022).

Es un componente basico en el proceso de produccién de cerveza. El agua de forma
natural, contiene una cierta cantidad de sales que influyen de forma definitiva en la calidad
final de la cerveza. Su dureza es uno de los parametros fundamentales. Las cervezas
ligeras necesitan un agua con bajo contenido en sales carbonatada (Madrid, del Castillo &
Vicente, 2001).

Las aguas se categorizan en blandas, moderadamente duras, duras y muy duras. La
OMS (Organizacién Mundial de la Salud) toma como referente para esta clasificacion los
rangos de concentracién de carbonato de calcio medidos en mg/l, como se muestra en la
tabla 1 (Gonzalez, 2017).

Tabla 1: Rangos de categorizacién de aguas segun contenido de carbonato
de calcio (Gonzalez, 2017).

Carbonato de calcio (mg/l) Categoria
0-60 Blanda
61-120 Moderadamente Dura
121-180 Dura
180 0 més Muy dura

Para elaborar una cerveza pale ale, como lo es la dorada pampeana se recomienda
el uso de aguas blandas con un nivel bajo de carbonatos.



Una préactica recomendada, es la acidificacion con &cido fosférico de grado
alimenticio del agua usada en la fase de lavado, cuyo objetivo es optimizar el
funcionamiento de las enzimas alfa amilasas del grano de cebada, ya que a valores de 5,5
su actividad es oOptima. Ademas si el pH del agua es mas elevado que el valor antes
mencionado, se favorece el exceso de arrastre de taninos del mosto, haciendo que
obtengamos un producto final desagradable por exceso de astringencia en boca.

Es imprescindible que el agua sea libre de cloro tanto para no interferir con la
actividad celular de las levaduras, como para evitar la generacion de cloraminas, las cuales
no son peligrosas para la salud en estos niveles, pero si le confieren caracteristicas
desagradables al agua sensorialmente . Es necesario que no pase mucho tiempo desde la
obtencion del agua hasta su uso en el proceso, ya que la ausencia de cloro, puede dar lugar
a la proliferacion microbiologica ante posibles contaminaciones (Gonzéalez, 2017).

Malta pilsen

La llamada malta base es la cebada germinada (malta verde) y secada con horneado
a temperaturas bajas y corta duracion. Esto se hace con la finalidad de proteger la integridad
de las enzimas amiloliticas y conservar el maximo poder diastasico (indicador de su
capacidad enzimatica para convertir el almidon en azlcares fermentables). Es una malta sin
tostar, solo secada hasta un contenido de humedad del 3 %. Es la mas clara de todas las
gue se utilizan para la elaboracion de cerveza, pudiendo ser empleada en la mayoria de las
recetas. Algunas de las maltas base mas conocidas son Lager, Pilsen y Pale Ale (Gonzalez,
2017).

La malta base utilizada para la cerveza dorada pampeana es la tipo Pilsen (Strong e
Inglaterra, 2021).

Lupulo

Segun el contenido de alfa acidos los ldpulos pueden clasificarse en dos grandes
grupos: aromaticos (4-7% de alfa acidos) y amargos (mas de 7% de alfa acidos) (Madrid, del
Castillo & Vicente, 2001).

El primer grupo comprende aquellos que poseen un menor poder amargo pero son
abundantes en aceites esenciales, por lo que se les utiliza para dar a la cerveza diferentes
aromas (Gonzélez, 2017).

Dentro del grupo de los aromaticos, el utilizado para elaborar cerveza dorada
pampeana es el Cascade (Strong e Inglaterra, 2021).

De las variadas formas de comercializacion la mas habitual entre los elaboradores
artesanales, es en pellets, por su ventaja en el facil manejo. Es susceptible a la oxidacion
por lo que se puede encontrar envasado al vacio o con atmosferas de CO; (Madrid, del
Castillo & Vicente, 2001).

Su compresién especial reduce la oxidacidon de la lupulina y eleva el rendimiento
hasta en un 15% respecto a otras formas preservadas y permite una dosificacion mas
precisa (Gonzalez, 2017).

Levadura de cerveza

Su nombre cientifico es Saccharomyces Cerevisiae. Son definidas taxondémicamente
como un hongo unicelular de la clase de los ascomicetos, cuyo régimen nutricional es
heterétrofo (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Es la responsable de la transformacion del liquido azucarado proveniente de la malta
(mosto) en cerveza. Esta transformacion la lleva a cabo mediante el complejo fenémeno
bioguimico denominado fermentacién alcohélica (Gonzalez, 2017).



En la fermentacion las levaduras al crecer y multiplicarse en el mosto, toman los
azucares del mismo transforméandolos en alcohol y anhidrido carbdénico como productos
principales (Burgeois y Larpent, 1995).

Ademas de estos productos principales también generan como producto de su
metabolismo toda una gama de otros importantisimos compuestos que otorgan sus
caracteristicas de sabor y aroma a la cerveza.

Las cepas de levadura cervecera son principalmente de dos tipos:

Fermentacion baja: cae al fondo luego de la fermentacién. Se utilizan para elaborar
cervezas rubias tipo Lager. Su temperatura ideal de trabajo se encuentra entre 6 a 15°C.

Fermentacion alta: sube a la superficie al final de la fermentacién transportada por el
dioxido de carbono generado durante la misma. Se utilizan en la fabricacion de cervezas
ligeras (tipo Ale).Su temperatura ideal de trabajo se encuentra entre 15 a 22°C (Gonzélez,
2017).

2.3) Levadura de cerveza Sacharomyces cereviciae

Las levaduras han sido utilizadas, desde la antigiiedad, en la elaboracién de
cervezas, pan y vino, pero los fundamentos cientificos de su cultivo y uso en grandes
cantidades fueron descubiertos mucho después (Suarez, Garrido, & Rodriguez, 2016).

Antoine Van Leewenhoek en 1680 llevd a cabo las primeras observaciones de
levaduras a partir de un mosto de cerveza, sin establecer relacion alguna entre esos
corpusculos y la fermentacion. Charles Cagnard de La Tour en 1837 demostrd que era un
organismo vivo, capaz de multiplicarse y cuya actividad vital se encontraba en el origen de la
fermentacion de los liquidos dulces. Esto seria luego afirmado por Schawann y Meyen en
1838, aunque finalmente fue Luis Pasteur quien en sus dos famosas obras, Estudios sobre
el vino (1866) y Estudios sobre la cerveza (1876) acreditod definitivamente la tesis vitalista de
la fermentacion alcohdlica (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Saccharomyces Cerevisiae, es una levadura que constituye el grupo de
microorganismos mas intimamente asociado al progreso y bienestar de la humanidad; su
nombre deriva del vocablo Saccharo (azucar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). Es una
levadura heterétrofa, que obtiene la energia a partir de la glucosa y tiene una elevada
capacidad fermentativa (Suarez, Garrido, & Rodriguez, 2016).

El Cdédigo Alimentario Argentino en el articulo 1255 la define como: “Con la
designacion de Levadura, se entiende el producto constituido a base de hongos
microscopicos (Sacaromicetas). Pueden tener diferentes origenes: obtenerse de la
fabricacién de cerveza, vino, sidra, etc., u obtenerse especialmente en establecimientos
destinados a ese fin, donde se cultiva en mostos especiales. Puede presentarse en varias
formas: prensada, seca, para panificacion, etc.” (Codigo Alimentario Argentino, 2022).

Las células de Saccharomyces y de otros ascomicetos unicelulares pertenecen al
grupo de las células eucariotas, son normalmente esféricas, ovales o cilindricas con un
tamafio mucho mayor gue las células bacterianas pudiendo distinguirse microscépicamente
de los procariotas gracias a su mayor tamafio y a la presencia obvia de estructuras
intracelulares (Madigan et al., 2009).

Ribereau-Gayon (2003) afirma que es el mas simple de los organismos eucariotas, su
célula porta un citoplasma que contiene organelas, un nucleo verdadero recubierto por una
membrana que encierra cromosomas, y que ademas posee dos envolturas celulares ,la
pared y la membrana plasmatica que juegan un rol fundamental en la fermentacion y los
constituyentes del producto de la misma.

El 60% aproximadamente de la pared de la célula estd conformado por glucanos, y
un 40% por manoproteinas. Su estructura en las levaduras determina una impermeabilidad
hacia las macromoléculas y una porosidad hacia las micromoléculas. Ademas en su
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composicion encontramos también quitina y muchas enzimas asociadas a la pared como
invertasa o B-fructoruranosidasa, que cataliza la hidrélisis de la sacarosa, en glucosa y
fructosa.

En cuanto a lo que refiere a la membrana plasmatica en su composicion,
organizacion y funcién, podemos decir que es una barrera altamente selectiva que controla
los intercambios entre la célula viva y su medio exterior, siendo una organela esencial para
la vida de la levadura. Esta principalmente constituida por un 40% de lipidos, esencialmente
fosfolipidos y esteroles, moléculas que poseen una parte hidréfila y una hidréfoba, y un 50%
de proteinas (extrinsecas e intrinsecas). Glucanos y mananos solo se presentan en escasa
cantidad.

Las proteinas mas importantes de la membrana son la ATPasa que cataliza la
hidrélisis del ATP (adenosin trifosfato) que provee la energia necesaria para el transporte
activo de soluciones, otras involucradas en el transporte de azlcares y aminoacidos que
conforman el sistema de permeasa no especifico de los aminoacidos (GAP) y algunas
enzimas implicadas en la sintesis de glucanos y de la quitina de las paredes.

La fluidez de las membranas esta a la vez, controlada por la composicion en acidos
grasos y esteroles, siendo el principal esterol de membrana el ergosterol. La sintesis de
acidos grasos insaturados necesita la aireacion del mosto al comienzo de la fermentacién
alcohdlica. Ademas el tenor de ergosterol en la membrana de la célula y la tasa de
instauracion de los fosfolipidos de membrana favorece la penetracion de glucosa en la
célula.

Las funciones de la membrana plasmaticas consisten en: constituir una barrera
hidrofoba estable entre el citoplasma y el entorno de la célula, controlar los intercambios
entre la célula y el medio, la génesis enzimatica del glucano y la quitina de la pared celular, y
la funcidn de reaccion ante estimulos externos como las hormonas sexuales o cambios en la
concentracion de nutrientes externos gracias a receptores proteicos de membrana
(Ribereau-Gayon et al., 2003).

Como la fermentacién alcohdlica es producida en el citoplasma de la levadura, el
etanol y el CO; generado deben ser transportados fuera de la célula. Esto ocurre por
difusiébn simple gracias a un gradiente de concentracidbn positivo. Los esteroles de
membrana tienen una gran influencia en la evacuacién de estos compuestos, ya que una
membrana con buena fluidez es aquella que posee gran cantidad de esteroles y la que
mejor evacla dichos componentes.

Para fomentar la sintesis de esteroles de membrana, al comienzo de la fermentaciéon
alcoholica se recomienda una leve oxigenacion, ya que el oxigeno molecular se requiere
como aceptor de hidrégeno en la primera etapa de la biosintesis de colesterol (Kunkee et al.,
2013).

La célula de la levadura cervecera se multiplica por medio de reproduccion asexual,
su division celular normalmente se produce por un fenémeno llamado gemacién o brotacion.
En el proceso de gemacion, la nueva célula se forma como una pequefia excrecencia de la
célula progenitora, luego esta yema va engrosandose gradualmente y se acaba separando
de la célula progenitora como se observa en la figura 2 (Madigan et al., 2009).

10



Figura 2: Division celular de la levadura de cerveza por gemacion (Madigan et al.,
2009).

La levadura seca activa (LSA), se destaca como la opcion mas popular dentro de la
amplia gama de levaduras disponibles en el mercado. La LSA se comercializa como un
producto que contiene un 5% de humedad, deshidratada mediante diversos procesos. Su
vida util, envasada al vacio, es de 3 afios. No requiere refrigeracion para su mantenimiento
ni rehidratacién para su uso. (Lezcano, 2010).

La levadura tiene una funcion clave en la liberacion de los compuestos de aroma,
sabor y sensacion en boca del producto terminado. Durante la fermentacion se liberan
distintos componentes, y la cepa de levadura y las condiciones de fermentacion que escoge
el productor afectan en gran medida el perfil final de la cerveza.

Muchos productores de todo el mundo escogen la levadura seca para cerveza porque
es una manera confiable de lograr fermentaciones consistentes entre los distintos lotes. La
levadura seca activa es una levadura lista para inocular directamente al mosto y es muy facil
de utilizar. La poblacién correcta de levadura se logra simplemente inoculando un peso
conocido de levadura seca siguiendo las indicaciones del fabricante.

La performance de la fermentacién también permite predecir mejor los resultados, un
factor que es esencial en la planificacion de la produccion (Centro Integral de bebidas
artesanales, 2022).

Existen numerosas levaduras comerciales utilizadas en la industria cervecera, una de
ellas es Sacharomyces Cerevisiae Safale US-O5. Se trata de una levadura ale americana
gue produce cervezas bien equilibradas con bajo contenido de diacetilo y un paladar final
muy limpio. Forma una espuma firme y presenta muy buena capacidad para permanecer en
suspension durante la fermentacion. Es muy versatil ya que se adapta a las necesidades del
cervecero, dado que se puede aplicar mediante rehidratacién previa, o se puede espolvorear
directamente sobre la superficie del mosto, a la temperatura de fermentacion indicada. Su
aplicacion debe hacerse en forma progresiva asegurandose de que cubra toda la superficie
del mosto disponible para evitar grumos. Su dosificacién es de 0,1 g/L de mosto. Contiene
un % en peso seco de 94.0 — 96.5, y un nimero de células viables iniciales mayor a 6 x 10°
Cel /g.

El producto tiene una vida Util de 36 meses, recomendandose su almacenamiento en
destino final en un lugar fresco (< 10°C) y seco. Soporta ser transportado y almacenado a
temperatura ambiente por periodos de tiempo no mayores a 3 meses sin afectar su
desempeiio. Los sobres, una vez abiertos deben sellarse y almacenarse a 4 °C y usarse
dentro de los 7 dias posteriores a la apertura (Fermentis, 2018).
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2.4) Fermentacién alcohdlica por Saccharomyces Cerevisiae

La cerveza, se elabora mediante fermentacion alcohdlica de granos. A diferencia del
vino, requiere un procesamiento de los mismos para ser convertidos en azucar y asi la
levadura los pueda transformar en alcohol. Esta es una caracteristica que la diferencia
marcadamente del vino, el cual no precisa tratamiento previo del jugo para ser fermentado
(Gonzalez, 2017).

Ese procesamiento se da durante la germinacion en donde se producen los procesos
de sintesis de enzimas amiloliticas, proteoliticas y la degradacion de la estructura del
endospermo del grano. Las proteinas se descomponen en aminoacidos, las paredes de las
células de almidén en betaglucanos de bajo peso molecular y parte del almidon (s6lo 8 a
10%) en azucares mas simples. Se producen a y B amilasas que actuaran posteriormente
en la maceracién, sacarificando los almidones solubles y proteasas que degradaran las
moléculas proteicas complejas en proteinas de constitucion mas simple y aminoacidos
(Madrid, del Castillo & Vicente, 2001).

Las levaduras por ser organismos quimioheterétrofos, obtienen la energia por
degradacion de la materia organica. Esa energia se transforma en calor y trabajo que la
célula por medio de un transportador como el ADP utiliza para transporte, movimiento y
sintesis. Saccharomyces Cerevisiae oxida los azlcares por medio de tres vias diferentes en
funcibn de las condiciones de aerobiosis: fermentacion alcohdlica, fermentacién
gliceropiravica, y respiracion. Todos estos procesos tienen su inicio comun en la glucdlisis
(Hidalgo Togores, 2011).

2.4.1) Glucdlisis (via de Embden-Meyerhof)

Es el proceso de transformacion intracelular de la glucosa (o fructosa) en piruvato.
Teniendo en cuenta que la concentracion de azlcares en el exterior de la célula es muy
grande, los mismos entran a la célula por difusion facilitada por medio de una proteina
transportadora sin gastos de energia (Hidalgo Togores, 2011).

Es un proceso anaerdbico que se puede dividir en dos etapas principales, que
comprende una serie de reacciones enzimaticas. En la etapa | no se libera energia, pero a
partir de hexosas se producen dos moléculas de un intermediario clave, la dihidroxiacetona
fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato (Madigan et al., 2009,).

Luego toda la dihidroxiacetona fosfato se convierte en gliceraldehido -3- fosfato. Al
final de la etapa | se han consumido 2 moléculas de ATP.

En la etapa Il ocurre un proceso redox, la energia se conserva en forma de ATP, y se
forman dos moléculas de piruvato a partir del gliceraldehido-3-fosfato (Madigan et al.,
2009).

La etapa 2 genera 4 moléculas de ATP.

Como balance neto por cada molécula de hexosa se generan: 2 moléculas de
piruvato, 2 moléculas de ATP (se generan 4, pero 2 moléculas se consumen para fosforilar
las hexosas) ,1 molécula de NADH (cofactor enzimatico Nicotamida adenina dinucleétido en
fase reducida) (Hidalgo Togores, 2011).

El ciclo de la glucdlisis se muestra en la figura 3.
2.4.2) Fermentacién alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es la transformacion anaerdbica de los azucares en etanol
y dioxido de carbono (productos principales de la fermentacion alcohdlica), llevado a cabo
por las levaduras, segun la siguiente reaccion:

CsH1206 (Glucosa) = 2CH3CH,OH (Etanol)+ 2 CO; (Diéxido de carbono) + Calor
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Simultaneamente se llevan a cabo una serie de procesos, bioquimicos, quimicos y
fisico quimicos.

Cuatro grupos enzimaticos intervienen en la fermentacion alcohdélica: fosforilasas,
oxidorreductasas, carboxilasas, y un cuarto grupo que cataliza reacciones de mutacion,
isomerizacion, enolizacion, etc.

A su vez las enzimas para ejercer su actividad necesita de cofactores, que pueden
ser: nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), tiamina pirofosfato (TPP), i6n magnesio
(Mg*?), adenosina difosfato (ADP) y adenosina trifosfato (ATP), y por Ultimo la coenzima A,
formada por adenosina difosfato, acido pantoténico y tioetilamina. La coenzima A tiene sus
propiedades en base al grupo tiol (SH), y su combinacion con los acidos presentes forma las
acetil coenzima A. (Hidalgo Togores, 2011).

Las levaduras tienen un régimen de respiracion anaerobio facultativo, es decir
pueden respirar los azlUcares o fermentarlos. En condiciones anédxicas las levaduras
cambian a un metabolismo fermentativo que origina menor cantidad de biomasa celular,
pero cantidades notables de alcohol y CO, (Madigan et al., 2009).

El poder reductor del NADH producido en la glicélisis, debe ser transferido a un
receptor de electrones para regenerar el NAD*. El acetaldehido, es el que sirve de aceptor
final de electrones (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Es decir, lo que ocurre es la descarboxilacion del piruvato por medio de la piruvato
decarboxilasa con TPP Y Mg*? como cofactores y origina el acetaldehido, con formacion y
desprendimiento de CO.. Luego el acetaldehido es reducido a alcohol etilico (etanol) por la
alcohol deshidrogenasa en una reaccibn donde se recicla el NADH a NADT,
restableciéndose el equilibrio rédox de la célula (Hidalgo Togores, 2011).

El ciclo fermentativo se resume en la figura 3.
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Figura 3: Via de la glucdélisis y de la fermentacién alcohdlica (Ribereau-Gayon et al.,
2003).

2.4.3) Fermentacién gliceropirdvica

En un mosto, cierto namero de moléculas de hexosas (aproximadamente un 8%) es
degradado por esta via, que conduce a cantidades equivalentes de glicerol, CO; y
acetaldehido (Hidalgo Togores, 2011)

Al principio de la inoculacion, las levaduras en el mosto se desarrollan en un
ambiente con presencia de oxigeno, y la piruvato descarboxilasa y la alcohol
deshidrogenasa estan en muy pequefa cantidad. En consecuencia la acumulacién de etanol
es limitada. La reoxidacién del NADH no puede hacerse con dependencia del acetaldehido,
y en su defecto se hace dependiendo de la dihidroxiacetona fosfato (Ribereau-Gayon et al.,
2003).

Como consecuencia se forman otros compuestos ademas del etanol, como glicerina,
piruvato, succinato, diacetilo, y otros &cidos organicos. La glicerina le confiere a la bebida
fermentada un caracter de suavidad (Kunkee et al., 2013).

14



2.4.4) Respiracion

En condiciones de oxigeno presente el acido piravico que proviene de la glicolisis
sufre una descarboxilacion oxidativa en presencia de la coenzima Ay de NAD *, generando
diéxido de carbono, NADH, y acetil-CoA. Esta reaccion es catalizada por el complejo
enzimético piruvato deshidrogensasa y se lleva a cabo en el interior de las mitocondrias. La
acetil-CoA es luego completamente oxidada en CO,, por las reacciones del ciclo de Krebs.
(Ribereau-Gayon et al., 2003).

La respiracion proporciona biomasa, CO2 vy mucha mas energia por molécula de
glucosa que la fermentacién (Madigan et al., 2009).

El rendimiento en obtenciéon de moléculas de ATP en condiciones aerébicas es de
36-38 moléculas de ATP por molécula de glucosa oxidada (Kunkee et al., 2013).

2.4.5) Efecto Pasteur vs efecto Crabtree

La fermentacion de la glucosa es 6ptima en condiciones anaerobias y es inhibida por
O; porque la respiracion proporciona mucha mas energia por molécula de glucosa que la
fermentacién. En la fermentacion de bebidas alcohdlicas se produce el efecto Pasteur
(Madigan et al., 2009).

La aireacion produce: mas biomasa, menos alcohol, y menor consumo de azUcar
(Kunkee et al., 2013).

Cuando la concentracion de azucar es elevada (mayor a 9g/L), Saccharomyces
Cerevisiae s6lo metaboliza los azlcares por via fermentativa. Incluso en presencia de
oxigeno, la respiracion es imposible. Este fenbmeno fue descubierto por Herbert Crabtree en
1929, y se denomina, efecto Crabtree (Ribereau-Gayon et al., 2003).

2.4.6) Productos secundarios de la fermentacién
Acido lactico

El piruvato funciona como aceptor de los hidrégenos del NADH, reduciéndose a acido
lactico, por medio del lactato deshidrogenasa. Se forman 2 isémeros del &cido lactico del
cual predomina el 4cido D (-) lactico. Este compuesto siempre y cuando sea contenido en
baja cantidad, le confiere un caracter deseable a la bebida fermentada (Boto y Fidalgo,
2015).

Acido acético
Anteriormente era atribuido a alteraciones bacterianas, aunque actualmente se sabe
gue levaduras del tipo no Saccharomyces también lo sintetizan, y que ademas es un

compuesto que, aunque en baja cantidad (100-300 ppm), siempre se forma en las
fermentaciones por parte de Saccharomyces Cerevisiae (Hidalgo Togores, 2011).

Su mecanismo de formacion por parte de la levadura de cerveza puede provenir de la
oxidacion del acetaldehido por la alcohol deshidrogenasa, o por hidrélisis de la acetil
coenzima A, aunque aun no ha sido totalmente precisada (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Cantidades por encima del limite hacen que esta sustancia pase a ser
organolépticamente desagradables. Los factores que conducen a cantidades anormales de
acido acético son: mostos con elevada riqueza en azucares, pH muy bajos (menores a 3,1),
0 muy altos (mayores a 4), y temperatura muy elevadas de proceso (Hidalgo Togores,
2011).

Acido succinico

Aungque no sea un producto buscado, ya que tiene un caracter amargo, duro y
astringente, no conlleva especial importancia porque se sintetiza en cantidades muy
escasas (Kunkee et al., 2013).
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En condiciones de anaerobiosis, el ciclo de Krebs, no puede ser completo. La cadena
de reacciones se interrumpe a nivel del succinato, el cual se acumula. Se estima que el
acido succinico se forma por via reductiva del ciclo de Krebs en anaerobiosis, el mismo
mecanismo que se observa en bacterias (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Acetoina, diacetilo, y 2,3-butanodiol
Los tres compuestos son formados por la levadura a partir del &cido piravico.

Por condensacion de una molécula de piruvato, una molécula de acetaldehido activo
y pirofosfato de tiamina se forma el &cido a-acetolactico.

El diacetilo proviene de la descarboxilacion no oxidativa del &cido a-acetolactico. La
acetoina resulta de la descarboxilaciéon no oxidativa del mismo &cido, o de la reduccion del
diacetilo. El 2,3- butanodiol se forma por reduccién de la acetoina.

La acetoina y sobre todo el diacetilo son compuestos aromaticos que evocan el
aroma de la manteca, aunque mas alla de una determinada concentracion, intervienen
negativamente en el aroma (Ribereau-Gayon et al., 2003).

En algunas ocasiones, cuando se utiliza tiamina como activador de la fermentacion,
es comun observar estos productos secundarios, ya que la tiamina es uno de sus
precursores (Hidalgo Togores, 2011).

Acido citramalico y acido dimetil glicérico

Se forman por condensacién del acido acético (bajo la forma de acetil CoA) y acido
piravico. La incidencia de estos compuestos en el perfil de la bebida es negativa (Ribereau-
Gayon et al., 2003).

Alcoholes superiores

Los alcoholes superiores (también llamados aceites de fusel), son compuestos que
contienen uno o mas grupos oxhidrilo (-OH) y que contienen tres o0 mas atomos de carbono
en su molécula. Se forman principalmente como productos secundarios de la
descomposicién de los aminoacidos del medio, en una serie de reacciones en la cual:
primero el aminoacido sufre una desaminacion y se obtiene acido a-ceténico, luego ese
compuesto se descarboxila para dar aldehido que finalmente por reduccion forma el alcohol
secundario (Boto y Fidalgo, 2015).

Se sabe que la produccién de alcoholes superiores, depende de la especie y cepa de
levadura.

Existen numerosos alcoholes secundarios producto del catabolismo de los diferentes
aminodacidos presentes en el medio, aunque los mas importantes son: el alcohol isoamilico
(olor a banana), hexanol (notas herbaceas), feniletanol (aroma a rosas), metionol (olor a
repollos cocidos), n-butanol, n-propanol, y tirosol (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Otros alcoholes secundarios importantes son el 4-vinilguayacol (olor a clavo de olor,
ahumado) o el 4-etilfenol (olor a establo, sudor de caballo), tipico de la fermentacion del
género de levaduras Brettanomyces. Se cree que estos alcoholes, en conjunto con otros
derivados, son los responsables de la llamada “resaca del sabor”. Sin embargo, en bajas
concentraciones otorgan aromas deseables en la mayoria de las bebidas alcohdlicas
(Gonzalez, 2017).

Hasta concentraciones de 300 mg/L se busca o se tolera la presencia de dichos
alcoholes ya que le otorga a la bebida caracteristicas de complejidad. Concentraciones
mayores a 400 mg/L la bebida se torna maloliente (Boto y Fidalgo, 2015).

Los parametros que aumentan la concentracion de alcoholes superiores son
conocidos entre los elaboradores: pH elevado, temperaturas de fermentacion elevadas, una
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aireacion excesiva en los primeros dias de la fermentacion, y carencias del medio en
nitrégeno aminado y en amonio (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Esteres

Se forman gracias a la actividad esterasa de la levadura. En primer lugar tenemos los
acetatos de alcoholes superiores cuyo origen es el catabolismo de los aminoéacidos, entre
ellos tenemos al acetato de isoamilo (aroma a banana o platano), y el acetato de feniletilo
(aroma a rosas).Por otro lado tenemos ésteres que se forman por condensacion de acetil
coenzima A: hexanoato (aroma a manzana verde), decanoato de etilo (aroma a jabon)
(Ribereau-Gayon et al., 2003).

De los ésteres que podemos encontrar presentes en la cerveza destacan el acetato
de etilo (olor a solvente de pinturas) y el acetato de isoamilo (habitual en muchas cervezas
de trigo, aromas a platano). Su presencia en altas concentraciones puede ser deseable para
algunos estilos de cerveza pero no para otros. Los ésteres, al igual que los alcoholes
secundarios, aparecen como resultado de fermentaciones a temperaturas altas (sobre 18
°C), por lo que son mas frecuentes en las cervezas tipo ale. Por otro lado las lagers, que
fermentan a temperaturas mas bajas (10 °C), no contienen esteres suficientes para ser
percibidos. Por légica se puede decir que las cervezas americanas (como la ale) tienden a
expresar en menor grado los aromas provenientes de la fermentacién (aromas secundarios)
y a resaltar los derivados de la malta y los lipulos (aromas primarios).

De todos los productos secundarios de fermentacién, dos grupos resaltan por su
interés en la evaluacion sensorial: los alcoholes secundarios y los ésteres (Gonzalez, 2017).

2.5) Fases de crecimiento de las levaduras-cinética de fermentacion

Las levaduras, al igual que los demas microorganismos, pasan por cuatro fases de
crecimiento:

° Fase de latencia: Cuando una poblaciébn es inoculada en medio
fresco, el crecimiento usualmente no comienza de inmediato sino después de un
tiempo llamado de latencia, que puede ser corto o largo dependiendo de las
condiciones. Representa un periodo de transicion para los microorganismos cuando
son transferidos a una nueva condicidbn, ademdas, se producen las enzimas
necesarias para que ellos puedan crecer en un nuevo medio ambiente. En esta fase
no hay incremento en el nUmero de células, pero hay gran actividad metabdlica,
aumento en el tamafio individual de las células, en el contenido proteico, ADN y peso
seco de las células. Si tomamos un in6culo de un cultivo viejo (fase estacionaria) y
se inocula en un medio con las mismas condiciones en el que se inocularia un cultivo
en fase exponencial, generalmente se presenta nuevamente una nueva fase de
latencia. Esto se debe a que las células generalmente agotan una serie de
coenzimas esenciales u otros constituyentes celulares y se requiere cierto tiempo
para su resintesis (Tortora, Funke, & Case, 2007).

° Fase exponencial o fase logaritmica: Es el periodo de la curva de
crecimiento en el cual el microorganismo crece exponencialmente, es decir que cada
vez que pasa un tiempo de generacion la poblacién se duplica. Bajo condiciones
apropiadas la velocidad de crecimiento es maxima. Las condiciones ambientales
(temperatura, composiciéon del medio de cultivo, etc.) afectan a la velocidad de
crecimiento exponencial(Tortora, Funke, & Case, 2007)

En esta fase la velocidad de crecimiento es maxima y el tiempo de generacion es
minimo. Durante esta fase los microorganismos consumen a velocidad méaxima los
nutrientes del medio.

Si un cultivo que estéa creciendo en fase exponencial es inoculado al mismo medio de
cultivo bajo las mismas condiciones de crecimiento, no se observa fase de latencia y el
crecimiento exponencial sigue a la misma velocidad (Ward, 1991).
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° Fase estacionaria: en un sistema de cultivo cerrado, monofésico o en
batch, el crecimiento exponencial no se puede prolongar de modo indefinido. Lo que
generalmente sucede es que un nutriente esencial del medio de cultivo se agota y
llega a ser un factor limitante del crecimiento o se acumulan en el medio algunos
productos de desecho hasta niveles inhibitorios que hacen cesar el crecimiento
exponencial. Frecuentemente ocurren ambas cosas Yy, al producirse esto, la
poblacion alcanza la fase estacionaria. En la fase estacionaria no hay aumento ni
descenso neto en el nimero de células. Aunque no suele haber crecimiento en la
fase estacionaria, muchas funciones celulares contindan, incluyendo el metabolismo
energético y algunos procesos biosintéticos. En algunos casos, puede ocurrir un
lento crecimiento durante la fase estacionaria; algunas células de la poblacion
crecen, pero otras mueren y los dos procesos se equilibran de modo que no hay
aumento ni disminucién en el numero de células. Este fenémeno se llama
crecimiento criptico (Madigan et al., 2009).

° Fase de muerte: Si la incubacion continda después de que una
poblacion microbiana alcanza la fase estacionaria, las células pueden seguir vivas y
continuar metabolizando, pero va a comenzar una disminucién progresiva en el
namero de células viables y cuando esto ocurre se dice que la poblacion ha entrado
en fase de muerte (Tortora, Funke, & Case, 2007).

En algunos casos la muerte se acomparia de una lisis celular real (Madigan et
al., 2009).

La figura 4 resume en un gréfico las 4 fases de crecimiento celular.
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Figura 4: Fases de crecimiento de los microorganismos con respecto al
tiempo (Tortora, Funke, & Case, 2007).

2.6) Controles y seguimiento de la cinética de fermentacion

Vigilar la marcha de la fermentaciébn en el fermentador permite seguir las

transformaciones, prever su evolucién e intervenir a tiempo en caso de ser necesario.

Una de las maneras mas simples de control consiste en recurrir a la medicion de la

densidad (que ademas nos permite estimar el grado probable de alcohol).En el proceso, la
desaparicion del azlcar y la aparicion del etanol ocasiona una reduccién de la densidad.

Un control indispensable consiste en el seguimiento de la temperatura. Se debe evitar

bajo cualquier concepto los cambios bruscos en la misma para no inhibir el desarrollo de las
levaduras.
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Otros procedimientos de control son el seguimiento del pH, medicién del volumen de
CO;liberado, pérdida de peso, entre otras (Ribereau-Gayon et al., 2003).

El andlisis cinético de las vinificaciones por pérdida de peso de CO; es un control
diario que permite monitorear la evolucion de las vinificaciones en estudios sobre cepajes de
levaduras vinicas (Ciklic et al., 2017).

2.7) Factores que afectan el crecimiento, desarrollo de las levaduras y la marcha de la
fermentacion

Las levaduras, como todo microorganismo, dependen de diferentes factores que
propician o inhiben su desarrollo. Estos determinan que una poblacion pueda colonizar con
éxito un determinado medio (mosto) o que sucumban y sean desplazadas por otro tipo de
organismo. Dichos factores pueden ser inherentes a la propia levadura, como la tolerancia al
alcohol y a altas concentraciones de azucar, o relacionados con las caracteristicas del
medio, como disponibilidad de agua, de nutrientes, etc. A continuacion se detallan algunos
de ellos:

° Tolerancia a la temperatura: En general, las levaduras son capaces de
mostrar actividad en un rango de temperaturas bastante amplio, el cual puede ir de 0 a 50
°C. Sin embargo, su temperatura 6ptima para la fermentacion alcohdlica se ubica en el
intervalo de 15 a 25 °C (Gonzalez, 2017).

Con menos de 10°C la fermentacion no empieza, y si supera los 35°C, se detiene
(Ward, 1991).

La temperatura actda sobre la cinética de la fermentacion, el rendimiento de alcohol
es inferior a temperaturas elevadas por un mayor arrastre por el diéxido de carbono. La
formacion de alcoholes superiores y ésteres es maxima alrededor de 20 °C y disminuye
luego progresivamente.

El efecto inhibitorio de las altas temperaturas es mayor cuanto mas temprano ocurre
la elevacion de la temperatura durante el proceso fermentativo (por ello en el inicio debe ser
de alrededor de 20°C).Una temperatura inicial demasiado baja limita el crecimiento y
conduce a poblaciones de levaduras insuficientes. Ademas si la fermentacion transcurre a
temperaturas moderadas las levaduras reaccionan mal a variaciones bruscas de
temperaturas (choques térmicos) (Ribereau-Gayon et al., 2003).

° Tolerancia osmética: Son capaces de soportar concentraciones de azucar tan
altas como 40 %, pero a valores mas altos que esto, s6lo un reducido grupo de levaduras,
las llamadas osmofilicas, pueden sobrevivir (Gonzalez, 2017).

° Tolerancia al alcohol y otros productos de la fermentacion: Esta es quizas la
caracteristica mas resaltante y (til de las levaduras, en especial de aquellas del género
Saccharomyces. El alcohol (etanol) es un producto de desecho, y como tal, inhibe el
desarrollo de la poblacion en la medida que se acumula en el mosto. No obstante, la
levadura de la cerveza y del vino puede mostrar actividad hasta concentraciones entre 10 y
12 % de alcohol. Algunas cepas seleccionadas pueden exhibir una tolerancia hasta 14 %,
mientras unas pocas variedades realmente excepcionales pueden llegar a soportar 18
%(Gonzalez, 2017).

El etanol producido disminuye la asimilacion nitrogenada y paraliza la levadura, ya
gue actia modificando los sistemas de transporte activo a través de la membrana de la
célula (Henschke y Jiranek, 1992).

Otras sustancias secundarias que se forman en la fermentacion paralelamente al
etanol, tienen efecto inhibitorio sobre la misma. Hablamos de los &cidos caproico, caprilico y
decanoico. Su modo de accidon consiste en alterar la permeabilidad de membrana
impidiendo los intercambios entre la célula y el medio (Ribereau-Gayon et al., 2003).
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) Potencial de hidrégeno o pH: una acidez elevada no parece favorecer la
fermentacién, pero un pH elevado puede tornar grave una interrupcion de la fermentacion,
por ataque de otros microorganismos como las bacterias (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Si la actividad de las levaduras cesa antes del agotamiento de los azucares, las
bacterias como las del género Leuconostoc, pueden atacar el medio y generar acido acético
con un aumento desmedido de la acidez volatil. Ademas podemos mencionar otros géneros
como Lactobacillus, Pediococcus y la levadura Brettanomyces.

Este parametro influye positivamente cuando esté en el rango 3,5 a 5,5. Al ser acido-
tolerantes, las levaduras pueden desarrollarse perfectamente en valores de pH bajos, lo que
no pueden hacer otros microorganismos, en especial las bacterias.

Ello les otorga una ventaja competitiva ante la accion protectora antiséptica que
ejerce el pH sobre el medio (Gonzélez, 2017).

° Requerimiento de oxigeno: Hasta hace algunos afios se pensaba que las
levaduras eran microorganismos anaerobios estrictos, es decir, solo podian vivir en
ambientes con ausencia total de oxigeno. Modernamente son descritas como
microorganismos tremendamente adaptativos que pueden respirar o fermentar segun las
condiciones ambientales. En presencia de oxigeno (aerobiosis) las levaduras realizan una
degradacién completa del azlcar (respiracién), teniendo como productos agua y COo.
Cuando la disponibilidad de oxigeno esta restringida (anaerobiosis), efectian una
respiracion incompleta o fermentacién, dando como productos etanol y CO,. En una
poblacién de levaduras el metabolismo respiratorio es caracteristico de las fases tempranas
del proceso, en las cuales la actividad celular esta dirigida principalmente a la reproduccién
y la creacién de biomasa. Predomina entonces la reproduccion asexual por gemacién, mas
rapida y efectiva para estas condiciones .El metabolismo fermentador, por otro lado,
predomina en las fases media y tardia del proceso, cuando el CO, producido ha desplazado
casi completamente el oxigeno que estaba disuelto en el medio, incrementandose la
produccion de alcohol. La reproduccion se efectla entonces sexualmente a través de la
formacion de esporas (ascosporas).

Segun otros autores, la respiracion solo puede darse cuando las concentraciones de
glucosa son bajas, en el llamado “efecto Pasteur”, sin embargo cuando la concentracion de
azlcares es elevada, Sacharomyces cereviciae solo metaboliza azlcares por via
fermentativa, esto se denomina “contraefecto Pasteur” y se manifiesta a partir de los 9 g/L.
Aun asi una aireacion primaria en el mosto mejora la sintesis de esteroles de membrana y la
evacuacion de etanol de la célula (Gonzalez, 2017).

La anaerobiosis estricta no asegura una actividad satisfactoria de la levadura. La
aireacion moderada en los primeros dias de la fermentacién se traduce en una mejor funcion
de los esteroles de membrana, mejorando su permeabilidad y en consecuencia la
penetracién de glicidos y demanda de alimentos nitrogenados (Ribereau-Gayon et al.,
2003).

° Requerimiento de nutrientes: la actividad de las levaduras puede verse
afectada por carencias nutricionales en el medio como por ejemplo constituyentes
nitrogenados, sustancias lipidicas, sustancias minerales y factores de crecimiento
(Ribereau-Gayon et al., 2003).

2.8) Nutrientes para fermentos bioldgicos

Como se mencion6 con anterioridad, la falta de divulgacion de informacion sobre
estos suplementos en la industria cervecera es uno de los motivos para el desarrollo del
presente estudio .Es por ello, que los antecedentes que se presentaran, en mayor medida
hacen referencia a su uso, pero en el sector enoldgico, ya que teniendo en cuenta que
aunque los mostos son diferentes, el proceso de la fermentacion se lleva a cabo de la
misma manera.
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El género Saccharomyces posee una preferencia especial por los medios muy ricos
en azucares y puede fermentar muchos de ellos. Particularmente, la obtencién de alcohol es
posible a partir de glucosa, fructosa, sacarosa (glucosa + fructosa) y maltosa (glucosa +
glucosa). Sin embargo, otros azUcares como las pentosas (azUcares de cinco &tomos de
carbono), la lactosa (glucosa + galactosa) y las dextrinas (fragmentos de almidon) no son
fermentables y por lo tanto no producen alcohol. Sin embargo, es comdn que algunos de
ellos sean agregados al mosto con fines diferentes.

El nitr6geno es por lo demés uno de los elementos més importantes en el desarrollo
de las levaduras. La levadura no puede asimilarlo cuando proviene de los nitritos, pero si de
las sales de amonio y, en ultimo término, de los aminoacidos. Cuando el nitrégeno es
deficitario o esta ausente en el medio, la levadura consume sus propios aminoacidos para
obtenerlo, fenbmeno conocido como autolisis. Esta autodestruccion libera sulfuro de
hidrogeno (H2S), el cual puede ser percibido como un olor a huevos podridos. Con el fin de
prevenir este perjuicio suele adicionarse a los mostos de vinos y cervezas sales de amonio
(fosfato de amonio) en proporcion de 20,0 g/L para evitar el eventual off-flavor del sulfuro.

Por otro lado, la tiamina o vitamina B1 es un factor de crecimiento indispensable para
las levaduras. En los mostos de cerveza abundan muchisimas de las vitaminas necesarias
para el proceso de fermentacion, pero no asi la tiamina, la cual se encuentra la mayoria de
las veces en concentraciones criticas. Durante la fase correspondiente a la multiplicacién
celular la levadura consume gran parte de ella y, segun algunos autores, su adicion en
proporcion de 0,6 g/L suele prevenir cualquier carencia eventual (Gonzalez, 2017).

Entre los factores de supervivencia podemos nombrar a los esteroles, ergosteroles y
otros acidos grasos de cadena larga, cuya funcion principal es asegurar la permeabilidad de
las membranas para garantizar intercambios de la célula con el medio exterior (Ribereau-
Gayon et al., 2003).

Las enzimas implicadas en el proceso de fermentacién, para ejercer su actividad
necesitan de un cofactor, que puede ser un ion metalico, un grupo prostético o una
coenzima .Dentro de los mas importantes tenemos Mg+2, Zn, TPP, NAD, ADP-ATP, CoA,
entre otros (Hidalgo Togores, 2011).

Los microorganismos quimioorganétrofos (heterétrofos) como las levaduras, es decir,
de aquellos microorganismos que utilizan compuestos organicos como fuente de carbono y
energia, necesitan tipos diferentes de nutrientes y no todos se necesitan en la misma
cantidad. Algunos, llamados macronutrientes, se requieren en grandes cantidades, mientras
gue otros, llamados micronutrientes, se necesitan en menores cantidades, y a veces sélo
como trazas.

Aunque las células constan fundamentalmente de C, H, O, N, P y S, los
microorganismos son capaces de metabolizar de algin modo al menos 50 elementos. El
carbono Yy el nitrdgeno son considerados los macronutrientes mas importantes.

Una célula tipica contiene aproximadamente 50% de carbono, y alrededor del 12% de
Su peso seco es nitrdgeno (Madigan et al., 2009).

Con respecto al carbono, la levadura encuentra en el mosto, la glucosa y la fructosa
gue le sirven como fuente de carbono y energia. La relacion de los tenores de estos
azlcares y la velocidad de la fermentacion consiste en un aumento de la velocidad hasta
valores de 15-20 g/L, para luego estabilizarse alrededor de los 200g/L, y por encima de tales
valores, finalmente disminuir, por un descenso de la poblacibn maxima de células (Boto y
Fidalgo, 2015).

Con respecto a la provision de nitrégeno, el cation amonio (NH.), es particularmente
asimilable y puede satisfacer la sintesis de aminoacidos. Los polipéptidos y proteinas no
participan del crecimiento de Saccharomyces, ya que no tienen la propiedad de hidrolizarlos.
Sin embargo la adicion de aminoacidos al medio presenta un efecto estimulante.
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Existen tres mecanismos para la utilizacion de aminoacidos por la levadura:

1. Integracion directa, sin modificaciones en las proteinas

2. Descomposicion de grupo aminado, utilizado en la sintesis de
los diferentes constituyentes nitrogenados, donde la cadena carbonada es
excretada.

3. Son utilizados como fuente de carbono en las reacciones del

metabolismo, donde simultineamente la levadura recupera el nitrdgeno
amoniacal correspondiente (Henskche y Jiranek, 1992).

Aungue las mezclas de sales de amonio y aminoacidos poseen una eficacia maxima
en lo que refiere a crecimiento de la masa celular como en mejoramiento de la velocidad de
fermentacién, en la practica enoldgica se hace uso mayormente a sales de amonio
solamente. Durante largo tiempo el fosfato di amoénico (DAP) ha sido la forma de empleo
exclusiva de las sales de amonio.

Como aspecto negativo, se debe sefialar que los aportes excesivos de estas sales,
en el area enolégica marcan una modificacion en los caracteres organolépticos, por menor
formacion de alcoholes secundarios y ésteres.

Se sugiere que el momento de la adicién de estas sales de amonio en el mosto, debe
hacerse antes de iniciarse la fermentacion, teniendo en cuenta que la célula lo asimila mejor
en su fase de crecimiento exponencial y cuando el medio aun no tiene gran cantidad de
etanol formado.

A modo de sintesis, podemos decir que la adicion de sales de amonio en mostos de
uva naturalmente pobres en nitrdgeno mejora la marcha de la fermentacién, provocando
efectos en el crecimiento de las levaduras y la velocidad de transformacion de los azUcares
(Ribereau-Gayon et al., 2003).

Elementos minerales
La levadura seca contiene de 5 a 10% de materias minerales.

Hay otros elementos minerales que aparecen como trazas, y a los cuales se los
denomina oligoelementos, como por ejemplo el Zn. No todos los oligoelementos son
indispensables, pero en dosis muy bajas son constituyentes esenciales de los sistemas
enzimaticos (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Factores de crecimiento

Los ya mencionados factores de crecimiento son compuestos organicos que se
necesitan en muy pequefias cantidades. Los mismos incluyen vitaminas, aminoacidos,
purinas y pirimidinas. Aunque la mayor parte de los microorganismos son capaces de
sintetizar estos compuestos, algunos requieren uno o mas factores preformados agregados
en el medio. Las vitaminas son los factores de crecimiento que se necesitan mas
frecuentemente. Muchas vitaminas funcionan siendo constituyentes esenciales de las
coenzimas (Madigan et al., 2009).

Actlan a baja concentracion, en la multiplicaciébn y la actividad celular. Son
indispensables para la célula y su carencia perturba el metabolismo. Algunos
microorganismos pueden sintetizarlos, otros por el contrario deben encontrarlo en su
alimentacion.

El mosto es relativamente rico en factores de crecimiento, como para asegurar el
desarrollo de la levadura y la fermentacion alcohdlica, sin embargo, los tenores naturales no
corresponden necesariamente a la dosis optima que la célula necesita (Ribereau-Gayon et
al., 2003).
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Algunos factores de crecimiento importantes y sus funciones, se resumen en la tabla

2
Tabla 2: Factores de crecimiento y funciones principales en la célula (Madigan et al.,
2009).
Factor de crecimiento Funcion
Biotina(vitamina B7-B8) Biosintesis de acidos grasos,-

descarboxilaciones, fijacion de CO.

Niacina(vitamina B3) Precursor del NAD*;transferencia de
electrones en reacciones redox

Acido pantoténico (vitamina B5) Precursor de la coenzima A,
activacion del acetilo y derivados acilados

Tiamina (vitaminaB1) A-descarboxilaciones, transcetolasa

Cobalamina (vitamina B12) Reduccion y trasferencia de grupos
monocarbonados;sintesis de desoxirribosa

Acido félico (vitamina B9) Metabolismo de compuestos de un
carbono; transferencia de grupos metilo

Entre otros factores de crecimiento también podemos nombrar la piridoxina,
mesoinositol, colina, quinonas, rivoflavina y el acido lipoico (Madigan et al., 2009).

La carencia de acido pantoténico ocasiona una acumulacion de 4cido acético por la
levadura. La posible explicacién recae a que las causas de formaciones de &cido acético
anOGmalas tienen como causas esenciales algunas carencias lipidicas en el mosto, ya que el
acido pantoténico es el que interviene en la formacién de la acetil-coenzima A, base de la
sintesis de los &cidos grasos y de los lipidos.

En lo que concierne a cinética fermentativa, el aporte de biotina y sobre todo de
tiamina se ha revelado eficaz en numerosas experiencias. Un agregado de 0,5 mg/L de
tiamina puede aumentar la poblacién viable en un 30%, con una fermentacién mas rapida de
los azlcares (Ribereau-Gayon et al., 2003).

Factores de supervivencia

El esterol més importante es el ergosterol. El mismo es indispensable para las
levaduras en anaerobiosis estricta, ya que, en esas condiciones, la célula no tiene la
posibilidad de sintetizarlos. Su presencia es necesaria para asegurar la permeabilidad de las
membranas (Ribereau-Gayon et al., 2003).
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2.9) La importancia de la nutricion de las levaduras para el éxito de la
fermentacion-Usos de suplementos como activadores de la fermentacién

Los suplementos empleados en enologia a menudo se relacionan con una mejor
utilizacién por parte de la levadura, del nitrégeno del mosto.

Extractos de levadura hidrolizada, rica en nitrdgeno asimilable, en factores de
crecimiento y en sales minerales, han sido propuestos a menudo para acelerar las
fermentaciones. Son utilizadas en dosis que pueden llegar hasta los 4 g/L.

Entre las formulas de activadores propuestas, una mezcla empleada a dosis de 200
mg/L facilita la fermentacién de medios pobres en vitaminas. Comprende 100 g de fosfato di
amonico, 250 mg de tiamina, 250 mg de pantotenato de calcio, y 2 mg de biotina (Ribereau-
Gayon et al., 2003).

El empleo de corteza de levadura se utiliza como activador ante la inhibicién
presentada por los productos secundarios de la fermentacion, los acidos caproico, caprilico
y caprico. Estas cortezas actlan levantando la fermentacion, fijando esos &cidos grasos
toxicos, restableciendo la permeabilidad de las membranas celulares.

Se muestra una cierta superioridad de los hidrolizados celulares frente a las sales de
amonio, con relacion a la activacion de la fermentacion. Si bien la poblacion total de células
aumenta poco, la cantidad de células viables si se ve favorecida gracias al efecto de los
factores de supervivencia aportados, caracteristica que no existe en el caso de la adicion de
sales de amonio por si sola. El aporte de las cortezas celulares en el 5 dia que sigue al
inicio de la fermentacién, es decir luego de la fase de crecimiento, tiene un efecto mas
importante todavia (Lafon-Lafourcade y otros, 1984).

La adecuada nutricién de la levadura es un factor esencial para poder llevar a cabo
una oOptima fermentacion alcohdlica y prevenir las paradas fermentativas. Por lo tanto se
necesita una amplia gama de nutrientes capaces de proporcionar especificamente lo que la
levadura necesita en cada momento.

Sin la nutricion apropiada en cada etapa concreta del ciclo de crecimiento de la
levadura, ésta puede sufrir estrés y producir caracteristicas no deseadas en el vino. Otros de
los peligros de una pobre nutricién son fermentaciones lentas o paradas fermentativas.

Las levaduras del vino necesitan mucha energia para multiplicarse. Transforman el
azUcar del mosto en alcohol y diéxido de carbono, por lo que su energia debe de
reintegrarse para que la fermentaciéon no pierda fuerza. EI mayor riesgo de una nutricion
inadecuada es que la actividad de la levadura pare completamente. Por lo tanto los
nutrientes tienen que ser reemplazados cuando se agotan para poder asi mantener la
actividad fermentativa.

Existen actualmente en el mercado productos destinados a evitar fermentaciones
lentas y paradas de fermentacion en el area enolbgica, como por ejemplo toda la gama de
suplementos nutricionales de la firma Enartis (cuyos nombres comerciales pueden
encontrarse como Nutriferm Special, Nutriferm Energy, Nutriferm No Stop, etc.).

La mayoria de los suplementos nutricionales que se comercializan son preparaciones
a base de autolisado de levadura, sometido a una separacion fisica y concentracién de
amino4cidos libres.

Su funcién consiste en complementar el perfil de aminoacidos del mosto y
suplementar precursores aromaticos usados por las levaduras en las primeras fases de la
fermentacibn para generar compuestos aromdticamente activos. También proporciona
factores de supervivencia (esteroles y acidos grasos insaturados de cadena larga) que
ayudan a la viabilidad de la levadura y al éxito de la fermentacion.
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El proceso de produccion de estos suplementos elimina los subproductos de la
levadura responsables del amargor y sequedad. Por tanto, muchos de ellos tienen el efecto
de potenciar el dulzor.

Otras presentaciones en cambio constan de aminoacidos, vitaminas, factores de
supervivencia y sales minerales, presentes naturalmente en las células de la levadura .Se
recomiendan para la preparacion del pie de cuba y durante la inoculacion de la levadura.
Entre sus efectos mas evidentes, se encuentran la reduccion de la fase de latencia, la
prevencion de la formacion de sulfuro de hidrégeno y acido acético ademas de una mayor
produccion de glicerol y polisacaridos (ENARTIS SEPSA S.A.U, 2022).

Otros suplementos muy utilizados son los llamados “No stop” y consisten en una
preparacion a base de corteza de levadura seleccionada por su alto contenido en acidos
grasos insaturados de cadena larga, esteroles, micronutrientes y vitaminas esenciales.
Estos elementos son indispensables para levaduras con riesgo de fermentaciones lentas o
paradas de fermentacion. Estos complementos ejercen las siguientes ventajas:

° Previene paradas fermentativas y garantiza los finales de fermentacién en
condiciones de estrés.

. Ayuda a reiniciar las fermentaciones lentas y las paradas de fermentacion.

. Reduce la produccion de acidos grasos de cadena corta, lo que limita sus

efectos negativos para la levadura y el aroma del vino.

. Previene desviaciones metabdlicas que conducen a la produccién de sulfuro
de hidrégeno y aumento de la acidez volatil.

° Brinda apoyo a la levadura y adsorbe sustancias toxicas

Otras formulaciones especiales estan disefiadas para prevenir las paradas de
fermentacién y las fermentaciones lentas. Estas aportan nutrientes vitales para la levadura,
como nitrégeno, aminoacidos, esteroles, tiaminas y acidos grasos de cadena larga.
Su formulacion es la adecuada para estimular el metabolismo de la levadura asegurando
aromas intensos, limpieza y prevencion de la formacion de compuestos no deseados
(ENARTIS SEPSA S.A.U, 2022).
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3) OBJETIVOS
3.1) Objetivo general

e Comparar la regularidad fermentativa en la elaboracién de cerveza artesanal
rubia dorada pampeana con el agregado de complemento nutricional (“Con suplemento”)
y sin el agregado del complemento nutricional Nutriyeast (“Sin suplemento”).

3.2) Objetivos particulares

° Realizar la medicion de variables fisico quimicas de control en una
fermentacibn que no contiene el agregado de complemento nutricional (Grupo “Sin
suplemento”), y en otra que contiene el agregado de complemento nutricional Nutriyeast
(Grupo “Con suplemento”).

° Realizar el recuento de levaduras en la fermentacion del grupo “Sin
suplemento” y en la fermentacion del grupo “Con suplemento”.

° Realizar la curva de fermentacion en base a la pérdida de peso, en la
fermentacién del grupo “Sin suplemento” y en la fermentacion del grupo “Con suplemento”.

° Comparar los resultados obtenidos en la fermentacion del grupo “Sin
suplemento” versus la fermentacion del grupo “Con suplemento”.

3.3) Hipotesis

El uso del complemento nutricional para levaduras, mejora la cinética de
fermentacion en la elaboracion de cerveza dorada pampeana.
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4) MATERIALES Y METODOS

4.1) Descripcién del ensayo
Materias primas (para elaborar cerveza dorada pampeana):

Agua: se utilizé agua de red potable apta para consumo, declorada por medio de un
filtro PSA (por sus siglas en inglés Pressure Swing Adsorption), cuyos medios activos
filtrantes estdn compuestos de carbon activado granular (C.A.G), impregnado en
plata. KDF® (aleacion de cobre y zinc de alta pureza) y zeolitas naturales. La recoleccién de
agua se realiz6 en 3 bidones de polietileno de 5 L cada uno. Segun la relacion de empaste
de obtencion de mosto se calcula que cada 1 kg de cebada malteada son necesarios 3 L de
agua. De esa manera se calcul6é que la cantidad de agua necesaria fue de 10 L para la fase
de maceracion, y de 5 L para la fase de lavado del mosto.

Se realiz6 la correccion del pH del agua de lavado ajustando el pH a 5,5 con acido
fosforico de grado alimenticio de 85% de pureza.

Cebada malteada (malta): se utiliz6 5,5 kg de una malta base pre molida tipo Pilsen
pélida. Esos kilogramos se calcularon teniendo en cuenta la relacion de empaste malta/agua
mencionada anteriormente para finalmente obtener los 10 litros de mosto que se desean. La
malta se mantuvo envasada al vacio en bolsas de polipropileno, conservada dentro de la
planta, en un lugar fresco, seco y al abrigo de la luz, hasta el momento de su uso.

Lapulo: se utiliz6 0,3 g/L de lapulo cascade en pellets. El lGpulo se mantuvo
envasado al vacio en bolsas de polipropileno y almacenado en refrigeracién hasta el
momento de su uso, para preservar sus caracteristicas.

Levadura: se utilizé 1,15 g/L de levadura de cerveza seca activa Saccharomyces
Cerevisiae tipo Safale US-05 del laboratorio francés Fermentis (el total del sobre).El
producto, viene sellado al vacio en un envase multilaminado y atmadsfera protectora, que
solo debe ser abierto al momento de su uso. Su conservacién previa al uso debe hacerse en
un ambiente frio y seco. Esta levadura no necesita de previa activacion en pie de cuba, por
lo cual se agregd directamente a la totalidad del mosto, antes de comenzar con la fase de
fermentacion.

Clarificante Irish Moss: se utilizaron 0,15 g/L de carragenato en polvo que fueron
calculados segun la receta, con el fin de clarificar la cerveza, precipitando principalmente
proteinas en suspensién. Este coadyuvante de tecnologia se conservé envasado al vacio en
una bolsa de polipropileno en un sitio fresco y seco hasta el momento de su uso.

Suplemento nutricional para levadura: Este nutriente para fermentos biolégicos
estd compuesto por una base de levaduras de cerveza inactivas hidrolizadas
enzimaticamente en sus diferentes y multiples aminoacidos esenciales para las levaduras,
una combinaciéon de minerales como nitrégeno de origen organico, magnesio, hierro, zinc
(cofactor enzimético de la fermentacién), vitamina B1, niacina, fosfatos amoénicos. Ademas
tiene otros componentes vitaminicos, como tiamina (en 0,5 mg /L o ppm, lo cual aumenta un
30% la poblacién celular), biotina, y pantotenato de calcio.

El nombre comercial es “Nutriyeast”. La cantidad agregada fue de 0,6g/ L, y solo se
adicion6 al grupo “Con suplemento” conformado por 5 litros de mosto.

Las materias primas utilizadas se observan en la figura 5.
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Figura 5: Materias primas utilizadas en la elaboracion de las micro fermentaciones.

4.2) Algoritmo literal de la elaboracion de las micro fermentaciones
Fase 1: Elaboraciéon del mosto

° Recepcion de materia prima: Se parti6 de materias primas de
adecuada calidad, que presenten un estado higiénico sanitario apropiado, que su
estado de conservacion sea el 6ptimo y que tenga adecuadas caracteristicas
sensoriales.

° Maceracion: Se coloco en la olla de doble fondo de acero inoxidable
gue fue usada como macerador, el agua declorada, y se elevo la temperatura de la
misma hasta 73°C controlando con un termémetro de alcohol. Se situo la malla
filtrante dentro de la olla y se sujetd de las orillas con los broches. Se vertié con
cuidado la malta dentro de la olla y se aseguré con la espumadera que el agua moje
la totalidad de los granos. En ese momento cuando el cereal hace contacto con el
liguido la temperatura descendié aproximadamente 10 grados Celsius, de modo que
se dejo la temperatura en 65 £2°C, cuidando que la misma no descienda por debajo
de los 60°C. La etapa continué durante 90 minutos.

En la figura 6 se observa la fase de maceracién y control de la temperatura.
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Figura 6: Fase de maceracion y control de su temperatura fuente

° Filtracion y remontaje: El macerado, se filtr6 por medio de la malla
filtrante. El remontaje se logré evacuando parte del liquido por el grifo de purga
inferior vertiéndolo  por la parte superior usando como intermediario una
espumadera para no romper el lecho formado. Se hizo pasar el mosto 2 o 3 veces
por el lecho filtrante, para obtener un liquido claro con la menor cantidad de
particulas sélidas de restos vegetales y para producir la maxima solubilizacion de los
azucares en el mosto.

° Lavado: Se coloco el agua en base a la cantidad de mosto final que
gueremos obtener en una olla de menor volumen, se llevo la temperatura a 75°C. Y
se procedid a la acidificacién de la misma con acido fosférico a razén de 0,15 ml/L de
agua. Inmediatamente se verti6 el agua de lavado con cuidado sobre la parte
superior de la olla con doble fondo en donde se estaba realizando la maceracion,
usando como intermediario una espumadera con el fin de no romper el lecho
formado en el mosto. El proceso de acidificacion del agua y su correspondiente
control de pH se observan en la figura 7.
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Figura 7: Acidificaciéon del agua de lavado y control del descenso de pH de la misma

° Coccion y lupulado: Se realizé en la misma olla de acero inoxidable
de doble fondo, en la cual primero se retir6 con cuidado la malla filtrante con el
bagazo ya agotado, fue exprimido a modo de aumentar el rendimiento de liquido. El
doble fondo de la olla funciona como un filtro en donde la mayor parte de la borra
decanta permitiendo que el mosto que conseguimos luego de la coccién sea mas
claro. Al mosto filtrado de la etapa anterior se lo someti6 a calentamiento
aumentando la temperatura hasta los 98°C durante 60 minutos, para esterilizarlo e
inactivar las enzimas alfa amilasas. En esta etapa se adicion6 el lapulo dividiéndolo
en tres fracciones: al inicio de la fase para espumar, a los 30 minutos para darle
amargor y al final de la coccion para aportar aroma. El proceso de coccion se realizé
con la olla destapada para eliminar los productos volatiles indeseables. A los 55
minutos se efectud un remolino en el centro del liquido (whirpool), y se agrega el
clarificante Irish moss para favorecer la decantacion de particulas sdlidas. La
presente etapa del proceso se ilustra en la figura 8.

Figura 8: Fase de coccion y lupulado
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Fase 2: Sembrado de levaduras y produccién de las micro fermentaciones

e Llenado del tanque fermentador: terminado el proceso de coccion se drend
la olla con el grifo de purga inferior y se llené el tanque fermentador de polietileno
descartando la ultima parte, correspondiente a la borra del mosto. Inmediatamente se
tapo para evitar el contacto con el exterior. La presente fase se muestra en la figura 9.

Figura 9: Llenado del tanque fermentador

e Refrigeracion del mosto: inmediatamente se realiz6 un enfriamiento rapido
del mosto hasta 22°C por medio de un bafio maria inverso, sumergiendo parcialmente
el tanque fermentador en agua fria contenida en una bacha, con el fin de adecuarlo para
adicionar las levaduras en la siguiente etapa. La temperatura se tomé en esta fase con
ayuda de un termometro electrénico con sensor externo para evitar contaminaciones,
como se ilustra en la figura 10.

Figura 10: Control de la temperatura en la fase de refrigeracion del mosto.

e Sembrado de levaduras: una vez obtenida la temperatura requerida, se
destapo el fermentador y se descargo el contenido del sobre de levaduras secas activas
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Sacharomyces Cereviciae tipo Safale US-05. Luego se tap6 el tanque nuevamente y se
agit6 el fermentador por 5 minutos con el fin de que el mezclado con el mosto sea total y
uniforme. Posteriormente se dejé en reposo el fermentador unos 15 minutos para que
las levaduras se activen. La presente etapa se muestra en la figura 11.

Figura 11: Sembrado de levaduras secas activas Sacharomyces Cereviciae tipo
Safale US-05

e Fraccionamiento 1. las botellas de pet, fueron previamente lavadas y
desinfectadas con alcohol de 70°, y aforadas a 250 ml por medio de un matraz. Luego
se llenaron 20 botellas identificadas con la etiqueta “Sin suplemento” hasta la marca
correspondiente a los 250 ml con ayuda del grifo inferior del fermentador. Se taparon las
botellas formando tapones con algodon de alta resistencia, que funcionan a modo de
airlocks o trampas de aire, dejando salir el CO; del interior y evitando la entrada del O
del ambiente. Esta fase se ilustra en la figura 12.
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Figura 12: Fraccionamiento del mosto en botellas de plastico P.E.T

e Agregado del suplemento: se destapdé levemente con cuidado el tanque
fermentador y se descarg6 el contenido del sobre de complemento nutricional Nutriyeast
en el mosto restante, se tap6 herméticamente el tanque y se agité6 durante 5 minutos

para que el mezclado con el mosto sea total y uniforme. La etapa se ilustra en la figura
13.

Figura 13: Agregado de suplemento nutricional Nutriyeast

e Fraccionamiento 2: se llenaron 20 botellas identificadas con la etiqueta “Con
suplemento” hasta la marca correspondiente a los 250 ml con ayuda del grifo inferior del

fermentador. Se taparon las botellas formando tapones con el algodon de alta
resistencia.
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e Fermentacion: se dio inicio a las micro fermentaciones en ambos grupos y
se les dio seguimiento durante 16 dias, en donde respondiendo al plan de muestreo se
les evalu6 el pH, la densidad, grados Brix, azlcares reductores, crecimiento celular y la
cinética de fermentacion mediante una curva de pérdida de peso.

Las micro fermentaciones finalizadas y clasificadas en sus respectivos grupos se
muestran en la figura 14.

Figura 14: Micro fermentaciones terminadas y separadas en sus respectivos grupos
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4.3) Diagrama de flujo de elaboracién de las micro fermentaciones
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Figura 15: Diagrama de flujo de proceso de las micro fermentaciones

Diccionario control

1. Se controla que la temperatura del agua se mantenga en 65 +2°C (esencial que no
descienda por debajo de 60°C).

2. Se controla que la temperatura del agua sea de 75°C y su pH descienda a 5,5

3. Se eleva y mantiene la temperatura a 98°C para inactivar enzimas y pasteurizar el
mosto

4. Se controla que la temperatura descienda hasta los 22°C
5. Se controla que el mezclado sea total
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6. Se controla que el mezclado sea total

Diccionario reloj

I. Tiempo en periodo de maceracion : 90 minutos
Il. Tiempo en periodo de coccién :60 minutos
Ill. Tiempo de homogenizacion de las levaduras: 5 minutos
Tiempo de reposo posterior del fermentador: 15 minutos

IV. Tiempo de homogenizacion del suplemento nutricional : 5 minutos

Micro fermentaciones:

Se evaluaron las fermentaciones alcohélicas de muestras obtenidas a partir de 10 L
de mosto elaborado con 5,5 kg de malta Pilsen, 15L de agua declorada, 11,5 g de levadura
Sacharomyces cereviciae US05, 3 g lupulo Cascade, con y sin el agregado de 3 g de
complemento nutricional Nutriyeast.

4.4) Etapas del proceso de muestreo

La evaluacién del rendimiento se efectuard en un batch de cerveza artesanal de la
variedad Argentina dorada pampeana, elegida por tener amplia difusiébn entre los
elaboradores nacionales. La evaluacion constara en separar el volumen obtenido en dos
grupos: “Sin suplemento” y “Con suplemento” (adicionado con el complemento en
estudio).Luego se desarrollara sobre ambos grupos 3 ensayos: determinacion de variables
fisico quimicas (grados Brix, pH, densidad, azlcares residuales), recuento de levaduras
Sacharomyces cereviciae y determinacion del % de sobrevivencia de las mismas, y por
altimo determinacion de una curva de fermentacion por pérdida de peso.

Planificacion de la toma de muestra: se partié de un volumen total de 10 L de mosto,
gue fueron colocadas en botellas de 500 ml aforadas a 250 ml cada una, estas conformaron
una totalidad de 40 botellas. Se separaron 5 L de mosto (20 botellas) y se les agrego el
complejo nutricional Nutriyeast, estos conformaron el grupo “Con suplemento”, identificadas
con una “TT” en la etiqueta y numeradas del nimero 1 al nimero 20.

Los 5 L restantes se dividieron en 20 botellas iguales que conformaron el grupo “Sin
suplemento”, identificadas con una “T” en la etigueta y numeradas del namero 1 al nUmero
20.

Cada uno de estos grupos de 20 botellas conformé las 2 poblaciones en estudio.

En la figura 16 se muestran ambos grupos de micro fermentaciones en el dia 2 de
fermentacién, en donde comienza a notarse la formacion de espuma en la superficie de las
mismas.
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Figura 16: Micro fermentaciones en el dia 2 de fermentacion, clasificadas en los
grupos “Con suplemento” y “Sin suplemento”.

Al tratarse de poblaciones homogéneas, por medio de la técnica de muestreo llamada
M.A.S (Muestreo aleatorio simple) y utilizando un software de nimeros aleatorios (Excel),
mediante la formula =ALEATORIA.ENTRE (min; méax.), se sortearon 3 unidades de muestra
de cada grupo (n=6). De modo que se obtuvo 3 botellas “sin inéculo” y 3 “con inéculo”, a las
cuales se les tomé alicuotas que conformaron nuestras unidades de analisis que fueron
usadas para medir la variable N° de células /mL. Este es un sorteo sin reposicion, ya que
esas 6 unidades no pudieron volver a salir sorteadas. Después, por medio de otro M.A.S se
volvié a sortear del total restante de botellas de cada grupo, 3 unidades de muestra (n=6)
para obtener 3 botellas del grupo “Sin suplemento”, y 3 “Con suplemento”, las cuales se
usaron mediante el tomado de alicuotas (unidades de andlisis) para medir las variables
densidad, grados Brix, pH, y azUcares reductores residuales. En ambos casos se efectu6
una medicion de variables con 3 repeticiones.

El resto de la poblacion (n=28) se utiliz6 para medir la variable peso en g, en el
ensayo 3, que consistié en realizar una cinética de fermentacion por pérdida de peso. Cabe
destacar que en la practica ocurrié la pérdida de una unidad de muestra de cada grupo
debido a un accidente en la toma de datos, por lo cual se redujo el tamafio de muestra a n
=26. Es decir se efectuaron 13 repeticiones para cada grupo, o lo que es lo mismo n=13
para cada grupo.

Las etapas del proceso de muestreo se esquematizan en la figura 17.
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Figura 17: Etapas del muestreo
4.5) Metodologia de la experimentacion

4.5.1) Ensayo 1: Determinacion y evaluacion de las variables fisico quimicas

Instrumental:

° Peachimetro digital “Eco tester pH 2”: rango 0,0 a 14.0 pH; exactitud
0,1 pH; precision +0,1 pH

° Refractdmetro portatii de mano “Atago N1” : Rango de medicién
0...140 °/0...32 % Bx

° Densimetro: para densidades mayores a 1. Triple Escala. Rango de
medicion 1000-1100

° Probeta sin graduacién de 250 ml

° Vaso de precipitado de 250 ml

° Erlenmeyer de 250 ml

° Bureta acodada de 50 ml

° Mechero de alcohol

° Mechero de Bunsen

Se efectué un ensayo por triplicado para cada grupo en donde se determinaron
valores de pH, grados Brix y densidad al inicio de la fermentacion, y luego los dias 4, 5, 9,10
y 15 de haber comenzado la misma .Finalmente en el dia 16 se realiz6 la determinacion de
azucares reductores por el método de Fehling Causse Bonnans, en donde se verifico el nivel
de azlcares residuales asegurando que la fermentacion haya llegado a su fin.

Para estandarizar las condiciones ambientales en este ensayo se trabajé con la
mayor hermeticidad posible en la sala de fermentacion de la Catedra de Bromatologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias, UNCuyo, en donde se registré diariamente la temperatura
ambiental mediante un termémetro de alcohol y se comprob6 su estabilidad en un rango de
19 £ 2°C .Ademas para asegurar la esterilidad con el fin de no contaminar las muestras, se
trabajo en un contexto controlado, utilizando desinfectantes en aerosol para el ambiente,
alcohol de 70° para superficies y material de laboratorio, la manipulacion de las botellas se
hizo en cercania a la llama de un mechero de alcohol .
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Las botellas sorteadas fueron las identificadas como:

Grupo “Sin suplemento”: botella N° 3, botella N° 11, botella N°19
Grupo “Con suplemento”: botella N° 4, botella N° 8, botella N°16
4.5.1.1) Determinacion de grados Brix (°Bx)

Para su determinacién en este ensayo se utilizé un refractdmetro de mano. En el
presente ensayo el instrumento se utiliz6 ademas para determinar la densidad de una
sustancia, ya que se puede averiguar la cantidad de soluto en una disolucion a partir de su
indice de refracciéon. Es importante hacer notar que en fases previas a la obtencion de las
microfermentaciones, se hizo dificil tomar el dato de la densidad mediante densimetro
porque era un volumen grande el que habia que tomar del batch, por lo cual se decidié
obtener la densidad por medio de los valores de grados Brix arrojados por el refractometro.
Esto es factible de hacer porque al inicio, los °Bx solo reflejan la medicion de soélidos
solubles presentes en el mosto aunque comenzadas a transcurrir las fermentaciones ya no
es posible tomar el valor de grados Brix para convertirlo en valor de densidad al haber
produccion de alcohol y otras sustancias, los datos obtenidos ya no corresponden solamente
al valor de sdélidos solubles sino a una mezcla aztcar/etanol en solucién.

Para efectuar la conversion de los datos obtenidos en fases prefermentativas de
grados Brix a g/L se utiliz6 el calculo que se muestra a continuacion (Kaminski, 2003).

g/ L sol.solubles = (°Bx tomados al mosto x 4) + 1000

Una vez obtenido el resultado en grado Bx (es decir, el porcentaje en masa de
sacarosa), pudimos obtener faciimente el grado alcohdlico probable del mosto mediante la
aplicacion de la formula que se muestra a continuacién (valida en el intervalo de 15 a 25
grados Brix) (Manual De Instrucciones PCE-Oe, 2015).

% vol = (0,6757 x °Bx) - 2,0839

Se consulté la tabla de conversion del instrumento (tabla 3), para corroborar los
valores de alcohol potencial y densidad calculados (Manual De Instrucciones PCE-Oe,
2015).

39



Tabla 3: Tabla de conversion del refractometro de mano (Manual De Instrucciones
PCE-Oe, 2015).

Sacarosa Indice de Masa Aziicar en Azibcar en Grado alcohélico
%(m/m) refraccion 2 20 *°C voliimica 8 20°C g/ vk %vola20°C
15.0 1.35567 1.0599 136.0 128.3 8,08
15.1 1.35583 1.0603 137.1 1293 8,15
15.2 1.35599 1.0608 138.2 1303 821
15.3 1.35615 1.0612 139.3 131.3 8,27
15.4 1.35631 1.0616 140.4 1323 834
15.5 1.35648 1.0621 141.5 133.2 8,41
15.6 1.35664 1.0625 142.6 134.2 8,47
15.7 1.35680 1.0629 143.7 135.2 8,54
15.8 1.3569 1.0633 144.8 136.2 8,60
15.9 1.35712 1.0638 145.9 137.2 8,67
16.0 1.35728 1.0642 147.0 138.1 8,73
16.1 1.35744 1.0646 148.1 139.1 8,80
16.2 1.35760 1.0651 149.2 140.1 8,86
16.3 1.35776 1.0655 150.3 141.1 8,93
16.4 1.35793 1.0660 151.5 142.1 9,00
16.5 1.35809 1.0664 152.6 143.1 9,06
16.6 1.35825 1.0668 153.7 144.1 9,13
16.7 1.35842 1.0672 1548 145.0 9,20
16.8 1.35858 1.0677 155.9 146.0 9,26
16.9 1.35874 1.0681 157.0 147.0 9,33
17.0 1.35890 1.0685 158.1 148.0 9,39
17.1 1.35907 1.0690 159.3 149.0 9,46
17.2 1.35023 1.0694 160.4 150.0 9,53
173 1.35939 1.069%9 161.5 151.0 9,59
174 1.35955 1.0703 162.6 151.9 9,66
17.5 1.35972 1.0707 163.7 152.9 9,73
176 1.35988 1.0711 164.8 153.9 9,79
17.2 1.36004 1.0716 165.9 154.8 9,86
17.8 1.36020 1.0720 167.0 155.8 9,92

12.9 1,36036 1.0724 168.1 156.8 9,

El refractdmetro de mano utilizado para la toma de °Bx y la lectura de valores se
muestran en la figura 18.

Figura 18: Refractometro de mano y lectura tomada con el instrumento en el mosto
después del hervido.
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4.5.1.2) Determinacion de pH

En el presente trabajo el pH fue controlado desde la fase prefermentativa llamada
maceracion, luego al final de la coccién y después en los dias 4, 5, 9, 10 y 15 de haber
comenzado la fermentacion.

Se deben controlar los niveles de pH del macerado porque afectan a la actividad de
las enzimas en general, y dentro de ellas, a las amilasas en concreto. Estas son las
principales responsables de la maceracion, es decir, la transformacién de los almidones de
la malta en azucares fermentables, los cuales durante la fermentacion nos permitiran
obtener alcohol y CO..

Ademas, mantener el nivel de pH cerca de 5.5 también sera ideal para la extracciéon y
transformacioén del lGpulo durante la coccion, la precipitacion de proteinas, la clarificacion del
mosto e incluso el proceso de fermentacion.

El CAA en su Articulo 1082 establece que los valores de pH deberan estar
comprendidos entre 4 y 5 para las cervezas comerciales.

El procedimiento de medicion se ilustra en la figura 19.

Figura 19: Determinacion de pH con peachimetro digital
4.5.1.3) Determinacion de densidad
La determinacién de la densidad se efectué mediante un densimetro baumé

Se midié la variacién de gravedad especifica de un mosto antes de comenzar la
fermentacion y después de terminada la misma. Esto permiti6 estimar el contenido en
alcohol obtenido durante el proceso de elaboracion de la cerveza artesanal.

La densidad inicial se tom6 luego del hervido del mosto y una vez que el mismo se
enfri6 a 20 grados Celsius. Se continué midiendo en los dias 4, 5, 9, 10 y 15 de haber
comenzado la fermentacion.

La determinacion efectuada se muestra en la figura 20.
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Figura 20: Uso de densimetro en la medicion de la evolucion del descenso de
densidad en el mosto

4.5.1.4) Determinacién de azlcares reductores residuales

Materiales:
° Pipeta doble aforo de 15 ml
° Vaso de precipitado de 50 mli
° Erlenmeyer de 250 ml
° Mechero de Bunsen
° Tela de amianto
° Bureta acodada de 50 ml
Reactivos:
° Reactivo de Fehling Causse Bonnans (FCB)
° Azul de metileno al 1 %
° Agua destilada

En el dia 16 desde el inicio de la fermentacion se realiz6 la determinacién de
azucares reductores residuales mediante el método de Fehling Causse Bonnans (ver figura
21). Con estos valores ademas se comprobo si las fermentaciones llegaron realmente a su
fin

La técnica se basa en que a temperatura de ebullicion, los azUcares reductores, es
decir aquellos que tienen una funcién aldehidica y cetonica como las pentosas y hexosas en
medio alcalino, reducen las soluciones cupricas.

Las botellas que se analizaron fueron las mismas que se sortearon en el muestreo y
usadas para los analisis de °Bx, pH y densidad, es un ensayo por triplicado que se efectla
tanto en el grupo “Sin suplemento” como en el grupo “Con suplemento”.
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En un Erlenmeyer de 250 ml se colocé 15 ml de reactivo Fehling Causse Bonnans
midiéndolo con la pipeta de doble aforo, y se agregd 50 ml de agua destilada. Se calent6
hasta ebullicion sobre la tela de amianto en mechero de Bunsen .Se dispuso la bureta
acodada sobre el Erlenmeyer previamente cargada y enrasada con el mosto (cabe aclarar
gue no se defec6 la muestra porque el mosto de cerveza no contiene pigmentos
antocianicos de caracter reductor). Cuando el reactivo FCB llegd a hervor se abri6 el
robinete de la bureta agregando mosto a razén de 3 gotas por segundo.

Cuando la solucién llegé a una coloracion celeste palido-verdosa, se agregé 2 gotas
de Azul de metileno y se dejo difundir el colorante en el analito de andlisis (ver figura 22).

Se continué agregando el mosto a razén de 1 gota cada 2 o 3 segundos, hasta
desaparicion del color azul y aparicién del punto final, una mancha amarilla-anaranjada que
se extiende y persiste al menos 30 segundos (ver figura 23).

Con los valores del gasto de mosto que se lee en la bureta se calcul6 el valor de
azucares residuales en gramos/| segun el siguiente calculo (se utiliz6 la férmula reducida):

Azucares reductores g/l =0,041 x 1000/ml x 11/10 x 1/d

En su forma reducida la formula queda de la siguiente manera:

Azucares reductores g/l = 45,1/ml x 1/d

0,041: gramos de azucar invertido que se necesitan para reducir los 15 ml de licor de
FCB (los ml de muestra que se gasten en la titulacion también reducen 15 ml del reactivo
FCB, por lo tanto poseen igual cantidad de azucar).

ml: ml de mosto gastados

d: Dilucién del defecado (para nuestro caso en particular el valor de la dilucién es d=1
ya que al tratarse de un mosto claro filtrado, no se hace defecado del mismo y el valor de su
extracto se toma hasta 30 g¢/l, lo que se corresponde con una dilucion de 1/1)

11/10: Factor que compensa la dilucién producida por el acetato de plomo usado en
el defecado (en nuestro caso particular, no es tenido en cuenta, ya que no se realiz
defecado del mosto).
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Figura 21: Determinacién de azUcares reductores residuales por método Fehling
Causse Bonnans

Figura 22: Coloracion celeste momento Figura 23: Punto final de la titulacion

del agregado del indicador de la titulacion
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4.5.2) Ensayo 2: Recuento de levaduras de cerveza totales y viables

Materiales:

° Envase estéril de analisis

° Pipetas de libre escurrimiento

° Propipeta de goma

° Céamaras de Neubauer (capacidad de 0,0025 mm2 de &rea y de 0,100
mm de profundidad).

° Micropipeta automéatica Gilson Pipetman de 1000 pL

° Tips para pipeta automatica

° Tubos de ensayo de 16 mm x 150 mm

° Mechero de Bunsen

° Tubos de plastico para centrifuga tipo Eppendorf de 1,5 ml

° Mechero de Bunsen de gas natural

° Agitador Vortex analdgico

° Microscopio Optico
Reactivos:

° Solucién A: Solucién de agua destilada con azul de metileno, 0,1
g/500 ml.

° Solucién B: KH2POy4, solucién de agua destilada, 13,6 g/500 ml.

| ° Solucién C: Naz;HPO. x 12 H,0 solucién de agua destilada, 2,4 g/100

m

. Solucién D: 498,75 ml de solucion B + 1.25 ml de solucién C.

° Solucion E: Mezcle los 500 ml de solucion D con 500 ml de solucion A

para obtener una solucion de azul de metileno final tamponada, con un pH
aproximado de 4,6.

Este andlisis se baso en la resolucion OIV/OENO 206/2010. Revision de la resolucion
OENO 8/95 para el Analisis microbiolégico del vino y del mosto para deteccion,
diferenciaciéon y recuento de microorganismos.

Recuento de células de levadura - tincién de células de levadura con azul de
metileno para determinacién de viabilidad

El ensayo 2 se realizé en la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Cuyo. El mismo se realizé bajo condiciones de
asepsia microbiolégica.

El recuento se realiz6 en camara de Neubauer con microscopio 6ptico, en campo
luminoso.

Teniendo en cuenta la técnica que dicta la resolucion, se contaron células de manera
aleatoria. Se eligié una de las 2 cAmaras que posee el portaobjetos para hacer el conteo.

Una camara de recuento esta formada por 9 cuadrados grandes, cada uno de ellos
con una superficie de 1 mm?.
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El recuento se puede realizar tanto en el cuadrado grande central como en los de las
esquinas, dependiendo del tamafio de las células en estudio. En este ensayo para visualizar
levaduras de cerveza se realiz6 el recuento en el cuadrado central.

La cAmara de recuento y el cubreobjetos fueron limpiados con agua desmineralizada,
desinfectadas con etanol y secados antes de su uso con un papel suave.

Se establecié un método para evitar contar dos veces el mismo cuadrado. Las células
gue tocaban o quedaban sobre las lineas de limitacion inferior o de la izquierda no se
contaron. Solo se contaron las que quedaron sobre las lineas de limitacion superior o de la
derecha. Las células de levadura en germinacion se contaron como una célula si el brote era
inferior a la mitad de la célula madre. Si, el brote era igual o superior a la mitad de la célula
madre, se contaban ambas células. Si se usé una dilucién, el célculo tenia que quedar
afectado por el factor de dilucion.

Expresion de los resultados para el recuento total: la poblacién de la muestra es
expresada como células/ml

T= C x 400 x10 x1000 x factor de dilucion

C=promedio de células que se contd en un cuadrado pequefio (suma de
levaduras/25)

400= numero al que debemos multiplicar para obtener el N° de cel. en el reticulado
10= namero para convertir a mm?

1000= nGmero para convertir a cm? (ml)

La tincion con azul de metileno es un método diferencial para observar un contraste
entre células vivas y células muertas. La actividad reductora de las células vivas puede
metabolizar el colorante y no son tefiidas por el mismo, en cambio las células muertas no
pueden hacerlo, y el mismo difunde a través de su membrana celular tiiéndose de azul. La
viabilidad se calcul6 a partir del cociente entre el nimero de células viables y el nimero total
de células.

Expresion de los resultados para determinacién de porcentaje de células viables:
Siendo T el nimero total de células y C el numero de células azules, el porcentaje de células
viables sera:

[(T — C)/TIX 100

(Organizacion internacional de la vifia y el vino, 2010).
T=Numero total del conteo de células vivas (no tefiidas) y muertas (tefiidas de azul)
C=Numero del conteo de células muertas (tefiidas de azul)
100= factor para convertir el resultado a valor porcentual

Para cada grupo se determind tanto el recuento de células de levaduras como el
porcentaje de células vivas y muertas mediante la técnica de tincion con azul de metileno.
Los recuentos se efectuaron al inicio de la fermentacion, en el dia 5 de haber comenzado la
misma (en donde se presume segun estudios previos que la actividad metabdlica de la
levadura es maxima), y en el dia 10 cuando comienza el declive de la fermentacion.

Para evaluar dicho conteo celular en la fase inicial de la fermentacion, se tomé una
alicuota de 20 ml de mosto correspondiente solamente al grupo” Sin suplemento”, ya que
asumiendo que el mezclado del mosto con las levaduras secas fue lo mas homogéneo
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posible, en el momento de siembra de levaduras, ambos grupos cuentan con un nimero
muy similar de levaduras presentes.

A esa alicuota se le efectud en el dia 1 una observacién directa entre portaobjetos y
cubreobjetos para observar morfologia celular (ver figura 24).

Figura 24: Observacion entre porta y cubre en el dia 1 de fermentacion.
Para los dias 5to y 10mo se efectud el muestreo antes mencionado
Las botellas sorteadas fueron las identificadas como:

Grupo “Sin suplemento”: botella N°4, botella N°13, botella N°9

Grupo “Con suplemento”: botella N°5, botella N°9, botella N°18

Preparacion de la muestra: se numeraron 6 tubos de ensayo con nimeros idénticos a
las botellas que salieron sorteadas en el muestreo. Se identificaron previamente las 6
camaras de Neubauer (ver figura 26), con sus respectivos cubreobjetos (se utilizé 1 camara
por cada tubo de ensayo que contenia una muestra). Luego, usando pipetas estériles de
libre escurrimiento, se midi610 ml de mosto a observar de cada botella y se transfirieron a
los tubos de ensayo. Para asegurar la homogeneidad en las muestras se colocaron los
tubos tapados en un vortex y se agitaron a 1200 RPM.

Posteriormente se extrajo del tubo mediante una micropipeta automatica 500 pl de
ese mosto y 500 ul de Azul de metileno, se coloc6 en un tubo de plastico para centrifuga tipo
Eppendorf de 1,5 ml y se mezclé uniformemente por inversion esperando luego un minuto
para permitir que el colorante difunda en la membrana celular de las levaduras. Se realizé
una dilucion 1:2 .Esta dilucion se tuvo en cuenta con posterioridad en el célculo de
resultados. El procedimiento efectuado se muestra en la figura 25.
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Figura 25: Muestras bajo estudio identificadas, micropipeta automatica, y vortex o
agitador.

Figura 26: Camara de Neubauer utilizada para los recuentos de levaduras

Inmediatamente para cada una de las muestras, se tom6 una alicuota de esa mezcla
con micropipeta automatica y se colocd 2 gotas a cada lado del portaobjetos (una gota por
cada cdmara de recuento) se colocé el cubreobjetos, y se observé en el microscopio 6ptico
con un aumento total de 400x (ver figura 27 y 29).
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Figura 27: Carga de la camara de Neubauer en el recuento celular con tincion de azul
de metileno.

Con el objetivo 10x del microscopio se localizé la zona de recuento (el cuadrado
grande central). Para focalizar el cuadrado mediano y contar las células en los cuadrados
pequefios se cambi6 al objetivo 40x. De los 25 cuadrados medianos, se eligié 5 cuadrados.
Recordando que cada uno de ellos esta dividido en 16 campos pequefios, se realizd el
recuento en 5 campos pequefos, por lo cual se analizaron 25 campos en total. Los 5
cuadrados medianos elegidos fueron aquellos que componen las esquinas (superior
derecho e izquierdo, e inferior derecho e izquierdo), y el central.

En el presente trabajo el criterio para el conteo que se siguié consistié en contar las
células que se encontraron dentro del area de cada cuadrado pequefio y aquellas que estan
tocando los lados superior y derecho de dicho cuadrado. Los cuadrados pequefios fueron
elegidos imitando una letra “L”, es decir cuatro cuadrados consecutivos de izquierda a
derecha, y el adyacente hacia abajo. Las zonas de recuento y el sentido usado para el
conteo se esquematizan en la figura 28. En la figura 29 se observa el reticulado al verlo con
objetivo 40x y la diferencia en la tincion entre células vivas y muertas.

El criterio antes descrito, fue respetado para cada una de las muestras que forman
los grupos “Sin suplemento”, y “Con suplemento”.
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Figura 28: Esquema de visualizacion de cuadrados grande, mediano y pequefio en la
camara de Neubauer y sentido usado para el conteo (Adaptaciéon de Bikandi & San Millan,
s.f).

Figura 29: Observacion del reticulado de la cAmara de Neubauer, para el recuento en
camara con la técnica de tincion con Azul de metileno.
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4.5.3) Ensayo 3: Desarrollo de curva de fermentacién por pérdida de peso
Materiales:

° Balanza granataria electronica de dos decimales Marca Ohaus modelo
Traveler: 300+-0,01 g

° Botellas de 500 ml de capacidad de polietileno tereftalato.

Para estandarizar las condiciones ambientales en este ensayo se trabaj6 con la
mayor hermeticidad posible en la sala de fermentacion de la Catedra de Bromatologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias, UNCuyo, en donde se registré diariamente la temperatura
ambiental mediante un termémetro de alcohol y se comprob6 su estabilidad en un rango de
19 + 2°C.La balanza se colocdé en una mesa nivelada para no inferir en el peso de las
muestras.

Para tarar el peso del envase, se pesaron vacias, las botellas que contendrian
posteriormente los 250 ml de mosto. Se tomé el peso de 10 envases vacios, sorteando los
mismos por un muestreo aleatorio simple con un software de nimeros aleatorios, y a todos
esos valores se les hizo un promedio, considerando ese valor medio como la tara del
envase.

Se registr6 la pérdida de peso en el mosto, dada por la conversion de soélidos
solubles del mismo por la levadura, en alcohol y CO., entre otros compuestos (ver figura 30).

Para la evaluacion del peso diario se planificé la toma de peso desde el dia 0, hasta
el dia 14 dando por finalizado el registro.

La toma de los datos se hizo aproximadamente en un horario semejante todos los
dias en la mafiana, y para llevar tales registros se utilizé una tabla de campo, con la que
luego se volcaron los datos a una planilla del programa informatico Excel.

Durante los 14 dias que dur6 el ensayo los tapones no podian ser de ninguna manera
removidos de la boca de la botella.

Figura 30: Determinacion del peso en balanza granataria electronica.
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5) RESULTADOS Y DISCUSION

5.1) Ensayo 1: Determinacion y evaluacion de las variables fisico quimicas

Para todas las variables medidas (densidad, pH, grados Brix y azUcares residuales)
se realiz6 un andlisis exploratorio mediante la determinacién de las medidas de resumen
estadisticas méas importantes a observar en las muestras, esto permiti6 comparar
rapidamente algunos aspectos y poder discernir si habia alguna diferencia en los grupos
“Con suplemento” y “Sin suplemento”.

La observacion de una grafica de densidad de puntos sirvié de apoyo para visualizar
el comportamiento de ambos grupos. Luego de este andlisis exploratorio previo, se hizo foco
en las varianzas muestrales y se sometieron las muestras a una prueba de F mediante un
software estadistico para ver si se cumple la homocedasticidad de varianzas, es decir si las
varianzas de ambas muestras fueron iguales, o por el contrario fueron desiguales. Una vez
terminada con dicha prueba de F, se realizé una prueba de T de Student para comparacion
de medias, y basandonos en el resultado de la prueba F se decidio si se hace teniendo en
cuenta varianzas iguales o desiguales.

Recordando que para las determinaciones de densidad, grados Brix, pH y azucares
reductores residuales las botellas sorteadas fueron las identificadas como:

Grupo “Sin suplemento”: botella N° 3, botella N° 11, botella °N19
Grupo “Con suplemento”: botella N° 4, botella N° 8, botella N°16

A continuacion, se exponen los resultados de las mediciones de las variables fisicoquimicas:

5.1.1) Determinacién de grados Brix
9,39

8,01 .

Grados Brix

7.5

T.ﬁ' *

7,31

7,11

6,8

4 < 9 10 15
Dia

|. “Brix-Con suplemento . *Brix-5in suplemento

Figura 31: Grafico de densidad de puntos para valores de grados Brix para ambos
grupos, con respecto al tempo de fermentacion en dias.
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Examinando la tabla 4(Anexo-punto 8.1.1), notamos que el comportamiento en lineas
generales parece similar para ambos grupos. La salida de Infostat (tabla 5-Anexo-punto
8.1.1) para las medidas estadisticas arroja que la media del grupo “Con suplemento” es
superior a la media del grupo “Sin suplemento”, pero con las varianzas ocurrié justo lo
contrario. Los coeficientes de variacion fueron para ambos grupos categorizados como “baja
variabilidad”, pero su valor fue mayor para el grupo “Sin suplemento”. Los valores maximos y
minimos registrados fueron muy similares. Analizando el grafico de densidad de puntos
(figura 31), podemos notar que, si bien en el cuarto dia de fermentacion hubo una unidad
muestreada del grupo “Sin suplemento” que estaba alejada del resto de los valores, luego
ese comportamiento se fue emparejando con el resto de las unidades muestrales de ambos
grupos, notando que los valores fueron disminuyendo a un ritmo regular, conforme fueron
pasando los dias de fermentacion.

Por lo tanto se acepta el supuesto de que los valores promedios de grados Brix en
ambos grupos son iguales.

5.1.2) Determinacion de pH

4,71 .

pH
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4 47
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Figura 32: Grafico de densidad de puntos para valores de pH para ambos grupos,
con respecto al tiempo de fermentacion en dias.

Se analizan los anteriores resultados y se observa en la tabla 8(Anexo-punto 8.1.2)
gue salvo un valor que se encuentra por encima de pH=5, el resto presenta valores que
fluctian entre 5 y 4 para ambos grupos. Las medidas estadisticas muestrales (tabla 9-
Anexo-punto 8.1.2) arrojan que el valor maximo del grupo “Sin suplemento” es la Unica
observacién que supera el valor de 5, mientras que el valor maximo del grupo “Con
suplemento” fue de 4,5. Las medias, son muy similares, aunque no sucede lo mismo con la
variabilidad de los datos, ya que los mismos arrojan valores mayores en error estandar y
varianza en la muestra “Sin suplemento”. Esto se vuelve a repetir para los coeficientes de
variacion, en donde ambos exhiben baja variabilidad pero la del grupo “Sin suplemento”
vuelve a ser mayor. Es por ello que para asegurar el supuesto de la homocedasticidad de
varianzas se someten ambas muestras a la prueba de F, que se detallar4 en breve (Anexo-
punto 8.1.2).
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Observando la gréfica de densidad de puntos (figura 32) se nota que si bien en el dia
4 de iniciada la fermentacion hubieron 2 unidades muestreadas del grupo “Sin suplemento”
gue arrojaron valores un poco mas alejados del resto (valores de 5,2 y 4,7 unidades de pH
respectivamente), ese comportamiento luego se fue normalizando al resto de las unidades,
descendiendo a un ritmo regular con respecto a la medida tomada durante los primeros
dias, para luego tomar valores cercanos al rango 4,1 a 4,3, manteniéndose relativamente
constantes al paso del tiempo.

Por lo tanto se acepta el supuesto de que los valores promedios de pH en ambos
grupos son iguales.

5.1.3) Determinacién de la densidad

1,0747
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Figura 33: Grafico de densidad de puntos para valores de densidad (g/L) para ambos
grupos, con respecto al tiempo de fermentacion en dias.

Al analizar los resultados se observa en la tabla 12 (Anexo-punto 8.1.3) cierta
igualdad en ambos grupos, aungque no se puede precisar si estadisticamente existe alguna
diferencia significativa. Las medidas estadisticas muestrales (tabla 13-Anexo-punto 8.1.3)
afirman dicha teoria, ya que las medias, fueron idénticas y la desviacion estandar también.
La variabilidad relativa que acusa el coeficiente de variacién se considera baja y similar en
ambos grupos. Las varianzas arrojan un valor muy similar para ambas muestras, pero para
asegurar el supuesto de la homocedasticidad de varianzas se someten ambas muestras a la
prueba de F.

En la grafica de densidad de puntos (figura 33) se observa que ambos grupos
muestran un comportamiento similar, inversamente proporcional, es decir conforme fue
pasando el tiempo de fermentacion, fueron disminuyendo sus valores medidos de densidad
de manera equivalente. Lo que indicaria que la fermentacién en ambos grupos se realizd sin
problemas.

Es decir no se obtuvo evidencia a un nivel de significancia del 5% de que los valores
promedios de densidad en ambos grupos fuera diferente.
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5.1.4) Analisis de azUcares reductores residuales

7,287
7,229
7,144
7,061
6,99

6,51

AzlUcares residuales (g/L)
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Figura 34: Gréfico de densidad de puntos para valores de azlcares residuales en g/L
para ambos grupos, en el dia 16 de fermentacion.

Para observar que ocurrié respecto a la variable azucares residuales y analizar si los
grupos se comportan de manera diferente en lo que respecta al metabolismo de los
azlcares y si ambos llegaron de la misma manera al final de la fermentacion, observamos
primero la tabla 16 (Anexo-punto 8.1.4) en la cual podemos visualizar en lineas generales
valores con bastante similitud. Luego de someter los valores al andlisis estadistico se
observa en las medidas de resumen (tabla 17-Anexo-punto 8.1.4) que el grupo “Sin
suplemento” tiene una valor promedio superior, pero en lo respectivo a medidas de
dispersion, los valores son muy similares, y en el caso de la varianza ambos grupos arrojan
el mismo valor. Los coeficientes de variacién arrojan una variabilidad baja pero superior para
el grupo “Sin suplemento”.

Analizando el grafico de densidad de puntos (figura 34), se verifica que dos unidades
muestrales medidas del grupo “Sin suplemento” llegaron al final de la fermentacion, con los
valores mas altos registrados de azUcares residuales.

Luego de efectuar la prueba de F y de T (Anexo-punto 8.1.4), se demuestra que
ambos grupos llegaron al final de la fermentacion con valores promedios de azlcares
residuales equivalentes.

Comparando el ensayo 1 de la presente tesis con otros trabajos previos encontramos
gue segun Gibson (2012), algunos suplementos nutricionales pueden ocasionar desvios en
la fermentacion, causados por ciertos factores dentro de su férmula al interactuar con los
mostos y cepas de levaduras dando efectos no deseados e imprevistos. Esto no coincide
con lo obtenido para el ensayo 1.

Como puede observarse en los resultados obtenidos anteriormente para el presente
trabajo y bajo los términos del mismo, en cada variable fisicoquimica determinada, no se
hallaron diferencias significativas estadisticamente en lo que respecta al grupo “Sin
suplemento” y “Con suplemento”, lo que indica que la fermentacion transcurrié con una
regularidad normal en ambos grupos y no se registraron desvios en la misma causados
potencialmente por el complemento nutricional.
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Resultados similares fueron reportados por Vallejo (2023), aunque cabe aclarar que
su estudio se baso6 en 10 dias de control de variables fisico quimicas a diferencia de los 15
dias con los que conto el presente ensayo.

5.2) Ensayo 2: Recuento de levaduras de cerveza totales y viables

Para este ensayo se efectia primeramente un analisis exploratorio en ambos grupos
mediante la determinacion de las medidas de resumen estadistico mas importantes, para
poder observar si hay alguna diferencia notable entre los grupos “Sin suplemento” y “Con
suplemento” en lo que respecta a la multiplicacion celular. Se analizan los gréficos de linea
en donde se observa el crecimiento de la masa celular en el dia 0, dia 5 y dia 10 de
comenzada la fermentacion.

Se observan ademas los graficos de barras superpuestas para identificar el
porcentaje de células vivas y muertas en cada grupo en los diferentes conteos diferenciales
realizados en los dias antes mencionados.

Luego de ese andlisis previo, se someten ambas muestras a la prueba de F para
demostrar si se cumple la homocedasticidad de varianzas. Una vez terminado con dicha
prueba de F, hacemos una prueba de T de Student para comparacién de medias
basandonos en los resultados que nos arroj6 la prueba de F.

A continuacién, se exponen los resultados de los recuentos de levaduras y su
porcentaje de sobrevivencia mediante el método de tincion con azul de metileno.
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Figura 35: Gréfico de lineas para la variable Log del nimero de células / ml para las
unidades de muestra pertenecientes al grupo “Sin suplemento” en el dia 0, 5, y 10 desde el
inicio de la fermentacion.
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Figura 36: Grafico de lineas para la variable Log del nimero de células / ml para las
unidades de muestra pertenecientes al grupo “Con suplemento” en el dia 0, 5, y 10 desde el
inicio de la fermentacion.
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Figura 37: Gréafico de barras superpuestas para la variable % de sobrevivencia
medida en ambos grupos en el 5to dia de fermentacion.

57




=

g

g

&

a#

= oo
2

0% Celulas
muertas

&

#

B % Clulasvivas

g

g

Cantidad de células {25)
Cantidad de células (25)

8

#

#

=]
F

T T
54 59 popE]

s 59 [E3E]
Unidad de muestraanalizada del grupo Con suplemento

Unidad de muestraanalizada del grupo Sin suplemento

0% Céluls

1 % Celulasvivas

Figura 38: Grafico de barras superpuestas para la variable % de sobrevivencia
medida en ambos grupos en el 10mo dia de fermentacion.

El analisis de las tablas 20 y 21 (Anexo-punto 8.2) al estar en notacion cientifica
resulta complejo, por lo cual, para este ensayo, revisamos primeramente la salida de las
medidas estadisticas (tabla 22-Anexo-punto 8.2). La media del grupo “Sin suplemento” fue
mayor a la del grupo “Con suplemento”, y ademas tiene el mayor valor maximo. Presenta
también mayor varianza el grupo “Sin suplemento”, se evaluara posteriormente si esa
diferencia es significativa o no.

Con respecto a la lectura de los graficos de linea (figura 35 y 36) cabe destacar que
el recuento en el dia 0 de fermentacion, sélo se lleva a cabo en el grupo “Sin suplemento”,
pero se tomo el mismo valor para el grupo “Con suplemento” porque se supone que en el
momento inicial, el mezclado de las levaduras con el mosto es homogéneo y la
multiplicacion celular aun no se manifiesta, por ende el nimero en el inicio es el mismo.
Dentro del grupo “Sin suplemento” en dia 5 de fermentacion, la unidad de muestra niumero 4
y 13 presentaron un marcado descenso a valores por debajo de los registrados en el dia 0
con excepcion de la unidad de muestra nimero 9 que tuvo un ascenso de aproximadamente
5 x10° de células.

Por su parte en el dia 10, la unidad muestral nimero 9 presenta un ligero aumento,
mientras que en la unidad muestral 13 y sobre todo en la 4 se nota un marcado aumento en
el recuento (1,4 x 107 de células/ml aproximadamente).

En el grupo “Con suplemento” en el 5to dia de fermentaciéon con respecto al inicio,
presentaron las unidades muestrales N° 5 y N° 18 un ascenso en el nimero de levaduras de
4y 6 x 10° células/ml respectivamente, mientras que la unidad de muestra nimero 9
presentd un descenso de 8 x 10° de células. Observando el dia 10 de fermentacién y
comparandolo con el dia 5, se observa que la unidad de muestra nimero 5y 18 presentaron
un descenso en sus conteos de 8 x 10° cel. /ml, mientras que la unidad de muestra nimero
9 presentdé un incremento de 1,6 x 10°. Si comparamos las unidades del grupo “Con
suplemento” podemos notar que inclusive los valores de conteo para el dia 10 son mas
bajos que los del dia inicial. Esto no es asi para el grupo “Sin suplemento” en donde los
valores de conteo para el dia 10 son en todos los casos superiores a los del dia inicial.

Con respecto a los gréficos de barras apiladas se compara en el dia 5 de
fermentacibn a ambos grupos y se observa que el valor promedio del porcentaje de
sobrevivencia del grupo “Con suplemento” es de 79,62 % y el del grupo “Sin suplemento” es
de 77,91%, es decir un 1,71% mayor (figura 37). Analizando de igual manera ambos grupos
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pero para el dia 10 de fermentacion se obtiene un promedio de porcentaje de sobrevivencia
de 67,72 % para el grupo “Con suplemento” y un valor promedio de 66,65% para el grupo
“Sin suplemento”, es decir un 1,07% mayor (figura 38). Si cotejamos los valores arrojados
por ambos grupos en el dia 5y en el dia 10 de fermentacion, se nota un marcado descenso
entre un 11 y un 12%.

En términos del ensayo podemos decir que el promedio de los recuentos del grupo
“Sin suplemento” expresados en N° de células/ml es igual al promedio de los recuentos del
grupo “Con suplemento” para un nivel de significancia del 5%.

Con respecto al porcentaje de sobrevivencia hay una diferencia a favor del grupo
“Con suplemento”, y que se alcanza un pico de proliferacion celular en el 5to dia en ambos
grupos.

Comparando el ensayo 2 de la presente tesis con trabajos anteriores hallamos que
en el estudio de Gibson (2012), se indica que los beneficios del uso de extracto de levadura
incluyen, entre otros, un mayor crecimiento celular y una mayor viabilidad. Su justificacion
radica en que estos suplementos aseguran el suministro de macronutrientes como el
carbono y el nitrégeno, minerales como el Zn que ejercen un efecto protector frente al
etanol, el acido linoleico y la prolina que le dan resistencia al estrés celular, y factores de
supervivencia como los esteroles que le dan mayor fluidez a la membrana plasmatica.

Esto coincide parcialmente con los resultados del ensayo 2 de la presente tesis, en
donde solo se registraron diferencias a favor del grupo “Con suplemento” en el conteo de
células viables.

Por otro lado Ribereau-Gayon et. al (2003), indica que el crecimiento celular es
maximo desde el dia 2 hasta el dia 5 desde el inicio de la fermentacion llegando hasta
valores de 108 Cel/ml., lo que concuerda en parte con el ensayo 2 , en donde se observa
gue aungue los conteos de células totales en ambos grupos no mostraron diferencias, los
valores de porcentaje de sobrevivencia mostraron una diferencia del 2% a favor del grupo
con suplemento con un pico de multiplicacion al 5to dia desde el inicio de la fermentacion,.
Hay que aclarar no obstante que desde el punto de vista estadistico este porcentaje no es
significativo bajo los términos del ensayo.

En el trabajo de Bell y Henskche (2005) se expresa que la aplicacién de suplementos
nutricionales que aporten nitrégeno prontamente asimilable, en mostos pobres en nitrogeno,
provoca efectos positivos en el crecimiento de las levaduras y la velocidad de fermentacién.
Ademéas la contribucibn del ergosterol agregado por el suplemento aumenta la
permeabilidad de la membrana plasmatica. Todo esto conduce a un mayor ingreso de
azlcares, que se corresponde con mayor desprendimiento de CO..

En el presente ensayo la determinacion de nitrégeno prontamente asimilable no se
efectud, por lo cual, no se sabe el tenor de nitrdgeno que tenia el mosto inicial antes del
agregado del suplemento. Si el mosto tiene nitrégeno asimilable en cantidades suficientes,
es probable que no sea necesaria la suplementacién, por ende el incremento del ingreso de
azlcares antes mencionado no se va a producir y entonces no se vera reflejado un
crecimiento de biomasa celular importante. Esto puede llegar a explicar por qué el aumento
del 2% de células viables registrado para el grupo “Con suplemento” no es estadisticamente
significativo y puede deberse a otras causas que escapan del alcance del estudio.

5.3) Ensayo 3: Desarrollo de curva de fermentacion por pérdida de peso

Para el dltimo ensayo se determina que el analisis se hara a través de una
descripcion numérica de los datos obtenidos como resultado de medir las pérdidas de peso
con respecto a los dias transcurridos de fermentacion (tabla 25 y 26-Anexo-punto 8.3.1).

Luego, se realiza una comparacion entre el grupo “Sin suplemento” y “Con
suplemento” en los dias 3 y 14 desde el inicio de la fermentacion. Esta comparacion
primeramente se basa en realizar una prueba de F para homogeneidad de varianzas, para
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visualizar si se trabaja con varianzas iguales o desiguales (tabla 27 y 29-Anexo-punto 8.3.2).
Una vez realizada dicha prueba se hace una prueba T para saber si existe alguna diferencia
significativa en las medias de ambos grupos medidas en el dia 3 y 14 de fermentacién (tabla
28 y 30-Anexo-punto 8.3.2).

Por otro lado se determina si existe asociacion entre la variable Pérdida de
peso(medida en gramos) y el tiempo de fermentacion( medido en dias) y el grado de
asociacion presente a través del Coeficiente de relacion de Pearson (r) .Una vez
determinado si existe 0 no asociacion, se establece si existe una relacion funcional entre las
dos variables en estudio , para lo cual previamente nos apoyamos en el analisis exploratorio
analizando medidas de resumen de las variables por separado, los graficos de dispersion
,valor de r, etc. .Seguido a esto se busca qué modelo de funcion es el que mejor se ajusta a
los datos obtenidos del ensayo. Los resultados de lo antes mencionado se demuestran a
continuacion.

El andlisis numérico arroja las medidas de resumen siguientes: en cuanto a las
medidas de posicionamiento de tendencia central, tanto la media como la mediana fueron
mayores en el grupo “Sin suplemento”.

En lo que refiere a medidas de dispersién, existe una mayor variabilidad nuevamente
en el grupo “Sin suplemento”, ya que en lo que consta a medidas absolutas, tanto su
amplitud, como su varianza y desviacion tipica son mayores. Y en lo referido a una medida
relativa ambos grupos presentan una alta variabilidad (entre 20 y 30 %), pero siendo de
nuevo mayor la del grupo “Sin suplemento”.

5.3.1) Comparacion entre ambos grupos para el dia 3 de fermentacién

El valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Con suplemento” es mayor al
valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Sin suplemento” en el dia 3 de
fermentacion.

5.3.2) Comparacién entre ambos grupos para el dia 14 de fermentacién

En términos del ensayo se comprueba que el valor promedio de la pérdida de peso
del grupo “Con suplemento” es mayor al valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Sin
suplemento” en el dia 14 de fermentacion,

5.3.3) Andlisis de larelacidon y ajustamiento del modelo

Los resultados indican que existe una fuerte correlacion lineal positiva entre las
variables tiempo de fermentacién y pérdida de peso.

5.3.4) Ajustamiento del modelo a los datos

Se define a la variable Tiempo de fermentaciéon (dias), como la variable
independiente y a la variable Pérdida de peso (g) como la variable dependiente o respuesta.
Se observa que hay una fuerte relacion funcional entre ambas variables.

Luego del analisis estadistico efectuado (Anexo-punto 8.3.4), se proponen el modelo
lineal y el modelo polinbmico de segundo grado como los mas adecuados y se procede a
una comparacion entre ambos para determinar cual es el que mejor se ajusta a los datos.

5.3.5) Relaciones curvilineas: Polinbmica de segundo grado

Por todas las ventajas exhibidas luego del analisis estadistico efectuado, podemos
afirmar que el modelo mas adecuado para describir el comportamiento entre las variables
estudiadas y el que mejor se ajusta a los datos es el modelo polindmico de segundo grado.

Comparando el estudio de la presente tesis con trabajos anteriores encontramos que
en el ensayo 3 se demostré que la pérdida de peso medida tanto en el dia 3 como el dia 14
desde el inicio de la fermentaciébn fue mayor en el grupo “Con suplemento”, lo que
concuerda en parte con el resultado del estudio de Kerr y Schulz (2016), en donde se
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expuso que las microfermentaciones que mayor pérdida de peso exhibian eran las
adicionadas con Vegemite (un complemento nutricional similar al ensayado en la presente
tesis). Cabe aclarar las diferencias entre ambos ensayos ya que dichos autores probaron tal
suplemento nutricional en un total de 8 dias de fermentacion, y en microfermentaciones con
concentraciones crecientes de suplemento.

En el estudio de Kerr y Schulz (2016) se destaca ademas que la mayor pérdida de
CO; se da entre el dia 2 y 4 de fermentacion, esto coincide con la fase de crecimiento
exponencial. Este es el momento de crecimiento maximo y el periodo ideal en el cual se
pueden comparar las velocidades de fermentacion.

Esto no coincide con el presente ensayo en donde, lejos de tomar para la
comparacion dias cercanos y en una fase critica como la exponencial, se tomaron dos
puntos muy alejados y en diferentes fases de crecimiento celular (dia 3y 14), lo cual no deja
visualizar de adecuada manera el comportamiento de ambos grupos ya que entre esos dias
ocurren diferentes fendmenos como muerte celular, volatilizaciones, etc.

Por lo dicho anteriormente y en funcion del andlisis estadistico efectuado (Anexo-
punto 8.3) se expone que el ensayo 3 no es tomado como significativo bajo los términos del
mismo.

Figura 46: Fermentaciéon alos 2, 5y 14 dias.

5.4) Recomendaciones y futuros ensayos

El actual trabajo se pensé para un estilo de cerveza en particular y un ciclo Unico de
fermentacién en un medio de cultivo rico, como es el mosto de malta Pilsen y en células que
corresponden a una primera generacion de levaduras secas activas.

Por lo tanto la tesis plantea distintos objetivos para futuras lineas de investigacion:

e Efectuar las mismas comparaciones pero en ciclos sucesivos de fermentacion
desarrollando consecutivos aislamientos y sembrados de levaduras que se
encuentren sedimentadas (repiques).

e Evaluar los requerimientos nutricionales de células de levadura de cerveza en
estados estacionarios.

Aumentar el nimero de repeticiones y los volumenes de mosto a ensayar.

e Ensayar otros tipos de mostos cerveceros, y valorar su composicion
nutricional inicial para saber sus posibles requerimientos, especialmente el
tenor de nitrégeno asimilable.

e Evaluar la cinética de fermentacion para ambos grupos en las primeras 48 a
72 hs, que se corresponde con la fase de crecimiento exponencial en donde la
velocidad de fermentacion es maxima.
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e Evaluar la cinética de fermentacion para ambos grupos con algin modelo que
describa mejor el fendmeno bioldgico de crecimiento celular como el modelo
de Gompertz.
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6) CONCLUSION

A partir de la experimentacion realizada en el presente trabajo se concluye:

o Los resultados de la medicion de las variables fisico quimicas de
seguimiento de la fermentacion fueron similares tanto en el grupo "Con suplemento”
como en el grupo "Sin suplemento”. En este aspecto se considera que ambos grupos
cursaron la fermentaciéon con la misma regularidad.

o En lo que concierne al recuento de células de levadura de cerveza
totales, los resultados exhiben que el promedio de los conteos celulares para el
grupo “Sin suplemento”, es igual al promedio de los conteos celulares del grupo “Con
suplemento”. Bajo los términos del ensayo, el suplemento no parece incrementar de
forma significativa el namero de células de levadura totales.

o En lo referido al recuento de células de levaduras viables o
determinacion del porcentaje de sobrevivencia, se observa una diferencia del 2% a
favor del grupo “Con suplemento” al compararlo con el grupo “Sin suplemento”, con
un pico de multiplicacién en el 5to dia. No obstante se considera que esta diferencia
no es significativa estadisticamente como para atribuirla a los efectos otorgados
potencialmente por el suplemento nutricional, pudiendo deberse a otras causas que
escapan del alcance de la presente tesis.

° En lo que respecta a la determinacioén de la curva de fermentacion por
pérdida de peso, se encontr6 que el modelo que mejor describia el comportamiento
de las dos variables asociadas “pérdida de peso” y “tiempo”, fue la funcién
polinbmica de segundo grado, ya que fue la que mejor se ajusté a los datos. Al
comparar los dias 3 y 14 de fermentacion para ambos grupos, se hallé que la pérdida
de peso fue mayor en el grupo “Con suplemento”, aunque este resultado no fue
considerado significativo debido a la lejania de los dias comparados dentro de las
fases de crecimiento de las levaduras.

Por lo antes expuesto se concluye que el suplemento nutricional no modifica
la cinética de fermentacion, y que la regularidad fermentativa es igual en ambos
grupos en estudio bajo las condiciones planteadas en la presente tesis.
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8) ANEXO

8.1) Tablas, y planteo de pruebas de hipo6tesis del ensayo 1: Determinacion y
evaluacion de las variables fisico quimicas de control

8.1.1) Determinacion de grados Brix

Tabla 4: Mediciones de grados Brix en ambos grupos con respecto al tiempo en dias

"Bx
GRUPQO SIN SUPLEMENTO
DiA Muestra 3 |Muestra 11 |Muestra 19
4 9,1 7.2 8.9 9,2 8.0 9,0
2 8,2 7.0 7.0 7.8 7.0 7.8
9 7.0 7,2 7.0 7,2 7,4 7.3
10 7.3 5,9 7.2 7.4 7,0 7.4
15 7.4 7,1 7.2 7.4 7,4 7.2

Tabla 5: Salida de Infostat de medidas resumen para ambos grupos, respecto a la
variable grados Brix.

Gruapo Eesumen "Brix
Con suplemento I 15,00
Con suplemento Media P e ]
Con suplemento DOE. 0, &7
Con suplemento WVar (n—1) 0,499
Con suplemento EE. 0,17
Con suplemento O 2, 62
Con suplemento Min T,00
Conn suplemento Max S, 20
Con suplemento Mediana T30
S5in suplemento o 15,00
Ein suplemento Media T.,495
S5in suplemento DOE. 0,70
Ein suplemento Var (m—1) 0,499
S54dn suplemento E.E. Q.15
Ein suplemento COW 0,43
S5in suplemento Min 6, 90
Sin suplemento Max S, 10
S5in suplemento Mediana T 20

Aunque los valores de las varianzas muestrales fueron similares se someten ambas
muestras a la prueba de F (tabla 6) para probar la homocedasticidad de las varianzas

Planteo de hipétesis en prueba de F para grados Brix

Se comprueba el supuesto de la homogeneidad en las varianzas mediante la Prueba
de F para ambas muestras

Hc: “La varianza del grupo “Con suplemento” es diferente a la varianza del grupo “Sin
suplemento”

Ho: Var “Con suplemento” = Var “Sin suplemento”
H1: Var “Con suplemento” # Var “Sin suplemento”

Nivel de significancia a =0,05
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Tabla 6: Prueba de F para evaluar varianzas de ambas muestras con respecto a la
variable grados Brix.

Sin

suplemento Con suplemento
Media 7,328571429 7,621428571
Varianza 0,305274725 0,298736264
Observaciones 14 14
Grados de libertad 13 13
F 1,02188707
P(F==fjunacola 0,484728716
\alor critico para F (una cola) 2576927084

Como el p valor > que a, aceptamos la hipétesis nula de homogeneidad de varianzas
para un nivel de significancia del 5%. Esto habilita a efectuar la prueba de T para varianzas
muestrales iguales para evaluar la igualdad de medias.

Planteo de hipétesis en prueba de T para grados Brix

Prueba de T para dos muestras con varianzas iguales
p1: Muestra “Con suplemento” p2: Muestra “Sin suplemento”

Ho: “El valor promedio de los valores de grados Brix del grupo “Con suplemento” es
diferente al valor promedio de los valores de grados Brix del grupo “Sin suplemento”.

Ho: ul = p2
H1: u1 # p2

Nivel de significancia a =0,05

Tabla 7: Prueba de T para comparacion de medias de ambos grupos con respecto a
la variable grados Brix.

Variakle: "Brix - Clasific:Grupc — prusha:Bilateral
Grupo 1 Grupo 2

Con suplemento S5in suplemento
10 15 15
Media T, T3 7,45
WVarianza 0,449 0,49
Media (1) —Media (2) 0,28
LI(25) -0,23
L5(25) a,79
pHomWVar 0,846%5
T 1,12
gl 28
p-wvalor 0,271%

El resultado arroja que el p valor > a para un nivel de significancia del 5%, por lo tanto
se acepta la hipotesis nula que indica que la media 1 es igual a la media de 2 .Es decir no se
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obtuvo evidencia a un nivel de significancia del 5% de que los valores promedios de grados
Brix en ambos grupos fuera diferente

8.1.2) Determinacion de pH

Tabla 8: Mediciones de pH en ambos grupos con respecto al tiempo en dias

pH

GRUPO SIN SUPLEMENTO

DIiA Muestra 3 (Muestra 11 |Muestra 19
4 5,2 4,7 4,4
5 4.4 4,2 4,1
9 4,3 4,2 4,2
10 4,3 4,2 4,1
15 4,3 4,2 4,2

Tabla 9: Salida de Infostat de medidas resumen para ambos grupos, respecto a la
variable pH.

Grupo Eesumen PpH
Con suplemento n 15,00
Con suplemento Media 4,30
Con suplemento D.E. 0,08
Con suplemento Var (n-1) 0,01
Con suplemento E.E. 0,02
Con suplemento CV 1,76
Con suplemento Min 4,20
Con suplemento Max 4,50
Con suplemento Mediana 4,30
S5in suplemento n 15,00
S5in suplemento Media 4,33

S5in suplemento D.E. ]
S5in suplemento Var (n-1) ]
S5in suplemento E.E. ]
S5in suplemento CV 6,51
Sin suplemento Min 4
Sin suplemento Max g
S5in suplemento Mediana 4q

Luego de efectuar una prueba de F (tabla 10) se afirma que las varianzas
efectivamente son diferentes a un nivel de significancia del 5%, por lo cual esto nos habilita
finalmente a realizar una prueba de T para comparar las medias de ambas muestras
independientes con varianzas desiguales (tabla 11).

Planteo de hipétesis en prueba de F para pH

Se comprueba el supuesto de la homogeneidad en las varianzas mediante la Prueba
de F para ambas muestras

Hc: “La varianza del grupo “Sin suplemento” es mayor a la varianza del grupo “Con
suplemento “

Ho: Var “Con suplemento”= Var “Sin suplemento”
H1: Var “Con suplemento” # Var “Sin suplemento”
Nivel de significancia a =0,05
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Tabla 10: Prueba de F para evaluar varianzas de ambas muestras con respecto a la

variable pH.

Sin suplemento Con suplemento
Media 4,271428571 4,292857143
Varianza 0,023736264 0,00532967
Observaciones 14 14
iGrados de libertad 13 13
F 4,453608247
P(F<=f}) una cola 0,005633225
Valor critico para F (una cola) 2,576927084

Como el p valor < a se rechaza la hip6tesis nula de homogeneidad de varianzas para
un nivel de significancia del 5%. Esto nos indica que la prueba de T para las medias debe
hacerse bajo la condicién de que las varianzas en ambas muestras no son iguales.

Planteo de hipétesis en prueba de T para pH

Prueba de T para dos muestras con varianzas desiguales
M1: Muestra “Con suplemento” p2: Muestra “Sin suplemento”

Ho: “El valor promedio de los valores de pH del grupo “Con suplemento” es diferente
al valor promedio de los valores de pH del grupo “Sin suplemento”.

Ho: ul = p2
H1:p1#u2

Nivel de significancia a =0,05

Tabla 11: Prueba de T para comparacién de medias de ambos grupos con respecto a
la variable pH.

=

Variable:pH - Clasific:Grupo - prusba:Bilateral

Grupo 1 Grupo 2

Con suplemento 5in suplemento
n 15 15
Media 4,30 4,33
Varianza 0,01 0,08
Media(l)-Media(2) -0,03
LI (95) -0,1%
L5(95) 0,13
pHomVar =<0,0001
T -0,44
gl 1&
p-valor 00,6643

La prueba de T bilateral arroja un p valor > a, siendo el nivel de significancia a =
0,05.

Esto quiere decir que se acepta la hipotesis nula que indica que la media 1 es igual a
la media de 2 .Es decir no se obtiene evidencia a un nivel de significancia del 5% de que los
valores promedios de pH en ambos grupos es diferente
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8.1.3) Determinacion de densidad

Tabla 12: Mediciones de la densidad con respecto al tiempo en dias .Los resultados

se muestran en g/l

MEDICIONES DE DENSIDAD

DIA DE FERMENTACION # MUESTRAS SIN
SUPLEMENTO
0 1,071 1,071
2 1,061 1,061
5 1,012 1,016
g 1,010 1,011
10 1,010 1,010
15 1,010 1,010

Tabla 13: Salida de Infostat de medidas resumen para ambos grupos, respecto a la

variable Densidad.

Planteo de hipétesis en prueba de F para densidad

GRUFO Fesumen DENSIDAD
CON SUPLEMENTC n 6,00
CON SUPLEMENTC Media 1,03
CON SUPLEMENTO D.E. 0,03
CON SUPLEMENTO Var (n-1) §,0E-04
CON SUPLEMENTO CW 2,75
CCH SUPLEMENTC Min 1,01
CCH SUPLEMENTC Max 1,07
CON SUPLEMENTOC Mediana 1,01
S5IN SUPLEMENTO n 6,00
S5IN SUPLEMENTC Media 1,03
5IN SUPLEMENTO D.E. 0,03
5IN SUPLEMENTC Var (n-1) §,3E-04
5IN SUPLEMENTOC CW 2,80
5IN SUPLEMENTC Min 1,01
5IN SUPLEMENTC Max 1,07
S5THN SUPLEMENTO Mediana 1,01

Comprobamos el supuesto de la homogeneidad en las varianzas mediante la Prueba
de F para ambas muestras

Hc: “La varianza del grupo “Sin suplemento” es mayor a la varianza del grupo con

suplemento “

Ho: Ho: Var “Con suplemento” = Var “Sin suplemento”

H1: Var “Con suplemento” # Var “Sin suplemento

Nivel de significancia a =0,05
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Tabla 14: Prueba de F para evaluar varianzas de ambas muestras con respecto a la

variable densidad.

Sin suplemento

Con suplemento

Media 1,0206 1,0216
Varianza 0,0005108 0,0004913
Observaciones 5 5
Grados de libertad 4 4
F 1,03965906017
P{F<=f) una cola 0,48540749

Valor critico para F (un

6,388232909

Al efectuar una prueba de F (tabla 14) se puede afirmar que las varianzas
efectivamente son iguales a un nivel de significancia del 5%, por lo cual esto habilita
finalmente a realizar una prueba de T (tabla 15) para comparar las medias de ambas
muestras independientes con varianzas iguales.

Planteo de hipétesis en prueba de T para densidad

Prueba de T para dos muestras con varianzas iguales

pl: Muestra “Con suplemento” y2: Muestra “Sin suplemento”

Ho: “El valor promedio de la densidad del grupo “Con suplemento” es diferente al
valor promedio de la densidad del grupo “Sin suplemento”.

Ho: pl = p2
H1:p1# u2

Nivel de significancia a =0,05

Tabla 15: Prueba de T para comparacion de medias de ambos grupos con respecto a

la variable densidad.

Varisbl=s:DENSIDAD - Clasific:GRUPC - prusha:Bilatsral

Grupo 1 Grupo 2

n

CON SUPLEMENWNTC S5IN SUPLEMENTO

=

@

Media 1,03 1,03
Varianza 8, 0E-04 8,3E-04
Media (1) -Media(2) g, 3E-04
LI(95) -0,04
L5(95) 0,04
pHomVar 00,9665
T 0,05
gl 10
p—-valor 0,907

La prueba de T bilateral arroja un p valor > q, siendo el nivel de significancia a = 0,05.

Esto quiere decir que se acepta la hipétesis nula que indica que la media 1 es igual a
la media de 2, para un nivel de significancia de un 5%.
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8.1.4) Determinacion de azlcares reductores residuales

Tabla 16: Azlcares residuales obtenidos en ambas muestras en el dia 16 de
fermentacion expresados en g/l

AZUCARES RESIDUALES
MUESTRA N°3 7,27
SIN SUPLEMENTO |pqUESTRA N°11 6,83
MUESTRA N°19 7,16
6,63
7,05
6,94

Tabla 17: Salida de Infostat de medidas resumen para ambos grupos, respecto a la
variable Azlcares residuales expresados en gramos por litro.

Grupo Eesumen Aracares residuales (g/fL)
Con suplemento n 3,00
Con suplemento Media 6,87
Con suplemento D.E. 0,22
Con suplemento Var (n-1) 0,05
Con suplemento E.E. ) 0,13
Con suplemento CV 3,17
Con suplemento Min 6,63
Con suplemento Max 7,05
Con suplemento Mediana 6,94
5in suplemento n 3,00
Sin suplemento Media 7,09
S5in suplemento D.E. 0,23
5in suplemento Var (n-1) 0,05
S5in suplemento E.E. 0,13
S5in suplemento CV 3,23
Sin suplemento Min 6,83
5in suplemento Max T.27
S5in suplemento Mediana 7,16

Planteo de hipétesis en prueba de F para azUcares residuales

Comprobamos el supuesto de la homogeneidad en las varianzas mediante la Prueba
de F para ambas muestras

Hc: “La varianza del grupo “Con suplemento” es diferente a la varianza del grupo “Sin
suplemento”

Ho: Var “Con suplemento” = Var “Sin suplemento”
H1: Var “Con suplemento” # Var “Sin suplemento”
Nivel de significancia a =0,05

Se someten las muestras a la prueba de F para comprobar la homocedasticidad de
varianzas (tabla 18).Se comprueba que las varianzas son iguales al aceptar la hip6tesis nula
a un nivel de significancia del 5%.
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Tabla 18: Prueba de F para evaluar varianzas de ambas muestras con respecto a la
variable azlcares residuales

Sin Con
suplemento suplemento

Media 6,995 6,995
Varianza 0,05445 0,00605
Observaciones 2 2
Grados de libertad 1 1
F 9

0,20483276
P(F<==f)unacola 5

161,4475638
Valor critico para F (una cola) 8

Como el p valor > que a, aceptamos la hipétesis nula de homogeneidad de varianzas
para un nivel de significancia del 5%. Esto nos habilitdé a efectuar la prueba de T para
varianzas muestrales iguales para evaluar la igualdad de medias entre las dos muestras.

Planteo de hipétesis en prueba de T para azucares residuales

Prueba de T para dos muestras con varianzas iguales
M1: Media del grupo “Con suplemento” u2: Media del grupo “Sin suplemento”

Ho: “El valor promedio de los azucares residuales del grupo “Con suplemento” es
diferente al valor promedio de los azucares residuales del grupo “Sin suplemento”.

Ho: ul = p2
H1: u1 # p2

Nivel de significancia a =0,05

Tabla 19: Prueba de T para comparacién de medias de ambos grupos con respecto a
la variable azucares residuales.

Variable:Azucares residuales (g/L) - Clasific:Grupo - prusba:Bilateral
Grupo 1 Grupo 2

Con suplemento S5in suplemento

n 3 3

Media 6,87 7,08

Varianza 0,05 0,08

Media (1) -Media (2) -0,21

LI (95) -0,72

LS(95) 0,29

pHomVar 0,94495

T -1,17

gl 4

p-valor 0,3072
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Se efectla la prueba de T (tabla 19) para muestras con varianzas iguales que indica
gue el promedio de los valores de azucares residuales del grupo “Con suplemento” es igual
al promedio de los valores de azucares residuales del grupo “Sin suplemento”, para un nivel
de significancia del 5%. Es decir, ambos grupos llegaron al final de la fermentacion con
valores promedios de azucares residuales equivalentes.

8.2) Tablas, y planteo de pruebas de hipdtesis del ensayo 2: Recuento de

levaduras de cerveza totales y viables

Tabla 20: Resultados del recuento de levaduras en unidades de muestra sorteados
del grupo “Sin suplemento” expresados en N° Cel. /ml.

GRUPQ SIN SUPLEMENTO

DIAS DE FERMENTACION

N® DE UNIDAD MUESTRAL 0 5 10
T4 1.54E+07 8,.32E+06 2,2TE+H0T
T9 1.54E+07 2 08E+07 2 TE+07
T13 1.54E+07 1,35E+07 1.86E+07

Tabla 21: Resultados del recuento de levaduras en unidades de muestra sorteados
del grupo “Con suplemento” expresados en N° Cel. /ml.

DIAS DE FERMENTACION

N® DE UNIDAD MUESTRAL 0 5 10
TTh 1,54E+07 1,32E+07 1.06E+07
TT8 1,54E+07 6. 7=E+0G g.32E+05
TT18 1,54E+07 2.14E+07 1,31E+07
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Tabla 22: Salida de Excel de medidas resumen para ambos grupos, respecto a la
variable Numero de células de levadura / ml

S0 SniEeen
== 1. ===07
= o Bl oo ZA4E=DS
e 1. ToE=oT
e "o oo o s e TS -
T i ohEs ] e o = 3EE -0
W S G | rresss ZETE=13
P 1.S97TE=O7
=1 S EEE -
Pafloes | el = EaiE =T
CoWn SanmhE T
e 1 3EE =0T
= o Bl oo 1 S1E=0
e 1 A==E=07
e o e o e e e o S T1E=O1
e o o e o B 5.1 1E=CS
W S G | rresss ZEIE=1E
P 1 47TE=O7
. S.TIE -
Pullions| o 2 ASE=OT

Planteo de hipétesis en prueba de F para recuento de levaduras totales

Comprobamos el supuesto de la homogeneidad en las varianzas mediante la Prueba
de F para ambas muestras

Hc: “La varianza del grupo “Con suplemento” es diferente a la varianza del grupo “Sin
suplemento”

Ho: Var “Con suplemento” = Var “Sin suplemento”
H1: Var “Con suplemento” # Var “Sin suplemento”
Nivel de significancia a =0,05

Se realiza una prueba de F para determinar la homocedasticidad de varianzas de
ambas muestras (tabla 23). Al comparar el valor de probabilidad P con a, notamos que éste
es mayor al nivel de significancia, por lo tanto se acepta la hip6tesis nula que indica la
igualdad de varianzas para un nivel de significancia del 5%.
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Tabla 23: Prueba de F para evaluar varianzas de ambas muestras con respecto a la
variable nimero de células por ml

Sin suplemento Con suplemento

Media 17635555,56 13945888,89
Varianza 3,28109E+13 2,31609E+13
Observaciones 9 9

Grados de libertad 8 8

F 1,416648836

P{F==f) una cola 0316934993

3,438101233

Valor critico para F (una cola)

Esto habilita a efectuar la prueba de T (tabla 24) para varianzas muestrales iguales
para evaluar la igualdad de medias entre las dos muestras.

Planteo de hipétesis en prueba de T para recuento de levaduras totales

Prueba de T para dos muestras con varianzas iguales
M1: Media del grupo “Con suplemento” u2: Media del grupo “Sin suplemento”

Ho: “El valor promedio del recuento de levaduras del grupo “Con suplemento” es
diferente al valor promedio del recuento del grupo “sin suplemento”.

Ho: ul = p2
H1: pul # p2

Nivel de significancia a =0,05

Tabla 24: Prueba de T para comparacién de medias de ambos grupos con respecto a
la variable recuento de levaduras.

Con
suplemento Sin suplemento
Media 13948888.89 17635555,56
Varianza 2,31609E+13 3,28109E+13

Observaciones

9

9

Varianza agrupada 2,79859E+13

Diferencia hipotética de las
medias 0

Grados de libertad 16

Estadistico t -1,478327083

P(T<=t) una cola 0.079368054

Valorcritico de t {una cola) 1,745883676

P(T<=t) dos colas 0,158736108

VWalorcritico de t (dos colas) 2.119905299
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La decisién tomada luego de comprobar que el p valor > a en esta prueba bilateral es
de aceptar la hipotesis nula de igualdad de medias para un nivel de significancia del 5%.

8.3) Tablas, y planteo de pruebas de hipotesis del ensayo 3: Desarrollo de curva
de fermentacion por pérdida de peso

8.3.1) Comparacién entre grupo “Sin suplemento” y “Con suplemento”
mediante medidas estadisticas de resumen

Tabla 25: Salida de Infostat de medidas resumen para el grupo “Sin suplemento”,
respecto a la variable Pérdida de peso expresado en gramos.

Eesumen Pérdida de peso (g)

n 117,00
Media 14,18
D.E. 3,34
Var (n—-1} 11,16
Cv 23,57
Min 6,43
Max 15,23
HMediana 15,26

Tabla 26: Salida de Infostat de medidas resumen para el grupo “Con suplemento”,
respecto a la variable Pérdida de peso expresado en gramos.

Eesumen Pérdida de peso (g)

n 117,00
Media 12,53
D.E. 2,759
Var (n—-1) 7,76
Cv 21,54
Min 6,65
Max le,80
Mediana 13,85

8.3.2) Comparacién entre grupo “Sin suplemento” y “Con suplemento” en el dia
3y 14 de fermentacion

Planteo de hipétesis en prueba de F para pérdida de peso en el dia 3 de
fermentacion

Comprobamos el supuesto de la homogeneidad en las varianzas mediante la Prueba
de F para ambas muestras

Hc: “La varianza del grupo “Con suplemento” es diferente a la varianza del grupo “Sin
suplemento” en el tercer dia de fermentacion”

Ho: Var “Con suplemento” = Var “Sin suplemento”
H1: Var “Con suplemento” # Var “Sin suplemento”

Nivel de significancia a =0,05
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Tabla 27: Prueba de F para evaluar varianzas de ambas muestras con respecto a la
variable Pérdida de peso en el 3er dia de fermentacion.

Sin
suplemento Con suplemento
Media 10,7375 10,17833333
Varianza 0,084893182 0,065524242

Observaciones

12

12

Grados de libertad

11

"

F

1,205599593

P{F==f)una cola

0,337516268

Valor critico para F (una cola)

2,81793047

Como el P valor > a aceptamos la hipétesis nula que indica la igualdad de varianzas

en ambos grupos

Planteo de hipétesis en prueba de T para pérdida de peso en el dia 3 de

fermentacion

Prueba de T para dos muestras con varianzas iguales

p1: Media del grupo “Con suplemento” u2: Media del grupo “Sin suplemento”

Ho: “El valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Con suplemento” es mayor al
valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Sin suplemento” en el tercer dia de

fermentacion”.
Ho: pl-p2=0
H1:pl-p2>0

Nivel de significancia a =0,05

Tabla 28: Prueba de T para comparacién de medias de ambos grupos con respecto a
la variable pérdida de peso en el 3er dia de fermentacion.

Sin
suplemento Con suplemento
Media 10.65384615 10.16230769
Varianza 0,168792308 0,063402564

Observaciones

13

13

Warianza agrupada

0,116097436

Diferencia hipotética de las medias

0

Grados de libertad

24

Estadistico t

3.67792501

P(T<=t) una cola

0,000591914

Walorcritico de t (una cola)

1,71088208

P(T<=t) dos colas

0.001183828

Valorcritico de t (dos colas)

2.063898562
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Como el P valor< a se rechaza la hipoétesis nula que indica que las medias de ambos
grupos son iguales en el tercer dia de fermentacion. Por ende en términos del ensayo el
valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Con suplemento” es mayor al valor
promedio de la pérdida de peso del grupo “Sin suplemento”, para un nivel de significancia
del 5%.

Planteo de hipotesis en prueba de F para pérdida de peso en el dia 14 de
fermentacion

Comprobamos el supuesto de la homogeneidad en las varianzas mediante la Prueba
de F para ambas muestras

Hc: “La varianza del grupo “Con suplemento” es diferente a la varianza del grupo “Sin
suplemento” en el dia 14 de fermentacion”

Ho: Var “Con suplemento” = Var “Sin suplemento”
H1: Var “Con suplemento” # Var “Sin suplemento”

Nivel de significancia a =0,05

Tabla 29: Prueba de F para evaluar varianzas de ambas muestras con respecto a la
variable Pérdida de peso en el dia 14 de fermentacion

Sin

suplemento Con suplemento
Media 18,28 16,46166667
Varianza 0,281381818 0,038669697
Observaciones 12 12
Grados de libertad " "
F 7,276545725
P{F<=f)una cola 0,001329971
Valor critico para F (una cola) 281793047

Como p valor < a rechazo hipétesis nula que indica homogeneidad de varianzas. Es
decir las varianzas de ambos grupos son diferentes.

Planteo de hipétesis en prueba de T para pérdida de peso en el dia 14 de
fermentacion

Prueba de T para dos muestras con varianzas desiguales
ul: Media del grupo “Con suplemento” u2: Media del grupo “Sin suplemento”

Ho: “El valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Con suplemento” es mayor al
valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Sin suplemento” en el dia 14 de
fermentacion”.

Ho: pl =p2
Hl:pl-p2>0

Nivel de significancia a =0,05
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Tabla 30: Prueba de T para comparacion de medias de ambos grupos con respecto a
la variable pérdida de peso en dia 14 de fermentacion.

Sin
suplemento Con suplemento

Media 18,28 16,46166667
Varianza 0,281381818 0,038669697
Observaciones 12 12
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 11,13407595
P(T==t) una cola 1,21554E-08
Valor critico de t (una cola) 1,761310136
P(T==t) dos colas 2,43107E-08
Valor critico de t (dos colas) 2144786688

Como p valor< a se rechaza hipotesis nula que indica igualdad de medias. En
términos del ensayo se comprueba que el valor promedio de la pérdida de peso del grupo
“Con suplemento” es mayor al valor promedio de la pérdida de peso del grupo “Sin
suplemento” en el dia 14 de fermentacién, para un nivel de significancia del 5%.

8.3.3) Andlisis de larelacién y ajustamiento del modelo

Para un andlisis descriptivo utilizamos el software estadistico Infostat para comprobar
si hay relacién entre las variables tiempo de fermentacion (medida en dias) y pérdida de
peso (medida en gramos) por medio de la obtencién del coeficiente de correlacion muestral
de Pearson (r) (tabla 31).

Seguidamente se utiliza un grafico de dispersion para obtener una idea primaria de
cdmo estan asociadas esas dos variables (figura 39).

El coeficiente de correlacibn muestral de Pearson es igual a 95, es decir existe una
fuerte correlaciéon lineal positiva entre las variables tiempo de fermentacion y pérdida de
peso.

Tabla 31: Salida de Infostat para el andlisis de la relacion entre las variables tiempo
de fermentacién (Dias) y pérdida de peso (g).

Ferdida de peso dias
Perdida de peso 1,00 0,00
dias 0,85 1,00
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Figura 39: Diagrama de dispersion para la variable pérdida de peso (g), con respecto
a la variable tiempo de fermentacién (Dias).

8.3.4) Ajustamiento del modelo a los datos

Para obtener la relacion funcional entre las dos variables estudiadas, se define
primero a quien tomamos como variable independiente o regresora y a quien como variable
dependiente o respuesta. Para el presente ensayo se define a la variable Tiempo de
fermentacion (dias), como la variable independiente y a la variable Pérdida de peso (Q)
como la variable dependiente o respuesta.

Para obtener una ecuacion que permita predecir respuestas, se busca cual es el
modelo mas apropiado, ajustando finalmente el modelo a los datos obtenidos en el ensayo.

Para lo mencionado con anterioridad lo primero que se debe hacer es calcular los
estimadores de los pardmetros poblacionales. La estimacién se hace mediante el método
estadistico de los minimos cuadrados, y las estimaciones se ponen a prueba mediante
pruebas de hipétesis.

Para los coeficientes se usa una prueba de T de Student bilateral, y para el modelo
se utiliza una prueba de F.

Mediante el programa estadistico Infostat se obtienen los valores de las pruebas para
los modelos lineales, exponencial, potencial y polinémico de segundo grado (tabla 32 y 33),
obteniendo a su vez los graficos de ajustamiento (figura 40 y 43), graficos Q-Q plot (figura
41 y 44), y los gréficos de los residuos estudentizados, para comprobar también que se
cumplan los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia (figura 42 y 45).

A continuacion, los resultados del analisis
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Figura 40: Gréfico de ajustamiento del modelo lineal a los datos obtenidos
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Figura 41: Gréafica Q-Q plot para el ajustamiento del modelo lineal a los datos
obtenidos
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Figura 42: Grafica de los residuos estudentizados con respecto a los predichos, para
el ajustamiento de un modelo lineal a los datos obtenidos

Regresion simple lineal:

Prueba de hipoétesis para los coeficientes:
Ho: B1=0

H1: 31 #0

Ho: 0=0

H1: B0 #0

a= 0,05

Prueba de hipoétesis para el modelo
Ho: B1=0

H1:81#0

a= 0,05
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Tabla 32: Resultado del analisis numeérico para el modelo lineal

Analizis de regresiom lineal

Variable

N E= R* Aj ECMP RIC BIC

Pérdida de peso (g) 117 0,82 0,82 2,12 418,57 427,25

Coeficientes de regresidn y estadisticos asociados

Coef Est.

E.E. LI(95%) L5(95%) T  p-valor CpMallows VIF

const 8,50
Tiempo (Dias) 0,81

0,28 7,94 9,06 30,21 <0,0001
0,04 0,74 0,88 22,85 <0,0001 522,31 1,00

Cuadro de Analisis

de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1061,31 1 1061,31 522,31 <0,0001
Tiempo (Dias) 101,31 1 1061,31 522,31 <0,0001
Error 233,67 115 2,03
Total 1294,99 116

8.3.5) Relaciones curvilineas: Polinémica de segundo grado
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Figura 43: Gréfico de ajustamiento del modelo polinémico de segundo grado a los

datos obtenidos
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Figura 44: Grafica Q-Q plot para el ajustamiento del modelo polinémico de segundo
grado a los datos obtenidos
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Figura 45: Grafica de los residuos estudentizados con respecto a los predichos, para
el ajustamiento de un modelo polinémico de segundo grado a los datos obtenidos

Prueba de hipoétesis para los coeficientes:
Ho: B1=0
H1: 1 #0
Ho: 30=0
H1: B0 #0

Ho:B2=0
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H1: B2 #0

a= 0,05

Prueba de hipétesis para el modelo
Ho:B1=0

H1: B1#0

Ho:B2=0

H1: B2 #0

a= 0,05

Tabla 33: Resultado del andlisis numérico para el modelo polinémico de 2do grado

Analisis de regresion lineal

Variable u R® R Bj ECMP RIC BIC
Pérdida de peso (g) 117 0,54 0,94 0,67 283,42 294,47

Coeficientes de regresidn y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI{95%) L5(95%) T p-valor CpMallows VIF
const 4,50 0,30 3,01 5,08 15,21 <0,0001
Tiempo (Dias) 2,16 0,08 1,99 2,33 24,80 <0,0001 £21,23 19,21

Tiempo (Dias)”™2 -0,0% 0,01 -0,10 -0,08 -15,%8 <0,0001 256,38 19,2

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. 5C gl cM F p-valor
Modelo 1222,87 2 611,43 966,52 <0,0001
Tiempo (Dias)  1061,31 1 1061,31 1677,66 <0,0001
Tiempo (Dias)”2 161,56 1 161,56 255,38 <0,0001
Error 72,12 114 0,83
Total 1294,99 116

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl M F p-valor

Modelo 1222,87 2 611,43 966,52 <0,0001
Tiempo (Dias) 1222,87 2 611,43 966,52 <0,0001
Error 72,12 114 0,63

Total 1294,%99 116

Luego de evaluar cada una de las salidas del software y de analizar los diferentes
graficos se muestra un cuadro resumen con los valores arrojados para los diferentes
modelos (tabla 34).

Tabla 34: Cuadro resumen de los modelos ajustados, sus valores de coeficientes y
sus interpretaciones del grafico de residuos.

Modelo Coeficientes R? Prueba de hipétesis Residuos
Bo B1  |B2 Bo |1 B2 [Modelo
Lineal 8,5/ 0,81 0,82(Sign. |Sign Sign Cumple normalidad y homocedasticidad
Exponencial 2,18| 0,06 0,73|Sign. |Sign Sign Cumple normalidad y homocedasticidad
Potencial 1,84| 0,44 0,91|Sign. |Sign Sign Cumple normalidad y homocedasticidad
Polinomico de 2do grado 4,5 2,16| -0,1] 0,94|Sign. |Sign |Sign.|Sign Cumple normalidad y homocedasticidad

Para elegir el modelo mas adecuado para describir la relaciébn entre variables, se
parte de la base de evaluar las pruebas de hipétesis ejercidas para cada uno de los
coeficientes y modelos, y se demuestra que los mismos fueran significativos, es decir,
comprobar que tuviesen un valor distinto de cero. Luego analizamos los graficos para
observar si se cumple el supuesto de normalidad y homocedasticidad y se determina que el
modelo polinébmico de segundo grado es:
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El que tiene los residuos estandarizados que mejor ajustan a la recta en el grafico Q-
Q Plot, ya que dichos valores no estan alejados de la recta cuyo origen es 0, a diferencia de
los deméas modelos que guardan mayor lejania a la recta.

El que posee en el gréafico de los residuos estudentizados vs predichos, los valores ,
con una buena dispersion, y con casi todos sus valores dentro de los limites que marcan las
dos desviaciones tipicas a partir de la media .

Ademas posee el grafico de ajuste con la mejor disposicion de valores a la linea
curva de la funcion

Nos basamos ademas en el valor del Coeficiente de determinacion (R?), cuyo valor
mas alto corresponde al polindémico de segundo grado con R2= 0,94.Esto quiere decir que el
94% de la variabilidad de los datos, estan explicados por el modelo polinémico de segundo
grado.

El siguiente cuadro (tabla 35) resume la comparacién entre el modelo lineal y el
modelo polindmico de segundo grado que ajustamos a los datos, con las respectivas
férmulas que nos permite predecir valores mediante el hallazgo de la relacion funcional entre
ambas.

Tabla 35: Cuadro resumen comparativo del modelo lineal vs el modelo elegido para
ajustar a los datos, con sus respectivas formulas.

Modelo Aficientes R |Prueba de hipotesis

B0 [p1 2 B0 [B1 (B2 Modelo Residuos Formula del modelo

Lineal 85 081 0,82(Sign. |Sign Sign | Cumple normalidad y homocedasticidad |Yi=85+0,81 *Xi

Polingmico de 2do grado 45 216 -0 0.%4Sign. Sign | (Sign | Cumple normalidad y homocedasticidad |Yi=45+2,16 *Xi+{-0,00) i

Una vez definido que el modelo polindmico de segundo grado es el adecuado para
explicar el comportamiento de la relacion funcional entre estas dos variables, y sabiendo que
el coeficiente 1 simboliza la pendiente de la funcién o ritmo de cambio, ponemos a prueba
el modelo estableciendo, cual de los dos grupos en estudio (“Sin suplemento”, y “Con
suplemento”), es el que tiene mayor pendiente.

Tabla 36: Recorte del analisis numérico para el modelo polinémico de segundo grado
para el grupo “Con suplemento”

Coef Est. E.E. LI{9%5%) L5(55%) T p-valor
const 4,35 0,31 3,75 4,56 14,27 <0,0001
Tiempo en dias 2,01 0,11 1,78 2,22 18,44 <0,0001
Tiempo en dias®2 -0,0% 0,01 -0,10 -0,07 -10,62 <0,0001

Comparando los valores de (1, es decir de la pendiente, se observa que tuvo un
mayor ritmo de cambio o pendiente el grupo “Sin suplemento” (2,16) que el grupo “Con
suplemento” (2,01) (tabla 36).
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8.4) Tablas

8.4.1) Grafi
variables fisico qu

y figuras complementarias

cos de lineas del ensayo 1: Determinacién y evaluacion de las
imicas
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Figura 47: Gréfico de lineas para valores de °Bx del grupo “Sin suplemento” con
respecto al tiempo en dias
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Figura 48: Grafico de lineas para valores de °Bx del grupo “Con suplemento” con

respecto al tiempo

en dias

89




10.0

9.0

8.0 +—

6.0

7.0 ——

5.0

Grados Brix

4.0

=¢—SS N°3
=@—SS N°11
==fe=SS N°19
CSN°4

3.0
2.0

1.0

0.0

Tiempo en dias

15

=3ie=CS N°8
=0-—CS N°16

Figura 49: Grafico de lineas de valores de °Bx de ambos grupos con respecto al

tiempo en dias
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Figura 50: Grafico de lineas para valores de pH del grupo “Sin suplemento” con

respecto al tiempo en dias
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Figura 51: Grafico de lineas para valores de pH del grupo “Con suplemento” con
respecto al tiempo en dias
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Figura 52: Gréfico de lineas para valores de pH en ambos grupos con respecto al
tiempo en dias.
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Figura 53: Gréfico de lineas para valores de densidad del grupo “Sin suplemento”
segun tiempo de fermentacion en dias
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Figura 54: Grafico de lineas para valores de densidad del grupo “Con suplemento”
segun tiempo de fermentacién en dias

92



1.08
1.07
1.06
1.05
1.04
1.03
1.02
1.01

Densidad P

0.99
0.98
0.97

|
N\
!h! u H—
0 2 5 9 10 15

Tiempo en dias

4= P SIN SUPLEMENTO

=H= P CON SUPLEMENTO

Figura 55: Grafico de lineas para valores de densidad para ambos grupos segun
tiempo de fermentacion en dias

8.4.2) Tablas de campo del ensayo 2: Recuento de células de levadura totales y

viables

Tabla 37: Cuadro de campo para conteo de levaduras totales y viables en camara

de Neubauer

CONTEO EN CAMARA NEUBAUER CON TINCION AZUL DE METILENO

SIN SUPL/CON SUPL

NINCOLORA (VIVAS) NAZULES(MUERTAS)

N* DEBOTELLA:

TOTAL CELULAS

% VIVAS

%MUERTAS

Cell ml
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Tabla 38: Cuadro organizativo para recuento de células totales en ambos grupos para

el dia 0, 5, y 10 de fermentacion.

Grupo Célulasimi Dia Unidad Muestreada
Sin suplemeanto 1,54E+07 a 4
Sin suplemento 1,54E+07 a 8
Sin suplemento 1,54E+07 a 13
Sin suplemento 8, 32E+0G 5 4
Sin suplemento 2, 80E+07T 5 8
Sin suplemento 1,38E+07 5 13
Sin suplemanto 22TEHDT 10 4
Sin suplemento 2 11E+07 10 8
Sin suplemeanto 1,86E+07 10 13
Caon suplemento 1,54E+07 a 5
Caon suplemento 1,54E+07 a 8
Caon suplemento 1,54E+07 a 18
Caon suplemento 1, 92E+07 5 5
Con suplemento 8, 7T2E+D6 5 a
Con suplemento 2,14E+07 5 18
Con suplemento 1,06E+07 10 5
Caon suplemento 8, 32E+0G 10 8
Caon suplemento 1,31E+07 10 18

8.4.3) Tablas de campo para el ensayo 3: Desarrollo de curva de fermentacidon
por pérdida de peso

Tabla 39: Tabla de campo para registro de pesos diarios en el grupo “Sin

suplemento”

SMEUPL. [DuA0  [DiA1 [DiA2 (DA |DiA4 (DIAG (DIAE |DIAT  |DiAR |DNAG [DIAMDDiANH DiAE JONARE (ONA M
DIMZ0ZZ| GAM20ZZ| TIIA0ZZ| BIGRI0ZZ| HOR2022| ING2022) TWHZ0ZZ) AMIZ0ZZ) 1HR0ZZ) MNHA022| IGINA0Z2| RIMA0ZZ| THGR022| 1H92022) 1902022
1 T4 MTM| MOE 23039 2BAT) 24 T A L 0 23038 22898
T2 ARAE|  ahoaB| W21 A9E)  MEDT) 24483 4357 AN s 493 24033
T3 P I S0 L) I | I X | e L A ] 230,34
T4 ZRO09) RGN EEAH] 9200  MT4R)  23E0 e I T T T 230,75
Th JRAE2| 2400 23BAT) 23283 DN 22946 L e R 22663 2256
Tk B4R DR4ER| 20T M| 28R Al M98 Man| a7l 248,38 4557
7 AL o AL | ] 024 J9ET| MIN 4858 a4rhe
T8 JELAG)  BG4AT)  ABTO0)  2BAET) 2GME3)  2B04d M4324)  METI  MiM H4TE0 g2
T3 ) ) I s | I I e 0 2404 213,03
i JETE4| BT MROE)  2OER4)  2RAET)  2BIf g2 0T 2E0G2 M35 24889
T LT T I I A | I 063 MAET M8 474 24635
T LT T I | I A ) I A B2 I 2A043 24388 248589
™ R I | S ) L el I e I 437 21395
TH ] I I I S 45T M) M3 434 24228
T R L i L 2 O 2 T L E06) MG 24541 M44r 24379
TIE 2E380|  ZRIEE|  2GEAT)  262Rd) 2RO 24906 MTH MET BN 4557 2457
7 A | A S - O e - e A | N A 20448 20348
T AL oL A | L B0 2h03e) 26079 249,19 24878
™ ] I ) I )| L T 557 MER4) ueR 44 434
Tl 26128 BN 26433 29083  MA1 4T MEM] BB 24535 4410 4376
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Tabla 40: Tabla de campo para registro de pesos diarios en el grupo “Con

suplemento”
COMSUPL [DfA0  [Oiai  [Ois2  [OiA3  [DiA4  [Diaf [Oiae  [OiA7  [DiA3  [OiA3  [OiAW [OiAN [OiAR [DialR [oiaM
BIa0z| BIN0ZZ| 2022 mianez) em20ga| 1SK2022| TNOH2022| 12AM2022) TWMINZ2) WSK0Z| WOH2022) TGNH2022| TTIM2022) aearR0z2) 1aier022
TTi R D 3 608 2502 2370 M4B68
[P T mau] mm mk 25 25052
T3 2696 smod]  oe0gs]  2%egal 2502 RN 3] Mmoo 2513 26032
T4 N EEE R T 252,30 26188
175 mE amsa] ae07]  oeige] 83|  2ed 5T L[ 2064 45 24388
TT6 2607 xe03]  omags]  2omm|  2nsa]  mOT 5207 2med] 25 25051 M35
il I T T 250,35 4388
TT8 2ange]  aangs]  omage]  onoM|  2eToe|  2eR4B R4ET[ 2T 3R 26287 26141
T8 R 3eR] a2 T MK M58
TTh IR M306]  Mama)  Ma0 M ME4
T a0 ma2s]  omege]  omama| 2Rl oA 05 200E[ 347 MEE 73
1T R MBS M4BT M455 32
TTi IR s g M3 2428
TTH e I T T T 030 a0 2 2872 PR
TR T T R i T 255 2082
TTH I I MEEE] 323 WTES HER 578
il I P S D4EEE[  245M[ 2445 u3 28
T G I T 70 27 2 BB 23638
T s omes] meesr]  oeisE]  maa| e T T 256,01 25438
T2 G I T g w39 e H8.21 8
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