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Bacterias

Congenéricos

Contaminacion

Etanol

FDA

GLOSARIO

Organismos unicelulares microscoépicos, sin
nacleo ni clorofila, aisladas o en grupos. Pueden
tener cilios o flagelos. Transforman sustancias

organicas en inorgénicas y viceversa.

Del mismo género, de un mismo origen o de la

propia derivacion.

Es la introduccion de sustancias en un medio,
provocando que este sea inseguro 0 no apto
para su uso. Alteracion nociva de la pureza o las
condiciones normales de un medio por agentes

guimicos, fisicos o bioldgicos.

Compuesto quimico obtenido por destilacion de
fermentacién de azlcares. Su molécula tiene dos
atomos de carbono. Es liquido incoloro, de sabor

urente y olor fuerte, arde facilmente.

Food and DrugAdministration (Agencia de
Alimentos y Medicamentos o Agencia de Drogas
y Alimentos) es la agencia del gobierno de los
Estados Unidos responsable de la regulacién
de alimentos (tanto para personas como para

animales), medicamentos (humanos y
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http://es.wikipedia.org/wiki/Alimento

Fermentacioén

aerodbica

Fermentacion

alcohélica

Fermentacion

anaerdbica

Levaduras

Lapulo

Melaza

veterinarios), cosméticos, aparatos médicos
(humanos y animales), productos biolégicos y

derivados sanguineos.

Asimilacion de la materia organica por
parte demicroorganismos en presencia de

oxigeno y nutrientes.

Es un proceso anaerbbico realizado por las
levaduras y algunas clases de bacterias. Estos
microorganismos transforman el azlcar en

alcohol etilico y diéxido de carbono.

Es el tipo de fermentacibn que no necesita

oxigeno para llevarse a cabo.

Son hongos microscépicos, unicelulares, la
mayoria se multiplican por gemacion y algunas
por escision, son las responsables de la

fermentacion alcohdlica.

Es una de las tres especiesde plantas del género
humulus la familia de las cannabaceas. Tiene un
suave efecto antibidtico contra
las bacterias Gram  positivasy favorece la

actividad de la levadura de malteado.

Es un producto liquido y espeso derivado de la

cafla de azucar, y en menor medida de la

Vil
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Mohos

Sustrato

Viabilidad

remolacha azucarera, obtenido del residuo
restante en las cubas de extraccion de los

azucares.

Son organismos microscopicos que viven en la
materia animal o vegetal. Ayudan en la
descomposicion de la materia muerta y a reciclar

los nutrientes en el medio ambiente.

Es la superficie en la que una planta o un animal
vive. El sustrato puede incluir materiales biéticos

o abidticos.

Es la proporcion de células (levaduras) que
sobreviven a alguna situacion particular, es una
determinacién de las células vivas o muertas,

con base en una muestra total de células.






RESUMEN

La fermentacion alcoholica de etanol es un proceso que requiere control,
por lo que se debe analizar la materia prima a utilizar, principalmente los
microorganismos que realizaran el proceso de conversion de azucar en etanol
(levadura) y la contaminacion (cocos y bastones), presente en el mosto a
fermentar, dado que el medio es apto para el desarrollo de estos y pueden
afectar el rendimiento del proceso. Por ello se pusieron a prueba varios
fermentadores a nivel industrial utilizando como sustrato melaza, a los cuales se
les realizaron pruebas analiticas al final del proceso de fermentacion en
presencia y ausencia de un agente bactericida de origen natural (a base de
lGpulo) monitoreando los parametros: pH, grados brix, grado de alcohol y acido
lactico formado dentro del mismo, para determinar el impacto dentro del
proceso.

El ldpulo tiene un efecto bactericida significativo en el proceso de
fermentacioén, ya que la contaminacion presente en la muestra se redujo en un
24,2 por ciento. En la variable pH no present6 ningun efecto, se incremento el
grado de alcohol, pero en los resultados obtenidos del recuento de levadura y
su viabilidad se observdé una disminucion, lo que genera menos levadura

reutilizable para el proximo proceso de fermentacion.

El alcance del estudio se bas6 solamente en observar el comportamiento
de los pardmetros involucrados en la fermentacion, comparando los resultados
obtenidos entre pruebas realizadas con y sin la presencia de lupulo. Se podria
aumentar el numero de pruebas para obtener tener una muestra mayor y con

ello mejor confiabilidad en los resultados. Con los resultados obtenidos se

Xl



puede recomendar un analisis econémico que permitira determinar si el efecto
bactericida obtenido en presencia de IUpulo, compensa la pérdida de levadura

en las muestras a fermentar.
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OBJETIVOS

General

Evaluar el impacto del uso de ldpulo (Humuluslupulus) como agente
bactericida en el proceso de fermentacion alcohdlica de melaza, por lotes a
nivel industrial.

Especificos

1. Determinar el pH en muestras de mosto fermentado de los

fermentadores en presencia y ausencia de lapulo.

2. Determinar el recuento en placa de levadura (Saccharomycescerevisiae)
y contaminacion bacteriana (Pediococcus y Lactobacillus), en muestras
de mosto fermentado (final del proceso de fermentacion).

3. Obtener el grado de alcohol Gay Lussac (porcentaje volumen).

4. Medir el acido lactico (miligramos por litro) formado en el proceso de

fermentacion en cada fermentador a prueba.
5. Comparar resultados (recuento de levadura, contaminacion bacteriana,

grado de alcohol y &cido lactico) del proceso de fermentacion entre

fermentadores con y sin lUpulo.
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INTRODUCCION

El proceso de fermentacion alcoholica, necesita de ciertos parametros
para llevarse a cabo, tanto al inicio como al final del mismo. Por ser un proceso
biolégico necesita de microorganismos, en este caso de levaduras, que realizan
el proceso de conversidn de azucares en etanol, pero dentro del mismo también
se da un crecimiento de microorganismos gram positivos no deseados
(Pediococcus y Lactobacillus), que de no mantenerse controlados pueden
afectar el crecimiento y desarrollo eficiente de la levadura, compitiendo por el
alimento o formando productos no deseados que afectarian el rendimiento y

calidad del producto principal deseado, etanol.

Razon por la cual se hace necesario el uso de bactericidas, pero los
utilizados comunmente son de naturaleza quimica, lo que provoca que no
solamente eliminen la contaminacion bacteriana sino también maten la
levadura, factor no conveniente para el proceso, ya que la levadura es la
encargada de convertir el azdcar en etanol, y si se da un aumento en la

contaminacion bacteriana, habrian pérdidas de etanol.

Por ello se hizo necesario realizar una serie de pruebas, para obtener
resultados del efecto que produciria un biocida de origen natural, en este caso
de lupulo, sobre la contaminacién bacteriana y la forma en que este actuaria
inhibiendo el crecimiento de la misma, ademas de la forma en que afectaria
otros factores y variables dentro del proceso de fermentacion, principalmente la
levadura. Considerando los parametros bajo los cuales se lleva a cabo el

proceso y que son estables para el uso del producto mencionado.
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Estudios previos en otros paises han demostrado la eficacia del producto
biocida de origen natural ante la contaminacion microbiana, por ello se
realizaron pruebas a nivel industrial para obtener resultados y determinar si

estos son favorables al proceso.

En lo que respecta a recuento de levadura y contaminacion microbiana, no
hubo problemas en cuanto a los recursos, excepto en las mediciones de acido
lactico, ya que se pudo haber obtenido méas corridas pero dada la escasez de
tiras del test acido lactico, se obtuvieron pocos datos, para realizar pruebas en
fermentadores sin IUpulo para realizar un analisis comparativo entre el aumento
de &acido lactico, formado en ambas situaciones con las mismas condiciones,

exceptuando la presencia de acido lactico en una de ellas.
En las mediciones del grado de alcohol, podrian realizarse mediciones

cada cierto tiempo, para determinar si al agregar lUpulo al proceso podria

disminuir el tiempo de fermentacion.

XVI



1. ANTECEDENTES

Estudios previos han evaluado la accion y eficacia de las propiedades
bactericidas del lupulo para contrarrestar la contaminacion microbiana dentro

del proceso de cervezay de la fermentacion alcohdlica.

“En el 2006, se llevé a cabo un estudio relacionado con las propiedades
bactericidas contenidas en los acidos de lupulo, llevado a cabo por
investigadores asociados a UniversitatHohenheiminstitutforFoodTechnology,

Garbenstr™.

1. Ruckle, L.Senn, T.UniversitatHohenheiminstitut for Food Technology, Garbenstr. 23,
70599 Stuttgart, ALLEMAGNE. International sugar journal Y. 2006, vol. 108, No. 1287, pages
139-147.






2. MARCO TEORICO

2.1. Fermentacion

Fermentacion, en el sentido amplio, se puede definir como un proceso
metabdlico en el que los cambios quimicos son producidos en un sustrato
organico, a través de la actividad de las enzimas segregadas por

microorganismos.

La fermentacion sufri®6 numerosos cambios de significado en el siglo
pasado. Se deriva del latin fervere que significa "estar hirviendo" y
originalmente significo el suave burbujeo o ebullicién, la condicion de la
transformacién espontanea de los zumos de fruta, como en la fermentacién del
vino o la sidra. El significado fue cambiado a través del estudio de Gay-Lussac
de la fermentacién alcohdlica, para indicar la conversion del azicar en diéxido
de carbono y alcohol. Pasteur investiga la causa de la transformacion
fermentativa que lo llevé a definir la fermentacion como la vida sin aire. Ahora,
la palabra se ha vuelto mas estrechamente relacionada con los
microorganismos y las enzimas segregadas para catalizar los cambios

fermentativos.

Podria decirse que fermentacion es la transformacion de un compuesto
organico en otro compuesto organico diferente, debida a la accion de un

microorganismo.

Con respecto al suministro de oxigeno, dos tipos de fermentacion son

reconocidos. Fermentacion aerObica que requiere oxigeno libre para actuar
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como un aceptor de hidrégeno. El acido acético y la fermentacién del acido
citrico son ejemplos. Fermentacion anaerobica es aquella en la que el oxigeno
atmosférico no esta involucrado, pero otras sustancias, tales como aldehidos o
acido piravico, sirven como aceptores de hidrogeno. Algunos ejemplos son el

alcohol, el alcohol butilico - acetona, y la fermentacion del &cido l4ctico.

2.1.1. Fermentacion alcohdlica

En general es la conversion de azdcar en alcohol por la accion de la

levadura, en ausencia de aire (fermentacion anaerdbica).

Los productos finales de la fermentacién alcohdlica son etanol y CO,, esta
es realizada por levaduras entre ellas la mas conocida es
Saccharomycescerevisiae. Estas levaduras tienen mas de un tipo metabdlico,
son aerobias y respiran en presencia de O2, pero en condiciones anaerobias
fermentan. Este tipo de levaduras soportan mayores concentraciones de alcohol
que otros microorganismos. Por esto, la fermentacion alcohdlica se emplea en

la conservacion o produccién de alimentos.

El mecanismo de conservacion se basa en la produccion de alta
concentracion de alcohol no tolerado por la mayoria de microorganismos, en

especial los degradadores de la materia organica que deterioran el producto.
2.1.2. Fermentacion industrial
Las industrias de fermentacion constituyen la rama de fabricacion de

productos quimicos que produce productos Utiles, a través de las actividades

vitales de los microorganismos.



Literalmente miles o millones, de los diferentes tipos de microorganismos
existen en la naturaleza, y cada uno de estos cambios produce fermentaciéon en
el sentido amplio. Estos microbios son de los mas diversos tipos, pero el
namero de transformaciones ha adquirido una importancia técnica muy
limitada. El éxito de un proceso de fermentacion a escala industrial depende de
una serie de factores, a saber:

o La capacidad del organismo seleccionado para obtener un rendimiento
constantemente alto del producto deseado en un tiempo razonable a partir
de un sustrato barato, materias primas disponibles.

o A la recuperacion del producto en su forma pura.

o La fabricacién de un producto Unico que esta en la demanda, pero dificil
de obtener por otros métodos.

Organismos de distintos tipos se emplean en las industrias de
fermentacion. Se trata de especies o cepas de levaduras, bacterias y hongos.
Los microorganismos de la fermentacion son muy diferentes en su morfologia,
tamafio, forma de reproduccioén, la reaccién de oxigeno libre, los requisitos de
crecimiento, la capacidad para atacar a diferentes sustratos, y de otras

maneras. Crecen activamente y producen enzimas que catalizan reacciones.

2.2. Melaza

Las melazas, mieles finales o melazas blackstrap, suelen ser definidas
como los residuos de la cristalizacion final del azucar, de los cuales no se

puede obtener mas sacarosa por métodos fisicos.

La Norma ICONTEC 587 de 1994, define como miel o melaza (no

cristalizable) “al jarabe o liquido denso y viscoso, separado de la misma masa
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cocida final y de la cual no es posible cristalizar mas sacarosa por métodos
usuales” (ICONTEC, 1994). La melaza es una mezcla compleja que contiene
sacarosa, azlcares invertidos, sales y otros compuestos solubles en alcali que
normalmente estan presentes en el jugo de cafa localizado, asi como los

formados durante el proceso de manufactura del azucar.

La melaza se diferencia de muchas poblaciones de otros alimentos para la
produccion de alcohol, tales como maiz, sorgo y papas, que tienen a su
contenido de hidratos de carbono almacenados en forma de almidén, y deben
ser tratados previamente por la accion enzimatica para hidrolizar en azlcares
fermentables. Los hidratos de carbono en la melaza ya estan en forma de
azucares gue no necesitan tratamiento previo para estar disponible para la

fermentacion.

2.3. Alcohol etilico de melaza

Las melazas se ajustan a la concentracion de azlcar y temperatura
deseadas por adicién de agua, y al pH requerido por adicibn de una cierta
cantidad de acido. Se mezcla una levadura iniciadora con el mosto en el tanque
de fermentacién, que generalmente es cubierto. La mezcla puede hacerse de
varias formas: una de ellas consiste en hacer converger las corrientes del mosto

y del iniciador sobre una tabla de aletas situada en la parte superior del tanque.

El mosto y el iniciador quedan bien mezclados al esparcirse y caer al
fondo del depdsito. Otro método consiste en afiadir el iniciador sobre el mosto
gue esta ya en el deposito y mezclarlos por medio de aire comprimido que sale
por diferentes puntos de tuberias colocadas en el fondo del depdésito. Otro

método consiste en emplear palas de agitacion.



La fermentacion comienza rapidamente con desprendimiento de grandes
cantidades de dioxido de carbono. En las fabricas modernas se recoge este
gas, se purifica y se usa para la fabricacion de hielo seco o para otros
designios. Al cabo de las cincuentas horas 0 menos, la fermentacion suele estar
terminada. Las melazas fermentadas se destilan en un alambique continuo para
separar el alcohol y otros componentes volétiles. El alcohol se purifica en

columnas de rectificacion y se almacena o se desnaturaliza.

Las melazas de cafia constituyen la fuente principal del alcohol industrial.
Esta materia es el jarabe residual del jugo concentrado de azlcar de cafia, una
vez separados los cristales de azucar. Suelen contener del 48 al 55 por ciento
de azlcares, especialmente sacarosa. Las melazas concentradas no son mas
que jugo de azUcar de cafa después de evaporar una parte del agua y por
tanto, contienen todo el azlcar, aunque una gran parte se haya invertido como
resultado de una hidrdlisis acida. Su contenido en azlcar puede ser hasta del

78 por ciento.

2.4. Microorganismos

Hay centenares de especies de levaduras, bacterias y mohos que
producen alcohol, pero solo dos o tres especies de levadura se aplican
industrialmente en la produccion de alcohol debido a su actividad fermentativa,
su tolerancia de concentraciones elevadas de azucar y alcohol y su rendimiento

elevado de etanol.

Las levaduras estan muy difundidas en la naturaleza, se encuentran en las
frutas, los granos y otras materias nutritivas que contienen azucares; en el
suelo, en el aire, en la piel y en el intestino de los animales y en algunos

insectos. Las levaduras no contienen clorofila y por consiguiente, dependen de



las plantas superiores y de los animales para obtener su energia, la cual
pueden conseguir por desasimilacion oxidante aerobia o por fermentacién

anaerobia.

Las levaduras son cuerpos unicelulares (generalmente de forma esférica),
de un tamano que va de los 2 a 4 ym y que estan presentes de forma natural en
algunos productos como las frutas, cereales y verduras. Son los que se
denominan organismos anaerobicos facultativos, es decir, que pueden
desarrollar sus funciones bioldgicas con o sin aire alternativamente. Se puede
decir que el 96 por ciento de la produccion de etanol la llevan a cabo hongos

microscopicos.

La levadura Saccharomycescerevisiae es un hongo unicelular responsable
de gran parte de las fermentaciones alcohodlicas. Permite una conversion
aproximada del 85 por ciento al cabo de 32 horas y del 90 por ciento al cabo de

75 horas en la produccion de etanol.

Este microorganismo tiene un porcentaje en peso de carbono del 45% de
oxigeno del 30,6 por ciento, de hidrégeno del 6,8 por ciento y de nitrégeno del 9
por ciento. La levadura, como todo ser vivo, tiende a reproducir su especie o por
lo menos a conservarla, para lo cual necesita nutrientes y fuentes de energia.

También necesita agua y oxigeno.

Cuando la levadura toma su oxigeno del aire, se dice que ocurre una
fermentacion aerobica. Bajo esas condiciones, la levadura se reproduce mas
rapidamente, hasta que se le agota la fuente de carbono y nutrientes. Cuando
toma su oxigeno de otros compuestos distintos al aire, la fermentaciéon se llama

anaerobica. La fermentacion alcohdlica solo tiene lugar en forma anaerdbica.



Bajo estas condiciones la levadura se reproduce muy poco y transforma la
glucosa en etanol y CO; hasta que la concentracién de alcohol en el mosto es
inhibitoria. La levadura se reproduce, en condiciones ideales, mas o menos

cada 20 minutos.

Cada “cepa” de levadura, requiere ciertas condiciones Optimas para su
desarrollo o para convertir el azdcar en alcohol. Las principales son:
o Temperatura: 33 °C
o pH: 4,5

o Concentracion de azUcar: 16-18 por ciento

También algunas bacterias y otros microorganismos pueden utilizar la
glucosa, algunos de ellos la convierten en productos distintos al alcohol. Como
en toda poblacion de seres vivos, todo el tiempo nacen nuevas células, otras
envejecen y otras mueren; por lo tanto, es normal encontrar, cuando se observa
al microscopio, cierta cantidad de células muertas; si el nUmero es mayor de 20
levaduras muertas por cada 100 contadas, lo mas probable es que la
fermentacién sea més lenta de lo normal. La levadura para poder crecer o
trabajar mejor, necesita ademas de la glucosa (azlcar) otros nutrientes como:
nitrogeno (N) que suministra en forma de urea o sulfato de amonio, acido
fosférico; azufre (S) en forma de sulfato o de acido sulfirico; necesita también
sodio (Na), calcio (Ca) potasio (K), magnesio (Mg), manganeso (Mn). Cobre
(Cu) y hierro (Fe) que en grandes cantidades pueden ser inhibidores o

venenosos (micronutrientes).

2.5. Contaminacién bacteriana

La contaminacion bacteriana es un problema continuo en procesos

fermentativos, particularmente, en fermentaciones para produccion de etanol,
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donde se utiliza melaza de cafia o maiz como materia prima; estos
contaminantes son bacterias acido lacticas, predominando el género
Lactobacillus, principalmente, estas compiten por factores de crecimiento
necesarios para que la levadura realice su proceso fermentativo; asimismo
pueden producir acido lactico, el cual inhibe el crecimiento de la levadura,

disminuyendo su productividad.

2.5.1. Bacterias mas comunes la fermentacién alcohdlica

o Mayor al 90 por ciento Lactobacillusssp. Gram +
o Bacillus spp. Gram +

o Weissella ssp. Gram +

o Pediococcusssp. Gram +

o Streptococcusssp. Gram +

. Acetobacter ssp. Gram -

o Clostridium spp. Gram +

2.5.2. Efecto de Ilas bacterias de la fermentacion

alcohdlica

o Las pérdidas en la produccién de etanol.
o Ampliacion del tiempo de fermentacion (azucares residuos) debido a la
formacion de acidos organicos (acido butirico lactico, acético, entre otros.

° Pobre rendimiento de la levadura.
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Figura 1. Competencia por el azdcar entre bacterias y levaduras

GLUCOSA
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Fuente: Hop acids natural antibacterials.<http://208. 106. 231. 12/ literature/files/Abstract Hop

Products Sugar Industry.pdf>Consulta: 20 de octubre de 2013.

2.6. Lupulo

El ltpulo, conocido cientificamente como Humuluslupulus, pertenecen a la
familia Cannabaceae, y son nativas de climas templados de Asia, Europa y
América del Norte. Es una especie dioica (una especie separada con plantas
masculinas y femeninas) que suele crecer a alturas de 16 a 26 pies. Cerveceros
utilizan el cuerpo fructifero de la planta del lapulo femenino, conocido como el
cono. Las plantas masculinas no se cultivan en los jardines de lupulo, ya que
no producen conos, pero si fertilizan las flores femeninas, lo que lleva al
desarrollo de las semillas de los conos de lapulo. Estas semillas impartir
sabores indeseables y la astringencia de la cerveza. Los conos de lupulo
consisten en una serie de pétalos como bractéolas conectadas a un vastago

interno llamado strig. Pequefias glandulas de lupulina amarilla que se encuentra
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en la base de estas bractéolas contienen &cidos, resinas y aceites esenciales
que proporcionan amargor y aroma de la cerveza. Acidos alfa son algunos de
los componentes mas importantes presentes en las glandulas de lupulina. El
sabor amargo de la cerveza proviene principalmente de la isomerizacion de los

acidos alfa, durante la coccién del mosto.

Para madurar y desarrollar su aroma precisa la luz de larguisimos dias de

verano, de esos que solo se dan entre los 35 y los 55 grados de latitud.

Unicamente las flores femeninas poseen los amentos en cuyas
bractéolas se forma la lupulina. Estos pequefios granulos son el objetivo de
todos los esfuerzos del cultivador: son los portadores de las sustancias
amargas, los aceites aromaticos cuya accién conjunta dotan a la cerveza de su

caracter y sabor peculiar.

Figura 2. Planta de lupulo

Fuente: Hop acids natural antibacterials. <http://208. 106. 231. 12/ literature/files/Abstract Hop
ProductsSugar Industry.pdf> Consulta: 20 de octubre de 2013.
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Figura 3. Cono del lapulo (flor de Iapulo)

Area conteniendo taninos

Bracteole

Bractea

Glandula lupulina

Las glandulas wp¥i02 contienen
Resina y aceites esenciales

Fuente: Hop acids natural antibacterials. <http://208. 106. 231. 12/ literature/files/Abstract Hop
Products Sugar Industry.pdf>Consulta: 20 de octubre de 2013.

2.6.1. Lupulo como antibacteriano

Las propiedades antibacterianas de los compuestos de lapulo se debe a
su capacidad de actuar como ionéforos, estos disipan el gradiente de pH a
través de la membrana de las bacterias (interrumpen la produccion de energia y
la absorcion de nutrientes). Las formas no disociadas de compuestos de IUpulo

son antibacterianos, formas ionizadas tienen poca actividad.
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Figura 4. Acidos del lupulo (componentes de caracter preservante)
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Fuente: Hop acids natural antibacterials. <http://208. 106. 231. 12/ literature/files/Abstract Hop
Products Sugar Industry.pdf>Consulta: 20 de octubre de 2013.

2.6.2. El uso de los acidos del lupulo en la produccion de

etanol

o Puede reemplazar alos antibidticospara el control dela infeccién yayudar a

prevenirlas pérdidas enla produccion de etanol.

o Inhibela formacién deéacido lactico yacido acéticoa niveles de ppm.
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Figura 5. Efecto inhibidor de los acidos del lupulo. Parte 1

H* H*
H*
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Fuente: Hop acids natural antibacterials. <http://208. 106. 231. 12/ literature/files/Abstract Hop
ProductsSugar Industry.pdf> Consulta: 20 de octubre de 2013.

Figura 6. Efecto inhibidor de los acidos del lGpulo. Parte 2
H+
H*  Lupul
WP Lapuw | HY
Lapulo
pH alto Lapulo - H g -
/ \« H*
Célula de la bacteria
H H*

Lapulo

H* ;
H+ Lapulo

Fuente: Hop acids natural antibacterials. <http://208. 106. 231. 12/ literature/files/Abstract Hop
ProductsSugar Industry.pdf> Consulta: 20 de octubre de 2013.
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Figura 7. Efecto inhibidor de los acidos del lupulo. Parte 3
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Fuente: Hop acids natural antibacterials. <http://208. 106. 231. 12/ literature/files/Abstract Hop
Products Sugar Industry.pdf>Consulta: 20 de octubre de 2013.

2.7. Acidos alfa

Humulonas, también conocida como Aacidos alfa, son metabolitos
secundarios que solo se encuentran en la fraccion de resina suave de los
contenidos de las glandulas de lupulina de conos de lupulo y si una planta
contiene estos acidos, es clasificada como una planta del lGpulo. La porcion de
acido alfa de la resina se compone de adhumulone alrededor del 15 por ciento,
20-50 por ciento cohumulona, y 20-50 por cientohumulona con las cantidades
de cohumulona y adhumulonevariando por variedad de lapulo. Los acidos alfa
son sin duda los componentes mas importantes para la fabricacion de cerveza.
Aungque los acidos alfa no son amargos por si mismos, son térmicamente

isomerizados durante el punto de ebullicion de fabricacion de la cerveza, para
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producir intensamente amargo isomerizacion por isomerizacion de los acidos
alfa, los cuales ayudan a equilibrar la dulzura y la acidez de la malta. Los &cidos
alfa también se sabe que poseen cualidades bacteriostaticas que es probable
que debido a la cadena lateral prenil, interfieran con la membrana plasmatica

de la célula de las bacterias Gram-positivas.

Figura 8. Estructura quimica del acido alfa

/>_.
;
/>
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HO
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>'7CH3
H3C
=CH.CH(C Humulona

R =CH,CH(CH,),
R —(:‘H((:‘Hz)“ Cohumulona

R=CH(CH,)CH,CH, Adhumulon

Fuente: Hop acids natural antibacterials. <http://208. 106. 231. 12/ literature/files/Abstract Hop
Products Sugar Industry.pdf>Consulta: 20 de octubre de 2013.

2.8. Acidos beta

Acidos beta, como los acidos alfa son taxondmicamente considerados

como metabolitos secundarios de la resina suave, de los contenidos de
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lasglandulas de lupulina de conos de lapulo. La presencia de tres prenil parte de
las cadenas que los acidos beta bacteriostatico. Los acidos beta no son
amargos, y aunque no isomerizan apreciablemente durante la fase de hervor
del proceso de produccion de cerveza, se oxidan facilmente a hulupulones, que
imparten la amargura no deseada a la cerveza. Aunque los acidos beta no

tienen mucha importancia para la elaboracion de la cerveza.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Variables

Para realizar la presente investigacion y el cumplimiento de los objetivos
de la misma, realizando el andlisis y comparacién del proceso de fermentacién
bajo condiciones de inicio con y sin el uso de lapulo, es necesario tomar en

cuenta las siguientes variables:

Tabla l. Variables de control independientes
NUmero Nombre Variable Descripcion
dimensional

1 LUpulo Kg Cantidad de ltpulo utilizado

2 Temperatura °C Temperatura del proceso

3 °Bx °Bx Grado brix inicial del proceso

PH pHo Potencial de hidrégeno inicial en la
muestra a analizar.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla Il. Variables de control dependientes

Num. | Nombre | Variable Descripcion
dimensional
1| °Bx OBxs Grado brix final del proceso.
2 | pH pH;: Potencial de hidrégeno final en la
muestra a analizar.
3 | Grado de | % vol. Grado de alcohol al final del
alcohol proceso (°Gay Lussac).
4 | Acidez mL/100mL Acidez lactica formada durante el
lactica proceso de fermentacion y dias

posteriores a la misma.

Fuente: elaboracion propia.

3.2. Delimitacion y campo de estudio

En la siguiente tabla se describe el campo de estudio de la presente

investigacion.

Tabla lll. Delimitacion y campo de estudio

Pregrado Ingenieria Quimica

Area o industria de | Bioingenieria y Microbiologia.

aplicacion Industria licorera (fermentacion).

Ubicacioén San Andrés Villa Seca,
Retalhuleu. Destileria. Clima
calido, 455 metros sobre el nivel

del mar
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Continuacion de la tabla lll.

Orientacion Realizar analisis al mosto
fermentado y con los resultados
obtenidos Evaluar el impacto del
uso de Ilupulo como agente
bactericida en el proceso de

fermentacion alcohélica.

Seleccién de muestra Tomar muestras de mosto
fermentado para posteriores
analisis de contaminacion
bacteriana, recuento de levadura,
acido lactico formado y pH. Al
finalizar el proceso de

fermentacion.

Fuente: elaboracion propia.

3.3. Recursos humanos disponibles

Investigador: Yessenia Roxana Tzarax Diaz

Asesor: Inga. Qca. Hilda Piedad Palma de Matrtini

3.4. Recursos materiales disponibles (equipo, cristaleria, reactivos)

Materiales y equipo.
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Tabla IV. Materiales

Numero

Descripcion

Papel blanco tamafio carta

Boligrafos

Casco

Bata

Computadora portatil

Cuadernos de notas

Marcadores permanentes

Botiquin para emergencias

OO NOOgRWNE

Céamara fotografica

|_\
©

Zapatos industriales

|_\
|_\

.| Guantes de latex

=
N

.| Redecilla para el cabello

Fuente: elaboracion propia.

Tabla V. Cristaleria

Tubos de ensayo

Beackers 100 mL

Probeta de 100 mL

Pipeta 10 mL

Embudo

Erlenmeyer 100 mL

Balones de 100 mL

DINOO|U| PR WIN|F-

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VI. Equipo

pHmMetro

Hidrémetro
Reflectémetro RQ flex 10

AW NP

Densimetro

Fuente: elaboracion propia.

. Técnica cuantitativa

El método de analisis de &cido lactico se realizara al finalizar el proceso de
fermentacién, tomando muestras de mosto fermentado, diluyéndolo. Se
tomard 1 mL de la muestra a analizar y se aforard en un balén de 100 mL
con agua desmineralizada y se analizara en el reflectometro RQ flex 10.
Ademas se realizaran analisis de contaminacion bacteriana antes y
después del proceso de fermentacién, tomando una muestra de 10 mL de
mosto y se aforard en un balon de 100 mL con agua desmineralizada,
luego se tomard 1 mL de dicha solucién, mas 1 mL de azul de metileno

0,01 por ciento.
3.5. Recoleccién y ordenamiento de la informacion

La informacion, se recopilara gracias al apoyo de una empresa privada
dedicada a la produccion de etanol, las pruebas se llevaran a cabo en el

laboratorio de la misma. Con los datos recopilados, se procedera a realizar

comparaciones entre el proceso de fermentacion con y sin la adicién de lupulo.
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3.5.1. Procedimiento

Se realizaran pruebas al inicio de la fermentacion (vino a fermentar: agua,

melaza y nutrientes) asi como en la solucion ya fermentada.

° pH
Se medird el pH de la solucién, con un potencibmetro, al final del
proceso de fermentacion. La solucion se depositard en un beacker de
100 mL y ahi se introducira el potenciémetro para tomar la lectura

respectiva.

o °Brix
Se medira los grados Brix de la solucion con un hidrometro, al inicio
del proceso de fermentacion. La solucibn se depositara en una

probeta (100 mL) y ahi se introducira el hidrometro.

. Acidez lactica
Se tomard 1 mL de la muestra a analizar y se aforard en un bal6n de
100 mL con agua desmineralizada, luego se calibrard el reflectbmetro
RQ flex 10, se introducird una de las tiras de test en el reflectometro
para que la reconozca el aparato. Posteriormente se colocara la
solucion del bal6on en un beacker, se introducira la tira de test y se
contara un minuto a partir de ello, se retirara la tira del beacker, se le
quitara el exceso de solucidén en la misma y se introducira al reflectometro
para que el mismo pueda dar la lectura de acido lactico en la solucion

analizada.
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Esto se realizara en el vino (jugo de melaza, agua y nutrientes) al iniciode
la fermentacion, asimismo en el mosto fermentado (al final delproceso de

fermentacion).

Recuento celular de levadura y contaminacion bacteriana

Se tomara una muestra de 10 mL de mosto fermentado y se aforara en un
balon de 100 ml con agua desmineralizada, luego se tomara 1 mL de
dicha solucion, mas 1 ml de azul de metileno 0,01 por ciento y
homogenizarlo en un tubo de ensayo, de esta forma se tefiira las células
muertas de levadura, de esta mezcla tomar una gota con una pipeta de 1
ml y colocarla en una placa de cristal (Camara de Newbauer)
distinguiendo asi las levaduras vivas de las muertas. Se colocara al
microscopio NIKON modelo Alphaphoto YS. Se procede a hacer el
recuento de las levaduras vivas y muertas, se obtiene el analisis
cuantitativo de levaduras, ademas del recuento de la contaminacion

bacteriana (Pediococcus y Lactobacillus).

Grado de alcohol Gay Lussac (% vol.)

Se tomard una muestra de 100 mL, se colocard a destilar, luego la
muestra destilada (100 mL) y se inyectara en el densimetro digital, el cual
proporcionara la lectura del grado alcohélico con que la muestra de mosto
fermentado y destilado, tiene al finalizar el proceso de fermentacion

alcohdlica.
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3.6. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacion

En el laboratorio se obtienen los datos de contaminacion bacteriana, pH,
recuento y viabilidad de levadura, grado de alcohol y acido lactico presente en
las pruebas a fermentadores con y sin lapulo, al inicio y final del proceso de

fermentacién. Los cuales se presentan tabulados de la siguiente manera:

Tabla VII.  Contaminacién total al final del proceso de fermentacion
Numero de | Contaminacion Contaminacion
prueba sin Lupulo con Lupulo

Fuente: pruebas de laboratorio.

Tabla VIII.  pHinicial en el proceso de fermentacién con y sin [apulo

NUm. de prueba | pH, sin Lupulo pH, con Lupulo

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla IX.

pHal final del proceso de fermentacion con y sin lipulo

NUm. de prueba

pHs sin Lupulo

pH: con Lapulo

Fuente: pruebas de laboratorio.

Tabla X. Recuento de levadura y contaminacién bacteriana al final del
proceso de fermentacion (fermentadores sin lUpulo)
NGm _ Viabilidad -
de Vivas | Muertas _ Cocos | Bastones | Contaminacion
orueba (porcentaje)
Fuente: pruebas de laboratorio.
Tabla XI. Recuento de levadura y contaminaciéon bacteriana al final del
proceso de fermentacion (fermentadores con IGpulo)
Nam. | Viabilidad -
de Vivas | Muertas _ Cocos | Bastones | Contaminacion
prueba (porcentaje)

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla XIl.  Viabilidad de levadura al inicio del proceso de fermentacion

con y sin lupulo

Num. de Viabilidad sin Lupulo Viabilidad con Lupulo

prueba (porcentaje) (porcentaje)

Fuente: pruebas de laboratorio.

Tabla Xlll.  Viabilidad de levadura al final del proceso de fermentacion

cony sin lupulo

Num. de Viabilidad sin Lupulo Viabilidad con Lupulo

prueba (porcentaje) (porcentaje)

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla XIV. Grado de alcohol al final del proceso de fermentacion en

fermentadores con y sin lapulo

NUm. de Grado de alcoholsin Grado de alcoholcon

prueba Lupulo Lupulo

Fuente: pruebas de laboratorio.

Tabla XV. Acido lactico al inicio y final del proceso de fermentacion en

fermentadores con lupulo

| Acido lactico al inicio | Acido lactico al final
Dia de dosificacion . : __ :
(miligramo por litro) (miligramo por litro)

Fuente: pruebas de laboratorio.
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3.6.1. Procedimiento para la recopilacién, analisis y
comparacion de datos

Para la elaboracion de la presente investigacion, se contara con el apoyo
de una empresa privada dedicada a la producciéon de alcohol por medio de
fermentacion, utilizando melaza como sustrato para el proceso de fermentacion.
Recopilando asi los datos necesarios para llevar a cabo el cumplimiento de los

objetivos general y especificos.

Los datos obtenidos se ordenaran y graficaran para mostrar las
comparaciones pertinentes, y posteriormente analizarlos y demostrar si
representan algun beneficio el uso de lapulo como agente bactericida dentro del
proceso de fermentacion versus el mismo proceso, bajo iguales condiciones de

operacion pero sin lipulo.

3.6.2. Analisis estadistico

Promedio estadistico

El promedio (&), serd util para poder encontrar un dato representativo

para las variables en cada medicion.

a:Z ' _a+a, t..ta,
n n
Donde:

a: Valor promedio
a, : Valor i
n: NUmero de datos
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Desviacion estandar

La desviacion estandar o es la raiz cuadrada de la media de los
cuadrados de laspuntuaciones de desviacion. Es una medida de dispersion, que
indica cuanto pueden alejarse los valores respecto al promedio (media), por lo

tanto es Util para buscar probabilidades.

o = \/(Xl - XM)2+(X2 —XM)Z 4 4+ (Xn _XM)Z
- N

o Jz;;l(xi ~ X)?
N
Donde:
o= desviacion estandar
X;= dato numero 1
X,= dato ndmero 2
Xn= dato enésimo
Xu= dato promedio
Xj= dato "i", cualquier dato que esté entre 0y N
N = numero de datos

2 = sumatoria
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4. RESULTADOS

Se muestran los resultados comparativos entre fermentadores con y sin
lGpulo de las pruebas realizadas (contaminacion bacteriana, pH, viabilidad de
levadura, grado Gay Lussac y &cido lactico)al inicio y final del proceso de

fermentacion.

Figura 9.Contaminacion bacteriana al final del proceso de fermentacion

4
)
>}

Unidades de bacterias

-5 i 5 15 25 35 45 55 65
Num. de prueba ——Sin ltpulo —#—Con lGpulo

Fuente: pruebas de laboratorio.
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H final
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Figura 10. pH inicial en el proceso de fermentacion
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Fuente: pruebas de laboratorio.

Figura11. pHalfinal del proceso de fermentacion
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Figura 12.

Viabilidad de levadura al final del proceso de fermentacion
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Fuente: pruebas de laboratorio.
Figura 13. Grado de alcohol Gay Lussac (porcentaje volumen) al final del
proceso de fermentacion
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Fuente: pruebas de laboratorio.
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Figura 14. Acido lactico al inicio y final del proceso de fermentacion en
fermentadores con lapulo
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Fuente: pruebas de laboratorio.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se pudo observar que el lupulo actia como agente bactericida y que las
funciones inhibidoras de los acidos alfa y beta se dan sobre las bacterias gram
positivas (Lactobacillus y Pediococcus), disminuyendo la contaminacion
microbiana. Y mejor aun, no es dafino para consumo humano ya que esta
aprobado por la FDA. Para obtener el resultado de la contaminacion bacteriana,
se contabilizé la cantidad de Lactobacillus y Pediococcus presentes en cada
prueba realizada al final del proceso de fermentacion, en fermentadores con y
sin la presencia de lupulo, sumando ambos datos, luego de realizar todas las

pruebas correspondientes, se obtuvo el promedio de contaminacién bacteriana.

Al realizar la diferencia porcentual de la contaminacion bacteriana entre
muestras con y sin lapulo, se determind que esta se inhibe en un 24,2 por
ciento, lo cual evita que estos microorganismos no deseados, compitan con la
levadura por el alimento (glucosa), asi como también se evita un aumento en la
produccion de &cido lactico en lugar de etanol que es el producto deseado,

afectando asi la produccion eficiente del mismo.

Ademas podria sustituirse la aplicacion de antibiéticos o bactericidas
qguimicos dentro el proceso por biocidas de origen natural, ya que los
microorganismos se hacen resistentes a los antibiéticos, requiriendo en cada
aplicacion mayores dosis, para este caso, acido sulfurico, evitando también la

muerte de levadura por el elevado nivel de acidez.

La levadura muere en medios muy acidos, pero al realizar las pruebas de

pH con el potenciometro a la materia prima (inicio del proceso) y al mosto

37



fermentado (final del proceso de fermentacion) se pudo observar que este, al
final del proceso, no varia en las pruebas realizadas con y sin lUpulo, aunque al
inicio exista una pequefa variacion, esta se ajusta a medida que el proceso de
fermentacion va transcurriendo, hasta que al final del mismo ambos pH

muestran diferencias casi insignificantes uno con el otro.

El lbpulo, aunque actda como bactericida, inhibiendo microorganismos no
deseados (Lactobacillus y Pediococcus), también afecta la viabilidad de la
levadura. Esto puede observarse en la viabilidad obtenida dentro de las
pruebas, realizandose un recuento de levadura viva y muerta al final del
proceso con y sin la presencia de lapulo, luego se obtuvo la viabilidad de la
misma por medio del cociente de la levadura viva entre la sumatoria de
levadura viva y muerta afectado por el 100 por ciento, obteniéndose asi un
porcentaje de la viabilidad de la levadura, notandose un descenso de 17,6
puntos porcentuales en la viabilidad con una diferencia en la desviacién

estandar de +0,14 unidades.

Lo que refleja que el ldpulo ademés de inhibir microorganismos
perjudiciales, como procedimiento Gtil dentro del proceso, afecta la viabilidad
de la levadura matandola y afectando los medios necesarios para que esta se
desarrolle adecuadamente, disminuyendo asi la posibilidad de que la misma
pueda ser reutilizada, por lo que tendria que agregarse levadura nueva al
proceso de fermentacion en cada fermentador con mayor frecuencia, lo que
aumentaria los costos de produccion. Aungue el bactericida utilizado es acido
sulfurico, este también influye en la disminucion de la viabilidad de levadura, ya
que siendo un acido fuerte, elimina no solo las bacterias gram positivas, sino

también mata la levadura.
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Respecto al grado de alcohol (grados Gay Lussac en % V/V), se tomé al
final del proceso de fermentacion, destilando muestras de mosto fermentado
para determinar el grado obtenido al finalizar el proceso, observandose que
este aumenta en 0,5 grados Gay Lussac, como puede observarse en la
tablaA7. del apéndice, lo que es favorable para el proceso, ya que se obtiene
mayor concentracion de alcohol cuando hay presencia de IUpulo, por lo que es
beneficioso en la produccion del mismo, aunque cabe notar que solamente se
realizaron pruebas para obtener el grado de alcohol al finalizar el proceso de
fermentacién, dado que si el uso de lupulo dentro del proceso podria disminuir

el tiempo total de fermentacion, lo que significaria un ahorro en costos.

La formacion de acido lactico disminuye con la presencia de lupulo, otro
dato que es beneficioso dentro del proceso de produccién de etanol, a través de
la fermentacion, razén por la cual el grado de alcohol aumenta, puesto que la
produccion de acido lactico es inversamente proporcional a la produccion de
etanol. Si hay un aumento en la formacion de acido lactico, la concentracion de
alcohol disminuiria y podria verse afectada la calidad del mismo, ya que
produciria un desbalance o aumento de congéneres no deseados, alterando la

propiedades organolépticas finales del mismo.

Otro factor por el cual, el aumento de acido lactico producido afecta dentro
el proceso de fermentacion es que podria prolongar el tiempo de fermentacion,
siendo este un aspecto desfavorable ya que aumentaria el consumo de todos
los insumos necesarios para que dicho proceso se lleve a cabo, reflejandose

esto en los costos de produccion.

Ademas pudo observarse que el efecto del lUpulo dura 11 dias, tomando

como dia 0 el dia de la dosificacion. Por lo que al llegar al dia 11, se puede
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notar un aumento en la cantidad de &cido lactico formado, lo que sugeriria una

nueva dosificacion de lupulo.
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CONCLUSIONES

El ldpulo actia como agente bactericida ya que disminuye la
contaminacion microbiana, inhibiéndola para este caso en un 24,2 por

ciento.

La presencia del lupulo en el proceso de fermentacion no tiene influencia
en el pH, ya que el pH inicial de las muestras a fermentar disminuye.
Caso contrario en el pH final, que Unicamente presenta una variacién de
0,01 unidades de pH.

El lopulo afecta directamente la viabilidad de la levadura, ya que la

disminuye en 17,6 puntos porcentuales.

La presencia de lupulo aumenta el grado de alcohol obtenido en el

proceso de fermentacién en 0,5 grados Gay Lussac.

La formacion de acido lactico disminuye con la presencia de IUpulo
dentro del proceso de fermentacion, donde el promedio del acido lactico
al final con lapulo es 0,07 mg/L mas que en las pruebas realizadas sin la

presencia de lapulo.

El efecto del lipulo como agente bactericida tiene una duracion de 11

dias.

41



42



RECOMENDACIONES

Efectuar un andlisis econdmico costo - beneficio para agregar lapulo al

proceso de fermentacién alcohdlica.

Realizar todas las pruebas de laboratorio, incluyendo destilacion de
mosto fermentado a intervalos de corto tiempo, para obtener el grado de
alcohol y observar cuanto tiempo de fermentacién es necesario para
obtener el grado de alcohol deseado, haciendo notar si disminuye el
tiempo total de fermentacion y el comportamiento de todas las variables

en el mismo.

Determinar por medio de pruebas cromatograficas la concentracion de
congéneres para observar si se dan cambios en la concentracion de
alcohol y el comportamiento de cada uno de los congéneres,
determinando si la calidad de alcohol producido varia 0 mejora de alguna

forma.
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TABLAS DE DATOS ORIGINALES

Contaminacion total al final del proceso de fermentacién

Contaminacion sin

Contaminacion

Tabla Al.
Nam. Contaminacion sin Contaminacion
de Lapulo con Lupulo
prueba (UFC) (UFC)

1 1456 1261
2 1608 1181
3 1479 1489
4 1508 1349
5 1464 1333
6 1556 1533
7 1514 1356
8 1526 1190
9 1470 1176
10 1497 1020
11 1420 1185
12 1355 1009
13 1374 1104
14 1392 1017
15 1442 1092
16 1403 770
17 1419 748
18 1462 924
19 1332 1080
20 1699 1064
21 1488 997
22 1190 870
23 1408 560
24 1310 730
25 1428 787
26 1406 847
27 1484 752
28 1402 909
29 1433 934

pueba | lgmo | oon gl
30 1082 1010
31 1145 1162
32 1229 1076
33 1309 969
34 1275 1005
35 1198 941
36 1374 1051
37 1184 868
38 1228 953
39 1136 856
40 1318 964
41 1209 963
42 1175 1005
43 1363 1141
44 1212 1085
45 1433 1152
46 1212 960
47 1370 1001
48 1404 1187
49 1281 1063
50 1344 1196
51 1564 1069
52 1312 960
53 1464 795
54 1313 988
55 1428 1015
56 1488 1049
57 1290 1078
58 1160 1196
Prom. 1369 1035
DE 130,46 182,59

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla A2.

pH inicial en el proceso de fermentacion

Nam. de pHo sin pHo con Nam. de pHo sin pHo con

prueba Lapulo Lapulo prueba Lapulo Lapulo
1 4,97 4,69 30 4,74 4,72
2 4,87 4,66 31 4,98 4,66
3 4,99 4,69 32 4,88 4,60
4 4,81 4,78 33 4,84 4,10
5 4,80 4,81 34 4,96 4,74
6 4,96 4,80 35 4,84 4,76
7 4,82 4,57 36 4,95 4,74
8 4,87 4,33 37 4,83 4,04
9 4,81 4,74 38 4,85 4,72
10 4,87 4,75 39 4,88 4,76
11 4,87 4,70 40 4,87 4,85
12 4,80 4,42 41 5,09 4,72
13 4,82 4,49 42 4,82 4,82
14 4,72 4,70 43 4,89 4,24
15 4,79 4,64 44 4,88 4,79
16 4,72 4,73 45 4,60 4,80
17 4,61 4,80 46 4,79 4,88
18 4,75 4,80 47 4,80 4,80
19 4,72 4,74 48 4,72 4,86
20 4,81 4,59 49 4,84 4,68
21 4,82 4,77 50 4,90 4,56
22 4,78 4,86 51 4,74 4,57
23 4,76 4,85 52 4,81 4,50
24 4,67 4,32 53 4,79 4,54
25 4,77 4,87 54 4,77 4,72
26 4,87 4,88 55 4,82 4,79
27 4,86 4,84 56 4,81 4,80
28 4,81 4,38 57 4,95 4,87
29 4,71 4,71 58 4,95 4,95
Prom. 4,83 4,68
DE 0,09 0,19

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla A3.

pH al final del proceso de fermentacidn

NUum. de pHf sin pHf con Num. de pHf sin pHf con

prueba Lupulo Lupulo prueba Lupulo Lapulo
1 4,96 4,73 30 4,74 4,93
2 4,93 4,63 31 4,77 4,83
3 4,86 4,71 32 4,76 4,87
4 4,81 4,74 33 4,69 4,82
5 4,78 4,80 34 4,70 4,75
6 4,89 4,77 35 4,77 4,70
7 4,84 4,73 36 4,74 4,75
8 4,90 4,87 37 4,72 4,77
9 4,83 4,67 38 4,70 4,75
10 4,72 4,75 39 4,82 4,77
11 4,81 4,74 40 4,74 4,79
12 4,76 4,77 41 4,71 4,74
13 4,75 4,79 42 4,79 4,79
14 4,73 4,75 43 4,75 4,88
15 4,70 4,76 44 4,71 4,81
16 4,77 4,69 45 4,81 4,79
17 4,69 4,76 46 4,82 4,80
18 4,74 4,76 47 4,72 4,80
19 4,76 4,74 48 4,80 4,85
20 4,71 4,81 49 4,75 4,80
21 4,82 4,82 50 4,70 4,82
22 4,82 4,84 51 4,91 4,82
23 4,91 4,93 52 4,87 4,86
24 4,89 4,84 53 4,80 4,66
25 4,83 4,86 54 4,81 4,60
26 4,73 4,84 55 4,87 4,60
27 4,72 4,82 56 4,79 4,80
28 4,83 4,86 57 4,83 4,77
29 4,70 4,93 58 4,58 4,90
Prom. 4,78 4,79
DE 0,07 0,07

Fuente: Pruebas de laboratorio.
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Tabla A4.

Recuento de levadura y contaminacion bacteriana al final del

proceso de fermentacion sin lapulo.

Nam.de : Viabilidad Contami-
Vivas Muertas Cocos Bastones
prueba (porcentaje) nacion
1 187 19 90,777 1231 225 1456
2 350 78 81,776 1286 322 1608
3 129 14 90,210 1192 287 1479
4 221 19 92,083 1207 301 1508
5 184 20 90,196 1176 288 1464
6 141 18 88,679 1321 235 1556
7 226 38 85,606 1266 248 1514
8 98 13 88,288 1241 285 1526
9 136 22 86,076 1196 274 1470
10 139 43 76,374 1204 293 1497
11 178 40 81,651 1172 248 1420
12 156 37 80,829 1071 284 1355
13 146 32 82,022 1098 276 1374
14 173 45 79,358 1167 225 1392
15 248 90 73,373 1242 200 1442
16 215 55 79,630 1182 221 1403
17 184 91 66,909 1204 215 1419
18 76 25 75,248 1252 210 1462
19 154 46 77,000 1136 196 1332
20 148 48 75,510 1247 452 1699
21 156 55 73,934 1262 226 1488
22 165 64 72,052 1015 175 1190
23 179 48 78,855 1173 235 1408
24 148 46 76,289 1096 214 1310
25 140 35 80,000 1228 200 1428
26 164 32 83,673 1194 212 1406
27 176 38 82,243 1236 248 1484
28 245 46 84,192 1140 262 1402
29 187 49 79,237 1220 213 1433
30 253 31 89,085 850 232 1082

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Continuacion de la tabla A4.

N(ij(ren. Vivas Muertas V|ab|I|da_d Cocos Bastones Contfa,ml—
Prueba (porcentaje) nacion
31 135 34 79,882 931 214 1145
32 193 44 81,435 972 257 1229
33 174 60 74,359 1086 223 1309
34 161 50 76,303 1034 241 1275
35 146 40 78,495 976 222 1198
36 211 34 86,122 1091 283 1374
37 337 58 85,316 942 242 1184
38 232 46 83,453 1024 204 1228
39 246 43 85,121 981 155 1136
40 560 98 85,106 1126 192 1318
41 279 36 88,571 995 214 1209
42 213 41 83,858 1005 170 1175
43 221 48 82,156 1131 232 1363
44 248 30 89,209 1008 204 1212
45 304 89 77,354 1130 303 1433
46 255 41 86,149 1028 184 1212
47 276 40 87,342 1076 294 1370
48 176 28 86,275 1133 271 1404
49 270 33 89,109 1031 250 1281
50 204 30 87,179 1096 248 1344
51 148 15 90,798 1304 260 1564
52 332 27 92,479 1104 208 1312
53 276 38 87,898 1236 228 1464
54 265 33 88,926 1076 237 1313
55 278 20 93,289 1164 264 1428
56 328 32 91,111 1202 286 1488
57 290 40 87,879 1073 217 1290
58 156 15 91,228 964 196 1160
Prom. | 210,621 | 41,034 83,410 | 1128,000 | 241,397 | 1 369,397
DE | 78130| 19,180 6,020 106,83 46,440 | 130,460

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla A5. Recuento de levadura y contaminacion bacteriana al final del

proceso con lupulo.

NUm. - .
de Vivas | Muertas Vlablhdaq Cocos Bastones Cont'a’ml-
(porcentaje) nacion
prueba

1 137 60 69,543 1036 225 1261

2 124 45 73,373 992 189 1181

3 166 98 62,879 1225 264 1489

4 163 74 68,776 1134 215 1349

5 198 81 70,968 1083 250 1333

6 107 40 72,789 1315 218 1533

7 122 52 70,115 1127 229 1356

8 180 64 73,770 895 295 1190

9 109 102 51,659 936 240 1176
10 111 26 81,022 831 189 1020
11 132 62 68,041 915 270 1185
12 105 66 61,404 812 197 1009
13 161 58 73,516 904 200 1104
14 159 119 57,194 883 134 1017
15 142 65 68,599 910 182 1092
16 147 126 53,846 620 150 770
17 154 99 60,870 633 115 748
18 161 103 60,985 731 193 924
19 123 93 56,944 875 205 1080
20 143 98 59,336 904 160 1064
21 137 82 62,557 815 182 997
22 125 73 63,131 710 160 870
23 97 64 60,248 410 150 560
24 123 86 58,852 555 175 730
25 106 79 57,297 604 183 787
26 118 66 64,130 710 137 847
27 157 55 74,057 630 122 752
28 134 61 68,718 804 105 909
29 157 66 70,404 794 140 934
30 177 79 69,141 830 180 1010

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Continuacion de la tabla A5.

,\LIJanégg Vivas | Muertas (\; :)art;'é'rizjqe) Cocos |Bastones ng;[;?g:]l-
31 181 75 70,703 951 211 1162
32 177 127 58,224 861 215 1076
33 112 66 62,921 799 170 969
34 133 54 71,123 813 192 1005
35 157 92 63,052 731 210 941
36 169 112 60,142 863 188 1051
37 210 96 68,627 704 164 868
38 211 122 63,363 803 150 953
39 188 100 65,278 714 142 856
40 213 92 69,836 813 151 964
41 181 87 67,537 792 171 963
42 220 131 62,678 875 130 1005
43 129 69 65,152 941 200 1141
44 147 63 70,000 887 198 1085
45 152 81 65,236 937 215 1152
46 188 79 70,412 796 164 960
47 189 85 68,978 836 165 1001
48 287 116 71,216 972 215 1187
49 163 78 67,635 915 148 1063
50 205 81 71,678 991 205 1196
51 255 117 68,548 892 177 1069
52 237 121 66,201 792 168 960
53 140 75 65,116 680 115 795
54 186 142 56,707 798 190 988
55 215 137 61,080 818 197 1015
56 159 87 64,634 892 157 1049
57 218 131 62,464 863 215 1078
58 205 66 75,646 956 240 1196

Prom. | 162,103 | 84,897 65,83 | 850,138 | 184,776 1034,914
DE | 40,500 | 26,110 5,89 | 155,930 39,860 182,590

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla A6. Viabilidad de levadura al final del proceso de fermentacion

N(;j;n' Sin Lapulo | Con Lupulo N;;n' Sin Lapulo | Con Lupulo
S (porcentaje) | (porcentaje) e (porcentaje) | (porcentaje)
1 90,777 69,543 30 89,085 69,141
2 81,776 73,373 31 79,882 70,703
3 90,210 62,879 32 81,435 58,224
4 92,083 68,776 33 74,359 62,921
5 90,196 70,968 34 76,303 71,123
6 88,679 72,789 35 78,495 63,052
7 85,606 70,115 36 86,122 60,142
8 88,288 73,770 37 85,316 68,627
9 86,076 51,659 38 83,453 63,363
10 76,374 81,022 39 85,121 65,278
11 81,651 68,041 40 85,106 69,836
12 80,829 61,404 41 88,571 67,537
13 82,022 73,516 42 83,858 62,678
14 79,358 57,194 43 82,156 65,152
15 73,373 68,599 44 89,209 70,000
16 79,630 53,846 45 77,354 65,236
17 66,909 60,870 46 86,149 70,412
18 75,248 60,985 47 87,342 68,978
19 77,000 56,944 48 86,275 71,216
20 75,510 59,336 49 89,109 67,635
21 73,934 62,557 50 87,179 71,678
22 72,052 63,131 51 90,798 68,548
23 78,855 60,248 52 92,479 66,201
24 76,289 58,852 53 87,898 65,116
25 80,000 57,297 54 88,926 56,707
26 83,673 64,130 55 93,289 61,080
27 82,243 74,057 56 91,111 64,634
28 84,192 68,718 57 87,879 62,464
29 79,237 70,404 58 91,228 75,646
Prom 83,406 65,834

DE 6,020 5,890

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla A7.

Grado de alcohol al final del proceso de fermentaciéon (Grados

Gay Lussac, porcentaje volumen).

Nam. Sin Con Nam. Sin Con
de lGpulo lGpulo de lGpulo lGpulo
prueba prueba

1 8,610 7,830 30 8,490 9,150
2 8,680 7,350 31 8,830 9,300
3 8,560 7,770 32 8,020 9,,400
4 8,340 7,980 33 8,240 9,500
5 8,860 8,350 34 8,350 9,420
6 8,680 8,340 35 8,310 9,270
7 8,580 8,160 36 8,220 9,430
8 8,560 8,470 37 8,030 9,130
9 9,210 8,020 38 8,420 9,310
10 8,620 8,500 39 8,280 9,280
11 8,950 8,510 40 8,060 8,960
12 8,780 8,320 41 7,960 9,320
13 8,710 8,350 42 8,380 9,570
14 8,390 8,180 43 8,120 9,510
15 8,660 8,420 44 8,390 9,370
16 8,680 8,390 45 8,350 9,490
17 8,320 8,510 46 8,450 9,890
18 8,470 8,640 47 8,310 9,980
19 8,080 8,420 48 8,360 9,920
20 7,650 8,500 49 8,390 9,530
21 8,630 8,590 50 8,590 9,580
22 8,750 8,960 51 8,520 9,810
23 9,020 9,100 52 8,570 9,760
24 9,110 9,230 53 8,570 9,590
25 8,530 9,230 54 8,620 9,360
26 8,500 9,220 55 8,520 9,290
27 8,620 9,410 56 8,510 9,420
28 8,720 9,190 57 8,400 9,330
29 8,370 9,030 58 8,580 9,330
Prom. 8,490 8,990
DE 0,281 0,611

Fuente: pruebas de laboratorio.
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Tabla A8.  Acido lactico al inicio y final del proceso de fermentacion en

fermentadores con lupulo.

Acido lactico al A
. S Acido lactico al
Dia de inicio . "
R - final (miligramos
dosificacion | (miligramos por :
. por litro)
litro)

0 2,200 1,500

1 1,990 1,530

2 1,680 1,760

3 1,825 1,690

4 1,900 1,795

5 1,915 2,150

6 1,430 2,970

7 1,195 1,470

8 1,185 1,220

9 1,140 1,670

10 0,990 1,150

11 1,330 1,050

12 1,370 1,100

Fuente: pruebas de laboratorio.
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ANEXOS

Figura I. Proceso de produccion de etanol (fermentacidn)

Levadura fresca Agua

1

S % Nutrientes
Preactivacion de Mosto con Eerimsntaci -
levaduras levadura if—
Vinaza
T Levadura recirculada
Decantacion

Vino a destilar

Fuente: Manual de etanol Madre tierra
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Figura Il. Diagrama de flujo para la produccion de alcohol etilico

(fermentacién)

Liquid/Solids
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Distilli
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Fuente: Manual de etanol Madre Tierra
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