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RESUMEN

La Esterilizacién es un proceso fisico por el cual se consigue eliminar la carga
microbiana acompafante y sus esporas que contaminan un medio de cultivo e
instrumentos de laboratorio asi también en la planta de procesos. Las caracteristicas
del material problema a esterilizar son de relevante importancia al momento de elegir
entre los distintos métodos de esterilizacién, que se pueden emplear como son:
Esterilizacion por calor seco, Esterilizacion por calor himedo, Esterilizacién por
Radiacion Gamay UV, Esterilizacién por Filtracién.

El aislamiento primario de células de Saccharomyces cerevisiae a partir de un cultivo
contaminado es una practica de gran relevancia para obtener un cultivo axénico. Las
metodologias que se emplean son los sub cultivos directos, medios selectivos,
sustancias quimicas inhibitorias o el uso de discos de antibiético, luego se identificar
las unidades formadoras de colonia de Saccharomyces cerevisiae por su morfologia
caracteristica debido a su comportamiento cultural de manera que todos los
individuos del mismo cultivo tengan la misma composicién genética, es decir un clon
de células. Para posteriormente aislarlo y elegir la mejor metodologia de conservacion
de cepas a largo plazo, conservacién por congelacién, conservacion por liofilizacién o
métodos de conservacién a corto plazo, para conservar convenientemente el cepario
de células de Saccharomyces cerevisiae.

Para llevar a cabo de manera éptima la produccién del mosto de malta de cebada se
utiliza la relacion mas conveniente de Agua/Malta de cebada (Cuadro 3) Los distintos
perfiles de temperatura (Cuadro 4) y la (Figura 17) que actuan sobre la papilla de
Agua/Malta de cebada para activar el complejo enzimatico (Amilasa-Proteasa) que
hidrolice las cadenas lineales y ramificadas de polisacaridos del almidén y de las
proteinas. El pH Optimo (Cuadro 5) que active el complejo enziméatico para que las
enzimas adquieran la conformacion tridimensional que reconozca a su sustrato
uniéndose e hidrolizando los enlaces glucosidicos y peptidicos de la malta. El grado de
hidrélisis enzimatico es funcion del Tiempo de actividad enzimatica (Cuadro 6). Todas
estas variables de operacién actuan de manera sinérgica para obtener de manera
Optima un caldo enriquecido (Cuadro 8) y (Cuadro 9) llamado mosto de malta de
cebada.

La propagacion de células de levadura a nivel de laboratorio (Figura 21) se realiza en
caldo estéril de extracto de levadura, glucosa y peptona (YPG) bajo condiciones
aerdbicas empleando aire estéril, control estricto de la temperatura para que la
levadura Saccharomyces cerevisiae lo metabolice y sintetice su material celular
propagandose en el medio de cultivo. El criterio aplicando de escalamiento (Figura22)



por lo general es empleando un factor de alrededor de 1:10 para cada trasegado, y
una concentracién celular de 10-15x10° células/mL.

La dilucidon sucesiva de una suspensién células de Saccharomyces cerevisiae (Figura28)
es un procedimiento que permite bajar la carga de células en un rango que se pueda
contar en cdmara de Neubauer de manera comoda y poder reportar de manera
confiable el nUmero de células que se encuentran en dicha suspension celular.

La Tincion vital de Células de Saccharomyces cerevisiae (Figura 43) se fundamenta en
la Bioquimica y es una técnica rdpida que permite discriminar en un cultivo celular
entre células que se encuentran en condicione de vitalidad o activas metabdlicamente
frente a las células muertas que coexisten en el mismo cultivo celular (Figura 38).

El Recuento de levaduras totales y viables en cdmara de Neubauer Improved(Figura44)
es una técnica de conteo celular directo en una celdilla cuadriculada subdividida en la
cual se deposita un cultivo celular diluido para ser enfocado al microscopio dptico, y
proceder al recuento de células y reportar el nimero de células por campo y asi
obtener un promedio de células que se encuentran en la suspension celular, por este
técnica no discriminamos entre células vivas de las muertas, pero si combinamos esta
técnica con la de Tincidon vital podriamos observar al microscopio las células
decoloradas (células vivas) de las células no decoloradas (células muertas ) y poder
hacer un recuento en camara de Neubauer y saber cudl es la concentracidn viable con
gue se estda contando y si esta es éptima para ser utilizado como inoculo en Ia
fermentacion del Mosto de malta de cebada a nivel piloto (Figura 45).

La Propagacion de levaduras en la planta piloto de Cerveceria es una actividad donde
confluyen la formacidon de Ingeniero Quimico en sinergia con la Microbiologia
Industrial para poder disefiar y controlar de manera éptima minimizando los riesgos
de contaminacién del cultivo celular propagando la Biomasa de levadura hasta
alcanzar un volumen del 10% del volumen del mosto de malta de cebada a inocular
con una concentracion celular de 10-15x10° células vitales/mL para un éptimo
proceso fermentativo del mosto de malta de cebada.
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Universidad Nacional mayor de San Marcos Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

1. INTRODUCCION

Es un reto para el Ingeniero Quimico desarrollarse en el campo de la Industria
Cervecera en la cual debe mantener un control total del proceso fermentativo
orientado o dirigido, que garantice la estabilidad quimica y microbioldgica asi como
las caracteristicas sensoriales de la cerveza final, no basta solo con emular las
condiciones 6ptimas de operacién. Un problema operacional frecuente es no contar
con una metodologia para cuantificar adecuadamente el requerimiento de un
indculo de células de Saccharomyces cerevisiae su volumen y la concentracién de
células/mL vitales y viables necesarias para la fermentacion éptima de un mosto de
malta de cebada. Un defecto en el volumen y concentracién del indculo necesario
para fermentar un mosto de malta de cebada, con una baja concentracién de
células vitales y viables, trae como consecuencia prolongados tiempos de
conversién y deficiente fermentacién, incompleta o truncada. Un exceso en el
inoculo con alta concentracidon de células vitales y viables, aceleraria el procesos
fermentativo pero le transfiere a la cerveza un sabor desagradable por la liberacidn
del material intracelular, como consecuencia de la autolisis que sufre el excesivo
numero de células de levadura. El proceso de fermentacion del mosto de malta de
cebada implica un alto riesgo de contaminacién por el manipuleo de biomasa
celular de levadura empleada como inoculo sobre un mosto de malta de cebada.
Las células de Saccharomyces cerevisiae contaminadas con bacterias acido lacticas
causan problemas grabes de turbidez, olores y bouquet andmalos en la cerveza
final, El presente trabajo de Tesis propone como soluciones a estos problemas en el
proceso de fermentacion durante la produccidn de cerveza lo siguiente:

- El Ingeniero Quimico dedicado a la Industria Cervecera adquiera un conocimiento
basico de Microbiologia Industrial que le permitan minimizar los riesgos de
contaminacién microbioldgica y concebir a las células de levadura Saccharomyces
cerevisiae como micro factorias las cuales bajo condiciones controladas de
fermentacién, metabolizan el mosto de malta de cebada en un producto final
comercialmente llamado cerveza.

- Estandarizar una técnica de reactivacion, escalamiento y método cuantificacion de
un cultivo Axénico de células de Saccharomyces cerevisiae empleada como inéculo
para la fermentacidn éptima del mosto de malta de cebada, en la produccién de
cerveza.Para la realizacion del siguiente trabado de tesis se complementd Ia
formacién profesional en Ingeniero Quimica con una segunda carreara profesional
en Biologia Microbiologia y Parasitologia en la misma casa de estudios. Para llevar a
cabo el desarrollo experimental se disefid y construyd dos Biorreactores uno a nivel
de laboratorio de 4L de capacidad, tipo Airlift y el segundo Biorreactor con
capacidad de 100L tipo Tanque Agitado, para los estudios de reactivacion,
propagacion y escalamientos sucesivos de los cultivos de células de Saccharomyces
cerevisiae. Dichos equipos se encuentran en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y Biotecnologia de la Facultad de Ciencia Bioldgicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.
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2.FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1-LA CELULA DE LEVADURA Saccharomyces cerevisiae

Las Levaduras comprenden a la actualidad, 39 géneros y 350 especies. Se identifican
y clasifican basandose en caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas .Entre los
aspectos morfoldgicos considerados, se encuentran el tamaiio y las formas de las
células, en medio sélido y liquido especificados ya que pueden presentar
Dimorfismo, el modo de reproduccion y si forma velo en la superficie o sedimenta
en un medio liquido.Dentro de las caracteristicas fisioldgicas consideradas, se
encuentra si puede crecer y fermentar en un determinado carbohidrato y si puede
usar o no determinadas fuentes de nitrégeno como los nitratos. Las células de
levadura pueden ser ovales, esféricas, tener forma de limén o de cigarro puro,
pueden dividirse mediante gemacién. La levaduras Saccharomyces cerevisiae son
hongos unicelulares Eucaridticos, heterétrofos, osmotréficos (no ingieren sus
alimentos lo absorben por digestion externa del sustrato empleando exoenzimas) se
reproducen por gemacion. Los Hongos son un grupo aparte no son consideradas
células animales por que presentan pared celular externa que la recubre compuesta
polisacaridos de celulosa y quitina, tampoco son consideradas células vegetales ya
que carecen de cloroplastos y no realizan fotosintesis.Una célula de una levadura de
cerveza tipica tiene, cuando se halla completamente desarrollada entre 8 y 14 um
de diametro y una masa de materia seca de aproximadamente 40pg. Por tanto 10"
células desecadas pesan unos 40g. En vivo prensado, ese niumero de células pesan
unos 200g. TUBB y HAMMOND en (1987)definieron las caracteristicas mas
importantes para una levadura de cerveceria:

- Una fermentacidn rapida pero sin exceso de crecimiento en biomasa de la levadura
- Una buena conversién de la maltosa y de la maltotriosa en etanol

- Resistencia al etanol

- Resistencia a la presion osmotica

- Perfiles aromaticos equilibrados y reproductibles

- El caracter de flocular eventualmente

- Una buena estabilidad genética a lo largo del tiempo

EFECTORES INTERNOS
(Dotacion genética)

13

CELULA DE
Saccharomyces cerevisiage

EFECTORES QUIMICOS
(Nutrientes)

EXPRESION » PRODUCTO

EFECTORES FISICOS
(Temperatura, Viscosidad, Agitacion, etc)
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Figura 1 .Micrografia de células de levadura Saccharomyces cerevisiae a mil
aumentos (Gracias a Alastair Pringle AnheuserBusch,Inc.) - La barra representa 5
mm. Figura 284 Manual de elaboracién de la cerveza

2.1.1 Dimensidn de las Células. Las células procariotas presentan tamafios que van
desde 0.1- 0.2 umde ancho sin embargo las dimensiones de un Eucariota de tipo
medio, como Saccharomyces cerevisiae .A efectos comparativos, una célula
Eucariota puede variar de 2 a mas de 200 um De didmetro, por lo tanto las células
procariotas son mas pequefias que las Eucariotas. Las células deben captar alimento
y otros materiales a través de su membrana plasmatica y deben eliminar los
productos de desecho, generados en las distintas reacciones metabdlicas
rapidamente antes de que estos se acumulen hasta niveles téxicos para la
supervivencia celular. Por lo tanto, las células son pequefiias, de modo que en ellas
las moléculas recorren distancias cortas, lo que acelera las actividades celulares.
Ademas, a mayor superficie celular, mayor es el transporte de moléculas a través de
la membrana, siendo importante para la continuidad de los procesos metabdlicos
laproporcion superficie celular sobre volumen celular. Por lo tanto, el volumen
celular aumenta mas que su superficie a medida que la célula crece, determinando
el limite superior al tamafio de la célula en cuestion. Esta célula sélo podra iniciar el
proceso de division celular (previa duplicacién de su ADN) o perecera.
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Con respecto a su tamafio las células pequefias tiene mas superficie relativa
disponible respecto de las grandes .Esto se hace mds patente en el caso de
los cuerpos esféricos en los que el volumen es una funcidn del cubo del
radio, mientras que la superficie es una funcién del cuadrado del radio en
relacion de la superficie/volumen (S/V) de una esfera puede ser expresado
como 3/r por lo tanto una célula de radio pequefia pose una relacién (S/V)
mayor Por otra parte, debemos recordar que en las células el material
Genético (localizado en el nucleo, en células eucariontes), posee un area
limitada de influencia sobre el citoplasma circundante, que es el que
incrementa marcadamente su tamafo durante el crecimiento celular, siendo
otra limitante del tamafo celular la relacion nucleo/citoplasma.

Area de de la superficie (4rri?) = 12.6 pm?2
Volumen (4/3 nry®) = 4.2 pm3

Relacion: Superficie = 12.6 =3
Volumen 4.2

Figurar; pm

Area de de la superficie (4rr,?) = 50.3 pum2
Volumen (4/3 nr7®) = 33.5 pm3

Relacion: Superficie = 50.3 =1.5
Volumen 33.5

Figurar; pm

Figura 2.Relacidén entre area superficial y el volumen celular. El tamafio del volumen
celular implica una disminucidn de la relacidn superficie/volumen
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2.2 CITOLOGIA DE LA CELULA DE Saccharomyces cerevisiae

2.2.1 La pared celular. La pared celular de los hongos posee diferentes
constituyentes quimicos como polisacaridos, proteinas, lipidos y otras sustancias.
La constitucion varia entre las diferentes especies. También varia con la edad del
hongo, ya que sustancias que pueden estar presentes en las hifas jovenes,
desaparecen en las mads viejas o depositar otros materiales y enmascarar la
presencia de constituyentes iniciales, también la composicién del medio, el pH y la
temperatura, influyen en la composicion de las paredes de los hongos (Foster,
1949).Una célula de levadura de cerveza cuando se halla plenamente desarrollada
tiene, una masa de materia seca, entre 8 y 14 pg. Por tanto 10™* células desecadas
pesan unos 12g. El examen de microscopia revela que cada célula estd rodeada de
una pared y que en el interior de la misma se pueden distinguir pocas estructuras
salvo una o mas vacuolas .Para observar su nucleo y varios otros organulos es
necesario recurrir a las preparaciones teiiidas o a la microscopia de contraste de
fases.Las células de Saccharomyces cerevisiae presenta una humedad de 70-80% vy
pared celular similar a las células de los vegetales la cual representa el 30% del peso
seco total y tiene un grosor de 100-200nm. Esta constituida aproximadamente de
un 40% de B glucano, 40% de a mananos, 8% de proteinas, 7% de lipidos,3% de
sustancias inorganicas,2% de hexosamina y quitina. El glucano esta unido a una
proteina y representa el componente estructural mas abundante, se halla
fundamentalmente en la cara interna de la pared. El manano también se encuentra
ligado a la proteina, a veces a través de hexosamina, y tiende a localizarse en la
superficie de la célula se encuentra cargada, debido a la presencia de grupos
carboxilo y fosfato que al pH de la cerveza, la confieren una fuerte carga neta
negativa y tiene hidrofobicidad, la carga negativa se atribuye a las cadenas fosfato
localizadas en la pared externa de manoproteinas y puede demostrarse por tincién
con Azul de cian. La hidrofobicidad es debida a los lipidos de la pared externay a los
grupos fosforilados del complejo de manoproteinas. También se encuentran grupos
amino, pero solo les confieren regiones locales de carga positiva .Las paredes
celulares se pueden disolver mediante el uso de una preparacién enzimatica
mixta.La pared celular es permeada por alguna de las enzimas secretadas por la
levadura, el mds importante es la Invertasa, que hidroliza la sacarosa antes de que
penetre a la célula, entre ellos se encuentra también la fosfatasa. Saccharomyces
carlsbergensis segrega la melibiosa, pero Saccharomyces cerevisiae no. Algunas
levaduras segregan cantidades apreciables de proteasas, pero las del género
Saccharomyces solo tiene una actividad de este tipo limitada. La superficie celular
de la levadura de fermentacion alta (ale) estd cubierta por pequefias protuberancias
microfibrilares (al parecer de manoproteinas) que les confiere una aspereza que le
permite que las células asciendan a la superficie durante lafermentaciéon entre la
capa externa de manoproteinas y la capa interna en la que predomina el glucano,
existen una serie de capas intermedias compuestas de ambas especies quimicos.
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Moléculas estructurales de la pared celular a-D-Manosa y B-D-N-Acetilglucosamina
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Figura 3. Simplificacion de la pared celular de la célula de Saccharomyces cerevisiae

2.2.2 Espacio Periplasmatico. El espacio Periplasmatico es la zona fina entre la
superficie externa de la membrana plasmatica y la superficie interna de la pared
celular. Las proteinas secretadas, que no son capaces de impregnar la pared celular
se encuentran aqui .Esto incluye las enzimas como la Invertasa, fosfatasa acida y
melibiosa .Por ejemplo, la sacarosa se descompone en el espacio Periplasmatico por
accién de la enzima Invertasa en sus componentes fructosa y glucosa.

2.2.3 Membrana Citoplasmatica. Estructuralmente esta compuesta por una bicapa
fosfolipidica. El colesterol esta presente en las células animales, pero esta ausente,
en general, en plantas, hongos y procariontes (salvo micoplasmas). La membrana

plasmatica también contiene multiples proteinas con diversas funciones. Podemos
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dividirlas en dos grandes grupos:
a) Proteinas integrales de membrana, atraviesan la membrana de lado a lado

b) proteinas periféricas de membrana, estdn en contacto con la membrana, pero no
la atraviesan.

Algunas son enzimas reguladoras, otros receptores hormonales. Existen también
proteinas transportadoras y canales reguladoras del movimiento de iones vy
moléculas a través de la membrana plasmatica, de alli su enorme especificidad.
Otra funciéon importante de la membrana es la comunicacién intercelular y el
reconocimiento de diversos tipos de molécula (hormonas, virus, anticuerpos,
toxinas, etc.) que interactuan con ella. En general esta funcién es llevada a cabo por
glucoproteinas y glucolipidos, que se encuentran solo en el lado externo de la
membrana plasmatica. Se cree que los glucidos juegan un importante papel en la
adhesién entre células. A esta capa, de glucolipidos y glucoproteinas se la denomina
glucocalix. La membrana Celular citoplasmatica de Saccharomyces cerevisiae es una
estructura fina que rodea completamente a la célula. Es una estructura vital de tan
s6lo unos 8nm. De espesor que constituye labarrera que separa el interior de la
célula (el citoplasma) del exterior. Si se rompe la membrana, se destruye la
integridad de la célula liberandose al medio los componentes que la integran y
produciéndose la muerte celular o autolisis. La membrana citoplasmatica actua
también como una barrera muy selectiva, permitiendo que en el interior de la célula
se concentren determinados metabolitos y se excreten las sustancias de desecho.

-Composicién Quimica de la Membrana :

La estructura general de la mayoria de membranas bioldgicas es una bicapa lipidica.
Los fosfolipidos poseen tanto regiones altamente hidrofdbicas (acidos grasos) como
regiones relativamente hidrofilicas (glicerol) y pueden presentarse en multiples
formas quimicas

distintas debido a la variacién en la composicién de 4acidos grasos y de los
compuestos fosforilados que se unen al esqueleto de glicerol.Cuando los
fosfolipidos se agregan en soluciones acuosas tienden a formar bicapa de manera
espontanea, los acidos grasos se orientan hacia el interior, manteniéndose en un
ambiente hidrofébico,mientras que las porciones hidrofilicas son expuestas a la fase
acuosa la estructura de bicapa en la membrana representa probablemente Ia
organizacion mas estable que puedan alcanzar la moléculas lipidicas en un entorno
acuoso. Esta unidad de membrana ,como se denomina, consta de una bicapa
fosfolipidica en la que existen proteinas embebidas las principales proteinas de
membrana poseen una regidn altamente hidrofdbica que interacciona con las zonas
apolares de los acidos grasos, y atraviesan las membranas presentes de regiones
superficiales tanto en el exterior como en el interior de la célula, la estructura global
de la membrana citoplasmatica se estabiliza mediante puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas. Ademas algunos cationes como el Calcio y el Magnesio
también contribuyen a la estabilidad de la membrana a través de las interacciones
idnicas con los grupos polares de carga negativa presentes en los fosfolipido.
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La capa externa de la membrana citoplasmatica contacta con una variedad de
proteinas implicadas en la uniéon del sustrato y el procesamiento de grandes
moléculas para el transporte al interior celular (proteinas periplasmaticas) la cara
interna de la membrana citoplasmatica se orienta hacia el citoplasma e interacciona
con proteinas involucradas en reacciones de obtencién de energia y otras
importantes funciones celulares. A pesar de que las representaciones esquematicas
de la membrana tiene un aspecto rigido la membrana citoplasmatica es en realidad
bastante fluida, pues los fosfolipidos y las proteinas presentan una considerable
libertad de movimiento dentro de la membrana la medida de viscosidad de la
membrana demuestran que su viscosidad es semejante a la de los aceites de bajo
grado. Por tanto las membranas pueden ser consideradas como mosaico fluido en el
existen proteinas globulares con orientaciones especificas que atraviesan la bicapa
lipidica, que presenta a la vez una estricta organizaciéon y una elevada movilidad.
Este tipo de organizacién confiere importantes propiedades funcionales a las
membranas.

Proteina
transmenbranal
Cabeza polar de
las moléculas
lipidicas

8 nm Bicapa lipidica

Membrana plasmatica

Figura 4. Membrana plasmatica de la célula deSaccharomyces cerevisiae
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Estructura quimica de Fosfolipido
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Figura 5. Molécula de Fosfolipido

-Funciéon de la membrana citoplasmatica: Desde luego, si la biomenbrana fuera una
barrera impermeable por completo, la célula estaria totalmente aislada del medio y
los organelos de su interior estarian incomunicados entre si. Por el contrario si las
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membranas fueran del todo permeables todas las sustancias podrian pasar
indistintamente de una regidn a otra.

En realidad no ocurre ninguno de tales extremos. Mas bien las propiedades de
transporte de membrana son intermedias, se trata de divisiones semipermeables,
algunas sustancias pueden atravesarlas pero otras no. Segln la sustancia y
membrana de que se trate, ademas la membrana es el lugar donde se asientan
muchas proteinas, muchas de las cuales son enzimas o estan implicadas de una u
otra manera en el transporte de sustancias hacia el interior y hacia el exterior de la
célula, también la membrana celular es el sitio donde se produce energia en la
célula la membrana puede estar en una forma energéticamente cargada en la que
existe separacion de los protones (H+) y de los iones hidroxilo (OH-) a través de su
superficie esta separacién de carga es una forma de energia potencial presente en
una bateria cargada ,este estado energético de la membrana se conoce como Fuerza
Motriz de Protones (FMP) Es el responsable del mantenimiento de muchas de las
funciones celulares que requieren energia, tales como alguna forma de transporte,
la movilidad y la biosintesis de la Moneda energética de la célula es decir el ATP.

En el interior de la célula (el citoplasma) contiene una solucién en fase acuosa de
sales, azUcares, aminodcidos, vitaminas, coenzimas y una gran variedad de otras
sustancias solubles. Las caracteristicas hidrofébicas de la membrana le permiten
funcionar como una barrera estricta .Aunque algunas pequenas moléculas
hidrofébicas, pueden pasar la membrana por difusion, las moléculas hidrofilicas y
cargadas no lo atraviesan y deben ser transportadas de modo especifico.Incluso,
una sustancia tan pequena como el ion de hidrégeno (H+) no es capaz de pasar la
membrana citoplasmatica por difusion. El transporte de las sustancias hacia adentro
y hacia afuera de las células, asi como su traslado entre el citoplasma y las diversas
organelassubcelulares  (mitocondria, nucleo, etc.) estd determinada por la
membrana y constituye una de las funciones mas importantes de éstas.

2.2.4 El Nucleo Celular. Las diversas partes de una célula eucariédtica interactian de
forma integrada. Esto es posible porque existe un centro primordial de control: el
nucleo celular. Una membrana doble, la envoltura nuclear (constituida por dos
unidades de membrana), controla el transporte, muy selectivo, de sustancias entre
el nucleo y el citoplasma. El pasaje se realiza a través de los poros nucleares. La
envoltura nuclear posee ribosomas adheridos a la cara citoplasmatica y una
estructura proteica en su parte interna llamada lamina nuclear, que sirve como
esqueleto al nucleo. En el interior del nucleo, se encuentra el material genético
(ADN) asociado a proteinas basicas llamadas histonas, formando una estructura
fibrilar muy enrollada denominada cromatina y el nucléolo, sitio de ensamblaje de
los ribosomas (estructuras esenciales para la sintesis de proteinas, formados por
ARN ribosomal y proteina). EI ARN ribosdmico se sintetiza en el nucléolo, y las
proteinas ribosdmicas en el citoplasma, para pasar después al nucleo y de alli al
nucléolo, donde se unen al ARN ribosomal para formar los ribosomas. Rodeando al
nucleo encontramos el citoplasma, coloide donde predominan como constituyentes
agua, iones, enzimas y donde se encuentran incluidos los organelos celulares.

10
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El citoplasma se encuentra separado del ambiente exterior por la membrana
plasmatica.

2.2.5 Estructura de las Mitocondrias. Las mitocondrias estan rodeadas por dos
membranas, una externa que es lisa y una interna que se pliega hacia adentro
formando crestas. Dentro del espacio interno de la mitocondria en torno a las
crestas, existe una solucion densa (matriz o estroma) que contiene enzimas,
coenzimas, agua, fosfatos y otras moléculas que intervienen en la respiracion.

La membrana externa es permeable para la mayoria de las moléculas pequefias,
pero la interna sélo permite el paso de ciertas moléculas como el acido pirdvico y
ATP y restringe el paso de otras. Esta permeabilidad selectiva de la membrana
interna, tiene una importancia critica porque capacita a las mitocondrias para
destinar la energia de la respiracion para la produccién de ATP.La mayoria de las
enzimas del ciclo de Krebs se encuentran en la matriz mitocondrial. Las enzimas que
actuan en el transporte de electrones se encuentran en las membranas de las
crestas. Las membranas internas de las crestas estan formadas por un 80 % de
proteinas y un 20 % de lipidos. En las mitocondrias, el acido pirdvico proveniente de
la glucdlisis, se oxida a diéxido de carbono y agua, completandose asi la degradacién
de la glucosa. EI 95 % del ATP producido se genera, en la mitocondria. Las
mitocondrias son consideradas organoidessemiauténomos, porque presentan los
dos 4acidos nucleicos (del tipo procarionte)

|
’MW’S‘ "

f

,\

Figura 6. Microfotografia electronica de una mitocondria. Se observan las
invaginaciones de la membrana interna que forman las caracteristicas crestas, que
identifican esta Organela.

11



Universidad Nacional mayor de San Marcos

a)

membrana externa ADN matriz mitocondrial

b)

ribosoma

—
membrana interna

polirribosoma cresta mitocondrial

cdmara externa

conjunto

c) respiratorio

membhrana
externa

polirribosomas

ribosoma

membrana interna

matriz

Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

Figura 7. Esquema de la ultraestructura de una mitocondria. (a) Esquema
tridimensional, (b) Esquema de un corte al M.E.T. (c) Cresta mitocondrial (detalle).

Como puede apreciase en la fig.7 (c), las crestas mitocondriales aparecen cubiertas
por particulas en forma de hongo, que tienen un tallo mas fino que las unen a la
membrana. Estas estructuras son las llamadas particulas F1 y representan una
porcion de la ATPasa especial que interviene en el acoplamiento entre la oxidacidon y
la fosforilacion. Las particulas F1 se encuentran en la membrana interna, del lado
relacionado con la matriz; le confieren una asimetria caracteristica relacionada con
la funcién de la ATPasa (este punto se vera mas detalladamente al referirnos a la
hipdtesis Quimiosmotica).Para concluir, es importante destacar que el ciclo de Krebs
se lleva a cabo en la matriz mitocondrial; mientras que el transporte de electrones y
la fosforilacién oxidativa se producen a nivel de las crestas mitocondriales. Ingreso al

ciclo de Krebs.
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2.3 OTRAS ESTRUCTURAS CITOPLASMATICAS

2.3.1 Las Vacuolas. Las Vacuolas son parte de un sistema intramembranoso que
incluye el reticulo endoplasmatico, y son facilmente visibles con el microscopio de
luz. Ellos sirven de almacenes dinamicos de nutrientes y ofrecen un lugar para la
degradacion de las macromoléculas. También son claves en las proteinas
intracelulares .El trafico de las levaduras. La forma y el tamafio de las vacuolas
durante el ciclo celular .Las células maduras contienen grandes vacuolas que se
fragmentan en pequefas vesiculas en la formaciéon de yemas, se inicia mas tarde el
ciclo celular, las pequeiias vacuolas se funden para formar producir una vacuola
Unica en la célula madre e hija. Las vacuolas estan delimitadas por una sola
membrana llamadatonoplasto que contiene proteasas e hidrolasas, y que tiene
metabolitos como aminoacidos. El reticulo endoplasmatico, el complejo de Golgi y
vesicula, esta secuencia permite el transporte de las proteinas solubles y unidas a la
tanto para secrecion extracelular y para el manejo de vacuolas.

2.3.2 Peroxisomas. Los Peroxisomas son vesiculas rodeadas por una sola
membrana .los Peroxisomas en las levaduras realizan una variedad de funciones y
son también los sitios de los dacidos grasos, y de los acidos hidroliticos de
degradacion celular, El nimero y el volumen de Peroxisomas es variable y depende
de las condiciones externas.

2.3.3 El Reticulo endoplasmatico. El reticulo endoplasmatico es un organulo
grande formado por una red de tubulos y sacos comunicados entre si, que se
extiende desde el nucleo. Interviene en las funciones relacionadas con la sintesis de
proteinas, metabolismo de lipidos y algunos esteroidesasi como el transporte
intracelular, estd conformado por el Reticulo endoplasmatico rugoso por el alto
numero de Ribosomas adheridos a su membrana, el Reticulo endoplasmatico liso no
tiene Ribosomas y participa en el metabolismo de lipidos.

2.3.4 El aparto de Golgi. Son saculos aplanados rodeados de membrana y apilados
unos encima de otros, cuya funcion es completar la fabricaciéon de algunas
Proteinas. Funciona como una planta empaquetadora, modificando vesiculas del
Reticulo endoplasmatico rugoso.

2.3.5 El Citosol. El Citosol es la sede principal de la sintesis de proteinas y de la
degradacion .El citosolestad contenido dentro de la membrana plasmatica y rodea al
Nucleo, representamas de la mitad del volumen celular y estd conformado de
Ribosomas libres y de proteosomas que son los responsables de la digestidon de las
proteinas que pueden ser perjudiciales para la célula, el citosol junto con las
organelos excepto el nucleo constituye el citoplasma
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2.3.6 El Citoesqueleto. El citoesqueleto es un entramado tridimensional de
Proteinas que provee soporte interno en lascélulas, organiza las estructuras internas
de la misma e interviene en los fendmenos de transporte, trafico y division celular,
consta demicrofilamentos, filamentos intermedios y microtibulos.

Brote
Mitocondria /
Vacuola del ;
b Vesicula
rote secretada

Nucleo
Complejode Golgi

Poroenla membrana nuclear

Granulos de glucogenc
Membrana Vacuolar
Vacuola
Reticulo endoplasmatico )
? Ribosoma

Granulo de Lipidos Periplasma

Cicatriz debrote .

MembranaPlasmatica

Pared celular
Granulosvacuolares

Granulo de
almacenamiento F—

Figura 8. Componentes estructurales de la célula de Saccharomyces cerevisiae
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2.4 EL MICROSCOPIO OPTICO.

El descubrimiento y estudio temprano de la microbiologia progresé con la
invencion y mejora de los microscopios en el siglo XVII. Los microscopios de varios
tipos son aun herramientas indispensables para el estudio de las células.Los
microscopios primeramente usados en el Renacimiento tanto como los que son
utilizados en los laboratorios hoy, son microscopios dpticos. La luz visible pasa a
través de la muestra y de las lentes de vidrio por donde la luz es refractada
(“doblada”) de tal manera, que la imagen del espécimen es amplificada cuando se
proyecta en el ojo. Dos valores importantes en microscopia son el aumento y el
poder de resolucion. Entendemos por aumento a las dimensiones aparentes de los
objetos comparados con su tamaiio real. El poder de resolucién es la medida de la
nitidez de la imagen; es la capacidad del instrumento para brindar imagenes
distintas de dos puntos cercanos.El microscopio éptico nunca puede resolver
detalles menores a 0,2nm, la medida de una pequefia bacteria. Esta resolucién es
limitada por la longitud de onda de la luz visible usada para iluminar la muestra. Los
microscopios 6pticos o de luz pueden aumentar efectivamente alrededor de 1000 a
1500 veces el tamafio de la muestra real; si se incrementase el aumento la imagen
proyectada seria borrosa. La mayoria de las mejoras en microscopia de luz del
comienzo de este siglo ha involucrado nuevos métodos para aumentar el contraste.
Sin estas técnicas seria imposible para el ojo humano el conocimiento del mundo
celular. La mayoria de las organelas son demasiado pequefias para ser visualizadas
por la microscopia de luz. El poder de resolucidon esta inversamente relacionado con
la longitud de onda (I) de la radiacion que un microscopio usa y un haz de
electrones tiene longitudes de onda mucho mas cortas que la luz visible.

Cuadro 1. Poder de resolucion del Microscopio

En cualquier tipo de microscopio, el poder de resolucion
depende de la longitud de onda (l) y de la apertura numérica
(AN) del objetivo (la capacidad de colectar la luz). Asi, el limite de
resolucién, que es la distancia minima que debe existir entre dos
puntos para que puedan ser discriminados como tales, y
responde a la siguiente ecuacién:

Limite de resolucion=0,61 | /AN
A su vez,
AN =n.senoa

Donde, n es el indice de refraccién del medio que atraviesa el
haz y a es el angulo de apertura nétese que el limite de
resolucion es inversamente proporcional al poder resolutivo del
instrumento, de modo tal que cuanto mayor sea éste, menor
serd el limite de resolucién conseguido.
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2.5LAS ENZIMAS

Todas las reacciones que se efectian en los seres vivos son catalizadas por enzimas.
Estas hacen posible que las reacciones metabdlicas se desarrollen a un ritmo
razonable, compatible con la vida.

El término catalizador se emplea para referirse a cualquier sustancia que acelera el
transcurso de una reaccién quimica, sin intervenir en ella ni como reactivo ni como
producto. El catalizador no provoca la reaccién solo afecta la velocidad con que
ocurre la misma. Esto es posible porque los catalizadores disminuyen la energia de
activacion como lo indica el siguiente grafico

2.5.1 Factores que modifican la velocidad de las Reacciones Enzimaticas.

Una determinada reaccién quimica ocurre solo en condiciones termodinamicas
favorables, esto es cuando la energia de los reactivos o sustratos es mayor que la
energia de los productos. La velocidad con que dicha reaccion ocurrird depende de
distintos factores como ser la cantidad de reactivo o sustrato que interviene, la
temperatura, el pH, etc.

Como hemos mencionado, las enzimas aumentan la velocidad de las reacciones
guimicas, sin embargo no las provocan, por lo tanto la concentracién de enzimas es
otro de los factores que modifican la velocidad de la reaccién asi como también
aquellas sustancias que pueden inhibir la accién de la enzima (inhibidores).

1. Concentracion de sustrato.-En general a medida que aumenta la cantidad de
reactivos o sustratos la velocidad también aumenta. En el caso de las reacciones
guimicas conviene aclarar que la velocidad se mide como cantidad de producto
formado por unidad de tiempo, las unidades seran: g/s, mol/s, mol/min, etc. De este
modo cuanto mas reactivo tenemos, mas producto se formara. En el caso de las
reacciones catalizadas por enzimas, el efecto de la cantidad de sustrato es el
siguiente:

A medida que aumenta la cantidad de sustrato la velocidad aumenta en forma lineal
(zona proporcional), luego si bien la velocidad continia aumentando ya no lo hace
en forma lineal (zona mixta) hasta que finalmente la reaccién alcanza una velocidad
maxima que es constante, se vuelve independiente de la cantidad de sustrato (zona
de saturacion). Esto ocurre debido a que los sitios activos de las enzimas se
encuentran todos interactuando con las moléculas de sustrato, por lo tanto hasta
gue no finalice la reaccidn la enzima no puede unirse a otro sustrato.
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Figura 11.Velocidad de reaccién enzimatica Vs Concentracion de sustrato

2. Concentracion de enzimas.-La concentracion de enzimas es otro de los factores
gue modifica la velocidad, cuanto mayor cantidad de enzima este presente, mayor
sera la velocidad que se alcanzara, debido a que necesito mas cantidad de sustrato
para alcanzar la saturacién.

3. Temperatura.-En general las reacciones ocurren mas rapidamente cuando se le
otorga calor, ya que el aumento de la temperatura hace que aumente la energia
cinética de las moléculas y de esta manera reaccionen con facilidad. Cuando las
reacciones estan catalizadas por enzimas se produce primero un efecto
complementario, es decir, la velocidad va aumentando conforme al aumento de
temperatura, sin embargo la velocidad llega a un punto éptimo a partir del cual la
velocidad comienza a decaer. No nos olvidemos que las enzimas son proteinas, por
lo tanto son susceptibles a la desnaturalizacién, es decir que la velocidad decae
porque las enzimas pierden su actividad biolégica como consecuencia de la
desnaturalizacién. Algunas enzimas son termoestables, es decir su actividad
bioldgica permanece aun a temperaturas mayores a 90 °C.

4. pH.-El gréfico de actividad en funcién del pH es similar al de la temperatura, es
decir a pH extremos las proteinas se desnaturalizan, por lo tanto la actividad
bioldgica decae. Algunas enzimas no varian su actividad con el pH sino que esta se
mantiene constante en un amplio rango. Otra tendra el pH dptimo acido o basico
teniendo en cuenta el medio en donde actuan.
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Figura 12. Efecto de la temperatura (a) y el pH (b) sobre la actividad enzimatica

5. Inhibidores.-Aunque hay muchos ejemplos de inhibidores, los mecanismos de
inhibicién pueden ser de dos clases: reversibles e irreversibles, también hay
mecanismos intermedios.

A
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Figura 13. Perfil de una reaccidn en presencia de inhibidor competitivo y sin
inhibidor

5.1. Inhibidores irreversibles: estos inhibidores se enlazan con fuerza a la enzima,
generalmente se unen covalentemente a algun aminodcido del sitio activo. Existen
algunos inhibidores que se conocen como sustrato suicida, que se enlazan al centro
activo y quimicamente se transforma en una especie reactiva que modifica en forma
irreversible al aminodcido del sitio activo.

5.2. Inhibidores reversibles: este tipo de inhibidores se disocian facilmente de las
enzimas, dentro de este grupo encontramos los inhibidores competitivos y los no
competitivos.

5.2.1Los inhibidores competitivos:compiten con el sustrato por el sitio activo de la
enzima, y si aumentamos la cantidad de sustrato, el efecto inhibidor se revierte
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alcanzandose la velocidad maxima.
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Figura 14. Perfil de una reaccidn en presencia de inhibidor no competitivo y sin
inhibidor

5.2.2. Los inhibidores no competitivos:se enlazan a un sitio distinto del sitio activo,
de manera que el inhibidor se puede unir a la enzima libre o bien al complejo
enzima sustrato, pero en ninguno de los casos obtendremos productos. El efecto de
estos inhibidores no se revierte por el agregado de mayor cantidad de sustrato, de
manera que se llega a una velocidad maxima menor que si no tuviera el inhibidor.
No es raro observar algunos inhibidores a los cuales no se les puede comprobar el
mecanismo exacto de inhibicién, siendo en algunos casos un tipo de inhibicion
mixta.

2.6 METABOLISMOCELULAR OXIDATIVO

El proceso por el cual las células degradan las moléculas organicas alimenticias
llamada(Sustrato) para obtener energia recibe el nombre de Respiracion celular. La
respiracion celular es una reaccidn exergénica, donde parte de la energia contenida
en las moléculas de alimento es utilizada por la célula para sintetizar ATP. Decimos
parte de la energia porque no toda es utilizada, sino que una parte se
pierde.Aproximadamente el 40% de la energia libre emitida por la oxidacién de la
glucosa se conserva en forma de ATP. Cerca del 75% de la energia de la nafta se
pierde como calor de un auto; solo el 25% se convierte en formas utiles de energia.
La célula es mucho mas eficiente.La respiracidn celular es una combustidn bioldgica
y puede compararse con la combustién de carbén, bencina, lefia. En ambos casos
moléculas ricas en energia son degradadas a moléculas mas sencillas con la
consiguiente liberacion de energia.Tanto la respiraciéon como la combustidon son
reacciones exergonicas.Sin embargo existen importantes diferencias entre ambos
procesos. En primer lugar la combustion es un fendmeno incontrolado en el que
todos los enlaces quimicos se rompen al mismo tiempo y liberan la energia en forma
subita; por el contrario la respiraciéon es la degradacién del alimento con la
liberacién paulatina de energia. Este control esta ejercido por enzimas
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especificas.En segundo lugar la combustién produce calor y algo de luz. Este proceso
transforma energia quimica en caldrica y luminosa. En cambio la energia liberada
durante la respiracion es utilizada fundamentalmente para la formacidon de nuevos
enlaces quimicos (ATP).La respiracién celular puede ser considerada como una serie
de reacciones de oxido-reduccion en las cuales las moléculas combustibles son
paulatinamente oxidadas y degradadas liberando energia. Los protones perdidos
por el alimento son captados por coenzimas.El oxigeno interviene en la sintesis de
esteroles y del acido nicotinico, si estos compuestos estan presentes en el medio las
levaduras pueden desarrollarse en anaerobiosis total. En el caso contrario parta la
supervivencia de la levadura es necesario 0.0015mg. de oxigeno por gramo de
biomasa para llevar a cabo la sintesis de esteroles. La respiracién ocurre en distintas
estructuras celulares. La primera de ellas es la glucdlisis que ocurre en el citoplasma.
La segunda etapa dependerd de la presencia o ausencia de 0O,en el medio,
determinando en el primer caso la respiracién aerdbica (ocurre en las mitocondrias),
y en el segundo caso la respiraciéon anaerdbica o fermentacién (ocurre en el
citoplasma).La oxidacién de la glucosa es una fuente principal de energia en la
mayoria de las células. La primera fase de este proceso es la glucdlisis, en la cual la
molécula de glucosa (6C), se escinde en dos moléculas de acido piravico (3C). Este
paso produce un rendimiento neto de 2 moléculas de ATP y dos moléculas de
NADH.La segunda fase de la degradacién de la glucosa es la respiracién aerdbica
gue ocurre en tres etapas: ciclo de Krebs, transporte de electrones y fosforilacién
oxidativa.En ausencia deO, el acido piruvico de la glucélisis se convierte en etanol o
acido lactico mediante fermentacién. En el curso de la respiracién las moléculas de
acido piravico se fraccionan en grupos acetilos; los cuales ingresan al ciclo de Krebs.
En este ciclo los grupos acetilos se oxidan por completo a CO,, se reducen cuatro
aceptores de electrones (tres NAD" y Un FAD) y se forma GTP.La etapa final de la
respiracion es el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa (se dan
acopladamente). En este paso intervienen una cadena de transportadores de
electrones que transportan los electrones de alta energia aceptados por el NADH vy
el FADH, viajando cuesta abajo hacia el oxigeno. En tres puntos de su descenso por
toda la cadena transportadora, se liberan grandes cantidades de energia que
propulsan el bombeo de protones hacia el espacio intermembranoso de la
mitocondria. Esto crea un gradiente electroquimico a través de la membrana
interna. Cuando los protones atraviesan el complejo ATP sintetasa hacia la matriz, la
energia liberada se utiliza para sintetizar moléculas de ATP. Este mecanismo por el
cual se cumple la fosforilacion oxidativa se conoce como hipdtesis Quimiosmoética
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2.7ViAS ANAEROBICAS

El 4cido pirdvico puede tomar por una de varias vias. Dos son anaerdbicas (sin
oxigeno) y se denomina fermentacién alcohdlica y Fermentacidn lactica.

A la falta de oxigeno, el acido pirdvico puede convertirse en etanol (alcohol etilico) o
acido lactico segun el tipo de célula. Por ejemplo, las células de las levaduras
pueden crecer con oxigeno o sin él. Al inocular células de Saccharomyces cerevisiae
sobre un mosto cervecero y almacenarlos en forma anaerobia, las células de
levaduras convierten el mosto en cerveza al convertir la glucosa en etanol. Cuando
el azlcar se agota las levaduras dejan de fermentar y en este punto la concentracién
de alcohol estd entre un 5-8 %segun sea la concentracion de azucares y de la cepa
de levadura utilizada.La formacion de alcohol a partir del azicar se llama
fermentacién.

2.7.1 Fermentacion alcohdlica. El acido pirdvico formado en la glucdlisis se
convierte anaerdbicamente en etanol. En el primer caso se libera diéxido de
carbono, y en el segundo se oxida el NADH y se reduce a acetaldehido.Otras células,
como por ejemplo los glébulos rojos, las célulasmusculares vy algunos
microorganismos transforman el acido Pirtdvico en acido lactico.En el caso de las
células musculares, la fermentacién lactica, se produce como resultado de ejercicios
extenuantes durante los cuales el aporte de oxigeno no alcanza a cubrir las
necesidades del metabolismo celular. La acumulacién del acido lactico en estas
células produce la sensacion de cansancio muscular que muchas veces acompafia a
€s0s ejercicios.

22



Universidad Nacional mayor de San Marcos Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

CH,

| CH, CH.
C=0 CO; | NADH NAD' ’

A . A

| — " e =0 = H—C— OH
C=0 | |

| H i
OH

acido pirdvico acetaldehido etanol

(de la glucdlisis)

Célula de levadura Mosto cervecero

. Lipidos/esteroles .
Glucdgeno NS Oxigeno
Glucosa g Biosintesis g
|III I’\/ \—L Illl'
| Glucosa Componentes II
‘ 47 de la membrana |
'u, Celular |
II Il
\ Ruta de ; /
- Piruvato
Embden-
Meyerhof J-;

Fermentacién
Alcohdlica

Etanol Diéxido de
Carbono
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2.7.2 Lafermentacidn lactica. En esta reaccidon el NADH se oxida y el acido piravico
se reduce transformandose en acido lactico.

CH, CH;
c=—0 NADH NAD' H—C— OH
A |
— =
C=0 C=—0
OH OH
acido pirdvico acido lactico

(de la glucolisis)
La fermentacidn sea ésta alcohdlica o lactica ocurre en el citoplasma.

Cuadro 2.Esquema bioquimico del proceso de fermentacién
A)  Alcohdlica : 2 cido pirdvico + 2 NADH b 2 etanol + 2 CO, + 2 NAD"

B)  L&ctica : 2 4cido piravico + 2 NADH b 2 4cido lactico + 2 NAD*

La finalidad de la fermentacion es regenerar el NAD+ permitiendo que la glucdlisis
continle y produzca una provisidn pequefia pero vital de ATP para el organismo.

2.8LA CIENCIA DE LA MACERACION DEL MOSTO DE MALTA

2.8.1 Preparacion de la malta.-Tiene como objetivo obtener un paquete rico en
enzimas azucares fermentesibles y polisacdridos. Para hacer esto, el grano de
cebada tiene que ser puesto a germinar a una temperatura de 10 a 16 °C, una
humedad de 42 a 46 % y un tiempo de 60 horas. Después, la cebada germinada se
seca usando aire caliente iniciando con un calentamiento suave hasta alcanzar la
temperatura final dependiendo de las caracteristicas que se deseen en la malta.
Normalmente las temperaturas de secado para maltas lager son de 55 a 70 °Cy de
60 a 95 °Cpara maltas ale. Finalmente se realiza la molturacién de los granos
tostados de la malta

2.8.2 Produccion del mosto de malta.Losgranos enteros de malta son sometidos a
la etapa de molturacién para obtener sémolas y harinas acompanada de la cascara
gue se debe ser conservada lo mas enteras posible, para ser utilizadas como medio
filtrante en el proceso de obtencidn del mosto. La malta ya molida se mezcla con
agua formando la pasta (Cuadro3)y en ocasiones se adicionan entre un 10 y 20% de
otros tipos de granos no germinados como fuentes de almiddn, tales como el arroz
o el maiz, que proporcionan un sabor mas ligero. La mezcla se calienta
gradualmente empleando una distribucién de temperaturas, tiempo y pH que
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figuran (Cuadros 4,6,5) con la finalidad de activar de forma éptima un consorcio de
enzimas como las proteasas, las B-glucanasas la B-amilasa y la a- amilasa que se
encuentran en la malta para hidrolizar los componentes de la malta, formando una
papilla nutritiva. La solucion se filtra y al liquido obtenido se le afiade el Idpulo.
Finalmente la solucion se somete a ebullicion por una hora aproximadamente para
obtener el mosto.Las proteasas hidrolizan las proteinas de la malta, dando como
resultado la formacién de péptidos y aminoacidos, que mds adelante, durante la
fermentacion servirdn como nutrientes para la levadura. Las B-glucanasas hidrolizan
los glucanos presentes en la cebada; la degradaciéon de estos polimeros es
importante para disminuir la viscosidad del mosto. La B-amilasa hidroliza la amilosa
y la amilopectina originando maltosa y dextrinas. Las amilasas que se activan entre
60 y 70 °Chidrolizan los enlaces a(1-4) de la amilosa y la amilopectina en diferentes
puntos del polimero sin acercarse a los puntos de ramificacion y a los extremos de la
cadena.Al llevarse la coccion del mosto se cubren 7 objetivos tecnoldgicos:

(1) Concentracidn de sélidos en el mosto.

(2) Extraccién de los componentes del lapulo.

(3) Inactivacién de las enzimas de la malta.

(4) Esterilizacién del mosto.

(5) Eliminacién de compuestos volatiles indeseables.

(6) Formacion de los compuestos responsables del aroma, sabor y color de la
cerveza mediante reacciones de Maillard.

(7) Coagulacion de proteinas y favorecimiento de la reacciéon entre taninos vy
proteinas para la formacion de compuestos insolubles que precipitan clarificando asi
el producto.

Después de enfriar y filtrar la solucién se oxigena el mosto con aire estéril hasta una
concentracién de 8-9 ppm de oxigeno disuelto. El mosto sirve como sustrato para el
crecimiento de las levaduras y en la produccién de etanol. Asi mismo es fuente de
precursores de aroma y sabor.

2.8.3 Fermentacion.En la elaboracion industrial de cerveza se emplean dos clases
diferentes de fermentacion:

(1) Fermentacion alta.- aplicada a la elaboracion de cerveza tipo “ale”. Durante esta
fermentacidn las levaduras forman un aglomerado que flota en el liquido o pueden
flocular a inicios de la fermentaciéon y hundirse el liquido.

(2) Fermentacién baja.- aplicada a la elaboracion de cerveza tipo “lager”. En este
tipo de fermentacidn las levaduras floculan al finalizar la etapa, en aglomerados que
floculan y sedimentan en el liquido. Estas fermentaciones operan bajo condiciones
de tiempo y temperatura diferentes, sin embargo en ambas la fermentacién se lleva
a cabo en dos pasos: la fermentacidn primaria llamada simplemente “fermentacion”
y la fermentacién secundaria 6 “maduracién”. Durante la fermentacion el mosto se
somete a temperaturas que van desde 15 a 22°C para cervezas “ale” y desde 7 a
15°C para cervezas “lager”. En esta etapa las levaduras metabolizan los
carbohidratos del mosto para la generacion de etanol y CO,predominantemente. El
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proceso de maduracién consiste en someter al mosto fermentado a bajas
temperaturas que van desde 4 a 10°Cpor un tiempo de 5 a 10 dias. La maduracion
proporciona a la cerveza sus caracteristicas finales de olor, color, sabor y brillantez.

2.8.4 Procesamiento final. Una vez concluida la maduracion, la cerveza es
clarificada, carbonatada, envasada y pasteurizada para su embalaje y distribucion.
Influencia de la relacién (Agua/Malta)del empaste en el mosto de macerados,
hechos a 60°C (140 EF), con una duracién de 180 min. (Datos de Windisch, Kolbach y

Schild, a través de Hopkins y Krause, 1947)

Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

Concentracion de la masa (Agua/Malta) 2:1 2.7:1 4.0:1 5.3:1
Extracto(malta% de materia seca) 71.7 77.0 80.0 79.9
Extracto fermentable(malta% de materia 52.3 56.3 58.5 57.8
seca

Extr?’ﬂcto fermentable(extracto% del total) 72.9 73.1 73.1 72.3
Nitrégenosoluble enforma permanente(% 0.57 0.56 0.54 0.53
de maltaseca)

Nitrogenoformol(malta% de materia seca) | 0.22 0.21 0.20 0.19

Cuadro 3.

Temperaturadptima para algunos procesos de empaste, llevada a cabo por 2-3 h.
Los datos de diversos las fuentes (Briggs et al, 1981;.Hind, 1950; Hopkins y Krause,
1947). Los valores pueden ser sustancialmente diferentes en diferentes condiciones

de maceracion

Proceso Temperatura®°C
Mayor extraccién (sobre todo para convertir el almidén) 65-68
Mas rapido sacarificacion (dextrinizacion) 70
Mayor rendimiento de azUcares reductores 60-63
Mayor rendimiento de extracto fermentable 65
Porcentaje mas alto de fermentacion (%) 63
Mayor rendimiento de nitrogeno soluble en forma permanente 50-55
(Mash veces una temperatura de 1-3 h. Superior. Optimos para (60)
purés mas concentrado)
Mayor rendimiento de formol-nitrégeno 50-55
Mas alto PSN menos N-formol 55-60
Mayor rendimiento de los buffers acidos 45-55
Maxima actividad de la amilasa 70
Maéxima actividad de la amilasa 60
Maxima actividad de la amilasa 40
Méxima actividad de la fitasa 50-60

Cuadro 4.

Tabla Valores éptimos de pH en la empaste de infusidn isotérmico hecho con maltas

palidas una duraciéon de 1 £ 2 h. a 65,5 °C (150 EF). Datos de diversas fuentes.
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Medida de lo posible lastemperaturas(puré de temperatura, m, y el mosto frio, w),
en la que los valores de pH fueron determinados se indican

Caracteristica pH optimo
Menor tiempo de sacarificacion | 5.3 m+5.7w
(dextrinizacion)
Mayor extracto obtenido 52454m
Mayor extracto de una decoccion 53mt5.6m
La hierba de la mayoria de los fermentable | 5.1+5.3m; 5.4£5.6 w
Papilla imposible filtrar <4.7
o-Amilasa actica del mosto (+ Ca™) 5.3mE5.7w
p-Amilasa active del mosto 51453
Maximo rendimiento de PSN 4.4+4.6m; 4.9+5.1w
Rendimiento maximo de formol-N 4444 6m, 4.9+5 2w
Miaxima actividad de la proteasa (depende | 4.3 m; 4.6+5.0m
del sustrato)
Maxima actividad de la fitasa Sobre 5.2m
Carboxipeptidasa la maxima actividad 4.8+5.7

Cuadro 5

Cambios en los rendimientos con el tiempo de extraccién y de nitrégeno soluble de
forma permanente (PSN) en empastes hechos a dos temperaturas diferentes (datos
de HT Brown, a través de 1950 Hind,)

Tiempo 15 30 60 90 120 180

(min.)

Masa a 49°C

Extracto (%) | 20.3 24.8 28.8 30.3 34.0 37.1

PSN (%IN) |24.6 28.0 322 346 36.5 39.0

Masa a

65.5°C

Extracto (%) | 63.4 67.1 69.4 69.7 69.7 69

PSN (%IN) |27.7 30.7 329 337 34.6 34.6
Cuadro 6.

Extractos yextractosde fermentacién, obtenidoenempastes
isotérmicosdurantediferentesperiodos de incubacién.(DatosdeWindisch,
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KolbachundSchild, a través deHopk

Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

insyKrause, 1947

Masa periodo (min.) 15 30 60 120 180
60°C
Extracto (%) 50.2 534 57.2 60.7 62.2
Extracto fermentable (%) 36.0 39.0 43.1 479 50.2
65°C
Extracto (%) 60.6 62.2 62.8 63.6 63.6
Extracto fermentable (%) 44.2 46.6 48.5 50.7 51.7
70 °C
Extracto (%) 61.2 62.5 62.9 63.4 63.6
Extracto fermentable (%) 40.9 42.0 41.6 422 427
Cuadro 7.
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Figura 17.Curva de maceracién Temperatura Vs. Tiempo

Tincién de polisacaridos de la mace

racion de la malta antes (color azul) y después

de la hidrolisis enzimatica (coloracidn anaranjado) con solucién de yodo en solucién
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de yoduro

a

Figura 18
Composicion de carbohidratos en el mosto (resultados expresados en g/100 ml)
(MacWilliam, 1968)
Mosto Tipo lager Tipo ale
Densidad inicial 1,043 1,040
Aziicar
Fructosa 0.21 0.97
Glucosa 0.91
Sucrosa 0.23 0.60
Maltosa 5.24 3.91
Maltotriosa 1.28 1.30
Total de azucares ferm. 7.82 0.78
Maltotriosa 0.26 0.53
Aziicares superiores 2.13 1.95
Total de dextrinas 2.39 2.48
Total de azucares 10.26 9.26
Aricar (% total de extracto) 91.1
Fermentabilidad 76.7 73.2
Cuadro 8
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Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

Los amineicidos libres en mosto y cerveza (ng/100 ml) (Sandegren et al., 1954)
Nitrogenoy aminoacidos Mosto Cerveza
Total de nitrégeno 88.0 62.6
Bajo en nitrogeno soluble en alcohol molecular 63.4 50.7
Total de o amino nitrégeno 42.7 21.0
Soluble en alcohol amino nitrogeno 37.6 18.2
Alanina 9.8 7.7
y- Amino 4cido butirico 8.3 9.6
Arginina 13.8 3.0
Acido aspértico 7.0 1.6
Acido glutamico 6.4 0.8
Glicina 23 2.1
Histidina 5.7 2.8
Isoleucina 6.2 2.1
Leucina 18.1 4.7
Lisina 14.9 22
Fenilalanina 13.7 44
Prolina 45.7 31.8
Treonina 5.9 0.3
Tirosina 10.6 59
Valina 11.9 6.8
Serina + Asparragina mM en 100 mL 168.6 7.9
Amoniaco 24 1.7
Cuadro 9

Maltotriosa

Maltosa

Permeasa

Maltosa

a-Glucosidasa

Glucosa

Maltotriosa

@ Glucosidasa

Permeasa

Glucosa Glucosa + Fructosa
Glucoamilasa T N Invertasa
Almiddn/Dextrina Sacarosa

Figura 19.Absorcion de carbohidratos por la Levadura Saccharomyces cerevisiae
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2.9CONCEPTO DE DESINFECCION Y ESTERILIZACION

Controlar el crecimiento microbiano implica matar microorganismos o inhibir (sin
matar) el crecimiento de los mismos. Para esto se utiliza agentes fisicos y quimicos
.El nombre de los agentes que matan células llevan el sufijo “cida” como por
ejemplo bactericida, germicida, fungicida, viricida, etc. En cambio, el de los agentes
que inhiben el crecimiento de las células lleva el sufijo “statico” como
bacteriostatico, fungistatico, tuberculostatico, etc.

2.9.1 Desinfeccion: Se refiere a la eliminacién de virus y microorganismos pero no
a sus esporas en o sobre el material .El proceso para la desinfeccion implica el uso
de agentes quimicos denominados Desinfectantes sobre objetos inanimados debido
a que estos agentes son toxicos para los tejidos vivos. Se pueden aplicar
desinfectantes a mesas, pisos, utensilios, etc. son ejemplo de desinfectantes los
hipocloritos (lejia) formaldehido al 8% cloruro de mercurio, compuestos fendlicos
(fenol al 5%) sulfato de amonio y compuestos de amonio cuaternario a 0,25 - 1,6%

2.9.2 Esterilizacion: Se refiere a la destruccion completa o eliminacidon de toda
forma de vida en o sobre un material o sustancia que estd siendo esterilizada. No
hay grados de esterilizaciones es incorrecto decir que algo estd “un poco estéril” o
“muy estéril” un objeto o sustancia esta estéril o no lo esta. Los procedimientos para
la esterilizacién involucran el uso del calor, radiacidn, remocidn fisica de células, y
sustancias quimicas.

2.10 METODOS DE ESTERILIZACION

2.10.1Esterilizacion por calor seco.La esterilizacion por calor seco destruye los
microorganismos oxidando sus constituyentes quimicos, desnaturalizando las
proteinas y los acidos nucleicos de las células asi como fragmentos de la membrana
celular, se aplica a materiales que deben permanecer secos y que no se alteren a la
temperatura y tiempo de esterilizacién tales como placas petri, pipetas, tubos de
ensayo, matraces balones, y otros de vidrio refractario. También se esteriliza por
calor los materiales de metal como pinzas, tijeras, espatulas, etc. No se pueden
esterilizar por este método los materiales de goma de plastico, las soluciones,
medios de cultivo, ni material orgéanico.

Debido a que el calor seco no es tan eficiente se requiere aplicar altas temperaturas
y periodos de tiempo mas largos .Asi se necesitan 1602C durante 2 horas 6 1802C
durante 1 hora en el horno de conveccién. Otra forma de aplicar calor seco incluye
la incineracién para objetos y material organico que deben ser destruidos vy el
flameado pasando materiales o instrumentos pequefios, como asas de siembra,
pinzas o espatulas de Drigalsky, a través de la llama de un mechero Bunsen.
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2.10.2 Esterilizacion por calor humedo. Esterilizacién con vapor saturado y a
presion .Este es el método de esterilizacidon mas eficiente y efectivo. Se hace en un
equipo llamado autoclave .Los auto claves operan manejando dos variables
importantes: temperaturapresion y tiempo habitualmente se emplea 121°C /15 psi
(Ibg/in?) por 15 minutos pueden usarse tiempos mayores si la carga de material o
voliumenes a esterilizar son grandes. Su efectividad se debe a que la alta presién que
se usa incrementa la temperatura del vapor de agua lo cual favorece la capacidad de
matar al microorganismo incluyendo las esporas que son sumamente termoduricas.
El vapor a 100°C tiene 7 veces mds calor que el agua a la misma temperatura por
que se requiere mas cantidad de calor, para convertir el agua en vapor que para
hacerla hervir.El calor himedo mata a los microorganismos desnaturando sus
proteinas esenciales. El auto clavado es ideal para esterilizar desechos biolégicos
peligrosos, vestimentas quirurgicas, materiales de vidriode jebe o goma, medios de
cultivo, soluciones, entre otros. Sin embargo, determinados materialesde pldstico y
ciertos instrumentos médicos (por ejemplo endoscopios de fibra dptica), no pueden
auto clavarse y se esteriliza con agentes quimicos y gases.

El TDT tiempo de muerte térmica (del inglés thermaldeath time) es el tiempo
requerido para matar una poblacion microbiana conocida en una suspensién
especifica a una temperatura particular. Cuando se incrementa la temperatura
disminuye TDT y viceversa es preferible realizar el proceso a alta temperatura por
cortos periodos de tiempo. Las condiciones ambientales también influyen en el TDT
.Cuando el pH es muy acido o muy basico el TDT disminuye. Las grasas y aceites
hacen mas lenta la penetracion del calor incrementando el TDT. Los TDT son
importantes porque miden la efectividad y rapidez de un proceso de esterilizacidn.
El auto clave a 121°C /15 Ib por 15 minutos excede al TDT de la mayoria de
microorganismos. Otro concepto importante es el valor de D (tiempo de reduccién
decimal) que es el tiempo necesario para matar el 90% de una poblacién bacteriana
en condiciones especificas. Esto significa que un valor D, el proceso de esterilizacién
reducird el numero de bacterias en un exponente o logaritmo. Por ejemplo si el
valor D para la bacteria dada es de 2 minutos ,significa que le tomara 2 minutos en
reducir la poblacién de 10%a 10%0 que le tomara 4 minutos en reducir de 10°a10%, o
que serdn 20 minutos para reducirla de 10 a 1 célula bacteriana (10°% La
temperatura del proceso se puede indicar como un subindice : Dy,; El auto clave
consta de una cdmara de doble pared que se llena de vapor saturado libre de de aire
y se mantiene a la temperatura indicada y a la presién indicada durante el periodo
de tiempo determinado. El tiempo de funcionamiento para la esterilidad depende
de la naturaleza del material que se va esterilizar, del tipo de envase y del volumen
del material .Una temperatura de 100°C es la suficiente para matar a todas las
formas bacterianas de 2 a 3 minutos, excepto a las esporas, para matar a éstas se
requiere una temperatura de 1212C/15 psi por 15 minutos .El auto clave se puede
sustituir por la olla de presion.
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2.10.3  Esterilizacion por Radiacion Gama y UV.Las ondas de radiacion
electromagnéticas transmiten energia, por ejemplo ,los rayos X, rayos gamma, luz
ultra violeta (UV) ,luz visible, luz infra roja, la energia que posee la radiacién
electromagnética es proporcional a la frecuencia de la radiacion (ondas por
segundo) . Por esta razén la irradiacién de materiales y sustancias con rayos gamma
y UV es una herramienta poderosa para el control del crecimiento microbiano y
esterilizar.Las microondas no matan por si mismo al microorganismo sino el calor
que generan.La radiacion gamma mata porque genera iones dafiinos para la salud
como el idnsuperdxido (02-)y radicales libres de hidroxilo (OH-) Se usa los radio
isotopos de cobalto -60 las endosporas con las formas mas resistentes a la radiacion
como control.La luz UV a una longitud de onda de220 a 300 nm mata a los
microorganismos dafiando su ADN debido a que se forman enlaces covalentes
entre timinas adyacentes formandose los dimeros de Timina .Las endosporas son
mas resistentes en tanto que las células vegetativas que se estan multiplicando
activamente son las mas susceptibles .Las ldmparas UV y los materiales a esterilizar
deben estar limpios y no cubiertos para una adecuada esterilizacién

.Los pardmetros que deben estandarizarse para la adecuada esterilizacién de un
material dado son las distancias de la lampara UV hacia el material a esterilizar y el
periodo de tiempo o tiempo de exposiciéon. Las persona que realiza este trabajo
deben de proteger los ojos y la piel por gafas o cascos de proteccidn, guantes,
mandil, para evitar que la luz UV queme la cérnea o la piel o promueva cancer a la
piel.Este método de esterilizaciéon es adecuado para materiales que se dafan por el
calor por ejemplo: plasticos, equipos médicos, entre otros .La esterilizacién por
rayos gamma, de medicamentos, alimentos como frutas verduras, granos, carnes
estd aprobado por la FDA (Food and DrugAdministration)

2.10.4 Esterilizacion por Filtracion. Implica separar o excluir fisicamente a todos los
microorganismos del liquido o gases, al pasarlo a través de filtros de membrana con
poros de 0,2 micras de didmetro para retener virus en el caso de los liquidos y a
través de filtros HEPA (High EficciencyParticulate Air) en el caso de los gases y el aire.
Para La esterilizacién por filtracion principalmente

de soluciones de compuestos que se desnaturalizan con el calor se aplicafiltros de
membrana con poros de 0,45 micras de didmetro para retener bacterias por
filtraciéon de los antibidticos, aminoacidos, vitaminas, factores de crecimiento,
carbohidratos, proteinas, sueros, etc.Los filtros de membrana son de varios tipos,
los hay de nitrocelulosa, acetato de celulosa, policarbonato y PVDF
(Polyvinylidenefluorur) o Fluoruro de polivinilo.
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2.11CONCEPTO DE CULTIVO PURO

Se denomina cultivo puro (axénico) al que contiene sélo un tipo de microorganismos
es decir desciende de una sola célula. Los cultivos puros supone unas condiciones
no naturales se inician a partir de colonias aisladas UFC, de manera que todos los
individuos del mismo cultivo tengan la misma composicidon genética (un clon de
células). Los cultivos puros de células se Saccharomyces cerevisiae son esenciales
para tener el control de la fermentacidn etandlica ,dirigiendo su metabolismo bajo
condiciones controladas hacia los productos deseados como etanol y diéxido de
carbono, acidos organicos (volatiles y no volatiles),alcoholes fusel,ésteres, aldehidos
y cetonas etc, que forman parte del aroma y bouquet de la cerveza.Es necesario
obtener un cultivo puro a partir de una placa de aislamiento primario, que suele ser
un cultivo mixto. En algunas ocasiones es facil seleccionar las colonias aisladas para
sus subcultivos (volver a sembrar las colonias previamente aisladas a partir de una
muestra) pero en otras pueden presentarse colonias muy amontonadas (cultivo
confluente) de tal manera que es muy dificil elegir colonias individuales aisladas
.Ante esta situacién hay varias estrategias:

- El subcultivo directo: Consiste en tocar con cuidado, la superficie de la
colonia deseada con el asa de siembra (en punta si las colonias estan muy
cerca entre si) y estriar una nueva placa para el aislamiento.

- El uso de medios selectivos: Consiste en subcultivar la colonia de interés
sobre un agar que inhibira el crecimiento de las colonias no deseadas.

- El uso de sustancias quimicas inhibidoras incorporadas dentro del Agar
(analogo a un medio selectivo) que consiste en subcultivar la colonia de
interés sobre un Agar que contenga antibidticos o sustancias quimicas que
inhibiran el crecimiento de las colonias no deseadas.

- El uso de discos de antibidticos (andlogo a una placa de Agar que contiene
antibidtico, pero mas flexible) que consiste en subcultivar la colonias de
interés sobre la superficie de una placa con Agar y ubicar un disco
impregnado en antibidtico disefiado para inhibir las bacterias no deseadas.

2.11.1Método de aislamiento de Levaduras Saccharomyces cerevisiae. El
aislamiento de células de Saccharomyces cerevisiae partir de un cultivo mixto se
realiza empleando la técnica de Estriado sobre Agar YPG (extracto de levadura
,peptona ,glucosa) suplementado con antibidtico, implica la separacion de células
de una asada de muestra de cultivo mixto, fisica y espacialmente estridndola
sistematicamente sobre una superficie de Agar YPG suplementado para la
formacion de colonias aisladas UFC (Unidad formadora de colonia).El éxito en
obtener colonias aisladas estd en funcién de la cantidad y densidad (poblacién
microbiana) del indculo, lo cual a veces es dificil de juzgar .El crecimiento explosivo
de las células de Saccharomyces cerevisiae permite producir un gran nimero de
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ellas a partir de una unica célula inicial, los microorganismos no deseados se
denominan contaminantes , como bacterias que acompafian a las células de
levadura en el cultivo mixto estas son eliminados por el antibidtico suplementado
al Agar en las condiciones de crecimiento adecuadas, luego tras un periodo de
incubacién de 48 a 72 horasa temperatura de 22-25°C, se produce una colonia
observable a simple vista y formada por individuos iguales (unclon de células).Las
colonias se forman durante el periodo de incubacién, en el que las células
microbianas individuales se reproducen rapidamente las colonias aparecen en un
lapso de 18 a 24 horas.

Composicién de Agar YPG suplementado con antibiético:

Componente peso en g.
Extracto de 3,0
levadura
Peptona 10.0
Glucosa 20.0
Agar 18.0
Tetraciclina 10°L
(19/10gH,0)
Agua desionizada 1000.0

Cuadro 10.
Medio dosificado a un pH 6,8

Antibidtico: Tetraciclina (Tetraciclina, pastilla 1g en 10 mL de agua desionizada
estéril, disolver y tomar 1mL para 1L de medio) conservar en refrigeracion

Condiciones de esterilizacidn en auto clave :

Condiciones de esterilidad
Temperatura 121°C
Presion 15 Ib/pul?
Tiempo 15 minutos

Cuadro 11.
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2.11.2Caracteristicas culturales de la colonia de Saccharomyces cerevisiae.Los
conceptos de cultivo primario, colonia, identificacién presuntiva. Son de gran
importancia para poder aislar y seleccionar una unidad formadora de colonia de
Saccharomyces cerevisiae de un cultivo mixto de microorganismos o también
llamado cultivo primario.

1)Una coloniade células de Saccharomyces cerevisiae.- es una masa de millones de
células procedentes de una Unica célula, un clon celular que puede verse a simple
vista llamada unidad formadora de colonia UFC.

2) Identificacion presuntiva.- También llamada preliminar lo primero que se realiza
es la inspeccién de las colonias para determinar sus caracteristicas morfoldgicas las
caracteristicas que se deben describirson: tamafio, forma, borde, textura de la
superficie, aspecto, elevacién, apariencia de la luz transmitida, y a la luz reflejada,
consistencia y pigmentacion.

Caracteristica cultural de Saccharomyces cerevisiae
Tamano UFC 3-5mm
Forma Circular
Borde Entero
Superficie Lisa
Aspecto Butiroso (como mantequilla)
Elevacién Convexa
Luz transmitida Opaca (no hay transmisién)
Luz reflejada Brillante
Consistencia Blanda
Pigmentacién Crema- blanco
Cuadro 12.

2.12METODO DE CONSERVACION DE CEPA

Es importante conservar con viabilidad durante un periodo de tiempo las cepas de
microbios aislados, se denomina Cepario a la coleccién de cultivos de un
laboratorio.

Los cultivos de microorganismos para con determinadas caracteristicas son
esenciales para la mayoria de los ensayos de microbioldgicos, los cultivos de
referencia o controles de alta calidad son utilizados en un amplio nimero de
determinaciones .Por todo esto solo una sola coleccidn de cultivo bien mantenida es
un requisito indispensable para las buenas practicas de laboratorio .los
microorganismos tiene una tendencia inherente a mutar cuando se le subcultiva con
frecuencia. La conservacién esta encaminada al mantenimiento de las cepas durante
largos periodos de tiempo sin que se produzcan cambios en éstas. Hay varios
métodos para conservar microorganismos dependiendo el tiempo que se les desee
mantener viables y de sus caracteristicas fisiologicas. Se tiene métodos de largo
plazo, métodos de corto plazo.
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2.12.1 Métodos a largo plazo. Son los métodos que se utilizan para poder
conservar los microorganismos, por un periodo largo de tiempo en afios de tal
manera que al ser requeridos para aprovechar sus propiedades enzimaticas ,son
capaces de reaccionar metabdlicamente.

2.12.2Conservacion por congelacion.Se congelan las células en suspensidon en un
liguido o caldo de cultivo crecido (joven) con un agente crioprotector (50% de
glicerol para congelar a -20°C y al 14- 20% para congelar a -70 6 -80 °C )Los
crioprotectores mas usados son el glicerol y el dimetilsulfénico (DMSO) cuando se
usa el glicerol debe tenerse la precaucién de mezclar las dos fases (glicerol/caldo)
con una micropipeta .Mediante este método las células no disponen de agua en
forma liquida por lo tanto no hay crecimiento .Cuando se quiere trabajar con células
asi

conservadas, se recuperan, subiendo la temperatura .Este es el mejor método de
conservacién desde todos los puntos de vista. La viabilidad de los microorganismos
es de varios afos, Las desventajas son la de requerir congeladores que son costosos
y el riesgo que haya algun fallo del sistema eléctrico que produzca una subida no
deseada de la temperatura durante el almacenamiento. El almacenamiento a largo
plazo se puede lograr también empleando temperaturas criogénicas con nitrégeno
liquido a 196°C.

2.12.3Conservacion por liofilizacion.La liofilizaciéon consiste en la eliminacion del
agua de una sustancia congelada por sublimacién del hielo al vacio. Este proceso
consta de tres etapas, la pre congelacidon del producto para asegurar una estructura
completamente congelada; el secado primario con el que se elimina la mayor parte
del agua por sublimacion; y el secado secundario con el que se remueve el agua que
qgueda ligada.En las células conservadas por este método no hay crecimiento puesto
que la actividad de agua es cero igual que la congelacion, pero a diferencia de Ia
primera, los liéfilos no tiene agua en medio debido a la sublimacién. Para este
proceso se emplean los aparatos llamados liofilizadores.Este es un método muy
renovable por su comodidad en el almacenamiento,pues una vez liofilizado las
cepas ,éstas se pueden almacenar a una temperatura ambiente de 18-20°C o bien
en refrigeracién 4-6°C .El éxito de la liofilizacién para la preservacién de los
microorganismos no soélo depende de los pasos de esta técnica (congelacion y
deshidratacién) sino también de las caracteristicas fisico quimicas del medio de
suspension, el tipo de microorganismos , el estado fisioldgico del cultivo las
condiciones del cultivo ,la concentracién de microorganismos ,entre otros.

2.12.4Método de conservacion a corto plazo. Son los que se utilizan cuando no se
requiere la viabilidad por mucho tiempo o cuando no se pueden emplear los
métodos anteriores por falta de los equipos necesarios o porque la cepa microbiana
no soporta dichos tratamientos. Conviene tener en cuenta que nunca se debe usar
un unico método de conservacion, sino varios. La conservacion de una cepa de
Saccharomyces cerevisiae se realiza en tubos de ensayo con tapa que contiene Agar
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YPG o Agar Papa Dextrosa APD en plano inclinado sobre el cual se siembra la
suspensién de células por estriado, en condiciones de esterilidad y se conserva a
temperatura de 4°C por un periodo de tiempo de 4-6 meses

Figura 20Cepario de células de Saccharomyces cerevisiae en medio Agar YPG

2.13CULTIVO Y PROPAGACION CELULAR

El cultivo de microorganismos, consiste en proporcionarles las condiciones fisicas,
quimicas y nutritivas adecuadas para que puedan multiplicarse de forma controlada.
En general, podemos distinguir cultivos liquidos y solidos en funcidon de las
caracteristicas del medio y cultivos discontinuos y continuos en funciéon de la
disponibilidad de nutrientes en el medio.Se entiende por crecimiento celular al
aumento del nimero microorganismos a lo largo del tiempo. Por tanto, no nos
referimos al crecimiento de un Unico Microorganismo que denominaremos ciclo
celular, sino al demografico de una poblacién. En este tema nos centraremos en el
crecimiento celular de levaduras, el estudio que se hace puede servirTambién para
entender el crecimiento poblacional de bacterias y de otros hongos. Denominamos
ciclo celular al proceso de desarrollo de una célula de levadura aislada. A lo largo del
ciclo celular tiene lugar la replicacion del materialgenético, la sintesis de
componentes celulares. Las poblaciones de levaduras crecen de forma explosiva
acumulando grandes numeros en un periodo de tiempo muy reducido, entender
cémo se produce el crecimiento microbiano esimportante para poder controlarlo y
ademas poder potenciar sus beneficios y aplicaciones.
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2.13.1 Propagacion de levadura en el laboratorio.- El objetivo de la propagacién
de células de levadura a nivel de laboratorio consiste enobtener un volumen de
cultivo puro con una concentracién celular dptima para ser utilizado en la primera
escala de fermentacién cervecera. El proceso se realiza utilizando técnicas
tradicionales microbioldgicas. Esta etapa es de suma importancia, asegurando de
que el cultivo que provee el laboratorio es puro (Axénico) y libre de contaminacién
para poder ser utilizado en la fase de produccién. Para generar en el laboratorio la
propagacion celular de levaduras Saccharomyces cerevisiae es necesario realizar
una serie de cultivos intermedios, un escalamiento de medio de cultivo
progresivamente creciente. Un protocolo tipico se muestra en la figura 36.
Realizando el escalamiento aplicando por lo general un factor alrededor de 1:10
entre cada cultivo. El medio de cultivo adecuado para esta etapa de propagacién es
el caldo estéril de extracto de levadura, glucosa y peptona (YPG). Todo el proceso
toma alrededor de dos semanas. El crecimiento de las células de levadura en el
medio nutritivo es estimulado por la continua aireacion estéril y por un agitador
magnético requerido para alcanzar una dptima tasa de transferencia de oxigeno,
alcanzandose una concentracion celular por el método de Recuento de células de
levadura en camara de Neubauer dentro del rango de 150-200x10° células/mL con
una vitalidad y viabilidad superior al 98% en el medio de propagacién destinado
como inéculo o estarter.
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gas estéril Ingreso de Indeculo
T d A al medio de cultivo
1\:;ma e N
uestra N AN Purga de gases
|
Placa superior fijada \] e _
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esterilizable .
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Sellos herméticos
estériles
Matraz de acero .
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Figura 21.Componentesde un equipo Biorreactor a nivel de laboratorio. Para llevar a
cabola fase depropagacioncelular de Saccharomyces cerevisiae. El equipo tiene un
volumen de operacidn de 3Ly un volumen total de 4L
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Figura 22.Escalamiento del cultivo celular de Saccharomyces cerevisiae

2.13.2 Propagacion de levaduras en la planta de Cerveceria.-El estarter, inéculo o
cultivo semillero proporcionada por el laboratorio, en un depdsito pequefio es
propagado a través de una nueva serie de trasegados y escalando el volumen de
cultivo hasta que la Biomasa de levadura alcance el volumen y la concentracion
celular adecuada para un éptimo proceso fermentativo del mosto de malta de
cebada. Desde un punto de vista microbioldgico la propagacion esta lleno de
riesgos, Cualquier contaminacion en esta etapa tendra profundas consecuencias
adversas. El disefo de la planta, su funcionamiento y su acabado interior debe
cumplir los mas altos estandares de higiene. En la planta de produccién de cerveza
La propagacion celular de Saccharomyces cerevisiae deben estar ubicadas dentro de
una habitacién disefiada para minimizar el riesgo de contaminacidn. El acceso esta
limitado a los servicios esenciales del personal, todas las superficies internas estan
hechas de materiales higiénicos, el aire de la habitacion es filtrado y la atmdsfera
interna se mantiene bajo una presion ligeramente positiva. El mosto utilizado como
medio de propagacion celular durante el escalamiento, preferiblemente debe ser
de la misma calidad que el utilizado en la fermentacién industrial, donde la levadura
debe coincidir en caracteristicas con el mosto empleado al inicio, en el cual esta
produciendo sus metabolitos deseados. Esto generalmente no es esencial en la fase
de propagacion de la levadura a nivel de laboratorio. La levadura no debe ser
propagada con mostos de alta gravedad (Cahill y Murray, 2000). Para las cepas de
cerveza aley lager se propagado en 7,5, 11,5y 17,5 mostos PE. Teniendo en cuenta
gue las células en crecimiento activo son los mas sensibles y que el etanol es toxico
disminuyendo la Viabilidad Celular.
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El crecimiento de la levadura es estimula por las lineas equipadas con filtros
microbioldgicos de suministro de aire u oxigeno estéril al sistema, lineas de escape
0 purga, puertos para el muestreo y la inoculacién, capaz de operar en condiciones
asépticas. El rendimiento de la primera fermentacién debe estar dentro del rango
normal en términos de duracién y el grado de crecimiento de la levadura, la cerveza
resultante debe estar dentro de los parametros de especificacion. Estos objetivos no
siempre se logran, los Propagadores tradicionales operan sobre el principio
microbiolégico de que la levadura en la medida de lo posible, estd en las mismas
condiciones fisiolégicas en cada proceso fermentativo, este supuesto asegurara que
el nuevo ciclo de propagacion de células de levadura producird el rendimiento
estandar de fermentacion anterior. Cuando se transfiere el primer mosto, la
concentracién de células de levadura generalmente es baja no mas de lo que se
obtiene a partir de un mosto convencional de fermentacion (tipicamente, 50 — 60x
10° células por ml). Los rendimientos bajos de concentracién celular asociados con
los sistemas tradicionales de propagacién, requieren normalmente varios pasos para
generar suficiente biomasa de células para iniciar la primera fermentacion. Por otra
parte los factores de escalamiento hacia arriba, entre cada fase, son modestos no
mas de 1:5. Un régimen tipico requiere cuatro etapas de 1.5, 6.0, 30.0 y 150 hl,
respectivamente, para generar la biomasa de levaduras suficiente para inocular
hasta 800 HL (500 barriles Reino Unido) de mosto cervecero. La duracién de todo el
proceso, incluyendo la fase de laboratorio, demanda varias semanas de trabajo
el proceso eslento y el uso de multiples fermentadores eleva el coste de
instalacionmantenimiento y de operacién, los riesgos de contaminacién son
proporcionales al numero defermentadores, Para satisfacer la creciente demanda
de biomasa celular en las grandes fabricas cerveceras ha sido necesario introducir
métodos para incrementar el rendimiento de la levadura y acelerar el proceso. El
cultivo de la levadura a una temperatura superior a la utilizada durante la
fermentacién acelera el proceso de propagacion. Los altos rendimientos de biomasa
se pueden obtener asegurando las condiciones totalmente aerdbicas. La
propagaciéon del indculo aerdbico se realiza por lo general en un rango de
temperatura de 20-25 °C produciendo una Biomasa de concentracion celular de
levadura de 180- 220x10°células / mL. La fase de crecimiento requiere un periodo
de tiempo de 24 - 48 horas en completarse. Todas las condiciones operativas son
orientadas a asegurar en el medio de cultivo las mads altas tasas de transferencia de
oxigeno que pueda lograrse. Esto requiere del control de dos condiciones
operativas. En primer lugar, un sistema para suministrar oxigeno estéril al mosto de
cerveza donde se propaga la levadura, por lo general un anillo de aspersién y en
segundo lugar, una eficiente agitacién mecdanica para asegurar que el oxigeno se
dispersa y solubilice por todo el cultivo de propagaciéon . Las caracteristicas
esenciales de los equipos se muestranen la (figura23).El volumen de operacidn
debe estar alrededor de 8 hl. El segundo recipiente debe estar dimensionado para
lograr la tasa de concentracidn celular deseada en la primera fermentacion. Por
ejemplo, una propagacion celular en un tanque con un volumen de operacién de
100 hL y un recuento de células de 200x10° células/ml generaria la levadura
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suficiente para inocular 1.300 hL de mosto con una concentracidn celular final de
15x10° células / ml. En contraste con las tradicionales grandes plantas de
propagacion los factores de escalamiento para la propagacién celular pueden
utilizarse tipicamente 1:10 a 1:20.
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Figura 23.Dostanques del sistema de propagacién levaduracervecera.Las
capacidadesde trabajo decada tanque es de 5BRL (8HL) y 85 BRL (136hl), (tomado
deBoulton yQuain, 1999).

2.13.3Efecto Pasteur. Aclarada definitivamente la cuestién del origen de la
fermentacién y ya establecido que las levaduras a partir de una cantidad dada de
azucar y bajo condiciones aerdbicas, forman aproximadamente veinte veces mas
biomasa celular que bajo condiciones anaerdbicas. El hallazgo de que el oxigeno
reprime la fermentacion etandlica, es conocido como "Efecto Pasteur", es un
ejemplo modelo de la regulacion metabdlica.El proceso de fermentacién de la
glucosa por las levaduras es un proceso anaerdbico; no obstante, las levaduras son
aerdbicas. Bajo condiciones anaerdbicas las

levaduras fermentan de una forma muy intensa pero casi no crecen. Con la aireacién
se reduce la fermentaciéon en favor de la respiracion. En algunas levaduras la
fermentacidn puede reprimirse casi totalmente mediante una aireacién intensa
.Louis  Pasteur descubrid este efecto hace ya mds de cien afos en sus
investigaciones acerca de los procesos de fermentacidon. Desde el punto de vista
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energético la célula apuntan a un mecanismo extraordinariamente inteligente, en
condiciones anaerdbicas solo se forman 2 moles de ATP por cada mol de glucosa
mientras que en condiciones aerdbicas se forman 38 moles de ATP por mol de
glucosa. La célula se ajusta pues a la efectividad en la produccién de energia en
ambas condiciones mediante la regulacién en la transformacion del sustrato.

2.13.4Efecto Crabtree. Descubierto por el bioquimico Crabtree de Herberto, es un
efecto contrario al efecto Pasteur, describe el fendmeno por el cual la levadura
Saccharomyces cerevisiae, en presencia de altas concentraciones externas de
glucosa en un medio aerobio, realiza el ciclo de la Glucolisis como fuente de energia
produciendo etanol con una minima producciéon de biomasa. El aumento de las
concentraciones de glucosa en el medio reprime la sintesis de RNAm de los genes
involucrados en la en la respiracién y el metabolismo oxidativo,interrumpiendo el
siguiente catabolismo energético, el ciclo de los acido tricarboxilicos, reduciendo la
necesidad del Fosforilacién Oxidativa via el sistema del transporte de electrén, ruta
metabdlica que produce cantidades apreciables de ATP y por lo tanto disminuye el
consumo del oxigeno. El fendmeno se cree haberse desarrollado como mecanismo
de la competicidon (debido a la naturaleza antiséptica del etanol). La presencia de
azUcares asimilables superiores a 0.16 g/| produce inevitablemente la formacion de
alcohol en el proceso de crecimiento de levadura Saccharomyces cerevisiae aun en
presencia de exceso de oxigeno. Es por ello que la produccidn de levadura se debe
llevar a cabo con sistemas de "Batch" alimentado con alimentacién programada de
azucares para maximizar la formacion de biomasa e impedir la formacién de alcohol.
Es otro ejemplo de la influencia de un efector externo o de naturaleza quimica sobre
la actividad metabdlica de un microorganismo

2.14CONCEPTO DE CULTIVO CELULARVIABLE Y VITAL

2.14.1 Evaluacidn de la viabilidad de un cultivo de células de levadura.El método
clasico para la evaluaciéon de la viabilidad microbioldgica de un indculo se realiza en
placa sobre un soporte sélido en el cual se siembra una determinado volumen del
cultivo celular (Suspension celular) y luego de un periodo de incubacién, se
contabiliza las colonias resultantes. Cada colonia es un clon de células que se deriva
de una célula viva individual. Por lo tanto,la proporcién de colonias formadas en
relacion con el numero total de células presentes en la muestra original,
proporciona una medida de la viabilidad. Es posible acelerar el procedimiento
mediante el conteo de micro-colonias por su comportamiento cultural sobre placas
diapositivas, sin embargo, el mejor método es el de incubacién quese necesita
varias horas para obtener un resultado confiable. (ASBC Comité de andlisis de 1981,
Pierce, 1970).Estos procedimientos requieren mucho tiempo para satisfacer las
necesidades de elaboracion de la cerveza, una respuesta rapida es esencial. Un
métodos rdpidos para la evaluacidn de viabilidad en la industria de la cerveza se
basan en el uso de colorantes vitales, el procedimiento mas cominmente utilizado
es la tincion de azul de metileno, aunque muchos otros han utilizado otros
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colorantes vitales como , cristal violeta, el azul de anilinaRodamina B y eosina Y
(King et al, 1981;. Evans y Cleary, 1985;. Koch et al,1986; Hutcheson et al, 1988). En
particular, una prueba como la tincion de azul de metileno es de gran utilidad como
base de una simple decisidn de utilizar o no un determinado lote de levadura como
inéculo. Las pruebas de este tipo también puede ser util, siempre y cuando la
viabilidad es alta (> 90%) en el establecimiento de un factor de correccién para
asegurar que las tasas viables lanzando por todos los fermentaciones son los
mismos. Estas pruebas son menos utiles en la identificacion de las variaciones
fisiolégicas en levadura de indculo, que pueden producir inconsistencias en el
desempeiio de la fermentacién y la cerveza de calidad. Con respecto a las células de
levadura, no existe una definicién Unica que abarque la viabilidad.

Caracteristicas de las células viables:

(1) la capacidad de proliferacion celular (la progresién del ciclo celular);

(2) la capacidad de crecimiento celular (metabolismo anabdlico)

(3) metabolismo detectable en reposo (captacién de oxigeno y la evolucion de
dioxido de carbono);

(4) la posesion de la integridad de la membrana (la asimilacién de control selectivo
de la exégena metabolitos y excreciéon de los productos derivados).

2.14.2 Evaluacidn de la vitalidad de un cultivo de células de levadura. Es obvio
gue en el seno de una poblacién de células de levadura empleadas como inéculo no
todas las células poseen las mismas caracteristicas de Viabilidad, pero todavia
tienen un papel activo en la fermentacién. Porejemplo, la célula pierde por
cualquier razéon la capacidad de reproduccién, sin embargo, todavia puede
contribuir a la fermentacion por la asimilacion de nutrientes y la produccién hacia el
mosto de los componentes de la cerveza. No estd claro qué parte de estas
poblaciones es detectados por las pruebas de viabilidad estdndar. También se puede
argumentar de que las pruebas sobre la placa o diapositivas para la determinacion
de la viabilidad de un inoculo celular, son consideradas como un método estandar
de referencia, la prueba como tal,que se aplica al inoculo de células de levadura no
equivale necesariamente a un crecimiento posterior y rendimiento éptimo de la
fermentacién.Las pruebas simples de viabilidad no son capaces de proporcionar
informacion sobre posibles diferencias en el estado fisioldgico de la fraccién viable
de la poblacién de levaduras.

Estas diferencias podrian abarcan todo el espectro de las células que coexisten en el
mismo inoculo,a través de las células que se encuentran muy estresadas y también
muertas hasta las que se encuentran en una condicion fisioldgica que permitan la
"super-performance” en la fermentacion. Por ejemplo, las células que contienen
esteroles con alta concentracion

se puede predecir que tiene la capacidad de realizar mas ciclos de reproduccién
durante la fermentacion,que aquellos con niveles basales de

Esteroles. Varias pruebas de vitalidad se han propuesto, presentando informacién
de la condicion fisioldgica de toda la poblacion de células de levadura dentro de una
suspension. La Vitalidaduna eleccién desafortunada de la terminologia, debido a
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gue no tiene sentido estricto, otros cientificosla consideransindnimo de viabilidad.
Por supuesto, se da a entender un método que identifica las células de levadura
que produce un rendimiento vigoroso de rdpida fermentaciénen términos de
crecimiento de la levadura y etanol. Peroladefinicion mas precisa y util es de
"Pruebas de prediccién de fermentacion”. Sin embargo, la prueba de vitalidad se ha
convertido en parte de la literatura cervecera establecida.

Los requisitos de las pruebas de vitalidad son:

(1) Debe ser rapido

(2)Debe ser sencillo

(3) Utilizar los aparatos disponibles en el laboratorio cerveceria tipica.

Los resultados de taleslas pruebas son utiles para llegar a una decisién simple que
permita la seleccién preferente de un tipo de indéculo adecuado y de los
requerimientos de oxigenacién del mosto cervecero, lo que proporcionara un
rendimiento dptimo del proceso de fermentacién.

2.15MEDIDA DEL CRECIMIENTO Y ENUMERACION DE MICROORGANISMOS
VIABLES

La importancia de conocer la densidad de un cultivo celular radica en que nos
ayuda a lograr optimos resultados en la fermentacién porque nos permite predecir
la cinética de crecimiento y por medio de esto podemos determinar cudl es el
tiempo necesario para obtener los metabolitos deseados. Existen diferentes
sistemas para detectar y medir el crecimiento de microorganismos. Los principales
se enumeran a continuacion:

2.15.1 Recuento directo.Se emplea la cdmara de Neubauer Improved esta cdmara
se utiliza para conteo celular y viabilidad de las levaduras asi como el uso de las
formulas correspondientes en cada caso. Es un proceso sencillo pero requiere de
una determinada paciencia para no equivocarse y conseguir un buen resultado.
2.15.2 Medida de la masa de células. El sistema se basa en que las células en
suspension dispersan la luz causando la turbidez del cultivo. La turbidez depende de
la masa en

Suspensidon por tanto, midiendo esta absorbancia se puede estimar aquella. Este es
el parametro demedida mas facil de usar en los cultivos de laboratorio. La densidad
de células debe serdel orden de 105/ml.

2.15.3 Recuento de viables. Consiste en sembrar un volumen determinado de
cultivo omuestra sobre el medio de cultivo sélido adecuado para estimar el nimero
de viablescontando el niumero de colonias que se forman puesto que cada una de
estas deriva deuna célula aislada. Para que la medida sea correcta desde el punto de
vista estadistico, esnecesario contar mas de 300 ufc. En ciertas ocasiones en las que
la densidad de microorganismos es demasiado baja, éstos se pueden recolectar por
filtracién a través de una membrana (de 0.2 um de tamafio de poro) y posterior
colocacion de la membrana en un medio de cultivo adecuadopara que se formen las
colonias.
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2.15.4 Medida del numero de particulas. Usando contadores electronicos de
particulas,

estos sistemas no nos indican si las particulas corresponden a células vivas o
muertas; pero

nos pueden dar una idea del nimero de las particulas.

2.15.5 Medida de parametros bioquimicos: tales como la cantidad de ADN,
ARN,Proteinas, peptidoglicano, etc. por unidad de volumen de cultivo.

2.15.6 Medida de actividad metabdlica de las bacterias: como que respiran
producenuna disminucién del potencial Redox del medio en que se encuentran
como consecuenciadel consumo de oxigeno (utilizacién de colorantes sensibles a
oxidacion y reduccién talescomo el azul de metileno)

2.16TINCION VITAL DE CELULAS DE Saccharomyces cerevisiae

Un cultivo celular el cual serd empleado como estarter para la inoculacion en el
mosto cervecero, se observa a simple vista como una suspensién densa y
homogénea compuesta de biomasa celular. Es de importancia relevante cuantificar
el nimero de células vivas con las que se cuenta para poder ser utilizada como un
inoculo para fermentacién de un mosto cervecero. Al ser llevada una muestra de
inoculo al microscopio no se puede discriminar por observacidn directa entre células
vivas 0 muertas. Es necesario emplear la técnica de Tincidn vital con azul de
metilenola cual se fundamenta en reacciones Bioquimicas intracelulares
especificamente en una Organela llamada mitocondria siendo esta la central
energética de la célula, donde se

lleva a cabo la oxidacidon de los sustratos oxidables por el Oxigeno molecular. El flujo
de electrones en la cadena transportadora donde participa el sistema citocromo, se
encuentra presente en microorganismos aerobios, es una técnica confiable de
discriminar entre una célula viva de otra muerta. El citocromo oxidasa activa la
oxidacién del citocromo reducido cediendo un electrdn al oxigeno molecular el que
a su vez actla como un aceptor de electrones en la etapa terminal del sistema de
transferencia de electrones el oxigeno es el aceptor final del hidrogeno,
reduciéndolo a dos moléculas de agua.El azul de metileno, es una sal basica, es un
indicador de Oxido-Reduccién, en estado oxidado es de color azul (azul de metileno)
en estado reducido incoloro (Azul de leucometileno). Cuando se agrega como
sustrato artificial, el colorante sintético reducible azul de metileno sobre las células
de Saccharomyces cerevisiae vivas y muertas estas quedan tefiidas de color azul, el
cual sustituye al aceptor natural de electrones en cualquier parte de la cadena
transportadora de electrones, actuando como reductores del citocromo c del
sistema citocromo oxidasa en las células vivas de Saccharomyces cerevisiae,
reduciendo y decolorando la tincién azul de metileno. Las levaduras muertas no
generan flujo de electrones en la cadena transportadora, por lo tanto seguiran
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tefiido de color azul. Un cultivo Celular para ser considerado como estarter o inoculo
la tasa recomendada de levaduras como minimo es del 85% de células vivas.El azul
de metileno cuyo nombre cientifico es cloruro de metiltionina es un compuesto
heterociclico aromatico con formula molecular  C1gH18CIN3S

Ny

:«L+ cH

-~ HN" 3

i

Hgl: -._N _.--'”*“'L;_:__P_.-r' -, 5,—-‘“4'\.“';:

CH3 cl” CH3
Molécula de azul de metileno
Composicién de la solucién Azul de Metileno al 1% (w/v)
Azul de metileno............c....... 0,3g
Alcohol etilico.......ccccueernnennne 30 mL

2.17DILUCION SERIADA DE LAS SUSPENSIONES CELULARES

Para poder realizar un conteo celular en cdmara de Neubauer de una suspensidn la
cual tiene una alta densidad celular se debe realizar la técnica de diluciones seriadas
para evitar las estimaciones erréneas y crecimientos confluentes en placas.
También es importante que cuando se hacen cultivos en placa petri el nimero de
colonias no sea demasiado bajo para que el cdlculo sea estadisticamente
significativo. En la practica el nimero de colonias por placa oscila entre 30 y 300
para obtener el niumero apropiado de colonias casi siempre se diluye la muestra
.Como raramente se sabe de antemano que el numero de células viables,
normalmente se hace mas de una dilucién, lo mas frecuente es realizar diluciones
decimales de la muestra. Para hacer una dilucién 10™ se mezclan 0.5 mL de muestra
con 4.5mL de diluyente o 1mL de muestra con 9mL de diluyente, si se necesita una
dilucién de 107 se puedemezclar 0.05mL de la muestra con 4.95 mL de diluyente o
0.1mL con 9.9 mL por otra parte, una dilucién de 10% se puede hacer de modo
seriado haciendo dos diluciones de tipo 10 .En la mayor parte de los casos se
realizan dichas diluciones hasta alcanzar la dilucién deseada. Asi si se quiere dilucion
10 se puede lograr haciendo diluciones sucesivas de 10”0 seis diluciones de 10
! Procedimiento para determinacién de viables usando las diluciones seriadas de la
muestray el método de vertido en placa, el liquido usado para hacer las diluciones
es una solucidn salina equilibrada. El factor de dilucion es el inverso de la dilucidn en
muestras de 0.1 mL

caso de siembra por extension puede ser necesario mas diluciones para extender
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Transferir 1 ml de tubo a tubo

9 ml de agua
en cada placa

100 mL de muestra

problema de it
Inocular 0,1 ml

suspension celular
en cada placa

Figura 24. Dilucidn seriada de suspension celular

2.18CAMARA DE NEUBAUER IMPROVED PARA EL RECUENTO DE LEVADURAS
Consiste en la observaciéon al microscopio de volimenes muypequenos de
suspensiones de células. Se usan unos portaobjetos especiales denominados
camaras de Neubauer Improved. Esta disefiada de manera de contener una cantidad
fija de suspensién celular liquida. Consta de un cuadrado central de 1 mm de lado
dividido en 25 cuadraditos. Cada uno de ellos estd, a su vez, dividido en 16
cuadrados. Se coloca un cubreobjetos sobre la zona cuadriculada, apoyado sobre
dos hombros laterales de manera que cuando hay un buen contacto entre ellos,
gueda una distancia de 0.1 mm entre el cubreobjetos y la cdmara. Esto determina
gue el liquido quede contenido en un volumen de 0.1 mm?. Para gue la medida sea
correcta es necesario que ladensidad de células sea del orden de 10° células/ml.

Figura 25. Cdmara de Neubauer Improved.
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2.19CRECIMIENTO DE LA POBLACION CELULAR DEL INOCULO

El crecimiento se define como el aumento ordenado de todos los constituyentes
quimicos de un organismo.Un aumento en el nimero de células microbianas de una
poblacion, también se puede medir como un incremento de la masa celular, la
velocidad de crecimiento es el cambio en el nimero de células o en la masa celular
experimentado por unidad de tiempo .Durante el ciclo de divisidncelular, todos los
componentes estructurales de la célula se duplican. El intervalo para la formacion
de dos células a partir de una supone una generacion, y el tiempo transcurrido para
que esto ocurra se llama tiempo de generacidn, por lo tanto el tiempo de
generacion es el tiempo que se requiere para que la poblacidn se duplique, razén
por la cual a veces el tiempo de generacion se llama tiempo de duplicacion.
Durante cada generacidn, tanto el nimero de células como la masa celular se
duplican.

2.19.1 Ciclo de crecimiento para el cultivo por lotes.En un cultivo Batch o
intermitente en sistemacerrado o cultivo en medio no renovado puesto que no se
aflade medio nuevo de cultivo, también conocido como cultivo monofasico. Si se
inoculan microorganismos unicelulares en un medio fresco esterilizado y se mide la
densidad del numero de células con respecto al tiempo se puede observar que hay
una curva de crecimiento tipica,no aplicable a una célula asilada sino a poblaciones
de células .Esta curva de crecimiento puede dividirse en distintas fases llamadas
fase de latencia,fase exponencial,fase estacionaria y fase de muerte.

A) Fase de latencia: Cuando se inocula una poblacién microbiana en un medio
fresco,por lo general el crecimiento no comienza inmediatamente sino sdélo
tras unperiodo de tiempo que constituye la fase de latencia, la cual puede
ser breve o larga dependiendo de la procedencia del cultivo y de las
condiciones de crecimiento. Si un cultivo exponencial se inocula en el mismo
medio y en las mismas condiciones de cultivo, no se experimenta un retraso
y el crecimientoexponencial se inicia inmediatamente. Sin embargo si el
inoculo se toma de un cultivo viejo, (fase estacionaria) y se inocula en el
mismo medio se observa normalmente un retraso aunque todas las células
del indculo sean viables, es decir sean capaces de reproducirse. Este se debe
con frecuencia a que las células carecen de varios componentes esenciales
para dividirse y se requiere tiempo para la sintesis .También se aprecia un
retraso cuando las células del indculo han sido dafiadas parcialmente con
calor, radiaciones y compuestos toxicos debido al tiempo requerido para
recuperarse y repara los dafios. La fase de latencia también ocurre cuando se
transfiere una poblaciéon de un medio rico a otro mas pobre. Para que ocurra
crecimiento de un medio de cultivo particular, las células deben tener un
equipo enzimatico completo que permita la sintesis de metabolitos
esenciales ausentes en el medio .Al pasar a otro medio, se necesita tiempo
para la sintesis de las nuevas enzimas.
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B) Fase de aceleracion: En esta fase el nUmero de células vitales y viables se
reproducen hasta alcanzar una tasa maxima de divisién

C) Fase exponencial: Las poblaciones microbianas muestran un modelo tipico
de crecimiento. El modelo del incremento de la poblacién, en el que en cada
periodo fijo de tiempo se duplica el nimero de células, se denomina
crecimiento exponencial. En general las células en crecimiento exponencial
estan en el estado fisioldgico mas sanos y por ello, las células tomadas en el
punto medio del crecimiento exponencial son a menudo las mas indicadas
para estudios enzimdticos y estructurales. La mayoria de los
microorganismos unicelulares crecen exponencialmente pero estas
velocidades son muy variables siendo estas velocidades influenciadas por las
condiciones ambientales (Temperatura, Composicién del medio de cultivo,
etc.) asi como por las caracteristicas genéticas del organismo. Cuando en un
sistema de coordenadas se representa  aritméticamente el numero de
células de un experimento en funcién del tiempo transcurrido, se obtiene
una curva cuya pendiente aumenta de manera constante.Sin embargo es
dificil obtener informacién sobre el crecimiento a partir de ese tipo de
curvas. Si representamos el niumero de células en una escala (logyo) y el
tiempo en una escala aritmética (resultando una graficasemilogaritmica)
obtenemos una linearecta. Esta funcidén lineal es un indicador inmediato de
qgue las células estdncreciendo exponencialmente ademds, las
graficassemilogaritmicas son adecuadas y simples de usar para determinar
tiempos de generacidén a partir de una serie de resultados.

D) Fase de desaceleracion: Después de que el crecimiento celular alcanzara una
tasa maxima de crecimiento es seguida por la desaceleracion de la tasa de
crecimiento y la tasa de divisién.

E) Fase estacionaria: En un sistema de cultivo cerrado, en medio no renovado
o monofasico, como por ejemplo un tubo o un matraz, el crecimiento
exponencial no se puede prolongar de modo indefinido. Es obvio que algo
debe pasar mucho antes de ese tiempo que limite el crecimiento de la
poblacién. Lo que generalmente sucede es que :

A) Un nutriente esencial del medio de cultivo se usa y llega a ser un factor
limitante del crecimiento

B) Acumulaciéon en el medio de fermentacién de algunos productos de
desecho hasta niveles inhibitorios que hacen que cese el crecimiento
exponencial.

Frecuentemente ocurren ambas cosas. Al producirse esto, la poblacion
alcanza la fase estacionaria, donde no hay aumento ni descenso neto en el
numero de células.Aunque no suele haber crecimiento en la fase
estacionaria,muchas funciones celularescontinian como el metabolismo
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energético y algunos procesos biosintéticos.En algunos casos puede ocurrir
un lento crecimiento en la fase estacionaria, algunascélulas de la poblacién
crecen pero otras mueren y los dos procesos se equilibran de modo que no
hay aumento ni disminucion netadel numero de células.

F) Fase de muerte: Si una poblacién se incuba después de que la poblacidn
haya alcanzado la fase estacionaria, las células pueden continuar vivas y
metabdlicamente activas, perotambién pueden morir .Si ocurre esto ultimo,
se dice que la poblacidn estd en fase muerte en algunos casos la muerte se
acompafia de una lisis celular. La fase de muerte de la curva de crecimiento
también es exponencial, no obstante la mayoria de los caso de velocidad de
muerte celular es mucho mas lenta que la velocidad de crecimiento
exponencial.

Lnx

Figura 26. Ciclo de crecimiento intermitente
X=Representa la concentracion celular(nimero de células/mL)

t= Periodo de incubacién en horas

2.19.2 Cinética de crecimiento en un cultivo intermitente

Crecimiento logaritmico o exponencial:

Suponiendo que se utiliza un indculo activo puede acortarse el tiempo de la fase de
latencia y la velocidad de crecimiento de las células aumenta progresivamente.
Trascurrido un periodo de tiempo, las células crecen a una velocidad maxima
constante, a esta etapa se denomina fase logaritmica o exponencial y puede
describirse por la ecuacion:
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X = X (1)
dt
Dénde:

X = es la concentracion de células (mg/mL)

t = es el tiempo de incubacién(h)

i = es la velocidad especifica de crecimiento(h™)
Al integrarse la ecuacién (1) se transforma en :

Dénde:

Xoes la concentracién de células en el tiempo “0”

X:es la concentracion de células después de un tiempo “t” en horas
Tomando logaritmos naturales en la ecuacidn (2) se obtiene:

Ln X; = In Xp+ut

El crecimiento microbiano unicelular es auto catalitico, de modo que la velocidad de
crecimiento celular es proporcional a la concentracion de células ya presente. El
crecimiento de un microorganismo en un cultivo puede describirse también
mediante el simple calculo algebraico usando el término de tiempo de
duplicaciéntd, que es el tiempo necesario para dividir una célula. Si en un medio de
cultivo se inoculara una célula viable y esta célula creciera a velocidad maxima sin
pasar por la fase de latencia, el crecimiento secuencial del nimero de células que se
observaria seria: 1, 2,4, 8,16,32,64,128...etc. Este crecimiento secuencial puede
representarse expresando el nimero de células en base dos. Entonces el resultaria:
21222324 2° 2% 27 28 etc. Los exponentes (o potencias o indices)en dicha serie
representa el nimero de generaciones que han ocurrido, por lo que después el
numero de generaciones que han ocurrido, por lo que después de “n” generaciones
el numero de células del cultivo serd 2". Si el medio se inocula con Ng células, él
numero de células, Nypresente después de “n” generaciones seria:

Al tomar logaritmo en base 2 la ecuacién(4) se transforma en :
Log, Ni= Log, Ny + t/tq
Luego entonces

tg= t
Log,N;:—Log,Ny
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Aunque el término de tiempo de duplicacidn se utiliza relativamente poco, puede ser Util
para convertir la velocidad especifica de crecimiento en el tiempo de duplicacién para lograr
una mejor apreciacién el significado de estos valores. La ecuacidon que deriva del tiempo de
duplicacién utilizando el término numero de células puede obtenerse también
usando el término concentracion de células. Entonces:

tg= t

Log,x:— Logaxo
Ya se ha mostrado que:
In Xi=In X + ut
Si en esta ecuacion t = tq, entonces X;= 2Xp

In 2Xp=1In Xp + Utq
p=1n2 y t=In2
ta 1

Por lo tanto

W = 0.693
tq

De donde la velocidad especifica d crecimiento de 1 ht equivale a un tiempo de
duplicacién de 0.693horas. La velocidad maxima es una caracteristica propia de
cada microrganismos.

2.20 ECUACIONES DE DISENO PARA EL BIORREACTOR IDEAL DISCONTINUO

Modelamiento de la tasa de crecimiento celular para un Biorreactor
perfectamente agitado, discontinuo e isotérmico. La utilizacién del sustrato y la
formacion de Biomasa celular de células de Saccharomyces cerevisiae. Efectuando
un balance de materia referido. Un sistema fermentativo se define como el volumen
de reaccion limitado por un contenedor fisico (Biorreactor). Donde se lleva a cabo la
degradacion biolégica anaerobia de moléculas organicas mediante la accion de
ciertas enzimas que actuan directamente o como componentesde ciertas bacterias
y levaduras. En el sistema de fermentacién por lote inicialmente se afiade al
Biorreactor una solucidn rica en nutrientes (concentracién de sustrato, So) la cual se
inocula con microorganismos (concentracion de Biomasa, X) que producen un
determinado producto de interés (concentraciéon de producto, P). A medida que
procede la fermentacidn se tiene un estado no estacionario de los componentes del
sistema (S, X y P). La multiplicacién celular cesa por limitacién de nutrientes y/o
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acumulacién de productos tdxicos de excrecion celular. Una vez que se ha
alcanzado el nivel deseado de fermentacion (S, X, P), el Biorreactor se vacia, se lava,
se esteriliza y el proceso se repite. Los cambios en los componentes del medio de
fermentacion dentro del Biorreactor producen a su vez cambios en el metabolismo.
El comportamiento del crecimiento de la levadura en el tiempo se representa por
una curva de crecimiento (Figura 41).

2.20.1 Sistema Fermentativo de Operacion por Lotes

tr

to
Xo V(5S¢ Xs,Ps)
<> , > ’ >
’* > 3
— —
1 2 3

Figura 27.0peracion del sistema de fermentacién por lote.

Balance de Biomasa:

Acumulacion = Entrada — Salida + Crecimiento neto

dx dX
V(%) =0-0+Vv($) (i
dt / 3cumulacién dt / crecimiento e~
Definiendo:
d¥ /1
=(=) = 2
w () = 2]
Y Dividiendo entre V se tiene
dX dX
(%) - (%) = X g
dt / acumulaci én dt / crecimiento

Dénde:

V= volumen del medio en el Biorreactor

X= concentracion de microorganismos (Biomasa)
t=tiempo

u= velocidad especifica de crecimiento celular
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Balance de Sustrato:

Acumulacion = Entrada — Salida — Consumno

ds ds
V(s =0—-0-V($)
dt acumulacidon dt consumo
[4]
Definiendo:
dr \x 5
[5]
Y Dividiendo entre V se tiene
dS) dS)
dt / 3cumulacién dt / consumo d [ ]
Dénde:
S= concentracion de sustrato
gs = velocidad especifica de consumo de sustrato
Balance de Producto:
Acumulacion = Entrada — Salida + Sintesis neta
dp dp
v($) —0-0+V($) 7
dt acumulacion t /sintesis [ ]
Definiendo:
ar 1) —
7 \x dpe [8]
Y Dividiendo entre V se tiene
dP) dP)
— p— — p— X
(dt acumulacién dt / sintesis e [9]

Dénde:
P = concentracion de producto y

gp= velocidad especifica de formacion de producto.
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2.20.2 Ventajas de un Sistema Fermentativo de Operacidn por Lotes:

Dentro de las principales ventajas de un proceso por lote se tienen: bajo riesgo de
contaminacién, flexibilidad operacional cuando el fermentador se utiliza para
distintos productos, manejo eficiente entre lote y lote y costos de operacién bajos.

2.20.3 Desventajas de un Sistema Fermentativo de Operacion por Lotes:

Las principales desventajas de este modo de operacién son tiempos muertos largos
gue se presentan al momento de vaciar, limpiar y esterilizar el Biorreactor para la
siguiente fermentacién; adicionalmente, este proceso requiere de mucha mano de
obra. Dado que se trata de un proceso no estacionario requiere de un mayor
cuidado por parte de los operadores. Por otra parte el control y optimizacién del
proceso se vuelven complejos y existe el riesgo de mayor variabilidad entre lotes.
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3. HIPOTESIS

Es posible optimizar el proceso fermentativo del mosto de malta de cebada en la
produccién de cerveza empleando un inoculo axénico de levadura
Saccharomycescerevisiae, con una concentracién optima de células vitales y viables,
bajo condiciones controladas y dirigidasque gobiernen el proceso fermentativo.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Estandarizar la metodologia idénea en la reactivacién, propagacion y escalamiento
Optimode la biomasa de células Saccharomyces cerevisiae,y los fundamentos de
Bioprocesosque controlan y dirigen el metabolismo celular en la etapa de
fermentacion del mosto de cerveza,desde un nivel de laboratorio a un nivel piloto.

Objetivos especificos

1.- Adquirir conocimientos Bioquimicos y Microbiolégicos bdsicos para la
comprension del Bioproceso de reactivacion y propagacién de células de
Saccharomycescerevisiae

2.-Adquirir los conocimientos basicos de Enzimologia, para controlar las condiciones
de la hidrdlisis enzimatica dptima, en la produccién del mosto cervecero.

3.- Determinar una metodologia que nos permita conservar de maneraaséptica y
estable genéticamente elCepario de células de levadura Saccharomycescerevisiae.
4.- Determinar una metodologia que nos permita cuantificar la concentracion de
célulasde levadura Saccharomycescerevisiae vitales y viables y poder discriminar
entre células vivas de las muertas.

5.- Determinar a nivel de laboratoriola velocidad especifica de crecimiento vy el
tiempo de generacion de la biomasa de Saccharomycescerevisiaeen condiciones
Optimaslas cuales serdn replicadas a nivel piloto.

6.- Determinar una metodologia que permita lareactivacion, propagaciény el
escalamiento 6ptimo del inoculo de células de levadura Saccharomycescerevisiaeen
la fermentacion del mosto de malta cebada desde el nivel de laboratorio a nivel
piloto.
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5.- METODOLOGIA

Para llevar a cabo los experimentos de produccion de mosto se emplearon las
siguientes materias primas mostradas en la tabla

Materias primas Marca
Malta de cebada MalteriaCargill
Lupulo Cascade 6.1% a.a (Acidos alfa)
Agua tratada
Levadura Saccharomyces cerevisiae Safale S-40

Cuadro 13.

Para lo composicion de los medios de cultivo de asilamiento y propagacion celular
de Biomasa se utilizo los siguientes insumos:

Insumos y medios de cultivo Marca
Peptona Merck
Glucosa Merck
Extracto de levadura Merck
Agar Merck
Tetraciclina Merck
Alcohol al 90% Merck
Acido fosférico al 80% Merck
Solucién de azul de lactofenol Merck
Caldo YPG Merck
Solucién Azul de Metileno al 1% Merck
Cuadro 14.

5.1 Plan de trabajo
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Meétodos de esterilizaciéon

{4

Aislamiento primario de células de
Saccharomyces cerevisiae

4

Produccion de mosto de malta de
cebada

{

Propagacion de células de levadura a
nivel Laboratorio

{

Dilucion de una suspension de células
de Saccharomyces cerevisiae

{

Tincion vital de células de
Saccharomyces cerevisiae

{

Recuento de levaduras totalesy
viables en camara de Neubauer
Improved

{

Propagacion de levaduras en la planta
piloto de Cerveceria

Cuadro 15
5.2Material y método
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5.2.1 Métodos de esterilizacion
5.2.1.1Esterilizacion de instrumentos por calor seco
Materiales y equipos:

- Mechero Bunsen

- Horno de conveccién con rango desde temperatura ambiente hasta 250 6
300°C

- Materiales de vidrio y de metal debidamente preparados.

Procedimiento:

1.- El material a esterilizar se debera poner en el horno frio, teniendo en cuenta las
siguientes recomendaciones:

Cada unidad deberda quedar separada de los vecinas, los materiales no deberan
estar en contacto con las paredes, piso ni techo del esterilizador para evitar que el
papel o los tapones de algodén se quemen. La carga no deberd superar el 80% de la
capacidad total de la cdmara interior del horno.

2.- Encender el horno y verificar que los instrumentos de medicién de tiempo (1
hora) temperatura(180°C) se encuentren en posicion correcta .Esperar que la
temperatura llegue a los 180°C o segun se halla seleccionado.

3.- Cuando se alcance la temperatura seleccionada, se comenzara a descontar el
tiempo de esterilizacidn, en este caso 1 hora .Cumplido el tiempo de exposicion
apagar el horno. El material se sacara del horno una vez que este se haya enfriado.
4.- Durante el proceso de esterilizacién no debera abrirse la puerta del horno, de lo
Contrario se tendra que reiniciar el proceso. Ademas, el cambio brusco de
temperatura podria romper el material de vidrio.

5.2.1.2Esterilizacion de medios de cultivo por calor himedo

Materiales y equipos:

- Materiales de vidrio o metal

- soluciones y medios de cultivo debidamente preparados.

- Auto clave

Procedimiento:

1).- Colocar el agua destilada o desionizada necesaria para el auto clave hasta la
marca indicada.

2).- Introducir el material a esterilizar evitando de que este toque las paredes.
3).- Cerrar correctamente el autoclave ,cuidado de dejar abierta la valvula de salida
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de vapor por donde sera expulsado el aire contenido dentro y que serd desplazado
por el vapor que se va a producir .Si el aire no fue eliminado totalmente de la
autoclave , el mandmetro aumentara a 15 libras pero la temperatura no habra
alcanzado los 121°C

4).- Cerrar la valvula cuando la salida de vapor es continua. Cuando el termémetro
indique 121°C mantener la temperatura durante 15 minutos para que se efectué la
esterilizacidn .Transcurrido este tiempo se corta la fuente de calor.

5).- Dejar enfriar hasta que el mandmetro indique cero. Abrir la valvula de salida de
vapor para expulsar el vapor restante .Abrir el auto clave y retirar el material.

6).-Si el material no estd en estado liquido la valvula se puede abrir rapido para
dejar salir el vapor, pero si es liquido la rapida perdida de presién los hace hervir o
pueden saltar los tapones por lo que es mejor dejar unos minutos a que se enfrié
7).-Trasladar los medios de cultivo hacia la incubadora por un periodo de tiempo de
24 horas para la respectiva prueba de esterilidad.

5.2.1.3Esterilizacion por Radiacion Gamay UV
Materiales y equipos:

- Materiales de plastico y otros que se deterioran con el calor como el guante,
gradillas micropipetas.

- Cabina de seguridad con lampara UV con longitud de onda germicida (220-300nm)
-Gafas y casco protector

Procedimiento:

1.- Verificar que la ldmpara UV esté apagada.

2.- Colocar el material a esterilizar limpio en la cabina de seguridad.

3.- Cerrar la cabina y encender la alampara UV.

4.- Dejar exponer el material a la luz UV durante el tiempo estandarizado en el
laboratorio en funcién de la distancia entre el material y la l[dmpara a menor
distancia se requiere menor tiempo de exposicion

5.- Debe anotarse en un registro el tiempo que estuvo encendido la ldmpara de UV
cada vez que se le utilice .Este registro es importante porque la lampara tiene un
periodo de vida medio y pasado este tiempo hay que reemplazar la lampara.

6.- Apagar la ldmpara y trabajar con la muestra con mucha asepsia.

5.2.1.4Esterilizacion por Filtracion
Materiales y equipos:
- Solucion a ser esterilizada

- Sistema de filtracion con embudo de 300ml, membrana de 0,2 micras
- Porta filtro de membrana
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- Matraz Kitasato estéril.

- Tubos de ensayo estéril

- Bomba de vacio

- Manguera para conectar el Kitasato a la bomba de vacio.
- Mechero Bunsen.

Procedimiento:

1.- Colocar la membrana estéril en el porta filtros del embudo con una pinza
2.- Poner el embudo sobre un kitasato estéril ajustando con el tapdn de jebe.
3.-Colocar 100ml a ser esterilizado en el embudo

4.- Encender la bomba de vacio y dejar que la presidon negativa permita que el
liquido del embudo fluya hacia el frasco estéril. Terminando la operacién apagar la
bomba de vacio.

5.- Trabajar de manera aséptica con el liquido esterilizado.

5.2.2Aislamiento primario de células de Saccharomyces cerevisiae
Materiales y equipos:

- Muestra problema (Suspensién de Células de Saccharomyces cerevisiae
contaminada)

- Peptona

- Glucosa

- Extracto de levadura

- Agar

- Tetraciclina

- Agua desionizada

- Alcohol al 90%

1.2 Materiales de Laboratorio:
- Balanza

- Baguetas

- Erlenmeyer de 250 mL

- Mechero bunsen

- Auto clave

- Camara incubacion

- Espatula

- Etiquetas

- Gotero con acido fosforico

- Gotero con una solucién de azul de lactofenol
- pH metro

- Algoddén

- Probeta graduada 100 mL

62



Universidad Nacional mayor de San Marcos Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

- Propipeta

- Reloj

- Placas petri de 100x15

- Asa de siembra

- Camara de Siembra

- Pipeta graduada de 1 mL al 0,01
- Rotulador

- Encendedor

Procedimiento:

1.- Desinfectar la cdmara de de incubacién con algodén humedecido en alcohol

2.- Esterilizar las placas Petri desinfectadas y envueltas el papel kraft por el método
de calor seco a 180 °C por 1 hora y luego enfriar

3.- En funcién del volumen requerido del medio, suspender en el matraz de 250 mL
las cantidades calculadas de cada componente en agua desionizada.

4.- Calentar con agitacidn suave hasta su completa disolucién

5.- Hervir durante un minuto.

6.- Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presidn) durante 15 minutos

7.- Enfriar a una temperatura entre 45-50 °C

8.- Disolver 1 gramo de antibidtico tetraciclina en 10mL de agua desionizada estéril,
tomar 1mL de la solucién para 1L de medio. Conservar en refrigeracion

9.- En condiciones de esterilidad adicionar por incorporacion la solucidon de
tetraciclina y agitar

10.- En condiciones de esterilidad vaciar en placas Petri estériles por triplicado la
solucién de Agar YPG suplementado con antibiético aproximadamente 20mL del
medio por cada placa.

11.- llevar las placas a la cdmara de incubacién a temperatura de 25°C por espacio
de 48 horas. Se espera que no exista crecimiento en las placas (Prueba de
esterilidad)

12.- Flamear el asa de siembra hasta que todo el alambre de nicrén (o de platino) se
torne rojo

13.- Enfriar el asa de brevemente por unos 10 segundos cerca de la zona de
esterilidad

14.- Destapar el tubo o recipiente que contiene la muestra cerca de la zona estéril
del mechero

15.- Introducir el asa en el tubo o recipiente para sacar una alicuota de la suspensidn
16.- En condiciones de esterilidad depositar el indculo en un extremo de la placa en
el drea del primer cuadrante

17.- Sembrar por el método de estriado por agotamiento haciendo estrias paralelas
de ida y vuelta a lo largo de la placa cubriendo aproximadamente un tercio de ella.
Este es el primer cuadrante.

18.- Flamear el asa y dejar enfriar (como el paso 1y2) girar la placa y volver a hacer
una nueva serie de estrias paralelas, a través y en angulo con respecto a las estrias
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del primer cuadrante .este es el segundo cuadrante.

19.- Flamear el asa y dejar enfriar (como el paso 1y2) girar la placa y volver a hacer
una nueva serie de estrias paralelas, a través y en dngulo con respecto a las estrias
del segundo cuadrante. Este es el tercer cuadrante.

20.- Flamear el asa y dejar enfriar (como el paso 1y2) girar la placa y estriar
nuevamente arrastrando las células al tercer cuadrante .este es el cuarto cuadrante.
El objeto de este procedimiento es reducir el nimero de células que se estdn
diseminando en cada serie sucesiva de estrias (evitar el crecimiento confluente),
diluyendo de manera efectiva la concentracién de células en el cuarto cuadrante las
células deben estar lo suficientemente separadas como para distinguir colonias bien
separadas.

C

Figura 28. Estriado por agotamiento sobre agar YPG

Para el crecimiento del cultivo estriado por agotamiento se incuban las placas a
25°C durante 48 horas

21.- Transcurrido el tiempo de incubacion se procede al aislamiento presuntivo de
las colonias empleando el criterio de comportamiento cultural.

22.- Realizar la tincidn con azul de lactofenol, para relacionar la morfologia celular al
microscopio con las caracteristicas morfoldgicas de las colonias.

23.- Las colonias tipicas son transferidas a caldo YPG e incubadas de18 — 24 horas

5.2.3Produccion de mosto de malta de cebada
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Materiales y equipos:
Harina de malta de cebada

- Agua

- Recipiente de acero inoxidable de 20 litros con falso fondo perforado
- Cocina

- Ldpulo

- Enfriador de mosto

- Oxigenador de mosto

- Termémetro

- Agitador manual

- pH metro

- Filtro de aire de 0.45micras de porosidad
- Compresor de aire

- Cronédmetro

- Solucién de lodo

Procedimiento:
Para la produccién del mosto cervecero se procede como en el punto 2.11.2 y la
(Figura 30)Temperatura vs. Tiempo.

5.2.4Propagacion de células de levadura a nivel Laboratorio

Materiales y equipos:

1.- Cepa de Saccharomyces cerevisiae
2.- Asa de siembra

3.- Mechero a gas

4.-Camara de siembra

5.- Alcohol de 962

6.- Algoddn antiséptico

7.-Caldo YPG

8.- Matraz Erlenmeyer

9.- Shaker agitador

10.- Biorreactor a nivel piloto

11.- Filtros bacterioldgico de 0.45 micras de porosidad
12.- Mangueras sanitarias de siliconas
13.- Flujdmetro

14.- Mandémetro

15.- Compresor de aire

16.- pH metro

Procedimiento:
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La célula de levadura es propagada a partir de un tubo de ensayo llamado cepario
gue contiene un medio de cultivo solido llamado Agar YPG (Extracto de levadura5 g
/ L, peptonalO g /L, glucosa20 g /L, Agar 18g/L).

Cepario de células de
Saccharomyces cerevisiae

U

10 mL de caldo YPG

Incubacidn estéatica por
24ha 20 °C

100 mL de caldo YPG

Incubar en matraz en agitacion
durante tres dias a 25 °C

2L de caldo YPG

Incubar durante tres dias a 25 °C
Con agitacién y aireacion constante

20 L de mosto cervecero estéril

Incubar durante tres dias a 25 °C
Con agitacién y aireacion constante

Estarter destinado a produccion en
CUADRO 16 planta cervecera

Procedimiento de propagacién de la levadura en el laboratorio. En un medio semi-
definido (YPG: extracto de levadura 5 g / L; peptona 10 g /L; glucosa 20 g /L).

5.2.4Propagacion de levaduras en la planta de Cerveceria
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La propagacién y escalamiento de la Biomasa de células de levadura se realiza en la
planta de produccién como se indica a continuacion.

Materiales y equipos:

1.- Cultivo estarter vital y viable para su propagacion y escalamiento en planta
2.-Medio de cultivo Mosto de malta obtenido por los procedimientos descritos en
los puntos

3.- Biorreactor a nivel planta

4.- Filtros bacterioldgico de 0.45 micras de porosidad

5.- Mangueras sanitarias de siliconas

6.- Flujometro

7.- Manémetro

8.- Compresor de aire

9.- Mechero bunsen

10.- Agua de enfriamiento

11.- Termémetro

12.- pHmetro

Procedimiento:

Para llevar a cabo la propagacién y escalamiento de la biomasa de Saccharomyces
cerevisiaese procede como en el punto numero

5.2.5Dilucion de una suspension de células de Saccharomyces cerevisiae
Materiales y equipos:

- Suspension celular de células de Saccharomyces cerevisiae
- Bateria de tubos de ensayo de 15*100

- Solucion salina fisiolégica S.S.F

- Pipeta de 1mL

- Pipeta de 10mL

- Propipeta

- Gradilla

- Matraz Erlenmeyer de 250mL

Procedimiento:

67



Universidad Nacional mayor de San Marcos Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

1.- Tomar 100mL aproximado de una muestra homogeneizada de suspension
celular del estarter de Saccharomyces cerevisiae en un matraz de 250mL

2.- Distribuir en cada tubo de ensayo 9mL de S.S.F

3.- Agitar la muestra

4.- Tomar 1mL de esta suspensidn celular

5.- Descargar con la ayuda de la pipeta, ImL de suspensién celular de la muestra
en el primer tubo de ensayo de la bateria de tubos de ensayo con 9mL de S.S.F
para tener la primera suspension de (1/10) también de 10™

6.- Agitar la suspensién celular por 3 minutos

7.- Tomar con la pipeta 1mL de la dilucion de 10" y llevarlo al segundo tubo y
descargarlo, agitandolo por 3 minutos para obtener la dilucién (1/100) también 10
8.- Tomar con la pipeta 1mL de la dilucién de 102 llevarlo y descargarlo, al tubo
tres agitandolo por 3 minutos para obtener la dilucién (1/1000) también 107

9.- Con la ayuda de una pipeta Pasteur (micro pipeta) tomar una muestra de la
dltima dilucién10’ y llevarlo a la cdmara de Neubauer para realizar el conteo de las
células de Saccharomyces cerevisiae y realizar los cdlculos para estimar la
concentracién celular del estarter. Si luego de este procedimiento de dilucidon la
muestra de células en la cdmara de Neubauer se observa muy concentrada y
dificulta el conteo se realiza las diluciones siguientes necesarias para poder realizar
el conteo celular con mayor exactitud.
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Esquema de la dilucidn seriada de una suspension celular

Dilucién 10° ‘ Dilucidn 10° ‘ Dilucién 102 ‘ Dilucién 10° ‘ Dilucién 104
— - - -

r
|
i

-

10mL de suspension omlL omlL omlL omlL
celular problema 5.5 F 5.5 F 5.5 F 5.5 F

Tomar una muestra
con micropipeta y
llevara la camara de
Meubauer

Figura 29. Metodologia de la Dilucién
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5.2.6Tincidn vital de células de Saccharomyces cerevisiae.-
Materiales y equipos:

- Solucién Azul de Metileno al 1% (w/v)

- Muestra problema de en un cultivo de la levadura Saccharomyces cerevisiae
- Asa de siembra

- Placa porta objetos

- Microscopio éptico

- Gotero para la solucion de Azul de Metileno

Procedimiento:

1.- Realizamos un homogeneizado de la suspension celular problema

2.- Tomar una asada de la muestra homogeneizada

3.- Depositar la muestra sobre una placa portaobjetos

4.- Adicionar una a dos gotas de la solucion de Azul de metileno sobre la muestra
5.- Esperar un periodo de tiempo de 3 a 5 minutos

6.- llevar la muestra teflida la microscopio y observar el prepara a un aumento de
40x

7.- Realizar el conteo de células coloreadas y decoloradas.

Aclarante: Lacto fenol de Amann

- Acido fénico cristalizado........ccovvveveeevrrnne.. 10g

Yol Lo Y F 1oL £l T 10mL
= GlICErINA. et e 20mL
- Agua destilada.......cooeveveeceeeeeeeeene 10MI

Preparacién: Disolver el fenol con agua destilada, con ayuda de calor suave, afiadir
luego eldcido acético y la glicerina.

Colorante: Azul de lactofenol

- Lacto fenol de Amann........ccceceevveveevececeenee. 100mL

- Azul de algodOn........ceveereceeeerrcieeeene, 0.05mL

Preparacién: Agregar al lactofenol, el azul de de algoddn y agitar con una bagueta
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5.2.7 Recuentode levadurastotales y viables en cAmara de Neubauer Improved
Materiales y equipos:

- Muestra problema (Suspension de Células de Saccharomyces cerevisiae)
- Cdmara de recuento de Neubauer Improved

- Microscopio Optico

Micro pipeta

Laminilla

Algoddn

Agua desionizada

Alcohol

Papel limpia lentes

Procedimiento:

1.- Lavar la cdmara de Neubauer y la laminilla con agua destilada y alcohol 96%

2.- Secar bien con papel limpia lentes.

3.- Homogeneizar removiendo bien el cultivo en donde residen las levaduras

4.- Tomar con un micro pipeta una muestra

5.- Poner la punta del micro pipeta en una de las dos ranuras de la camara y por
capilaridad, las levaduras se distribuiran en la cdmara

6.- Poner encima de la cdmara la laminilla

7.- Si se crea una camara de aire repetir la operacién desde el principio.

8.- Fijar la cdmara de recuento en la platina del microscopio para realizar la
observacién microscopica

9.- Esperar tres minutos antes de contar para que las levaduras se depositen en la
camara
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-Llevar la cdmara al microscopio y enfoque el cuadro de conteo con el
Objetivo de 4X. Observara lo siguiente:

El volumen de la cdmara de Neubauer es de 1mm x 1mm x 0.1mm = 0.1mm?>

Figura 30.Con numero de Objetivo 4x
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- Las células de levaduras que va a contar son pequeifias, ubicarse en la cuadricula
central y pasar al ocular de 10X. Se visualizara de la siguiente manera:
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Figura 31. Con numero de objetivo 10x

- 25 Cuadros medianos: 0.2 mm x 0.2 mm

- 1 Cuadro grande central Immx1mm(formado por 400 cuadros pequefios):
1mm?/400 cuadros con una profundidad de 0.100 mm

En esta cuadricula se visualizan 25 cuadros, de los cuales se cuentan las células
presentes en 5 campos, generalmente se cuentan los cuadros de las esquinas y el
central, lo que garantiza un conteo aleatorio
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- Para realizar el conteo se pasa al ocular de 40X, donde se visualiza cada una de los
campos y con ayuda del carro del microscopio se desplaza la cuadricula hasta contar
en todos los cuadros. El conteo en estos campos de la cdmara se conoce como AP
(alto poder). Con el lente de 40X cada cuadro se ve de la siguiente manera

A

-

\‘-\-\-\-\_‘—\—\_\_\_\__'_,_,_o—'—'_ﬂ_'-‘-‘_

Figura 32. Con numero de objetivo 40x

- 1Cuadro de 0.2 mm x 0.2 mm = 16 cuadros pequefios de 0.05 mm x 0.05mm =
0.0025 mm?2
- Lineas separadoras: 0.025 mm

Las células se cuentan cuadro por cuadro y se hace un total. Se recomienda realizar
el conteo siguiendo las flechas para evitar que se cuenten las células dos veces o
gue no se cuenten. Alrededor de cada cuadricula se observa que hay tres lineas que
delimitan el cuadro, que son fundamentales en el momento del conteo ya que
definen cuales células son contables o cualesestan fuera del campo de conteo. Las
células que no tocan la segunda linea son contables, si la tocan o estan encima de
ella no se incluyen. Graficamente se puede apreciar la forma correcta de conteo. Las
células que tiene una “X” son las que no se deben contar.
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Figura 33. Sentido de conteo de células en cdmara

- Se coloca 1 mL de la muestra en un tubo de ensayo. Cuando se trata de cuantificar
muestras muy concentradas (D.O > 1.5) serd necesario preparar diluciones seriadas
de la misma con solucidn salina isotdnica.

- Lavar cuidadosamente la cdmara de Neubauer sin frotar la zona brillante del centro
y el portaobjetos. Secar con papel suave. Colocar el portaobjetos sobre la zona
central limitada por dos excavaciones laterales, donde se aprecian una zona
cuadriculada a simple vista.

- Homogeneizar perfectamente la muestra en un vértex, tomar inmediatamente una
muestra con una pipeta Pasteur de punta fina y depositar una gota entre la cdmara y
el cubreobjetos por el borde de la camara. Dejar que la muestra se distribuya por
capilaridad, evitando el exceso que dificultara la evaluacién precisa de la poblacién
microbiana.

- Dejar reposar durante 5 minutos, colocar la cdmara en la platina del microscopio y
localizar con el objetivo seco débil (4X) la zona cuadriculada que se muestra en la
Fig-1
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- Localizar el cuadro central grande (C1) que miden 1.0 mm por lado, que se
encuentra dividido en 5x5 cuadros pequefios de 0.2mm por lado (C2) limitados por
triple linea separadora que miden 0.025 mm. Estos cuadros pequefios a su vez se
encuentran divididos en 16 cuadros mas pequefios (C3) de 0.05 mm de lado.

- Hacer la cuantificacién de células con el objetivo seco fuerte (40X), contando el
numero de células que se localicen en el cuadro C1, los cuadros de menor tamafio
C2 sirven de guia para el cobmputo. Se empieza a contar desde la parte superior de
los cuadros C2 y se continta hasta la base. Si las células tocan los limites de los
cuadros C2; deberan contarse solamente aquellas que toquen la parte superior y el
lado derecho del cuadro. Si las células tocan la parte inferior o el lado izquierdo no
se cuentan. Este método reduce las posibilidades de contar la misma célula dos
veces.

- Cuente hasta cerca de 200 a 250 células antes de determinar el numero de células
por mL En el proceso de contar se pueden presentar tres situaciones diferentes que
a continuacion se explican:

a).- Si hay de 200 a 250 células por cuadro grande (C1), multiplicar directamente
x104para reportar el nimero de células por mL.

b).- Con menos de 200 células por cuadro grande (C1), sera necesario contar
algunos de los cuadros de las esquinas (miden 1x1 mm de lado y divididos en 4x4).
De esta manera se cuantificaran mas de 200 células. Después dividir el numero total
de células entre el nimero de cuadros empleados y sacar el valor promedio por
cuadro grande. Después multiplicar este valor por x 10* para reportar el nimero de
células por mL.

c).- En el caso de que se observen mas de 200 células por cuadro grande (C1), se
Deberan contar las células de los cuadros de menor tamafio (C2) hasta contar cerca
de 200 células. Dividir este valor entre el nimero de cuadros usados para la cuenta
para sacar el valor promedio por cuadro C2. Multiplicar este valor promedio por 25
para obtener el nimero de células aproximado en un cuadro grande (C1) y después
multiplicar x10* para reportar el nimero de células por mL.

- El factor de 10* por el cual se debe multiplicar el nimero de células por cuadro
grande (C1) es porque este cuadrado contiene un volumen de 0.1 mm? (mide 1mm
por lado y la cdmara tiene una profundidad de 0.1 mm).

# Células/cuadro C1 (25cuadros C2) = # células/ 0.1 mm 3 X10* = # células/mL

- En el caso de que el # de células sea muy grande, la suspension debera diluirse y
se hara la correccidon como sigue:

# Células/mL en la muestra diluida x (factor de dilucién) = # células/ mL en la
suspension original.

- Relacidn para determinar el nimero de células /mL:

X levaduras .# cuadros cdmara . 1000 mm® . FD = X millones de lev /mL
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Y cuadros Volumen cdmara 1cm? (o1 mL)

FD: factor de dilucidn es la inversa de la dilucion de la suspensién celular.
Contabilizar levaduras viables (% levaduras viables):
1- Mezclar una gota pequeiia de colorante con una gota pequefia de mosto en
fermentacién en elporta objetos normal.
2- Se tapa con un cubre objetos
3- Se visualiza en un microscopio
4- Las levaduras teiiidas estan muertas y las no tefiidas estan vivas. Se visualizan 3
campos en la diagonal del cubre como muestra la fig. 6. Se cuentan todas las

levaduras

5- contenidas en cada campo y se hace una lista de vivas y muertas y a partir de aqui
se calcula el porcentaje de viables.

6- Para el calculo del % de viables se cuentan las vivas respecto el total

Nota 1: El colorante empleado es el azul de metileno hay que tener en cuenta que
se hace mas dificil el contaje porque mancha mucho de azul la solucién por lo que
habrd que diluirlo antes de mezclarlo con la muestra a analizar. Por simple recuento.
Los colorantes tifien las levaduras vivas y muertas.

Solucién salina fisioldgica: Es una solucidon a la compuesta por cloruro de sodio
disuelto en agua en una concentracion del 0,87%, la cual es sometida a condiciones
de esterilidad en auto clave. (T 125°C, Presién 15lb¢/in?, Tiempo 15 minutos)

5.2.8 Determinacion de Azucares Reductores.

La determinaciéon de azucares reductores se realizd por el método de Fehling
usando azul de metileno como indicador:

1.- Inicialmente se tomaron 10 mL de mosto fermentado
2.-Se llevaron a un aforo de 100 mL con agua desionizada
3.- La mezcla se colocd en una bureta.

4.- En un matraz Erlenmeyer se colocaron 5 mL de solucién A de Fehling y 5 mL de
solucion B de Fehling

5.- Afladir 2 gotas de azul de metileno y 20 mL de agua desionizada
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6.- La solucion se llevd acalentamiento conagitacion

7.- Iniciada la ebullicién se agregd gota a gota el mosto fermentado hasta que se
alcanzo un color rojo ladrillo

8.- Se tomo la lectura del volumen utilizado y se sustituyd en la ecuacion (a) para
determinar el contenido de azucares reductores en g/L

1000 XTE
G

= FD ()

9.-En la ecuacién (B), TE tiene un valor de 0.0484

10.-Se determind de la titulacion del estandar de glucosa G’ es el gasto del mosto
fermentado y FD el factor de dilucion.

5.2.8.1Titulacion del Estandar de Glucosa

1.- Se preparé una solucion estandar de glucosa, 2 en 1000 y se colocd en una
bureta.

2.- En un matraz Erlenmeyer se colocaron 5 mL de solucién A de Fehling, 5 mL de
solucién B, 2 gotas de azul de metileno y 20 mL de agua desionizada.

(i) Solucion A de Fehling. Se prepard una solucién al 3% de sulfato cuprico
cristalizado.

(i) Solucion B de Fehling. Se prepard una solucidn al 15% de sal de Rochelle (tartrato
de sodio y potasio) en solucién acuosa al 5% de NaOH.

3.-La solucién se calenté con agitacidn y una vez iniciada la ebullicién se agregd
lentamente la solucidn estandar de glucosa hasta que se alcanzé un color rojo
ladrillo.

4.- El volumen de estandar de glucosa gastado (G) fue de 24.2 mL y se sustituyd en
la ecuacion ([3) para determinar el valor de la titulacién del estandar de glucosa (TE).

2xG 2x(24.2)
TE = =
1000 1000

= 0.0484 (B)(

5.2.9 Modelo de regresion simple
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Modelo de regresiéon simple este modelo utiliza una sola variable numérica
independiente  T(explicatoria) para predecir la variable numérica dependiente
Ln(respuesta) se busca un Modelo razonable para los datos, supondremos que
Lnes una variable aleatorio cuyo valor depende entre otras cosas del valor T cuyo
modelo es:

Lni = BO + p*Tl

Para estimar los valores de By y putilizamos la técnica de minimoscuadrados.

n*ZTi «Ln; —<2T‘)*<ZLM)

i=

MU=
n n 2
nx ) () - ( T,)
i=1 i=1
n n
Z Lniz T;
i=1 i=1
Bo= - [2I*
nn
Dénde:

Ln ; =Concentracidon de células (g/L)

T= Tiempo de incubacion (h)

n = Velocidad especifica de crecimiento (h™)
B(= Ln del numero de células al inicio.

N =Numero de datos

6. RESULTADOS Y DISCUCION
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6.1 Métodos de esterilizacion

En la industria cervecera las operaciones de limpieza y desinfeccion son practicas
habituales en los lugares y equipos que se encuentran en contacto intimo con el
mosto de malta y con la cerveza, pero las operaciones relacionadas a la reactivacién
y propagacion de biomasa de células de Saccharomyces cerevisiaeadicional mente a
las operaciones de asepsia mencionados es de importancia relevante contar con una
operacion adicional de esterilizacidon para que los instrumentos y medios de cultivo
empleados se encuentren exentos de carga microbiana contaminante (Bacterias,
hongos y levaduras) que infecte, evitando la contaminacién y propagaciéon ya que al
encontrarse en el medio de cultivo se corre el riesgo de proliferar y desplazar a las
células de levadura Saccharomyces cerevisiae que deseamos propagar.

6.1.1Esterilizacion de instrumentos por calor seco

Este método es empleado cuando se requiere eliminar toda la carga microbiana
acompanante incluido sus esporas que pueden ser eliminados de los instrumentos
de vidrio y de metalbajo condiciones de temperatura y tiempo del60 °C por dos
horas o de 180°C por una hora, los tiempos largos de esterilizacién por este método
en comparacidon con el método de calor hiumedo se deben a que la capacidad
calorifica del aire es 0,29 kcal/m3 °C mucho menor con respecto a la capacidad
calorifica del vapor de agua de1000kcal/m?* °C. Para poder tener la seguridad de que
se esta operacién cumplid su objetivose realiza un control de calidad se toma un
instrumento o material de vidrio de manera aleatoria y se vierte medio de cultivo
en condiciones de esterilidad y se lleva a la incubadora a 37°C por 24 horas.

6.1.2 Esterilizacion de medios de cultivo por calor himedo

Este método permite eliminar la carga microbiana y esporas contaminantes de
instrumentos y medios de cultivo que no soportan esterilizacion por calor seco el
cual presenta la temperatura mas alta y podria caramelizar la glucosa o también
formando la reaccidon de Maillard entre los azucares y las proteinas indisponiendo
estos nutrientes para el metabolismo de la levadura. Por este método se esteriliza
los medios de cultivo agar YPG y caldo YPG que se emplean para el aislamiento y
propagaciéon de cultivos de Saccharomyces cerevisiae los cuales deben encontrarse
en condiciones de esterilidad para no propagar carga microbiana contaminante.
Este método combina condiciones de presion temperatura y tiempo de 121°C /15
psi (Ibg/in?) por 15 minutos respectivamente. Para verificar que los medios de cultivo
se encuentran esterilizados se toma una muestra aleatoria del cultivo y se lleva a la
incubadora a 37°C por 24 horas.

6.1.3Esterilizacion por Radiacion Gamay UV.
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Los medios de cultivo YPG suplementados con vitaminas y tetraciclina,las cuales se
caracterizan por ser en su mayoria termoldbiles como la Riboflavina, Acido
nicotinico, Biotina, utilizados para la reactivacién de cepas de levadura las cuales
debido a las condiciones de conservacion y periodos de guarda prolongados se
encuentran metabdlicamente afectadas para poder reactivarse con un medio de
cultivo simple. Para poder esterilizar estos medios sin emplear tratamiento térmico
(Calor seco y calor humedo) se recomienda la esterilizacién por radiacién UV con
una longitud de onda de 254nmfijandouna distancia de 30 cm entre la lampara de
radiacion con respecto de la muestra, e irradiando por intervalos de 15 segundos
hasta eliminar la carga microbiana acompanante, esto es posible gracias a que la
radiacion UV dafa a los microorganismos a nivel del ADN formado dimeros de
timina evitando asi su transcripcidn y traduccién de informacion genética para su
replicacion.

6.2Aislamiento primario de células de Saccharomyces cerevisiae

El método de aislamiento de células deSaccharomyces cerevisiaede un cultivo
celular que presentaba contaminacidn bacteriana se empled el método de estriado
por agotamiento sobre agar YPG suplementado con antibidtico Tetraciclina, Las
tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas y son bacteriostaticas para muchas
bacterias gran positivas y gran negativas. Actdan a nivel del ribosoma bacteriano,
pero para que las mismas tengan acceso a éste es necesario su difusién pasiva por la
membrana celular exterior a través de los poros hidréfilos, en el caso de la
doxiciclina y la minociclina, que son mas lipofilicas, pasan directamente por la doble
capa de lipidos, pero en todos los casos se requiere de un segundo proceso
dependiente de energia que transporta activamente todas las tetraciclinas a través
de la membrana citoplasmatica interna. Una vez en el interior de la célula
bacteriana inhiben la sintesis de proteinas y se ligan a la subunidad 30S de los
ribosomas, impiden el acceso del aminoacilRNAt al sitio aceptor del complejo
RNAmribosoma, y esto tiene como consecuencia la no adicién de aminoacidos a la
cadena peptidica en crecimiento. Una vez eliminada la carga microbiana
acompafnante se procede a identificar las unidades formadoras de colonia de
Saccharomyces cerevisiaepor su caracteristico comportamiento cultural para
posteriormente hacer una resiembra sucesiva en placa hacia otro medio de cultivo
de YPG y ser conservado como un Cepario.
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Figura34. Cultivo primario de Células contaminadas de Saccharomyces cerevisiae

Figura 35. Aislamiento de Saccharomyces cerevisiae en placa Petri sobre Agar
YPGsuplementado con antibidtico Tetraciclina

82



Universidad Nacional mayor de San Marcos Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

6.3Produccion de mosto de malta de cebada

En esta etapa el objetivo principal es obtener un caldo fermentesible un medio de
cultivo complejo (Azucares fermentesibles y no fermentesibles oligosacéridos
proteinas, oligopéptidos aminoacidos, vitaminas, minerales
etc.)Compuestodelhidrolizado enzimatico de la mezcla agua y harina de malta,
posteriormente es lupulizado, esterilizado, enfriado y oxigenado para dar las
condiciones adecuadas para una buena propagacién celular y un correcto
metabolismo fermentativo, produciendo como producto de su catabolismo etanol y
CO,.

Durante la etapa de hidrolisacidon del mosto de malta de cebada se corre el riesgo de
propagacion de la carga microbiana acompaiante por lo que se debe trabajar con
periodos de maceracion no muy prolongados, el oxigenado del mosto es de
importancia relevante para que las levaduras sinteticen acidos grasos y esteroles
necesarios para la sintesis de su material celular para la propagacién de biomasa vy
una ruta metabdlica fermentativa correcta con menos produccién de alcoholes de
fusel y esteroles que van en detrimento de la calidad de la cerveza.

6.4Reactivacion y propagacion de células de levadura a nivel Laboratorio

El objetivo en esta etapa es reactivar a partir de un cepario de células de levadura
Saccharomyces cerevisiaey propagarlo a nivel de laboratorio en caldo YPG para
obtener un pre indculo axénico en condiciones dptimas de vitalidad y viabilidad, el
cual serd utilizado para la propagacion y escalamiento a nivel de produccién en
planta. Esta etapa es muy delicada requiere de personal capacitado para minimizar
el riesgo de contaminacién del cultivo y la propagacion de carga microbiana que
originaria contaminacién de la fermentacion y el enquistamiento de estos en las
porosidad del equipo ocasionando un grave peligro para las instalaciones vy
producciones futuras.
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Figura 36. Cepario e Inoculo de clones de Células de Saccharomyces cerevisiae

Figura 37Propagacion de Células de Saccharomyces cerevisiaeSafale S-40 en medio
de cultivo Mosto Cervecero en frasco Carlsberg.
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Propagacién N21 de Células de Saccharomyces cerevisiaea nivel laboratorio
Cinética de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae Safale S-04 en
medio de cultivo Mosto Cervecero en frasco Carlsberg.

T=18 °C; pH =5.5; VWVM= 1.5; Volumen (L)= 2; Tiempo (Horas)= 24

T Peso seco Ln P. Seco N2 Ln N2 Azucares
(Hrs) (g/L) Células/mL Cel/mL reductores
totales
(/L)
0 0.275 -1.2910 3.60x10° 12.7939 9.85
2 0.280 -1.2730 3.75x10° 12.8347 8.60
4 0.350 -1.0498 8.50x10° 13.6530 8.13
6 0.580 -0.5447 2.40x10° 14.6910 6.80
8 1.200 0.1823 6.10x10° 15.6238 4.60
10 1.800 0.5878 8.61x10° 15.9684 4.45
12 1.96 0.6729 1.10x10’ 16.2134 2.96
14 2.100 0.7419 1.40x10’ 16.4546 1.10
22 2.350 0.8544 1.60x10’ 16.5881 0.60
24 2.450 0.8961 1.78x10’ 16.7059 0.20
Cuadro 17

Grafica Ln N°Cel/mL Vs T(h) a nivel piloto

17 T

165

1556

145

—HB— Crecimeinto de Biomasa

Ln N°Cel/mL

135

Figura 38
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Linealizamos la funcién en los puntos:

T Ln; N T; *Ln; T, 2
(Hrs) Cel/mL
2 12.8347 25.6694 4
4 13.6530 54.612 16
6 14.6910 88.146 36
8 15.6238 124.9904 64
$(T;) =20 |S(Ln)=56.8025| S(T; * Ln ;) =293.4178 | 3(T;?) =120

CUADRO 18

4%293.4178 - 20%56.8025 37.6212

= = = 0.470265 h™
4x120 —202 80
56.8025 20
By= - — =0.200625
4 4
Ln; =9.200625+0.470265 * T;
Ln2
Calculo del tiempo generacional: ty=
0.693
ty- =1.47h
0.474

Grafica de Concentracion [s] Vs T(h) a nivel piloto

—H&— Consumo de Azuares Reductores

Azucares reductores totales(g/L)

Figura 39
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Propagacién N22 de Células de Saccharomyces cerevisiaea nivel laboratorio
Cinética de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae Safale S-04 en
medio de cultivo Mosto Cervecero en frasco Carlsberg.

T=18 °C; pH =5.5; VVM= 1.5; Volumen (L)= 2; Tiempo (Horas)= 24

T Peso seco Ln P. Seco N2 Ln N2 Azucares
(Hrs) (g/L) Células/mL Cel/mL reductores
totales
(/L)
0 0.255 -1.3665 3.38x10° 12.7249 9.85
2 0.267 -1.3205 3.55x10° 12.7799 8.61
4 0.365 -1.0079 8.30x10° 13.6292 8.15
6 0.605 -0.5025 | 2.55x10° 14.7516 6.70
8 1.259 0.2303 6.35x10° 15.6640 4.58
10 1.690 0.5247 8.15x10° 15.9135 4.43
12 1.929 0.6570 1.15x10’ 16.2579 2.65
14 2.072 0.7285 1.35x10’ 16.4182 1.41
22 2.30 0.8329 1.60x10’ 16.5881 0.61
24 2.39 0.8713 1.71x10’ 16.6369 0.22
Cuadro 19

Grafica Ln N°Cel/mL Vs T(h) a nivel piloto
T T

17 T
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186

Ln N°Cel/mL

145 —H&— Crecimeinto de Biomasa

13.5

T(h)

Figurad0
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Linealizamos la funcién en los puntos:

T Ln; Ne T, +Ln; T;®
(Hrs) Cel/mL
2 12.7799 25.5598 4
4 13.6292 54.5168 16
6 14.7516 88.5096 36
8 15.664 125.312 64
2(T;)=20 |3(Ln)=56.8247| >(T; * Ln;) =293.8982 | >(T; 2) =120

CUADRO 20
4%293.8982 - 20+56.8247 39.0988
A= — — = = 0.488735h"
4x120 -20 80
56.8247 20
0= - — = 90.206175
4 4
Ln; =9.206175 +0.488735*T;
. . Ln2
Calculo del tiempo generacional: ty=
0.693
ty- =1.42h
0.488

Grafica de Concentracion [s] Vs T(h) a nivel piloto

—+H&— Consumo de Azuares Reductores

Azucares reductores totales(g/L)

Figura
41
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Propagacién N23 de Células de Saccharomyces cerevisiaea nivel laboratorio

Cinética de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae Safale S-04 en
medio de cultivo Mosto Cervecero en frasco Carlsberg.

T=18 °C; pH = 5.5; VVM= 1.5; Volumen (L)= 2; Tiempo (Horas)= 24

T Peso seco Ln P. Seco Ne Ln N2 Azucares
(Hrs) (g/L) Células/mL Cel/mL reductores
totales
(g/L)
0 0.263 -1.3356 3.56x10° 12.7657 9.85
2 0.276 -1.2874 3.70x10° 12.8213 9.01
4 0.368 -0.9997 8.55x10° 13.6589 8.13
6 0.605 -0.5025 2.55x10° 14.7516 7.03
8 1.174 0.1604 5.95x10° 15.5989 4.76
10 1.850 0.6152 8.85x10° 15.9959 3.65
12 2.058 0.7217 1.20x10’ 16.3004 2.27
14 2.290 0.8286 1.55x10’ 16.5564 0.73
22 2.400 0.8755 1.70x10’ 16.6487 0.40
24 2.425 0.8858 1.75x10’ 16.6777 0.25
Cuadro 21

Grafica Ln N°Cel/mL Vs T(h) a nivel piloto
T

17 T T

Ln N°Cel/mL

T(h)

Figura 42
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Linealizamos la funcién en los puntos:

T Ln; N2 T, *Ln; TiZ
(Hrs) Cel/mL
2 12.8213 25 6426 4
4 13.6589 54.6356 16
6 14.7516 88.5096 36
8 15.5989 124.7912 64
3(T;)=20 |>(Ln)=56.8307] 3(T; * Ln;)=293.5790 | 3(T;?) = 120

Cuadro 22
4%293.5790-20%56.8307 37.7020
n= > = = 0.471275h*
4x120 -20 80
56.8307 20
Bo= - — = 9.207675
4 4
Ln; =9.207675 +0.471275 *T;
. . Ln2
Calculo del tiempo generacional: ty=
0.693
ty= =1.471h
0.471

Grafica de Concentracion [s] Vs T(h) a nivel piloto

—B— Consumo de Azuares Reductores

Azucares reductores totales(g/L)

0 5 10 15 20 25

Figura 43
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6.5Dilucion de una suspension de células de Saccharomyces cerevisiae

La dilucién de un cultivo de células de Saccharomyces cerevisiae es un método
utilizado para poder disminuir la concentracién celular en diez veces en cada
dilucién, que nos permita tener un numero de células que puedan ser
contabilizadas realizando el recuento de estas en cdmara de Neubaurlmproved.En
caso de no realizar la dilucién de un cultivo concentrado de células no se podria
observar individualmenteal microscopio a 40x de aumento, solo se alcanzaria a ver
una masa difusa.

6.6Tincidn vital de células de Saccharomyces cerevisiae

La tincidn vital con azul de metileno es uno de los métodos rapidos para poder
discriminar entre una célula viva de otra muerta las células vivas al ser teiidas de
color azul por el colorante son reducidas y decoloradas a azul de leucometileno las
células muertas permanecen tefidas de color azul, es de mucha importancia
conocer la concentracion de células vitales y viables con la que se cuenta en un
cultivo, el conocer el peso de biomasa de un inoculo no es suficiente ya que
podemos tener cadaveres de células que no tienen ninguna actividad metabdlica y
por el contrario se convertiria en un foco de contaminacién para la fermentacion del
mosto de malta de cebada, retrasando la fermentacion o deteniéndola debido a la
inhibicidn por exceso de sustrato y la poca concentracion de células viables inoculas.

Cuadro del conteo de células viables tefiidas con el colorante vital Azul de metileno
por el método de Neubaur de una suspension de levaduras Saccharomyces
cerevisiae la cual fue diluida hasta 10

Células Vivas Células Muertas
15 0
20 0
48 2
35 0
35 1
Total: 150 Total: 3

Cuadro 23.
Porcentaje de células viables:

150 x 100 % =98% De células viables
150+ 3
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Células Vivas

Células Muertas

19

0

18

20

36

33

Total: 126

0
1
0
1
2

Total:

Cuadro 24. Porcentaje de células viables:98.43%

Células Vivas

Células Muertas

28

23

41

20

37

Total: 149

1
0
1
0
1
3

Total:

Cuadro 25.Porcentaje de células viables:98.02

Células Vivas

Células Muertas

29

20

48

35

35

Total: 167

1
0
2
0
1
3

Total:

Cuadro 26.Porcentaje de células viables:98.23
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Células Vivas Células Muertas
41
33
48
39
41
Total: 202 Total: 3

R R R Ok

Cuadro 27.Porcentaje de células viables:98.05%

Células Vivas Células Muertas
49
23
48
37
35
Total: 192 Total: 3

==

Cuadro 28.Porcentaje de células viables:98.46%

El cultivo celular cumple con el requerimiento establecido de tener
unaconcentracion mayor o igual al 98% de células viables, por tanto puede ser
utilizado como inoculo del mosto de malta para la fermentacién

Figura 44Micrografia de la Tincidn vital de células de Saccharomyces cerevisiae a
40X
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6.7Recuento de levaduras totales y viables en camara de Neubauer Improved

Este método nos permite contar las células que se encuentran contenidas en un
volumen de recamara de 0.1mm?> tomado de una suspensién celular llamada
indculo o estarter que serd inoculado en el mosto de malta de cebada. En esta
etapa de conteo se adiciona el colorante Azul de metileno para cuantificar el
numero de células vitales y viables que se encuentra en la muestra de suspension
celular. Este método es muy practico y rdpido para discriminar entre un indculo de
otro. Este método es mucho mas rdpido para cuantificar células viables y vitales en
comparacién con el método de recuento en placa de unidades formadoras de
colonia que requieren de 24-48 horas de incubacion a 25°C.

Calculo la concentracién celular en (células/mL) por el método de Neubaur de una
suspension de levaduras Saccharomyces cerevisiae la cual fue diluida hasta 10

16 cuadros de 0.05mmx0.05mm c/u Numero de células por campo
Campo 1 extremo superior izquierdo 14

Campo 2 extremo superior derecho 15

Campo 3 central 13

Campo 4 extremo inferior izquierdo 14

Campo 5 extremo inferior derecho 14

Cuadro 29.

- Calculo del promedio de células por cuadrado:

Media 14+15+13+14 +14 = 14 levaduras en 16 cuadros de 0.05mmx0.05mm c/u
5
Reemplazando valores en la relacion (1)

14 levaduras x 400 cuadrados x 1000mm?® x10°= 3.5 x 10%de células/mL
16 cuadrados  0.1mm’ 1c¢m?® (o0 1mL)

- Respuesta:

La concentracidn celular de la suspensidon de Saccharomyces cerevisiae es de
3.5 x 10%de células/mL en la muestra.
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Figura 45

6.8Propagacion de levaduras en la planta piloto de Cerveceria

Esta operacién requiere de fundamentosnetamente de ingenieria quimica para
poder propagar células de levadura en grandes voliumenes donde los conocimientos
de transferencia de masa y de calor son preponderantes. En nuestra experiencia se
llegd a propagar células de levadura Saccharomyces cerevisiae a partir de un cultivo
preinéculo de 2L con una concentracién celular de 15-18x10° células para ser
propagada en un Biorreactor de 100 L .Para alcanzar la misma concentracién celular
que el preindculo, el cual serad utilizado como inéculo o estarter para iniciar la
fermentacién de 1000 L de mosto de cerveza.
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Figurad6Birreactor Batch modelo Tanque Agitado de capacidad operativa de 1hL
Ubicado en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la UNMSM .Responsable Dr. Abad Flores Paucarima
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Figura 47Vista de perfil del Birreactor Batch modelo Tanque Agitado de capacidad
operativa de 1hL Ubicado en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental vy
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNMSM.
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Cinética de crecimientoN24 de la levadura Saccharomyces cerevisiae Safale S-04
sobre medio de cultivo Mosto Cervecero en Biorreactor de Tanque Agitado.

T=18°C; pH = 5.5; VVM= 1.5; Volumen (L)= 100; Tiempo (Horas)= 24

T Peso seco Ln P. Seco N2 Ln N¢ Azucares
(Hrs) (g/L) Células/mL Cel/mL reductores
totales
(/L)
0 0.250 -1.3863 3.65x10° 12.8077 9.85
2 0.278 -1.2801 3.70 x10° 12.8213 9.23
4 0.315 -1.1552 6.13 x10° 13.3261 8.36
6 0.465 -0.7657 1.63 x10° 14.3041 7.47
8 1.500 0.4055 4.25 x10° 15.2624 5.70
10 1.880 0.6313 | 7.36 x10° 15.8116 4.52
12 2.030 0.7080 1.25 x10’ 16.3412 3.70
14 2.230 0.8020 1.50x10’ 16.5236 2.03
22 2.400 0.8755 1.70x10’ 16.6487 0.75
24 2.550 0.9361 1.80x10’ 16.7059 0.30
Cuadro 30

Grafica Ln N°Cel/mL Vs T(h) a nivel laboratorio
7 T T T

185
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Figura 48

98




Universidad Nacional mayor de San Marcos

Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

Linealizamos la funcién en los puntos:

T LniNQ Ti*Lni Tiz
(Hrs) Cel/mL
2 12.8213 25.6426 4
4 13.3261 53.3044 16
6 14.3041 85.8246 36
8 15.2624 122.0992 64
3(T;)=20 |3(Ln)=55.7139] 3(T; * Ln;) =286.8708 |3(T;?%)=120
Cuadro 31
4%286.8708 -20%55.7139 33.20519
= - = = 0.41506h™
4%x120 —-20 80

_ 55.7139 20

0= 4

Calculo del tiempo generacional:

- — = 11.4284
4

Ln; = 11.4284+0.41506*T;

tq -Ln 2

Grafica de Concentracion [s] Vs T(h) a nivel Laboratorio

Azucares reductores totales{g/L)

—H&— Consumo de Azuares Reductores

Figura 49

99

20

25



Universidad Nacional mayor de San Marcos

Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

Cinética de crecimiento N95 de la levadura Saccharomyces cerevisiae Safale S-04
sobre medio de cultivo Mosto Cervecero en Biorreactor de Tanque Agitado.

T=18°C; pH = 5.5; VVM= 1.5; Volumen (L)= 100; Tiempo (Horas)= 24

T Peso seco Ln P. Seco N2 Ln N2 Azucares
(Hrs) (g/L) Células/mL Cel/mL reductores
totales
(/L)
0 0.255 -1.3665 3.36x10° 12.7249 9.85
2 0.267 -1.3205 3.55x10° 12.7799 9.23
4 0.365 -1.0079 8.30x10° 13.6292 8.38
6 0.605 -0.5025 | 2.55x10° 14.7516 7.42
8 1.259 0.2303 6.35x10° 15.6640 5.64
10 1.690 0.5247 8.15x10° 15.9135 4.505
12 1.929 0.6570 1.15x10’ 16.2579 3.540
14 2.072 0.7285 1.35x10’ 16.4182 2.03
22 2.30 0.8329 1.60x10’ 16.5881 1.01
24 2.39 0.8713 1.69x10’ 16.6428 0.22
Cuadro 32

Grafica Ln N°Cel/mL Vs T(h) a nivel laboratorio
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Linealizamos la funcidn en los puntos:

T Ln; Ne T; *Ln; T; 2
(Hrs) Cel/mL
2 12.7799 25.5598 4
4 13.6292 54.5168 16
6 14.7516 88.5096 36
8 15.664 125.312 64
2(T;) =20 |>(Ln)=56.8247] >(T; = Ln;) =293.8982 | >(T; 2) =120

Cuadro 33
4%293.8982 - 20%56.8247 _ 39.0988

= =
4x120 —202 80

= 0.488735h™

.8247
o= 282720 — g 906175
4 4

Ln; =9.206175 +0.488735*T;

Calculo del tiempo generacional: ty-Ln 2

Grafica de Concentracion [s] Vs T(h) a nivel Laboratorio
I I I

—E— Consumo de Azuares Reductores

Azucares reductores totales(g/L)
T

Figura 51
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Cinética de crecimiento N26 de la levadura Saccharomyces cerevisiae Safale S-04
sobre medio de cultivo Mosto Cervecero en Biorreactor de Tanque Agitado.

T=18°C; pH = 5.5; VVM= 1.5; Volumen (L)= 100; Tiempo (Horas)= 24

T Peso seco Ln P. Seco N2 Ln N2 Azucares
(Hrs) (g/L) Células/mL Cel/mL reductores
totales
(/L)
0 0.260 -1.3471 3.50x10° 12.7657 9.85
2 0.268 -1.3168 3.70x10° 12.8213 8.60
4 0.322 -1.1332 8.55x10° 13.6589 8.13
6 0.615 -0.4861 | 2.55x10° 14.7516 6.80
8 1.512 0.4134 5.95x10° 15.5989 4.60
10 1.954 0.6699 8.85x10° 15.9959 4.45
12 2.174 0.7766 1.20x10’ 16.3004 2.96
14 2.185 0.7816 1.55x10’ 16.5564 1.10
22 2.425 0.8858 1.70x10’ 16.6487 0.60
24 2.550 0.9361 1.78x10’ 16.6947 0.20
Cuadro 34

Grafica Ln N°Cel/mL Vs T(h) a nivel laboratorio
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Linealizamos la funcién en los puntos:

T Ln; N¢ T; *Ln; T, 2
(Hrs) Cel/mL
2 12.8213 25 6426 4
4 13.6589 54.6356 16
6 14.7516 88.5096 36
8 15.5989 124.7912 64
3(T;) =20 |>(Ln)=56.8307] 3(T; * Ln;)=293.5790 | 3(T;?) =120

Cuadro 35
4%293.5790- 20%56.8307 37.7020
= = = 0.471275h™
4x120 —202 80
56.8307
By= - 2 = 9207675
4 4
Ln; =9.207675 +0.471275 *T;
. . Ln2
Calculo del tiempo generacional: ty=
0.693
ty- =1.47h
0.471

Grafica de Concentracion [s] Vs T(h) a nivel Laboratorio
T T T T T

Azucares reductores totales(g/L)

25

Figura 53

103



Universidad Nacional mayor de San Marcos Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

7 CONCLUSIONES

1.- Las células de levadura durante el periodo de conservacion en cepario sobre
agar YPG su actividad metabdlica celular asi como la capacidad de la levadura
Saccharomyces cerevisiae para sintetizar y expresar su capacidad enzimatica intra y
extracelular de manera eficiente quedan inactivadas. Esta es la razén por la cual al
reactivar las células de levadura Saccharomyces cerevisiae de su etapa de
dormancia toman un tiempo aproximado de 2-3 horasllamado etapa Lag.

2.-El proceso de hidrolisis del mosto de malta de cebada (Malta de Cebada
molturada-Agua) requiere de un complejo enzimatico conformado por enzimas
proteoliticas y enzimas Amiloliticas que alcanzan su maxima actividad catalitica
bajo un perfil de Temperatura, pH, Tiempo, éptimos. Para alcanzar un alto peso de
mosto de 13-14% de azucares totales con una fermentabilidad (Atenuacién) del 78-
80% el cual serda metabolizado por las células de Saccharomyces cerevisiae

3.- El método recomendable de conservacidon de las células de Saccharomyces
cerevisiae es preservarlo en un cepario de células en un tubo de ensayo con tapa
gue contiene un medio solido de agar YPG en plano inclinado sumergido en glicerol
a una temperatura de 4°Cel cual debe ser renovado cada tres meses por resiembra
sucesiva en placa para asegurar en todo momento contar con un cepario puro
exento de carga microbiana contaminante.

4.- La metodologia rapida y confiable para identificar y cuantificar el nimero de
células vitales y viables es realizar la tincidn vital en camara de Neubauer
Improved.Con una solucién al 1% (w/v) de Azul de Metileno en una suspension
celular verificando si, la cadena transportadora de electrones se encuentra activa
(Célula viva) decolorada o desactivada (Célula muerta)tefiida para proceder al
reconteo.

5.- La velocidad especifica promedio a nivel de Laboratorio es de 0.476 h™ mayor al
promedio de la velocidad especifica a nivel piloto que fue de 0.458 h™ esta
diferencia se debe a que al trabajar en volUmenes pequeiios en el laboratorio las
condiciones se acercan masa la idealidad .Con un tiempo generacional de 1.453 h a
nivel laboratorio menor al tiempo generacional a nivel piloto que fue de 1.52 h es
decir que a nivel laboratorio las levaduras se reproducen mas rapido

6.- La operacién de reactivacion, propagacién y escalamiento de células de levadura
Saccharomyces cerevisiae. Comprende dos etapas bien diferenciadas la primera es
la reactivacion y propagacién a nivel de laboratorio y la segunda etapa corresponde
a la propagacion y el escalamiento a nivel piloto para alcanzar la concentracion
celular necesario, hasta alcanzar un volumen de inéculo o estarter del 10% del
volumen de mosto de malta a inocular con una concentracién celular de 15-18x10°
de células/mL con una vitalidad y viabilidad mayor al 98% para el escalamiento, de
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nivel de laboratorio a nivel piloto.
8 ANEXOS

8.1LOS ORGANISMOS SON TRANSFORMADORES DE ENERGIA

La célula viva se asemeja a una industria quimica donde miles de reacciones ocurren
dentro de un espacio, en este caso, un espacio microscopico. Por ejemplo, los
azucares son convertidos en aminodacidos y viceversa. El glucdgeno es ensamblado a
partir de miles de moléculas de glucosas; las proteinas a partir de aminoacidos. Por
otro lado, estos polimeros seran hidrolizados cuando las necesidades de la células
asi lo requieran.

El metabolismo (del griego “metabole”, cambio) es la totalidad de los procesos
quimicos de un organismo. El metabolismo es “el mapa de rutas” de miles de
reacciones quimicas que ocurren en la célula. Las enzimas dirigen dichas rutas
metabdlicas, acelerando diferencialmente reacciones determinadas.

Como un todo, el metabolismo maneja las fuentes de materia y energia de la célula.
Algunas rutas metabdlicas liberan energia por ruptura de los enlaces quimicas de
moléculas complejas a compuestos mas simples. Estos procesos de degradacion
constituyen el catabolismo celular o vias catabdlicas. Por otro lado, existen vias
anabdlicas o reacciones quimicas del anabolismo, las que consumen energia para
construir moléculas de mayor tamafio y complejas a partir de moléculas mas
simples. Las vias metabdlicos se interceptan de tal forma que la energia liberada de
reacciones catabdlicas (reacciones exergdnicas) puede utilizarse para llevar a cabo
reacciones anabdlicas (reacciones endergonicas) Asi, la transferencia de energia del
catabolismo al anabolismo se denomina acoplamiento energético.

La energia ha sido definida como la capacidad de realizar trabajo, de producir una
modificacion en la materia. Puede adoptar la forma de calor, luz, electricidad
movimiento, etc.

Se reconocen dos clases principales de energia:
1.-  Energia potencial
2.- Energia cinética

Energia Potencial.- Es la capacidad de realizar trabajo en virtud de la posicion o el
estado de una particula. Por ejemplo, una piedra en la cima de una montaia tiene
energia potencial, a medida que rueda por su ladera, la energia potencial se
transforma en cinética. La energia derivada en ultima instancia del sol, se almacena
en las moléculas de los alimentos como energia quimica. Esta ultima es un tipo de
energia potencial. Luego dentro del organismo, se producen reacciones quimicas
gue transforman la energia potencial en calor, movimiento o alguna otra forma de
energia cinética. Todas las formas de energia son, por lo menos en parte,
interconvertibles. Los sistemas vivientes constantemente transforman energia
potencial en cinética o viceversa. La energia quimica que los organismos utilizan en
las reacciones metabdlicas, proviene de los enlaces quimicos de los glucidos, lipidos
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y proteinas. Esta energia potencial que guardan los enlaces quimicos, puede ser
aprovechada parcialmente por el organismo cuando se rompen esos enlaces
quimicos. La energia que no puede ser atrapada por el organismo, se disipa como
calor. En condiciones experimentales controladas, puede medirse y compararse la
cantidad de energia que entra y sale de un sistema determinado.La termodinamica
es el estudio de la energia. El analisis de las transformaciones energéticas que
ocurren en la materia viva se llama termodindamica. Los investigadores llaman
sistema para denotar una porcion de materia bajo estudio. El resto del universo
(todo aquello fuera del sistema) es el entorno. Los organismos son sistemas
termodindamicos obligatoriamente abiertos, es decir intercambian materia y energia
con el entorno.La termodindmica tiene dos leyes fundamentales que gobiernan las
transformaciones energéticas de la materia y por lo tanto también rigen para los
seres Vivos.

8.1.1 La Primera ley de la Termodindmica. También conocida como de la
Conservacion de la Energia establece que la energia puede convertirse de una forma
en otra, pero no se la puede crear ni destruir. La energia total de un sistema y su
ambiente, por lo tanto se mantiene constante a pesar de todos los cambios de
forma.En todas las conversiones energéticas, cierta energia util se convierte en calor
y se disipa. De todos modos, en una reaccién quimica, la energia de los productos
de la reaccién mas la energia liberada en la misma, es igual a la energia inicial de las
sustancias que reaccionan.

-

Energia Luminosa

ENTORNO ***

ECOSISTEMA Cloroplastos
(fotosintesis)

F =) ~

Mitocondria Moléculas
CO. + H.O (respiracién celular) Organicas

~ s -

ATP
Energia para trabajo celular

4 4 &

Energia Caldrica
Figura 54. Flujo de energia y materia en un ecosistema.

+ O,
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Las mitocondrias de los eucariotas (incluso plantas) utilizan las moléculas organicas
producto de la fotosintesis como combustible para la respiracidon celular, pero
también consume el oxigeno liberado en la fotosintesis. La respiracidn libera la
energia almacenada en las moléculas organicas y genera ATP, el cual se utiliza para
el trabajo celular. Los productos de desecho de la respiracién, CO, y H,0, son las
moléculas que los cloroplastos utilizan como sustrato de la fotosintesis. Por lo tanto,
las moléculas esenciales de la vida son recicladas, pero la energia no. La energia
ingresa al ecosistema como energia luminica y sale como energia caldrica.

8.1.2 La Segunda ley de la Termodinamica.Establece que todos los intercambios y
conversiones de energia, si no entra ni sale energia del sistema en estudio, la
energia potencial del estado final siempre sera menor que la energia potencial del
estado inicial. Por ejemplo las piedras ruedan siempre cuesta abajo, nunca lo hacen
hacia arriba.

En termodindmica se designa como energia dependiente de un alto grado de
ordenamiento a la energia potencial, mientras que a la energia cinética molecular se
la considera como energia con un grado reducido de ordenamiento. A medida,
entonces, que la energia potencial se transforma en cinética, el desorden aumenta y
utilizamos la expresidon entropia, para caracterizar el grado de desorden de un
sistema (las células NO estdn desordenadas, asi que tienen baja entropia). En la
naturaleza, el desorden es un estado mas probable que el orden y la entropia, como
medida del desorden, se convierte en una funcién que tiende a crecer
constantemente.El contenido de energia potencial de los compuestos quimicos esta
representado por la fuerza que mantiene unidos a los &tomos y moléculas y cuando
las sustancias quimicas reaccionan, parte de esta energia se libera como calor y otra
parte puede ser convertida en trabajo. Esta fraccidon de energia disponible para el
trabajo se denomina energia libre o entalpia. En otras palabras es el monto maximo
de trabajo que puede obtenerse de un sistema.

La energia libre: un criterio para cambio espontaneo los organismos solamente
pueden vivir a expensas de la energia libre adquirida del entorno.La cantidad de
energia libre de un sistema se simboliza con la letra G. Hay dos componentes para
G: la energia total del sistema (H) y su entropia (S). La energia libre se relaciona con
estos factores de la siguiente manera:

AG=AH-TAS

Con la T (temperatura, en grados Kelvin) para temperaturas absolutas. Como se ve,
la temperatura aumenta el término de la entropia en la ecuacién. Esto tiene sentido
si se recuerda que la temperatura mide la intensidad del movimiento de las
moléculas al azar (calor), lo que provoca desorden. Entonces, esta ecuacién enuncia
gueno toda la energia almacenada en un sistema (H) estd disponible para el trabajo.
El desorden del sistema, el factor de entropia (S), se resta a la energia total para
calcular la maxima capacidad del sistema para realizar trabajo util.
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¢Como el concepto de energia libre ayuda a determinar si un proceso determinado
puede ocurrir espontaneamente? En la ecuacién de mas arriba, la energia libre (G)
es considerada como una medida de inestabilidad del sistema, o sea su tendencia a
cambiar a un estado mas estable. Por lo tanto, aquellos sistemas que tienden a
cambiar espontaneamente a uno mas estable son los que tienen mayor energia,
baja entropia o ambos. La ecuacidon de G considera estos dos factores los cuales
estan consolidados en el contenido de G del sistema en estudio. Ahora se puede
establecer un criterio para cambio espontaneo: en cualquier proceso espontaneo la
energia libre de un sistema decrece.Los cambios de energia libre cuando un sistema
va desde un estado iniciala un estado finales representado por:
d G= G estado final - G estado inicial

dG=0H-T.0S

Finalmente, para que un proceso ocurra espontaneamente, el sistema debe ceder
energia (decrece H) o perder orden (se incrementa S), o ambos. Cuando los cambios
en H o en S son grandes, dG tiene un valor negativo.

Las reacciones metabdlicas son exergbénicas o endergbnicasLas reacciones
metabodlicas pueden ser clasificadas en exergénicas (aquellas que liberan energia) o
endergonicas (aquellas que consumen energia) tomando en cuenta sus cambios de
energia libre.En una reaccidén exergodnica hay una liberacién neta de energia libre.
Puesto que los reactantes pierden energia libre (G), dG es negativa para una
reaccion exergonica. En otras palabras, las reacciones exergdnicas ocurren
espontaneamente.Las reacciones endergdnicas toman G de su entorno. Esto se
debe a que esta clase de reacciones almacenan mas energia libre (G) en las
moléculas, por lo tanto dG es positivo. Tales reacciones no son espontaneas.

De lo anterior, se concluye que si un proceso quimico es exergdnico en una
direccidn, entonces el proceso inverso debe ser endergdnico.

8.1.3 Desequilibrio Metabdlico: Clave de la vida. Las reacciones quimicas del
metabolismo son reversibles y podrian equilibrarse sélo en un medio aislado como
un tubo de ensayo. En los sistemas quimicos en equilibrio @ G es cero y sin energia
libre no hay trabajo, por lo tanto una célula que ha alcanzado su equilibrio esta
muerta. Este desequilibrio metabdlico es una de las caracteristicas que define a la
vida y esto se mantiene gracias a que en las vias metabdlicas los productos no se
acumulan, siendo sustratos de otras reacciones y por lo tanto no alcanzandose
nunca el equilibrio. Por ejemplo, durante la respiracién celular, la glucosa y otros
combustibles energéticos son degradados y el didxido de carbono es eliminado al
medio interno y luego expelido al exterior con lo cual la célula no alcanza nunca su
equilibrio y continla trabajando. Este simple ejemplo nos sirve para comprender la
importancia que reviste para los organismos vivos ser sistemas abiertos. La molécula
de ATP es responsable de la mayoria de los procesos de acoplamiento energético en
las células. Como se recordara, una estrategia clave de la bioenergética es el
acoplamiento energético, es decir el uso de un proceso exergdnico para llevar a
cabo uno endergonico.
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8.1.4 El adenosintrifosfato (ATP).”la moneda de la célula”, transfiere la energia
liberada por la ruptura de las uniones quimicas en los procesos exergénicos hacia las
reacciones endergonicas, es decir las reacciones que consumen energia.
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Figura 55 Molécula de ATP

.El enlace entre el segundo y el tercer fosfato es un enlace rico en energia. Para
establecerlo se necesitd de un gran aporte energético, esto es, de la energia libre
obtenida del entorno por la célula. Por otro lado, su ruptura resulta en la liberacién
de esta energia, la que puede ser empleada para los distintos tipos de trabajos
celulares.

En la mayoria de los casos, la fuente inmediata de energia que potencia el trabajo
celular es el ATP. Esta molécula es también conocida como un transportador o
intermediario energético.

P ATP o
i ,
.'r h!
|
I |
AVAVAVAVAVAVAN | VW\/\/\M
"., !
Energia desde A ! Energia para el
el catabolismao \ ADP + @'. / trabajo celular

Figura 56. El ciclo del ATP.
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La energia liberada en las reacciones catabdlicas se usa para fosforilar ADP,
generando ATP. La energia almacenada en el ATP se utiliza en la mayoria de los
trabajos celulares. Por lo tanto, el ATP acopla los procesos productores de energia
de la célula a los consumidores de energia.

Muchos de las reacciones de los metabolismos son reacciones de dxido-reduccién
Los electrones poseen distintas cantidades de energia potencial segun su distancia
respecto del nucleo del dtomo y la atracciéon del nicleo por los electrones. Al
aportar energia, el electron pasa a un nivel energético mas alto, pero sin la energia
adicional, el electrén permanece en el nivel energético mas bajo disponible para él.
Las reacciones quimicas son transformaciones energéticas en las cuales la energia
almacenada en los enlaces quimicos se transfiere a otros enlaces quimicos recién
formados. En estas transformaciones los electrones pasan de un nivel energético a
otro. En muchas reacciones los electrones se transfieren de un dtomo o molécula a
otro. Estas reacciones muy importantes en los sistemas vivientes, se conocen
como:

A) Reacciones de Oxidacidon-Reduccién (Redox).- La pérdida de un electrén se
conoce como oxidacién y el &tomo o molécula que pierde el electron se ha
oxidado. La pérdida de electrones se llama oxidacién porque el oxigeno que
atrae con fuerza a los electrones, es la mayoria de las veces el receptor de
los mismos.

B) Reacciones de Reduccion.- Por el contrario, es la ganancia de electrones. La
oxidacién y la reduccidon siempre ocurren simultdneamente, porque el
electrén que pierde un atomo es aceptado por otro, que se ha reducido en el
proceso.

En los sistemas vivientes muchas veces los electrones son transferidos con un
protdn, es decir, es un dtomo de hidrégeno. En tal caso la oxidacidon implica una
pérdida de atomos de hidrogeno y la reduccién la ganancia de estos. La energia de
las moléculas es liberada en el transcurso de las reacciones de oxidacién. Durante el
transcurso de sucesivas y graduales reacciones de oxidacidn, la mayor parte de la
energia quimica contenida en los alimentos es liberada de manera secuencial. De
esta manera, se logra la eficaz captacion de la energia liberada en enlaces de alta
energia como los del ATP.

Toda oxidacién de un atomo o de una molécula esta asociada a la reduccién de otro
atomo u otra molécula. Durante las reacciones de oxidacién pueden perderse
hidrégenos (H). Estos se pueden disociar en un protén (H*) y en un electrén (e’). En
un sentido general, toda remocidn de e de cualquier &tomo o molécula constituye
una reaccién de oxidacién. Este e pudo haber sido removido de un H. Luego el H*
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puede permanecer en la molécula a la que conformaba o puede pasar al medio.Por
otro lado, la reduccién de un dtomo o molécula puede implicar la ganancia de
hidrégeno o e .Existen moléculas intermediarias en las reacciones de oOxido-
reduccidn: la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD"), la nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADP?) y la flavina adenina dinucledtido (FAD).

Las siglas de las coenzimas anteriormente expuestas representan las moléculas
oxidadas. Las formas reducidas se representan: NADH + H*; NADPH + H'; FADH,,
respectivamente.

Por ejemplo, el compuesto XH, es oxidado, NAD" es reducido:

XH> + NAD* + @ X" + NADH + H*

NAD' NADH + H’
H =
) . " 2h H\éHd
= - CONH,  peduccion o CONH,
I ~
M Oxidacion I'[J H
Jﬁz ®R)

Figura 57. Oxido-reduccién de la coenzima NAD"

8.1.5 La célula puede realizar tres clases principales de trabajo. Donde se requiere
energia:

Trabajo Mecdanico: como el batido de cilios y flagelos, la contraccién de las
células musculares, el fluir del citoplasma dentro de la célula o el movimiento de los
cromosomas durante la division celular.

Trabajo de Transporte: el bombeo de sustancias e iones a través de la
membrana en contra de la direccién del movimiento espontaneo.

Trabajo Quimico: El impulso de reacciones endergdnicas, que no ocurririan
espontaneamente, como la sintesis de los polimeros a partir de sus mondmeros.

proteina Trabajo de Transporte
de membrana -.H"H.__ _h{.::. b
3'.‘55:&:{ .".".-"\-.'-' :‘,}_CFS.}‘ I e hatat
_."..'..l-\..- 5 Y h _.' oy ] oyl
. — » . ~
“ e * .
soluto Transporte de soluto
Trabajo Mecanico
ADP
i ~y F
ATP —» EB? — » r;c;l 2 —» +
— B
Proteinas motoras ) F'jrcuLema &n movimiento A
Trabajo Quimiceo
—| O J
+[X] (2]
Reactantes Productos
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Figura 58. Tipos de trabajo celular que utilizan ATP

8.2LAS ENZIMAS
aslado de transicion
"""""""" ".'\-""l-l.""""‘""'"'""
:'. . enargia de
! \ ',' auﬁw.rauiup.
£ \‘_1 energia de A H de la raaccion
aclivacion no calalizada
= de la reaccion E
o catalizada '=
5 ............................................ -
E estado inicial )
a §
= 5 cambio
2 anergalica
g global de
la reaccion
IAG)

eslado final

[
direceidn de la reaceidn :__?-“’

L=~
Figura 59. Perfil de energia de una reaccidn exergdnica. La curva punteada indica el
curso de la reaccidén sin enzima. La curva continua el curso de la reaccidon en

presencia de la enzima Segun su naturaleza los catalizadores pueden ser quimicos o
bioldgicos
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Cuadro 36. Diferencias entre catalizadores biolégicos y quimicos

Bioldgicos Quimicos
Son especificos para una determinada Aceleran cualquier reaccion
reaccién quimica o para un grupo de inespecificamente.

reacciones quimicas para un sustrato o
grupo de sustratos.

Son proteinas mayoritariamente ( hay Son sustancias simples finamente
ARN (Ribozimas) con funcién enzimatica. [divididas.

Son saturables No son saturables.

Son altamente eficaces (son eficaces en  [Son medianamente eficaces.
bajas concentraciones).
Puede ser regulada su actividad catalitica.|[No pueden ser regulados.

Son termolabiles y su actividad puede No son termolabiles ni se alteran con
variar también de acuerdo al pH del cambios de pH.

medio.

Una enzima puede estar formada por una sola cadena de polipéptido, consistir en
subunidades multiples o requerir de componentes no proteicos. En general las
reacciones catalizadas por enzimas se llevan a cabo a presion, temperatura y pH
moderado.

8.2.1 Clasificacion de las Enzimas. Desde el punto de vista estructural podemos
clasificar a las enzimas en simples y conjugadas (de la misma forma que hemos
clasificado a las proteinas). Clasificacidon de las enzimas segun su estructura:

Simples == Estructura Proteica

Enzimas F:Lpuenzlma. i Esiru:::tu ra
(inactiva) proteica

Conjugadas wij g?:lﬁr:ﬁn]nma S

l&n inorganico
Cofactor .
Coenzima

. (unidn no covalents)
Molécula

Organica
9 Grupo prosteico

(union covalente)

1.-Enzimas simples: son aquellas que constan solo de una estructura proteica.
Pueden estar formadas por una o varias cadenas polipeptidicas.

2.- Enzimas conjugadas: también llamadas holoenzimas poseen en su estructura una
parte no proteica denominada cofactor y una parte proteica que se denomina
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apoenzima. Para que estas enzimas actlen como catalizadores es necesario que la
apoenzima se una al cofactor. El término cofactor puede aplicarse tanto a un Ién
como a una molécula organica de naturaleza variable (grupo prostético y
coenzimas). Las coenzimas funcionan como portadores de grupos quimicos
pequeiios como ser acetilo, metilo o bien protones y electrones. Las coenzimas se
unen no covalentemente a la apoenzima permitiendo que la holoenzima asi
formada lleve a cabo reacciones que la apoenzima sola no puede efectuar. Por
ejemplo, ninguna de las cadenas laterales de los aminodcidos es capaz de
transportar electrones pero cuando se agrega por ejemplo la coenzima FAD’,la
proteina adquiere esta funcidén. Las moléculas orgdnicas que estan fuertemente
unidas a la apoenzima se denominan grupos prostéticos.

Muchas coenzimas derivan de vitaminas solubles en agua como ser las del grupo B

Cuadro 37.
Vitaminas hidrosolubles , sus coenzimas derivadas y sus funciones
Vitamina Coenzima derivada |Abreviatura |Funcidn
Pirofosfato de TPP Descarboxilaciéon y
Tiamina (B1) tiamina transferencia de grupos
acilo.
Flavinamononucledt |FMN L
i Portadores de hidrégeno y
. . ido _
Riboflavina (B2) - - electrones en oxido-
Flavinay adenina  |FAD .
. - reducciones
dinucledtido
Nicotinamida y NAD*
adenina L,
. o Portadores de hidrégeno y
. . dinucledtido )
Acido Nicotinico — X T electrones en oxido-
Nicotinamida y NADP .
) reducciones
adenina
dinucledétido fosfato
Piridoxina, [Transaminacién y
piridoxal y decarboxilacion
piridoxamina (Bg)
Acido Pantoténico |Coenzima A CoASH Transferencia de acilos
Enlazada
Biotina covalentemente a Carboxilacion
carboxilasas
Acido Folico Tetrahidrofolato TH,4 Transferencia de un
carbono
Cobalamina (B1,) Coenzima de Reordenamientos,
12/ lcobalamina transferencia de metilos
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Otra forma de clasificarlas es de acuerdo con las reacciones que catalizan, como se
indica el cuadro 4, a continuacion.

Cuadro 38.Clasificacion de las Enzimas (segun International Union of
Biochemestry)

Clase Tipo de reaccién catalizada
Sintesis de componentes a través de la ruptura oxidativa o
1- reductora de un enlace de alta energia.

Oxidorreductasas |p. e]. alcohol deshidrogenasa

alcohol + NAD" @ colina + glutamato

Transferencia de un grupo funcional de una molécula a
otra.

2 - Transferasas  |p. ej. aspartatoaminotransferasa

L-aspartato + 2-oxoglutarato ® 2- oxalacetato + 1-L-
glutamato

Ruptura de enlaces por hidrélisis

p. ej. Acetilcolina + H,0 ® 2 oxalacetato + L- glutamato
Ruptura de enlaces por eliminacion

4 - Liasas p. ej. Piruvato descarboxilasa

2 oxoacido ® aldehido + CO,

Modificacién de la forma o del ordenamiento espacial de
las moléculas.

p. ej. Fosfogliceratomutasa

2-fosfoglicerato ® 3- fosfoglicerato

Unién de moléculas usando la energia que se deriva de la
hidrdlisis de los enlaces de alta energia

6 - Ligasas p. ej. Acetil- CoAligasa

ATP + acetato+ CoA ® AMP + acetato + CoA + pirofosfato +
acetil-CoA

3 - Hidrolasas

5 - Isomerasas

8.2.2 Sitio Activo. Es el sitio en el cual el o los sustratos se unen a la enzima. En
general estos sitios se encuentran en el interior de la estructura proteica, formando
hendiduras o bolsas, de manera que el sustrato pueda experimentar un maximo de
interacciones con la enzima. De toda la estructura de la enzima, que en realidad son
moléculas enormes, solo una parte muy pequefia interactia con el sustrato en
general solo participar cinco o seis aminodcidos. La especificidad de una enzima
hacia su sustrato es una de las caracteristicas mas notables, normalmente se
propone el modelo de llave y cerradura para explicar la forma complementaria en
gue interactuan la enzima y el sustrato, sin embargo esto nos hace pensar en una
estructura rigida. Actualmente se sabe que las enzimas son moléculas flexibles, por
lo tanto el modelo mas correcto seria el lamado ajuste o encaje inducido, en donde
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el sitio activo se modifica para hacerse complementario al sustrato. Una manera de
graficar este modelo seria la forma en que un guante se ajusta a la mano, es decir el
guante tiene una forma particular, que al momento de “interactuar” con la mano se
modifica, haciéndose complementaria con la misma.

8.2.3 Mecanismo de Accién. Como hemos visto las propiedades quimicas de una
enzima dependen casi enteramente de las cadenas laterales. La actividad catalitica
de una enzima resulta de la unién de la molécula de sustrato al sitio activo de la
enzima por medio de interacciones generalmente débiles. Al parecer, las mas
significativas son las interacciones puente hidréogeno. También debemos recordar
que esta unidn es sumamente especifica.

. Sitio activo Sacarosa

o~
—_— —
Fructosa / Enzima v,
I s f £l , P
! N, { #1 4 1
dooN | |

N/ \ M I ,.-". 1- Enzima y
Glucosa o k“‘x JE,_/ ~ |I sustrato libres
|~ — ~
/ \".,
[+ 4-Los productos i\
I
['/ son liberados \

C-Dmplej-:l "/"f- H‘N __,""--- -\H'\ CEIITIP'E_ID
Enzima-Producto ¢ —, \\II .-‘"( — \  Enzima-Sustrato
I N4 | i / I|
k\-‘—' i \'\/:| _I.I'I I\l\:‘_}'_ﬂ:] JIII|

R -
" 3. El sustrato se H‘h—#"/
convierte en producto 9. El sustrato se
- - une al sitio activo
S - de la enzima
T
— -
~+@0
Figura 60.

Una vez que la enzima reconoce al sustrato y se ajusta a él, se forma un complejo
que recibe el nombre de complejo enzima-sustrato. La ruptura y la formacién de los
enlaces se llevan a cabo por las interacciones entre las cadenas laterales de la
enzima y los enlaces dentro del sustrato. Una vez que se han formado los productos
obtenemos un complejo que recibe el nombre de complejo enzima—producto,
finalmente los productos se separaran de la enzima recuperandose esta para
reaccionar con otra molécula de sustrato, es decir que en el transcurso de la
reaccion la enzima no se modifica.

8.2.4 La glucdlisis.La glucdlisis, lisis o escision de la glucosa, tiene lugar en una serie
de nueve reacciones, cada una catalizada por una enzima especifica, hasta formar
dos moléculas de acido pirdvico, con la produccidon concomitante de ATP. La
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ganancia neta es de dos moléculas de ATP, y dos de NADH por cada molécula de
glucosa. Las reacciones de la glucdlisis se realizan en el citoplasma, como vya
adelantaramos y pueden darse en condiciones anaerobias; es decir en ausencia de
oxigeno. Los primeros cuatro pasos de la glucdlisis sirven para fosforilar (incorporar
fosfatos) a la glucosa y convertirla en dos moléculas del compuesto de tres carbonos
gliceraldehido fosfato (PGAL). En estas reacciones se invierten dos moléculas de ATP
a fin de activar la molécula de glucosa y prepararla para su ruptura.

Resumen de la glucoélisis

Glucosa

paso 1 il

ADP

T

Glucosa 6-fosfato

paso 2

—

utiliza Fructuosa 6-fosfato
ATP ATP

pasa 3
ADP

T

Fructuosa 1,6-difosfato

paso 4 1

Gliceraldehido fosfato (2)
2MAD"
2NADH
1.3 difosfoglicerato (2)

paso 5

T

2ADP
2ATP

paso 6
acido 3-fosfoglicérico (2)

produce pasa 7
ATP vy
NADH acido 2-fosfoglicérico (2)

paso 8 l

acido fosfoenolpiravico (2)

peed 9 2ADP
2ATP

acido pirdvico (2)

1. Figura 61. Resumen de las dos etapas de la glucélisis. En la primera etapa se
utilizan 2 ATP y la segunda produce 4 ATP y 2 NADH. Otros azucares, ademas
de la glucosa, como la manosa, galactosa y las pentosas, asi como el
glucégeno y el almiddn, pueden ingresar en la glucélisis una vez convertidos
en glucosa 6-fosfato.
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Cuadro 39
Ecuacion de la Glucolisis:
Glucosa + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD*—2 piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H" + 2 H,0

8.2.5 Respiracidon aerdbica. En presencia de oxigeno, la etapa siguiente de la
degradacion de la glucosa es la respiracion, es decir la oxidacion escalonada del
acido piruvico a didxido de carbono y agua. La respiracion aerdbica se cumple en
dos etapas: el ciclo de Krebs y el transporte de electrones y la fosforilacidon oxidativa
(estos dos ultimos procesos transcurren acopladamente).En las células eucariotas
estas reacciones tienen lugar dentro de las mitocondrias; en las procariotas se llevan
a cabo en estructuras respiratorias de la membrana plasmatica.

8.2.6 Ciclo de Krebs. El acido piruvico sale del citoplasma, donde se produce
mediante glucélisis y atraviesa las membranas externa e interna de las mitocondrias.
Antes de ingresar al Ciclo de Krebs, el acido piravico, de 3 carbonos, se oxida. Los
atomos de carbono y oxigeno del grupo carboxilo se eliminan como diéxido de
carbono (descarboxilacién oxidativa) y queda un grupo acetilo, de dos carbonos. En
esta reaccion exergodnica, el hidrogeno del carboxilo reduce a una molécula de NAD+
a NADH.

CH,

I CH,

C=0 CO, CoA | grupo

| A c o acetilo
B i S =

C=0 pNaD* NADH |

| coenzima A

OH

acido piravico acetil CoA

Ahora la molécula original de glucosa se ha oxidado a dos moléculas de CO,, y dos
grupos acetilos y, ademas se formaron 4 moléculas de NADH (2 en la glucdlisis y 2
en la oxidaciéon del acido pirdvico).Cada grupo acetilo es aceptado por un
compuesto llamado coenzima A dando un compuesto llamado acetilcoenzima A
(acetil CoA). Esta reaccidn es el eslabdn entre la glucdlisis y el ciclo de Krebs.

El ciclo de Krebs también conocido como ciclo del acido citrico es la via comun final
de oxidacion del acido pirtvico, acidos grasos y las cadenas de carbono de los
aminodcidos. La primera reaccion del ciclo ocurre cuando la coenzima A transfiere
su grupo acetilo (de 2 carbonos) al compuesto de 4 carbonos (acido oxalacético)
para producir un compuesto de 6 carbonos (acido citrico).
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El acido citrico inicia una serie de pasos durante los cuales la molécula original se
reordena y continla oxidandose, en consecuencia se reducen otras moléculas de
NAD* a NADH y de FAD" a FADH,. Ademds ocurren dos carboxilaciones y como
resultado de esta serie de reacciones vuelve a obtenerse una molécula inicial de 4
carbonos el acido oxalacético. El proceso completo puede describirse como un ciclo
de oxalacético a oxalacético, donde dos atomos de carbono se adicionan como
acetilo y dos atomos de carbono (pero no los mismos) se pierden como CO,.

ACIDO PIRUVICO
(3C)
CohA
NAD" entrada
oxidacion al ciclo de
decarboxilacion i Krebs
co,
ACETIL - CoA
(2C)
CoA

condensacion

ACIDO
OXALACETICO (4C) ACIDO
NADH CITRICO (BC)
NAD® oxidacion

reordenamiento

AcIDO

ACIDO
MALICO (4C
(4C) ISOCITRICO (6C)
recrdenamiento NAD"
oxidacion
decarboxilacion MNADH
ACIDO
FUMARICO (4C)
CO,
FADH, oxidacion ACIDO
FAD" a- CETOGLUTARICO (5C)
ACIDO
SUCCINICO (4C) axidacion Cod

fosfarilacion decarboxilacion
acoplada

NAD"

CoA
GTP SUCCINIL CoA NADH
GDP + Pi (4C) co,

Figura 62. Esquema simplificado del Ciclo de Krebs
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Dado que por cada molécula de glucosa inicial se habian obtenido dos de acido
pirdvico y, por lo tanto dos de acetil CoA, deben cumplirse dos vueltas del ciclo de
Krebs por cada molécula de glucosa. En consecuencia los productos obtenidos de
este proceso son el doble del esquema que se detalla a continuacién.

Cuadro 40. Balance parcial de la respiracién
Proceso Sustrato Productos
2 4cido piravico
Glucalisis Glucosa 2 ATP
2 NADH
2 Acetil CoA
Entrada al ciclo de Krebs 2 acido pirdvico 2 CO,
2 NADH
4 CO,
2 GTP (equivalentes a 2
Ciclo de Krebs 2 Acetil CoA ATP)
6 NADH
2 FADH,
—6 CO,
—a2 ATP
Glucosa —=2 GTP
—10 NADH
—=2 FADH,

Observando el balance parcial del ciclo de Krebs, se comprueba que en este proceso
no se obtiene energia directamente bajo la forma de ATP (sélo se obtiene 1 GTP que
es equivalente a 1 ATP). En cambio se obtienen cantidades de coenzimas reducidas
(NADH y FADH,), y es a través de la oxidacién posterior que se obtendrd la energia
paraSintetizar ATP. Cada coenzima NADH equivale a 3 ATP y cada coenzima FADH,
equivale a 2 ATP.

8.2.7Transporte de electrones o Cadena respiratoria. En esta etapa se oxidan las
coenzimas reducidas, el NADH se convierte en NAD+ y el FADH2 en FAD+. Al
producirse esta reaccién, los atomos de hidrégeno (o electrones equivalentes), son
conducidos a través de la cadena respiratoria por un grupo de transportadores de
electrones, Ilamados citocromos. Los citocromos experimentan sucesivas
oxidaciones y reducciones (reacciones en las cuales los electrones son transferidos
de un dador de electrones a un aceptor).En consecuencia, en esta etapa final de la
respiracion, estos electrones de alto nivel energético descienden paso a paso hasta
el bajo nivel energético del oxigeno (Ultimo aceptor de la cadena), formandose de
esta manera agua. Cabe aclarar que los tres primeros aceptores reciben el H' y el
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electrén conjuntamente. En cambio, a partir del cuarto aceptor, sélo se transportan
electrones, y los H" quedan en solucién.

8.2.8 Fosforilacion Oxidativa. El flujo de electrones esta intimamente acoplado al
proceso de fosforilacidn, y no ocurre a menos que también pueda verificarse este
ultimo. Esto, en un sentido, impide el desperdicio ya que los electrones no fluyen a
menos que exista la posibilidad de formaciéon de fosfatos ricos en energia. Si el flujo
de electrones no estuviera acoplado a la fosforilacién, no habria formacion de ATP y
la energia de los electrones se degradaria en forma de calor.

Puesto que la fosforilacion del ADP para formar ATP se encuentra acoplada a la
oxidaciéon de los componentes de la cadena de transporte de electrones, este
proceso recibe el nombre de fosforilacién oxidativa. En tres transiciones de la
cadena de transporte de electrones se producen caidas importantes en la cantidad
de energia potencial que retienen los electrones, de modo que se libera una
cantidad relativamente grande de energia libre en cada uno de estos tres pasos,
formandose ATP.
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Figura 63. Diagrama de la cadena respiratoria y de la fosforilacion oxidativa
asociada
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8.2.9 Hipotesis Quimiosmatica.

Durante mucho tiempo se intenté explicar la naturaleza del enlace entre la cadena
respiratoria y el sistema de fosforilacion. En 1961, Mitchell propuso la hipdtesis
Quimiosmética, que es la que actualmente se acepta en general. Esta hipdtesis ha
sido apoyada por las evidencias experimentales encontradas en distintos
laboratorios, lo que le valié a Mitchell el premio Nobel en 1978.La misma propone
que el transporte de electrones y la sintesis de ATP estdn acopladas por un gradiente
protdnico a través de la membrana mitocondrial. Segin este modelo, el transporte
de electrones paso a paso, desde el NADH o el FADH, hasta el oxigeno a través de
los transportadores de electrones, da por resultado el bombeo de protones a través
de la membrana mitocondrial interna hacia el espacio entre las membranas
mitocondriales interna y externa. Este proceso genera un potencial de membrana a
través de la membrana mitocondrial interna, ya que el medio que ocupa el espacio
intermembranoso se carga positivamente. La diferencia en concentracién de
protones entre la matriz y el espacio intermembranoso representa energia
potencial, resultado en parte de la diferencia de pH y en parte de la diferencia en la
carga eléctrica de los lados de la membrana. Cuando los protones pueden fluir de
regreso a la matriz, descendiendo por el gradiente protdnico, se libera energia
utilizable en la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi.Los protones regresan a la matriz
a través de conductos especiales situados en la membrana interna. Estos conductos
estan dados por un gran complejo enzimatico, llamado ATP sintetasa. Este complejo
consta de dos proteinas: Fo y Fi.Las particulas Fg estdn incluidas en la membrana
mitocondrial interna y la atraviesan desde afuera hacia adentro. Se presume que
poseen un conducto o poro interior que permite el paso de los protones. Las
particulas F; (que ya habiamos mencionado, al describir la estructura mitocondrial)
son proteinas globulares grandes consistentes en nueve subunidades polipeptidicas
unidas a las particulas Fo en el lado de la membrana que linda con la matriz. Se
comprobd que propulsa la sintesis de ATP a partir de ADP y P;,. Conforme los
protones descienden a lo largo del gradiente de energia, dicha energia utiliza para
sintetizar ATP. De esta manera, el gradiente proténico que existe a través de la
membrana mitocondrial interna acopla la fosforilacién con la oxidacion.
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Figura 64. Esquema comparativo de la quimiosmosis en la mitocondria y el
cloroplasto.

Observe el bombeo de protones desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembrana (sombreado). El ATP se forma del lado de la membrana que mira a
la matriz, por la difusion de los H* a través del complejo ATPsintetasa. En el
cloroplasto, a través de la membrana tilacoidal se bombean protones desde el
estroma al compartimiento tilacoidal (sombreado). Como los H* atraviesan la
membrana a través de la ATPsintetasa, la fosforilacion del ADP tiene lugar del lado
de la membrana que mira al estroma.

Cuadro 41. RESUMEN DE LA GLUCOLISIS Y DE LA RESPIRACION
En el citoplasma: 2 ATP 2 ATP
Glucdlisis —=

En las mitocondrias: 2 NADH —=6 ATP —»6 ATP*
De la glucdlisis: 1 NADH —=3 ATP (x 2) —=6 ATP
De la respiracion 1 ATP —=24 ATP
Acido pirtivico —=acetil 3 NADH —#9 ATP (x 2)

CoA: 1 FADH,—=2 ATP

Ciclo de Krebs:

Rendimiento total de ATP —»36 a 38 ATP

* en algunas células el costo energético de transportar los electrones desde el NADH
formado en la glucélisis a través de la membrana mitocondrial interna deprime el
rendimiento neto de estos 2 NADH a sélo 4 ATP
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La glucosa se degrada a acido piravico, en el citoplasma con un rendimiento de 2
moléculas de ATP y la reduccidn (flechas entrecortadas) de dos moléculas de NAD" a
NADH. El 4cido piravico se oxida a acetil CoA y se reduce una molécula de NAD",
esta reaccion y la siguiente ocurren 2 veces por cada molécula de glucosa (pasaje de
e con linea entera). En el ciclo de Krebs, el grupo acetilo se oxida y los aceptores de
electrones NAD" y FAD se reducen. El NADH y FADH, transfieren sus electrones a la
serie de transportadores de la cadena de transporte de electrones. Al circular los
electrones hacia niveles energéticos menores se liberan cantidades relativamente
grandes de energia libre. Esta liberacidon transporta protones a través de la
membrana mitocondrial interna estableciendo el gradiente de protones que
propulsa la sintesis de ATP a partir del ADP.
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Figura 65. Resumen de la Glucdlisis y de la Respiracidn.
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8.3 OTRAS ViAS CATABOLICAS

La mayoria de los organismos no se alimentan directamente de glucosa, obtienen su
energia a partir de las grasas o proteinas. La respuesta estd en que el ciclo de Krebs
el cual es un gran nudo del metabolismo energético. Otras sustancias alimenticias
son degradadas y convertidas en moléculas capaces de ingresar al ciclo.

Las grasas se desdoblan en sus componentes glicerol y acidos grasos. Estos ultimos
son fraccionados en fragmentos de dos carbonos e introducidos en el ciclo de Krebs
como Acetil - CoA. Las proteinas se degradan a aminodcidos, estos son desaminados
(se les eliminan los grupos amino) y el esqueleto de carbonos se convierte en un
grupo acetilo, ingresando al ciclo de Krebs. Los grupos amino si no se utilizan, se
excretan como urea u otros desechos nitrogenados

Froteinas

Aminoacidos

Polisacaridos

Monosacaridos

Acidos grasos
y Glicerol

Gluchlisis

Piruvato

Acetil-CoA

Ico

Transporte
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Figura 66. Vias principales del catabolismo y anabolismo en la célula

125



Universidad Nacional mayor de San Marcos Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica

8.4FACTORES FiSICOS Y QUIMICOS QUE INFLUYEN EN EL METABOLISMO CELULAR

Es de mucha importancia conocer los factores Fisicoquimicos que influyen en la
actividad metabdlica de los microorganismos, conocimiento relevante para poder
disefiar planes o barreras de proteccién alimentaria:

8.4.1 Temperatura. -Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimiento
adecuada. Si estudiamos la variacién de la velocidad de crecimiento en funcién de la
temperatura de cultivo, podemos observar una temperatura minima por debajo de
la queno hay crecimiento; a temperaturas mayores se produce un incremento lineal
de la velocidad de crecimiento con la temperatura de cultivo, hasta que se alcanza la
temperaturadptima a la que la velocidad es maxima. Por encima de esta
temperatura éptima, la velocidad de crecimiento decae bruscamente y se produce
la muerte celular. El incremento de la velocidad de crecimiento con la temperatura
se debe al incremento generalizado de la velocidad de las reacciones enzimaticas
con la temperatura.

Sedenomina coeficiente de temperatura a la relacién entre el incremento de Ia
velocidadde reaccidn y el de temperatura. En términos generales, la velocidad de las
reaccionesbioquimicas suele aumentar entre 1.5 y 2.5 veces al aumentar 10 2C la
temperatura a laque tienen lugar.La falta de crecimiento a temperaturas muy bajas
se debe a la reduccién de la velocidad de crecimiento por la reduccién de la
velocidad de reaccion y al cambio de estadode los lipidos de la membrana celular
gue pasan de ser fluidos a cristalinos impidiendoel funcionamiento de la membrana
celular.Lla muerte a altas temperaturas se debe a la desnaturalizaciéon de las
proteinas y a lasalteraciones producidas en las membranas lipidicas a esas
temperaturas.Es importante tener en cuenta que a temperaturas bajas, el
metabolismo celular seRalentiza y las células paran de crecer; aunque no tienen por
gué morir. Sin embargo, cuando la temperatura es superior a la dptima, se produce
la muerte celular rapidamente y las células no pueden recuperar su capacidad de
divisién. Esto permite esterilizar por calor y no por frio. Hay varios tipos de
microorganismos en funcién de sus temperaturas de crecimiento minima, maxima y
Optima.

Tipo de Temperatura Temperatura Temperatura
Microorganismo Minima Optima Maxima
Psicrofilo -5+5 12 -15 15-20
Psicrotrofo -5+5 25-30 30-35
Mesofilo 5-15 3045 3547
Termofilo 40 - 45 5575 60 — 90

CUADRO 42. Clasificacion de los Microorganismos en funcion de su temperaura.
Los microorganismos psicrotrofos son mesofilos que pueden crecer a

temperaturasbajas. Por tanto, se les puede considerar como psicrofilos facultativos.
Esto es importante desde el punto de vista aplicado porque cuando se
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encuentrancontaminando alimentos, son capaces de crecer en condiciones de
refrigeracidon aprox.

(4 - 82C) y de producirinfecciones en los consumidores del alimento.

Los microorganismos capaces de producir toxoinfecciones son los mesofilos y
algunos

Psicrétrofos ya que sus temperaturas optimas de crecimiento son de (30 - 35 2C)
coinciden con las corporales. Sin embargo, tanto meséfilos como psicrofilos,
psicrotrofos y termdfilos puedenproducir toxinas causantes de intoxicaciones
alimentarias.

8.4.2 Actividad de agua (aw). Se denomina actividad de agua a la relacion entre la
presiénde vapor de agua del substrato de cultivo (P) y la presion de vapor de agua
del agua pura (Po). El valor de la actividad de agua esta relacionado con el de la
humedad relativa (HR).El valor de la actividad de agua nos da una idea de la
cantidad de agua disponiblemetabdlicamente.

Por ejemplo: comparemos el agua pura donde todas las moléculas deagua estan
libremente disponibles para reacciones quimicas con el agua presente en
unadisolucidn saturada de sal comun (NaCl) donde una parte importante de las
moléculas

de agua participa en la solvatacion de los iones de la sal disuelta. En este ultimo
caso, laactividad de agua es mucho menor que en el primero. Conforme aumenta la
cantidad desolutos en el medio, disminuye su actividad de agua.

Cuando un microorganismo se encuentra en un substrato con una actividad de agua
demasiado baja, su crecimiento se detiene. Esta detencién del crecimiento no suele
llevar asociada la muerte del microorganismo, sino que éste se mantiene latente en

condiciones deresistencia durante un tiempo mas o menos largo. En el caso de las
esporas, la fase deresistencia puede ser considerada practicamente ilimitada. La
gran mayoria de los microorganismos requiere unos valores de actividad de agua
muy altos para poder crecer. De hecho, los valores minimos de actividad para
diferentestipos de microorganismos son, a titulo orientativo, los siguientes:

- Bacterias aw>0.90,
- Levaduras aw>0.85,
- Hongos filamentosos aw>0.80.

Como puede verse, los hongos filamentosos son capaces de crecer en substratos
con una actividad de agua mucho menor(mucho mas secos) de la que permite el
crecimiento de bacterias o de levaduras. Por esta razén se puede producir deterioro
de alimentos de baja actividad de agua (porejemplo, el queso o almibares) por
mohos (hongos filamentosos) y no por bacterias.En funcién de su tolerancia a
ambientes con baja aw, los microorganismos que pueden crecer en estas
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condiciones se clasifican en halotolerantes, haléfilos y xerdéfilossegin toleren o
requieran condiciones salinas o hipersalinas, respectivamente.La reduccién de la
actividad de agua para limitar el crecimiento bacteriano tiene importancia aplicada
en la industria alimentaria. La utilizacién de almibares, salmueras ysalazones reduce
la actividad de agua del alimento para evitar su deterioro bacteriano.

8.4.3 Potencial de Hidrogeniones (pH).El pH de un mosto actia como selector, es
un parametro critico en el crecimiento de microorganismos ya que cadatipo de
microorganismo soélo puede crecer en un rango estrecho de pH fuera del
cualmueren rdpidamente.El pH intracelular es ligeramente superior al del medio
que rodea las células ya que,en muchos casos, la obtencién de energia metabdlica
depende de la existencia de unadiferencia en la concentracién de protones a ambos
lados de la membrana citoplasmatica.El pH interno en la mayoria de los
microorganismos esta en el rango de 6.0 a 7.0.Los rangos de pH tolerables por
diferentes tipos de microorganismos son, también, distintos. Hay microorganismos
aciddfilos que pueden vivir a pH=1.0 y otros alcaléfilos que toleran pH=10.0

Hay que considerar que, como consecuencia del metabolismo, el pH del medio de
crecimiento suele tender a bajar durante el cultivo. Por otra parte, la bajada del pH
del medio que producen ciertos microorganismos les confiere una ventaja selectiva
frente aotros microorganismos competidores. Asi, por ejemplo, las bacterias lacticas
que producen grandes cantidades de acido lactico como consecuencia de su
metabolismo primarioreducen el pH del medio de cultivo a valores inferiores a los
soportables por otras bacterias competidoras (llegan a bajar el pH del medio hasta
4.5). De esta forma, las bacteriascompetidoras mueren vy las lacticas se convierten
en la poblacién dominante.La bajada del pH se puede deber a varios factores, uno
de los cuales es la liberaciénde acidos organicos de cadena corta (férmico, acético,
lactico) por ciertas bacterias. Eneste sentido, hay que tener en cuenta que la accién
bactericida de estos acidos orgdnicosde cadena corta es mds potente que la debida
Unicamente a la bajada del pH que producen. Esto es, los acidos organicos de
cadena corta son toxicos para algunas bacterias porsi mismos.

El efecto letal del pH acido sobre los microorganismos tiene aplicacion en la
conservacion de alimentos acidificAndolos. De esta forma, la adicion de acido
acético en formade vinagre permite la conservacion de alimentos perecederos y la
produccién de acidos en el curso de fermentaciones naturales permite alargar lavida
de los alimentos.

Tipo de microorganismo Potencial de H del medio
Acidofilas 1.0-5.0

Neutrdfilas 55-85

Basofilas o Alcaldfilas 9.0-10.0

CUADRO 43. Clasificaciéon de los Microorganismos en funcién de su pH
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8.4.4 Potencial Redox:nos indica la capacidad del substrato para aceptar o donar
electrones, esto es sus caracteristicas oxidantes o reductoras. Uno de los factores
gue intervienen en el potencial Redox, aunque no el Unico, es la concentracion de
oxigeno[02].Hay microorganismos que requieren ambientes oxidantes para crecer,
mientras queotros necesitan ambientes reductores. El metabolismo de ambos tipos
de microorganismos presenta diferencias notables. El requerimiento de condiciones
oxidantes o reductoras no debe confundirse con la necesidad de presencia o
ausencia de oxigeno para quese produzca el crecimiento.En general, cuando un
microorganismo requiere un ambiente oxidante se dice quedesarrolla un
metabolismo oxidativo (o respirativo) mientras que los microorganismos

que requieren ambientes reductores (0 menos oxidantes) realizan un metabolismo
fermentativo.Un microorganismo es aerobio cuando necesita oxigeno para vivir y es
anaerobiocuando o bien no lo necesita (anaerobios facultativos como las bacterias
entéricas, ocomo Saccharomyces cerevisiae; o anaerobios aerotolerantes como las
bacterias lactlcas) o cuando muere en presencia de oxigeno (anaerobios estrictos
como los Clostridios).

Hay microorganismos que viven en ambientes carentes de oxigeno (anaerobios)
que,sin embargo, llevan a cabo un metabolismo oxidativo porque usan otro aceptor
final deElectrones que actua como oxidante ambiental. Por ejemplo, las bacterias
que "respiran"nitratos (NOs-), sulfatos (SO4-) u otros compuestos organicos oxidados
(respiracionanaerobia).Hay microorganismos que, aunque viven en presencia de
oxigeno, no son capaces de utilizarlo como aceptor final de electrones y deben
desarrollar un metabolismo fermentativo (las bacterias lacticas que son anaerobias
aerotolerantes, por ejemplo).Por otra parte, hay microorganismos que pueden
desarrollar ambos tipos de metabolismo. Esto es en presencia de oxigeno
desarrollan un metabolismo oxidativo y en su ausencia, fermentativo. El
rendimiento de los procesos fermentativos es menor que elde los respirativos. Las
bacterias y las levaduras producen menos biomasa cuandocrecenfermentando que
cuando lo hacen respirando.En el curso de ciertas reacciones metabdlicas Redox se
forman compuestos altamente reactivos (radicales libres, formas superdxido) que
pueden danar las proteinas, membranas y acidos nucleicos produciendo la muerte
de las células. Las células se defiendende estos compuestos reactivos mediante las
enzimas siguientes: Superdxidodismutasa(SOD) y catalasa. Los anaerobios estrictos
carecen de SOD y de catalasa o tienen niveles muy bajos de estas enzimas de forma
gue no pueden sobrevivir en presencia deoxigeno. La deteccién de estas enzimas
tiene valor taxonémico.

-Aerobias estrictas: Dependen de O3 para su crecimiento.
-Anaerobias estrictas: se desarrollan en ausencia total de O, utilizan aceptores

finales distintos del oxigeno: CO>, H> y N> 0 poseen metabolismo estrictamente
fermentativo.
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-Anaerobias Facultativas: pueden desarrollarse en presencia o ausencia de O3
aunque predominan en medios anaerdbicos.

-Microaerdfilas: sélo se pueden desarrollar en presencia de bajas tensiones de O3
(menor del 12% en lugar del 20% que es la atmosférica) y altas tensiones de CO>

8.5MEDIOS DE CULTIVO.

La mayoria de los medios de cultivo estan disefiados para aislar microorganismos
clasificados comoquimiorganotréfico (Obtiene su energia de sustratos organicos
siendo importante proporcionar las condiciones nutricionales y ambientales de su
habitad natural. Los medios de cultivo contienen agua, una fuente de carbono vy
energia, una fuente de nitrégeno elementos traza y factores de crecimiento.
Ademas de esto los medios deben tener el pH adecuado para el crecimiento del
microorganismo .Los medios mds comunes contiene agua ,sales, azUcares ,agar,
peptona, hidrolizado de caseina, extracto de carne ,extracto de levadura, extracto
de malta, entre otros.

8.5.1 En funcion de su consistencia:

1).- Medios Liquidos: También denominado caldos, se usan en tubos de ensayos y
en frascos .En los medios liquidos algunas bacterias crecen uniformemente
produciendo turbidez homogénea, otras que son aerobias crecen formando una
“pelicula de superficie “Los medios liquidos son Utiles para hacer crecer en biomasa
una determinado microorganismo. Los medios liquidos no son adecuados para aislar
microorganismos, puesto que no se puede detectar la presencia de mas de un tipo
de microorganismo.

2).- Medios Sélidos: Cualquier medio liquido puede hacerse sélido adicionando
ciertos solidificaste como el Agar, que es el mas cominmente usado .El Agar es un
polisacarido no ramificado obtenido de algunas especies de algas marinas
Rhodophytatales como las del géneroGelidium, Gracilaria, Entre otras .El Agar estd
compuesto de una mezcla heterogénea de dos polisacaridos de cadena larga (70%
de agarosa y 30% de agaropeptina) que son polimeros de galactosa y 4acido
galacturdnico. Se licua a 952C y se solidifica a 422C no tiene propiedades nutritivas y
la mayoria de microorganismos no lo hidrolizan, tampoco tiene sustancias que
retarden el crecimiento de, se le usan a concentraciones de 1-3% siendo lo mas
comun en 1,5% para solidificar un medio. Los medios sélidos son utiles para aislar
microorganismos debido a que inmovilizan células permitiendo que crezcan en
colonias que son masa visible de células aisladas llamadas Unidad Formadora de
Colonia (UFC)las colonias pueden ser de varias formas y tamafios dependiendo del
tipo deMicroorganismo, las condiciones de cultivo, los tipos de nutrientes, etc. las
colonias permiten visualizar la pureza del cultivo.
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3).- Medio Semi — sélido: Son medios con una concentracién de Agar reducida a 0,2-
0,5% este tipo de medios son blandos y son utiles para estudiar la motilidad
bacteriana y para mantener cepas de microorganismos por varios meses, es decir
para hacer un Cepario.

4).- Medio Bifasicos: Son medios que comprenden una fase sélida y una fase liquida
en el mismo frasco de cultivo .Este tipo de medios son adecuados para
microorganismos que requieren bastante humedad.

8.5.2 En funcidn de sus componentes nutricionales

1).- Medios quimicamente definidos o sintéticos: Se preparan adicionando
cantidades precisas de sustancias quimicas inorgdnicas u orgdnicas altamente
purificadas disueltas en agua destilada .Por tanto, se conoce su composicidn
guimica exacta.

2).- Medios quimicamente indefinidos o complejos: Se preparan con digeridos de
productos de animales y vegetales tales como la caseina, carne de soya, malta, o
de levaduras. No se conoce la composicion exacta de estos productos. Los digeridos
estdn comercializados como peptonas, extracto de levadura, macerado de maiz,
harina de soja, etc.que aportan las sustancias fundamentales ya mencionadas, pero
gue son quimicamente indefinidas y de composicidn variable.

En el estudio de los medios de cultivo es conveniente considerar en primer lugar el
Disefiopara tratar a continuacién la formulacion y optimizacién de los mismos

8.5.3 Diserio de un medio de fermentacion.El disefio tiene como finalidad, la
eleccidn de los componentes necesarios para lograr el crecimiento y la formacién
de productos correspondientes al proceso a desarrollar.

Con tal objeto se debe tener en cuenta todos aquellos aspectos relacionados con el
microorganismo, el proceso y los sustratos a ser empleados como son los
requerimientos nutricionales del microorganismo y algunos especificos del proceso,
la disponibilidad real de los componentes, consideracionessobre las materias
primas. Otros aspectos que son también importantes se refieren a todos
losprocesos y operaciones previas y posteriores a la etapa de fermentacion y al
conocimiento de los mecanismos bioquimicos que regulan la formacién de
productos (Metabolitos)La preparacién de medios para el desarrollo de procesos de
fermentacién esuna etapa fundamental para asegurar la productividad de los
mismos. Los componentes de los medios constituyen los efectores eternos de
naturaleza quimica que desempefian un rol esencial en los procesos metabdlicos,
satisfaciendo los requerimientos del crecimiento y de formacién de productos,
ademas suministrar energia para la sintesis de metabolitos y para el mantenimiento
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celular. No obstante que los microorganismos varian considerablemente respecto de
los nutrientes que pueden necesitar es posible efectuar la distincién de las
siguientes categorias de componentes:

A) Macronutrientes: Agregados en cantidades de gramos por litro que estan
representados porlas fuentesde C, N, S, P, Ky Mg.

B) Micronutrientes o elementos trazas: Representados por las sales de Fe, Mn, Mo,
Ca, Zn y Co que se agregan a los medios en cantidades de miligramos o
microgramos por litro.

C) Factores de crecimiento: Constituidos generalmente por componentes organicos
suministrados en baja concentracion y que no son sintetizados ni metabolizados por
las células, sino incorporados a estructuras celulares y de funcién metabdlica
especifica, como vitaminas, algunos aminodcidos, acidos grasos no saturados, etc.

8.5.4 Requerimientos Nutricionales. Los requerimientos nutricionales estan
determinados por el tipo de metabolismo celular, los heterotréficosnecesitan
compuestos organicos como fuente de carbono. Otro factor esencialestd
determinado por las condiciones del cultivo, si es aerobio o anaerobio. En el proceso
de respiracidon aerdbica el O, es el agente oxidante, aceptor de electrones e
hidrogeno en elmetabolismo energético celular. Durante el proceso de fermentacidn
el aceptor de los electrones de la cadena transportadora es el Acetaldehido,
reduciéndolo a etanol .El NO3o0 SO, son utilizados como aceptores de electrones por
algunas bacterias. Las bacterias metanogénicas son auxotrofos anaerobios que
utilizan Hppara reducir el COza CH4 para obtener energia. Otros protistas
obtienensu energia, en condiciones anaerobias por reacciéon de Oxido-reduccién
realizadassobre compuestos organicos. Las fuentes de carbono cumplen también el
rol deser fuente de energia.Un microorganismo necesita para crecer nutrientes que
le aporten energia y elementos quimicos para la sintesis de sus constituyentes
celulares. Dependiendo de la fuentede carbono que utilizan, los microorganismos se
pueden clasificar en autétrofos si es el CO, atmosférico (microorganismos que
fotosintetizan) y heterotrofos si utilizan carbono organico. La férmula elemental de
un microorganismo es, aproximadamente,
C4H702N

Lo que supone que los componentes de las células son: carbono que representa
alrededor del 50% del peso seco, oxigeno (32%), nitrogeno (14%), fosforo (3%),
azufre (en torno al 1%) y otros elementos traza entre los que se encuentran Fe, K,
Mg, Mn, Co,Mb, Cu y Zn. La elaboracion de medios de cultivo requiere proporcionar
los elementos antes citados en una forma asimilable. Asi, por ejemplo, el C debe
estar en forma de carbono organico para los heterétrofos y como CO» para los
autoétrofos, el N en forma de NH4 deNOs3- o de NO>- 0 en forma de aminodcidos a
los que se pueda tomar su grupo amino; elP debe estar en forma de PO4- PO3, el S
procede de aminoacidos sulfurados o de SO4 — SO», etc.Ademds, en ciertos casos, es
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necesario anadir a los medios de cultivo algunos aminodcidos o vitaminas que
determinados tipos de microorganismos no pueden sintetizar.En el caso de la
levadura del pan (Saccharomyces cerevisiae) la fdrmula elementalmads concreta es:

C3.72 H6.11 01.95 NO.Gl S0.017 P0.035 KO.OSG

Esta composicién puede variar ligeramente en funcion de las condiciones de cultivo
o de la fase de crecimiento. El conocimiento de la férmula elemental del
microorganismo quese cultiva facilita la formulacion del medio de cultivo mas
adecuado para el mismo.

Los medios de cultivo se pueden clasificar en definidos cuando su
composicionquimica se conoce totalmente y complejos cuando no es el caso porque
estan compuestos por mezclas de extractos de materiales complejos (extracto de
levadura, extracto de carne, etc.).Por otra parte, los medios de cultivo pueden ser
liquidos o sélidos si se afiade alglinagente solidificante que no sea consumible por
los microorganismos(NormalmenteAgar). En funcién de los microorganismos que
pueden crecer en ellos, los medios puedenser generales, selectivos cuando
favorecen el crecimiento de ciertos microorganismosmientras suprimen el de otros
selectivo-diferenciales cuando combinan las dos -caracteristicas, ymedios de
enriqguecimiento que permiten aislar un tipo determinado de microorganismo a
partir de una mezcla una poblacién mixta de gran tamafo

8.6 MICROBIOLOGIA Y CONTROL MICROBIOLOGICO EN LA INDUSTRIA CERVECERA

Entre los microorganismos presentes en el aire, agua y materias primas, algunos se
adaptanperfectamente a las condiciones existentes en las cervecerias. Su
crecimiento en la cebada y la malta, antes y durante la fermentacién, libera
metabolitos que afectan la estabilidad y cualidades organolépticas del producto
final, algunos incluso, se desarrollan en éste. No todos los microorganismos pueden
establecerse y convertirse en contaminantes, para ello es preciso vencer toda una
serie de obstaculos como:

1) El mosto se hierve aproximadamente 2,5 horas

2) El proceso de fermentacion se realiza a baja temperatura

3) Los valores de pH en el mosto y la cerveza son bajos

4) El lupulo posee componentes con accion antiséptica, fundamentalmente sobre
las baterias del tipo Gram positivas

5) Durante la fermentacion prevalecen condiciones de anaerobiosis

6) Hay presencia de etanol tanto en la masa en fermentacién como en la cerveza

7) La cerveza por lo general se pasteuriza

Diversas especies de los géneros Bacillus y Clostridium, por ser endospordgenos,
soportan tiempos de ebullicidon entre 2-2,5 horas, sin embargo, como en su mayoria
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son Gram positivos, resultan sensibles a los antisépticos del lipulo. Pese a las
barreras que impone el proceso de produccién cervecero, diversos géneros
bacterianos, algunos mohos y levaduras salvajes, son capaces de vencerlas vy
establecerse como contaminantes, afectando la calidad del producto final y/o
constituyendo un riesgo a la salud del consumidor. A continuacién se expondran
algunos géneros y especies bacterianas, frecuentes contaminantes en estos
procesos, y se detallardn sus principales cualidades morfoldgicas, tintoriales vy
fisioldgicas:

Género Lactobacillus: Bastones largos Gram positivos, microaeroéfilos, asporogenos,
catalasanegativa. Crecen entre 11 y 45°C. Son tolerantes a los antisépticos del
[Upulo. Por oxidacion del etanol producen acido lactico y acido férmico. Provocan
agriado y turbidez sedosa de la cerveza.

Género Achromobacter: Bastones Gram positivos, anaerobios facultativos,
asporogenos, catalasapositivos. Toleran los pH acidos y los antisépticos del lupulo.
Se destruyen a temperaturas de 60°C en 5 minutos. Ademas de turbidez provocan
olor y sabor repugnantes.

Género Pediococcus: Cocos Gram positivos, anaerobios, asporogenos, catalasa
negativos. Sontolerantes a los acidos pero su pH éptimo oscila entre 5 y 6. Producen
acido lactico y diacetilo. Ocasionan agriado, turbidez y viscosidad. A las
contaminaciones por este género se les denomina “mal de la sarcina”.

Género Acetobacter: Bastones Gram negativos, aerobios, asporogenos, catalasa
positivos (excepto A. peroxidans). Crecen entre 5-40°C. Son tolerantes a los
antisépticos del lupulo. La mayoria de lasespecies provocan el agriado de la cerveza
excepto A.capsulatum y A. viscosum que ocasionanviscosidad y A. turbidans,
responsable de agriado y turbidez. Las especies responsables del agriadoOxidan el
etanol a 4cido acético y finalmente a didxido de carbono y agua.

Género Gluconobacter: Bastones Gram negativos, aerobios, asporogenos, catalasa
positivos. Laespecie G. oxidans produce acido acético a partir de etanol. Algunas
cepas son capaces de crecer en la cerveza embotellada gracias al escaso contenido
de aire del cuello de las mismas y su crecimiento da la apariencia de sogas o
cuerdas.

Género Zimomonas: Bastones Gram negativos, anaerobios, asporogenos, catalasa
negativos.Tolerantes al alcohol (lo producen). Provocan turbidez y sabores de fondo.

Familia Enterobacteriaceae: Todos sus géneros y especies se presentan como
bastones cortosGram negativos, anaerobios facultativos, asporogenos, catalasa
positivos. Son sensibles a pH iguales o menores a 4,2 y al etanol. Por lo general se
presentan como contaminantes del mosto y en las primeras etapas de la
fermentacién. Las especies mas reportadas son: Hafniaalvei, Citrobacterfreundii,
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Klebsiellasp., Enterobactersp. yObsobacteriumproteus. Este ultimo es el mas
reportado. Provocan infeccién de la levadura y desarrollan olores y sabores
desagradables.

Levaduras salvajes:Se considera levaduras salvajes “aquellas que no son utilizadas
deliberadamente 6 no estan bajo control” De esta forma se incluyen tanto las
perjudiciales como las inocuas sin efectosdetectables. Constituyen la parte mads
complicada del control microbiolégico, ya que se dificulta sudiferenciacién de las
levaduras seleccionadas para el proceso como son: Saccharomyces cerevisiae y S.
carlsbergensis. Para la diferenciacion se han sugerido numerosas formulaciones de
medio de cultivo. Dentro del género de Saccharomyces, la diferenciacién de estirpes
es practicamente imposible mediante técnicas de cultivo y solo los
métodosinmunoldgicos resultan precisos. En ocasiones el test de esporulacion
resulta muy util ya que las estirpes cerveceras no son capaces de esporular a
diferencia del resto de Saccharomyces.

Algunas levaduras que han sido identificadas como contaminantes cerveceros en
diferentespublicaciones incluyen los géneros: Brettanomyces, Hnasenula, Candida,
Kloeckera, Pichia ySaccharomyces. De ellos Pichia, Hansenula y la mayoria de las
cepas de Candida son aerdbicas lo que limita su capacidad contaminante a cervezas
almacenadas en presencia de aire. En estas condiciones crecen rapido, formando
peliculas superficiales y originando sabores de fondo. Las especies de
Brettanomyces, aunque aerdbicas, producen grandes cantidades de dacido que
afectan el sabor de las cervezas. Dentro de las levaduras salvajes, las mas
importantes son algunas especies de Saccharomyces como S. uvarum (también
conocida como S. carlsbergensis; por supuesto, en fabricas que utilicen S.
cerevisiae), S. diastaticus y S. pastorianus. Las mismas son responsables de exceso
de gas y turbidez; S. diastaticus también provoca atenuacidn. Las levaduras salvajes
son capaces de crecerdurante la fermentacion y en la cerveza acabada,
representando un problema especial en la alteracién de la cerveza acondicionada
para barril.

Mohos: Los mohos no constituyen contaminantes directos de la cerveza, si de la
cebada, cereales aditivos y la malta. Los metabolitos que se producen durante su
crecimiento, mas adelante pueden ser fuentes de sabores desagradables de fondo y
provocar la rapida evolucidn de diéxido de carbono al disminuir la presion (gushing).
La flora normal de lacebada incluye géneros como Fusarium, Helminthosporium y
Alternaria. Durante el almacenaje, cuando la humedad es superior a 13,2%,
germinan las esporas y se desarrollan Aspergillus y Penicillium; todos, por lo ya
explicado, constituyen hongos imperfectos faciles de identificar

8.7 PRINCIPALES PUNTOS DE CONTAMINACION MICROBIOLOGICA

8.7.1 En las Materias primas
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A) El Agua.-El agua utilizada en las cervecerias debe ser microbiolédgicamente pura.
Este

criterio se sustenta en dos resultados: determinacion de coliformes; conteo total de
microorganismos. El primero acredita que el agua esta exenta de contaminacién
fecal; el segundo que la carga microbiana esta dentro de los pardametros (inferior a
10 u.fc/mL). Es comun la presencia de Pseudomonassp., Acinetobactersp.
yAlcaligenessp. ycoliformes de vida libre (saproéfitos) como Klebsiella, Enterobacter y
Hafnia. Estos sapréfitos se diferencias de los procedentes de la flora intestinal
mediante siembra en caldo Mac Conkey e incubacién a 44°C; solo los entéricos
crecen y producen gas. Estas bacterias constituyen una fuente de contaminacién en
las cervecerias y pueden desarrollarse rdpidamente en el mosto (muy raras veces en
la cerveza ya que el pH es muy bajo y el contenido de etanol atentan contra su
multiplicacién) y producir derivados fendlicos y sulfurados que afectan el sabor final
de la cerveza.

B) Cebada y malta.-Como ya se ha expresado, los mohos constituyen flora normal
de los cereales. Tras el almacenaje, si no hay el debido control de la humedad
(inferior al 13%) van a ser contaminados por diversas especies de Aspergillus y
Penicillium. Los granos pierden su color caracteristico. Estos mohos producen
diversas toxinas

(Micotoxinas) que, en otras condiciones constituyen un riesgo a la salud sin
embargo, los estudios realizados demuestran que las mismas, al parecer, son
degradadas durante el proceso de produccién y no constituyen un riesgo a la salud
aungque si pueden afectar la calidad del producto final.

C) Lapulo.- El lupulo posee componentes que ejercen accidn bacteriostatica sobre
bacterias Grampositivas. Sin embargo, cuando se almacena en lugares humedos se
promueve el crecimiento de hongos y estos afectan su accién antibacteriana
ulterior.

D) En el Mosto.-El mosto constituye un medio ideal para la mayoria de las bacterias
Gram negativas y algunasGram positivas tolerantes a los antisépticos del Idpulo por
ello, nunca debe almacenarse a temperaturas por debajo de 55 °C por breve que
sea el tiempo antes de anadirle el inoculo de cultivo. Bacterias como
Lactobacillusdelbrueckii, y otras formadoras de endosporas, como son termdfilas,
pueden contaminar el mosto, multiplicarse rapidamente a temperaturas entre 50-
65°C y provocar acidez. Otras bacterias, como las mencionadas dentro de la familia
Enterobacteriaceae, al desarrollarse en el mosto producen derivados sulfurados y
fendlicos que afectan el sabor final de la cerveza.

8.7.2 Durante la Fermentaciéon. Con la inoculacién, si no se utiliza un cultivo puro,

se incorporan al mosto toda una gama delevaduras salvajes y bacterias. Entre estas
ultimas merece especial atencion Obesumbacteriumproteus. Se introduce al ambito
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cervecero a través del agua y, con gran rapidez se adapta a lascondiciones de la
fabrica aspecto que le permite presentarse junto a las levaduras que se utilizan
porsegunda o tercera vez. Crece en los primeros estadios de la fermentacion hasta
que los descensos depH y la elevacién en la concentracién de etanol le resultan
adversos ya a las 24-36 horas de realizado el indculo. Al incrementarse su
concentracién retarda el proceso de fermentacién al elevar el pH de la cerveza.
Afecta ademas su sabor al producir compuestos sulfurados.

Otra especie, Enterococcusagglomerans, tiene un comportamiento similar. Las
Enterobacterias y otras Gram negativas, se inhiben rapidamente durante la
fermentacién. A no ser que ya existiera un crecimiento abundante antes de la
inoculacidn, su efecto es pequeno en la cerveza. En los procesos en los que se
recupera la levadura de la superficie O. proteus constituye un problema al unirse a
éstas, no sucede igual con las otras Gram negativas.

Acetobacter y Gluconobacter, aunque pueden aislarse en esta etapa, su crecimiento
se ve afectado por las condiciones de anaerobiosis. Lactobacillus y Pediococcus,
también aisladas durante esta etapa, han de competir con la levadura, ésta, en
mayor concentracion. El diacetilo que producen(0,1 g/L) es reducido por las
levaduras a butano-2-3-diol que, para que afecte el sabor debe apareceren
concentraciones de 500 mg/L.La levadura cervecera, para que cumpla su rol, ha de
estar pura. Este estado ideal no siempre sepierde por contaminacion con levaduras
salvajes, la propia levadura cervecera puede perder suscualidades debido a la
aparicidon de mutantes. Esto constituye un problema pues las mismas puedenestar
mejor adaptadas (crecer mejor) pero perder sus cualidades fermentativas. Estas
mutacionespueden aparecer de forma espontanea o ser inducidas. La aparicién de
cepas salvajes puede tener

su origen en las materias primas, el aire, la propia planta cervecera. Como el
sustrato es el mismo,compiten con la levadura cervecera y superarla. Algunas son
muy pequenas y dificultan la filtracidon, otras pueden secretar exoenzimas que
afectan la atenuacién, o producen ésteres y compuestos fendlicos que alteran el
sabor.

8.7.3 Durante la Fermentacion.Previo al embotellamiento, o cuando ya éste se ha
efectuado pero existieron errores de filtracién opasteurizacién, puede producirse
contaminacién. El nimero de bacterias que pueden constituir problema a este nivel
es reducido debido a: el bajo pH; la presencia de etanol; la ausencia de
carbohidratos fermentables y las condiciones de anaerobiosis. Sin embargo, las
bacterias acido lacticas como L. Brevis y P. damnosus pueden lograrlo. Su mayor
afectacion es al sabor ya que la produccion de diacetilo, al no haber levaduras en
suspension, no puede ser reducida y confiere un sabor a mantequilla. Las bacterias
acéticas, debido a la anaerobiosis, no causan por lo general problemas en esta
etapa, sin embargo, G. oxidans, con el escaso aire presente en el cuello de las
botellas, crece, produce acido acético y altera el aspecto del producto (crecimiento
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con apariencia de cuerdas). Otros contaminantes a este nivel pueden ser las
levaduras salvajes que forman peliculas superficiales, provocan turbidez y producen
ésteres que afectan el sabor.

8.7.4 En el Equipo de Dispensado.Aunque lo referido abarca los principales puntos
de contaminacion, el producto terminado estdexpuesto a otros agentes ya fuera de
la fabrica. Por supuesto, no pretendemos analizar el caso de lospopulares
“Surtidores” ya que cada uno seria fuente suficiente para un extenso Cepario, sin
embargo, en los paises donde se expende la cerveza en barriles o en toneles, se ha
podido constatar la presencia de levaduras salvajes, no coincidentes con las
detectadas en la fabrica de origen, bacterias acéticas y otras. Aunque su nivel, por lo
general, no es lo suficientemente alto para afectar el producto, este dafio tampoco
tiene lugar debido al rapido consumo que se hace de estas cervezas, cualquier
retardo conllevaria a las afectaciones ya descritas. Esta contaminaciones hablan en
detrimento de la limpieza de los contenedores utilizados, en los que, poco a poco,
se van estableciendo estos contaminantes.

8.8BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA (BPM)

En 1969 entraron en vigencia para la industria de alimentos, pautas que se refieren
a: “Alimentos humanos: Buenas practicas vigentes (Higiénicas) en la Manufactura,
procesamiento, empaque o almacenamiento” las pautas se refieren a todos los tipos
de procesamientos de alimentos, de manera que las recomendaciones son
aplicables a la industria cervecera. Si se contempla adecuadamente todas las
condiciones y campos dentro de un Programa de Aseguramiento de la Seguridad de
la Cerveza, deben satisfacerse entonces los requerimientos de las Buenas Practicad
de Manufactura. Se sugiere estas pautas como base de un programa de medidas
sanitarias. La mayoria de los riesgos serios de muchos alimentos es la posible
contaminacion con bacterias causantes de las toxiinfecciones alimentarias,
comoClostridia o Listeria. La cerveza es por si misma bastante segura en lo que se
refiere a la microbiologia de alimentos .En parte es debido a la etapa de coccidn,
gue elimina basicamente cualquier contaminante microbiano que proceda de las
materias primas y también debido al afecto antibacteriano del alcohol, el bajo pH, el
didxido de carbono y los acidos del lupulo. Esto significa que las toxo infecciones
alimentarias no sean posible a través de la cerveza, sencillamente quiere decir que
es poco probable que sea peligrosa.

Con el fin de de eliminar o minimizar las diferentes categorias de peligros descritos
anteriormente es necesario aplicar distintas estrategias .Los contaminantes
procedentes de la cadena de transporte y de distribucién en teoria podrian ser
erradicados, en contraste con los componentes toxicos de un componente integral
de algun alimento el cual seria biolégicamente imposible eliminar. También hay que
ser consciente nada en esta vida pude ser garantizado como seguro al 100%. Una
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gran cantidad de sustancias, entre las que incluyen, requerimientos bdsicos de
oxigeno, alimento y agua que son necesarios para la vida a una determinada
concentracién, puede ser extremadamente peligrosa a otra. El viejo dicho de “La
dosis hace el veneno” continua vigente.

8.8.1 Limpieza e Higiene. La filosofia apropiada es primero limpiar y luego
desinfectar. Los tanques son limpiados con bolas de regado permanente en el lugar
o rociado con aspersores Butterworth. Normalmente los tanques son limpiados en
frio con soluciones causticas, para evitar el recalentamiento de la bodega. Después
gue se haya concluido la limpieza y el enjuague de los tanques, se procede a su
desinfeccién y drenaje .Resulta posible completar estas operaciones con un sistema
de limpieza en el lugar controlado mediante programaciéon. Las tuberias deben
limpiarse en caliente, porque esto no afecta apreciablemente la temperatura de las
bodegas, la limpieza apropiada requiere de un flujo turbulento a través de la linea,
las lineas deben mantenerse llenas con un control de contra presién .Nuevamente,
sigue la desinfeccidon. Los agentes de desinfeccion deben ser eficaces a bajas
concentraciones y compatibles con el sabor de la cerveza, se usan hipocloritos de
200ppm. Pero pueden afectar mucho el sabor de las cervezas. Los yodoforos en
concentraciones de 25 ppm. Son mas compatibles con la cerveza. Las soluciones
desinfectantes deben enjuagarse o desaguarse de todas las lineas y tanques en
todos los casos previamente a la introduccién de la cerveza. El agua caliente por
encima de 80°C también es efectiva. El calor penetra en los aditamentos cerveceros
mas eficazmente que las sustancias quimicas. El control del proceso de Higiene y
desinfeccién debe exigir un minimo de comprobacién de la actividad. La cerveza
tiene que fabricarse bien la primera vez, ya que normalmente resulta imposible
tomar medidas correctivas. El proceso debe ser predecible.

Todas las materias primas principales usadas en la fabricacion de cerveza son
fuentes potenciales de contaminacidn con microorganismos indeseables, ninguno
de los cuales (salvo que exista un subito brote de enfermedad por el agua) tiene
probabilidades de ser patdgeno para el hombre. Ademas, los coadyuvantes
cerveceros como los finalizadores, iniciadores, medios filtrantes y contenedores de
envasado (barriles, botellas, etc.). Tanto el mosto como la cerveza son susceptibles a
los microorganismos alteradores, especialmente el primero por aportar muchos
nutrientes y un ambiente oxigenado, en teoria, muchos microorganismos pueden
crecer en el mosto particularmente cuando su temperatura desciende durante el
proceso. La buena practica cervecera debe garantizar que en teoria esto no suceda,
haciendo pasar directamente el mosto de la cuba de maceracién a la cuba de
coccion. La propia cerveza con su pH intrinsecamente bajo, no proporciona un
ambiente propicio, para la supervivencia de la inmensa diversidad de bacterias.

8.8.2 Control sanitario de personal e instalaciones. La calidad de los productos
alimenticios depende, por un lado, de la salud e higiene del personal y por otro lado,
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de la limpieza y desinfeccién de las instalaciones de la fabrica. Si no se toman en
cuenta estos dos aspectos del control sanitario, la calidad del producto disminuira.

Salud e higiene del personal.- El personal de la fabrica debe pasar periédicamente
por una serie de exdmenes médicos, para determinar su grado de salud, estos
examenes incluyen examen de orina, de sangre de excremento para tener
conocimiento de la existencia de pardsitos y otras enfermedades en el organismo
del trabajador .El examen toracico es también fundamental en los andlisis médicos.
Las personas con enfermedades contagiosas no deben trabajar en este tipo de
empresas. El personal de la fabrica debe ademas cumplir con las normas sanitarias,
ya que cualquier imprudencia puede poner en peligro la salud del consumidor. En la
practica se ha demostrado que las contaminaciones tienen origen en las personas
desaseadas o enfermas. Los trabajadores de la fabrica deben cambiar de bata
diariamente, deben cubrirse la cabeza y usar guantes esterilizados. En las salas de
procesamiento, el personal no debe consumir alimentos.

Limpieza y desinfeccion de instalaciones.- La limpieza de las instalaciones consiste
en eliminar residuos y otras impurezas. La desinfeccidn consiste en destruccion de
gérmenes patdgenos y de otros microorganismos que pueden danar la calidad del
producto. La limpieza y desinfeccion son dos operaciones consecutivas .lLa
desinfeccién momentos antes de utilizar el equipo. La clase y la naturaleza de la
suciedad influyen en la selecciéon del método de limpieza y desinfeccidn. Existen
impurezas sueltas y masas enquistadas sobre las superficies, la suciedad se adhiere
mas fuertemente a las superficies rugosas que a las lisas. Por lo tanto, el equipo
debe ser de material liso como el acero austenitico y su configuracion debe facilitar
la limpieza. Asi mismo, el material debe resistir la accion de los detergentes.

Detergentes y desinfectantes.- Los detergentes deben reunir las siguientes
condiciones:

- Suavizar el agua y prevenir la sedimentacion en el equipo, de sales no solubles.

- Mejorar el poder humectante para facilitar la limpieza.

- Emulsificar la grasa en pequefios glébulos

- Dispersar las impurezas sélidas para eliminarlas facilmente.

- No ser téxicos, niirritar la piel.

Existen dos clase de detergentes, los alcalinos y los acidos .Los detergentes alcalinos
se componen principalmente de sosa cdustica, carbonato de sddico, fosfato
trisddico, polifosfatos y meta silicatos sddicos. Los detergentes acidos contienen
acido nitrico, acido fosférico, acido citrico, acido tartarico. Estos detergentes
eliminan las sales minerales depositadas como el oxalato de calcio .Por tanto, se
deben afadir sustancias que inhiban el efecto corrosivo. A los detergentes se
afladen agentes especiales para incrementar la capacidad de ablandar el agua y el
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poder humectante. La solucion de detergentes no debe ser muy concentrada.

La desinfeccidn.- Se realiza mediante medios fisicos y quimicos .Los primeros
aplican el vapor como esterilizante, el vapor sera efectivo si la duracién del chorro se
prolonga por lo menos 10 minutos. La aplicacién del calor se realiza en la auto clave
.Este aparato sirve para materiales pequefios como tuberias desmontables. La
inmersién en agua hirviendo durante los diez minutos, es un buen medio de
desinfeccién. El flameado se usa para desinfectar superficies, sin embargo este
método es poco usado a causa de las limitaciones. Los desinfectantes quimicos son
muy utilizados por su facil aplicacidon. Los desinfectantes disueltos en agua fria
actuan bien una temperatura elevada aumenta su eficacia el pH también influyen en
su efectividad. El Cloro es el desinfectante quimico mas utilizado, teniendo presente
que en altas concentraciones provoca la corrosion, especialmente la del aluminio y
el cobre, este no afecta el acero inoxidable si se aplica segun las indicaciones del
fabricante, las soluciones del Hipoclorito no deben mezclarse con 4cido, porque
pueden desprender gases toxicos.

El cloro se puede utilizar de las siguientes formas y concentraciones de cloro activo
El cloro se puede utilizar de las siguientes formas y concentraciones de cloro activo.
Estos compuestos tienen una fuerte accién bactericida:

- Circulacién de la solucién por el circuito de tuberia: La bombas, tuberias y
cambiadores de placas se esterilizan con una solucién de 200 mg por litro. Se deja
circular por unos 5 minutos.

- Inmersion: El material se puede sumergir durante 5 minutos en una solucién de
200mg.por litro

- Cepillado: Los recipientes, las cubas y los agitadores se cepillan con una solucién
de 400mg por litro

- Rociado: Los tanques y recipientes grandes se pueden rociar son una solucion de
300mg por litro, procurando que las superficies queden en contacto con la solucién
durante 5 minutos por lo menos.

- Atomizado: En tanques cerrados se atomiza una solucion de 500 mg por litro,
formando una niebla que se deposita en la superficie del equipo. Si no se puede
emplear cloro, se utiliza soluciones de cloraminas. Estas sustancias son
combinaciones de cloro y amoniaco. Tienen alto poder bactericida, pero su accién
es mas lenta que la del cloro, estos compuestos huelen menos a cloro. Los
compuestos de amonio cuaternario son otro tipo de desinfectantes que no atacan
los metalesno tiene olor, y son mads estables. Tiene un poder humectante mayor que
las soluciones de cloro, sin embargo, su actividad no es completa, ya que
dificilmente destruyen bacterias butiricas se emplean en concentraciones de 200 a
350 mg por litro. Existen también desinfectantes elaborados sobre la base de los
yodoforos. Estos son compuestos en el que el yodo estd combinado con agentes
humectantes .Las propiedades de los yodoforos son similares a las del cloro, con la
ventaja que no corroen a los metales Las temperaturas de estas soluciones no debe
ser mayor de 50 2C para evitar manchas en el equipo.También pueden utilizarse
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soluciones calientes de sosa caustica como desinfectantes. La siguiente tabla
muestra la relacién entre las concentraciones de la solucién y el tiempo de contacto
necesario para obtener una desinfeccién adecuada de las superficies.

Concentracién (w/w) Temperatura 2C Tiempo de contacto
(minutos)
3,5a5,0% 50 5
2,7a3,7% 50 10
2,7a3,7% 60 5
1,4a2,0% 60 10
1,2a1,4% 70 5
1,0a1,2% 70 10
Cuadro 44.

El efecto bactericida aumenta si posteriormente se trata el equipo con solucién
acida.

- Operaciones de limpieza y desinfeccién

Las operaciones de limpieza de equipo y locales se efectlan inmediatamente
después del empleo de éstos .la desinfeccion se realiza después de la limpieza y y
antes de su empleo.

Las operaciones de limpieza y desinfeccidn se realizan siguiendo los siguientes
pasos:

-Remojo.-Para eliminar las impurezas

- Limpieza.- Es el tallado y la eliminacién de la suciedad

- Desinfeccién.- El equipo se pone en contacto con un desinfectante para destruir
microbios

- Drenaje y secado.- Se aplica cuando el equipo no se va utilizar inmediatamente.

El remojo se hace con agua de 20 a 40 2C El enjuague final se efectda para eliminar
residuos de detergentes y desinfectantes.

Es importante tomar en cuenta que los aparatos deben quedar completamente
secos después de las operaciones ya que los gérmenes se adhieren con mayor
facilidad a las superficies humedas.Antes de utilizar el equipo debe efectuarse una
desinfeccion.

Cémo los concentrados quimicos son extremadamente cdusticos se deben emplear
guantes, delantal, botas de goma, y gafas protectoras. Para tratar posibles
guemaduras, se deben tener preparado soluciones neutralizantes de acido acético
diluido al 2% y una solucién de carbonato monosddico. Para efectuar la limpieza,
generalmente es necesario detener las maquinas y desmontar el equipo. Sin
embargo las instalaciones y los sistemas de tuberias se pueden limpiar en circuito
sin desmontarlas. Este tipo de limpieza, parcialmente automatico se basa en la
circulacion de solucidon detergente y desinfectante.Para emplear este tipo de
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limpieza, se necesita una instalacidn con las siguientes caracteristicas.

- La construccion debe ser tal que el producto no se mezcle con las soluciones de
limpieza.

- Todas las partes conductoras del equipo deben estar en contacto con las
soluciones

-El material del equipo debe ser resistente a la corrosion.

Este sistema de limpieza y desinfeccidn, se pueden emplear en instalaciones que
permitan la conexién de una instalacion de limpieza a un circuito cerrado,
incluyendo, por ejemplo los tanques, filtros prensas, lavadora de botellas,
enchapadora etc.

Las vélvulas de desviacion de cierre y de regulacion, asi como las Illaves de paso y de
tres vias, deben ser desmontadas después de la limpieza, para quitarles la suciedad
que haya quedado cuando las partes estén secas se montan nuevamente.

A continuacidn se detalla la instalacion para la limpieza en circuito cerrado.
1.- Entrada de agua

2.- Depdsito

3.- Depdsito para detergentes concentrados

4.-Depdsito para soluciones detergente

5.- Depésito

6.- Deposito para la solucién de desinfectantes

7.-Bomba para la solucién desinfectante

8.- Entrada de la cerveza .Esta debe estar desconectada durante las operaciones de
limpieza

9.- Cambiador de calor de placas

10.-Lineas de tuberias

11.- Desagle.

Antes de empezar las operaciones, se cierra las entrada de la cerveza se llena el
depdsito con agua a 40°C y se bombea a través de los aparatos esta agua no se
evacua hacia el sistema general de desagiie porque contiene residuos de cerveza
Jluego el depdsito de la solucidon de detergente se llena con agua a 85 °C y se
dosifica el concentrado de un detergente alcalino hasta tener la solucién adecuada
la solucidn preparada se deja circular durante 30 minutos se enjuaga el sistema de
nuevo con agua templada. Luego se prepara una solucion acida a 852C y se deja
circular por 15 minutos después se deja pasar agua templada para enjuagar.La
eficacia de la limpieza y desinfeccion se evalla por medio de normas
microbioldgicas. La norma mas conocida se basa en el control de nimero total de
gérmenes por unidad de superficie del equipo que esta en contacto con el producto
en elaboracion.

8.9ASEGURAMIENTO DE LA SEGURIDAD DE LA CERVEZA.

Un programa adecuado de medidas sanitarias dentro de una planta de alimentos
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debe desarrollarse a base de una orientacién preventiva, si es que ha de alcanzar el
éxito que se desea. Debemos sefialar, no obstante, que ningln proceso Unico ni
conjunto especifico alguno de pautas pueden ser aplicados a todas las plantas
malteras vy cerveceras. Mds bien, el programa de medidas sanitarias de una
compafiiia debe adaptarse al tipo de operacion en que participa la compaiiia, los
tipos de contaminantes que pueden hallarse en las materias primas y productos
terminados y la capacidad del el programa debe aplicarse entonces, de acuerdo a un
enfoque organizado, para controlar todas las posibles vias de contaminacién, desde
materias primas hasta productos terminados.

Hay una serie de hechos que deben tomarse en consideracién dentro de un
programa de Aseguramiento de la Seguridad de la Cerveza:

- Los componentes naturales de las materias primas que sean toxicos en si mismos.

- Los contaminantes ambientales asociados a las materias primas.

-Los pasos que se tomaran para asegurar que se detecten dicha contaminacién.

- Los insectos dafinos u otras formas de contaminacién que pueden invadir las
operaciones mismas del procesamiento

- Los métodos que se aplicaran para eliminar dichos insectos dafinos en la
operacion particularmente en las zonas mas criticas.

- El tipo de limpieza que se empleara para ayudar a resguardar contra la invasién de
insectos dafiinos u otras sabandijas.

personal que es responsable de que se alcance el nivel deseado de higiene.
Légicamente el primer paso hacia el establecimiento de un programa de medidas
sanitarias implica una familiarizacion con los problemas potenciales. Una vez
adquirido dicho conocimiento:

- La frecuencia con que debe de limpiarse cada area para asegurar su proteccion
contra insectos dafinos.

- La frecuencia con que debe aplicar pesticidas como parte del programa de
medidas sanitarias

- Los pesticidas mejor adaptados para cada tipo de control y la frecuencia de su
utilizacién.

- La manera en que se utilizan, para evitar permanezcan residuos ilegales de
pesticidas

- Las infecciones microbianas

- Los contaminantes que derivan de los trasportes, la distribucion, el
almacenamiento o el envasado.

-Los contaminantes procedentes del procesado.

- Los asociados a los aditivos, adyuvantes de fabricacidon y otros materiales utilizados
durante el procesado que pueden entrar en contacto con los alimentos.

- La contaminacidn de un alimento con un material peligroso.

- Componentes como los alérgenos que aunque resultan inofensivos para la mayoria
de la poblacidn, puede significar un riesgo importante para una pequefia minoria.

- La frecuencia con la que se inspecciona todas las instalaciones de la planta para
detectar condiciones que no conduzcan a buena higiene.
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Un buen programa de Aseguramiento de la Seguridad de la Cerveza recomienda tres
metas basicas.

1) Garantizar que el consumidor quede satisfecho con la calidad higiénica de los
productos terminados.

2) Asegurar que todos los sectores del proceso manufacturero cumplan con las
leyes aplicables de los organismos competentes.

3) Obtener la maxima eficacia a base de los esfuerzos y dinero invertido en el
programa.

Par lograr estas metas deben de preverse un control de los esfuerzos que se realizan
dentro del programa de medidas sanitarias, control que puede lograrse mediante un
sistema de inspeccidn y de informes.

El primer paso para resolver es la frecuencia con que se debe inspeccionar cada
departamento de la planta.

En general el drea debe considerarse como critica si se tiene cualquier contacto
directo con el flujo de materias primas o producto. Ejemplo areas criticas en donde
los productos son procesados o transferidos, drea de almacén de productos
terminados, envase y de carga, lugares donde se almacenan los envases, estas areas
criticas deben inspeccionarse con una frecuencia de por lo menos 30 dias por que
coincide con el ciclo de desarrollo de muchos insectos dafiinos mas comunes

Que pueden infestar productos de granos y cereales.

Ciertas areas de la planta pueden considerarse como menos criticas por que no
tiene contacto directo con las operaciones del proceso, esto no significa que el area
carezca de importancia y puedan ignorarse. Ejemplo oficinas, laboratorios, talleres
de mantenimiento, patios las cuales pueden ser supervisadas cada 60 dias. En
cualquier programa de de medidas sanitarias especialmente dentro de la industria
maltera, la prevencion es la clave de la buena higiene .La prevencién incluye la
eliminacion de polvos y granos ,la instalacion de equipos aerodindmicos bien
disefiados que eviten que dichos nocivos puedan albergarse en el mismo, el
almacenamiento apropiado disefiado tanto para el producto como para el equipo
mecanico y, finalmente, prevencién mediante una limitacién de acceso al local.

8.10 ANALISIS DE PELIGROS MEDIANTE EL CONTROL DE PUNTOS CRITICOS
(APCPC)
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La estrategia utilizada por la mayoria de fabricantes de cerveza para maximizar la
seguridad alimentaria y para minimizar los riesgos para los consumidores es la
misma que la empleada en gran parte del sector de la industria alimentaria y es
conocida como (APCPC).Proviene originariamente del sistema disefiado para
asegurar que el alimento utilizado para los astronautas americanos fuese
absolutamente seguro desde el punto de vista microbiolégico. Hoy en dia su uso
estd ampliamente extendido en la industria alimentaria para asegurar la tanto la
seguridad microbioldgica como la quimica y con frecuencia se extiende para su uso
para cubrir pardmetros relacionados con la calidad. Un sistema de APCPC puede ser
descrito del siguiente modo:

- Debe considerarse todo el proceso, desde las materias primas hasta el producto
final .Aqui nos resulta util un simple diagrama de flujo

- Debe realizarse un listado de todos los peligros potenciales asociados a todas las
materias primas utilizadas y a todas las etapas de produccién .Debe de tenerse en
cuenta la probabilidad de que cada uno de estos peligros se manifieste con el fin de
identificar los

riesgos reales del producto

- Ademads, deben identificarse aquellas etapas del proceso en los cuales se puede
controlar de un modo efectivo los distintos peligros (Puntos Criticos de Control) y
debe ponerse en marcha un sistema de control adecuado que asegure que los
efectos no deseables sean eliminados o controlados hasta niveles aceptables.

- Si se exceden estos limites serd necesario tomar acciones correctoras. Estas deben
ser especificadas. También debe existir alguna manera de comprobar que se han
llevado a cabo estas acciones correctoras y que se han alcanzado los resultados
deseados.

Deben de mantenerse registros de modo que sea posible tomar un lote de cervezay
confirmar que las materias primas cumplian con las especificaciones de calidad
definidas y que el proceso estuvo funcionando dentro de los limites establecidos.
Ejemplo. La coccion del mosto. Antes de la fermentacidon el mosto cervecero es
cocido junto al lupulo. Este proceso es importante por varias razones:

1.- Convierte los acidos del lupulo en su forma isomerizada (amargos)

2.- Coagula con las proteinas deseables.

3.- Se produce la volatilizacién de compuestos del flavor no deseables.

4.- Esteriliza el mosto.

Por ello es crucial que se alcancen temperaturas préximas a 100°Cdurante un
determinado tiempo .La temperatura exacta de coccion no es siempre 100 °C sino
gue varia en funcion de la presién atmosférica. En consecuencia debe de medirse y
registrarse la temperatura de ebullicion y si esta se encuentra fuera de los limites
especificados (quizas + 2°C) debe de prolongarse el tiempo de ebullicion o bien
cerrar la caldera de coccidn para lograr un aumento de presién interna, logrando asi
aumentar el punto de de ebullicion del mosto.
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Figura 67. Diagrama de flujo de la planta de produccién de Cerveza

8.10.1 Materias primas.Las principales materias primas para la elaboracién de
cerveza son la cebada malteada, el lupulo(o productos obtenidos a partir del lupulo
como pellets o extractos), levaduras y agua. Otros cereales, malteados o sin maltear,
en forma de harinas o Grits, o como grano entero, o también pude utilizarse para
impartir caracteristicas especiales a algunas cervezas.

Cereales y Malta.-

Los riesgos mas importantes en estas materias primas son los contaminantes
quimicos, las infecciones por hongos vy las infecciones por insectos. Hay establecido
limites legales para una serie de contaminantes como residuos pesticidas y metales
pesados como el Pb en las producciones vegetales. El fabricante de cerveza debe
insistir que la malta que le suministren esté elaborada a partir de cereales que
cumplan con la legislacién.

Las condiciones de almacenamiento también son importantes:

Especialmente de la malta que es muy vulnerable ya que puede absorber malos
olores con facilidad. También deben fijarse limites maximos para las nitrosaminas
Volatiles.

La deteccidon de estos contaminantes cancerigenos en la cerveza y el whisky (asi
como otros alimentos como las carnes curadas) durante el comienzo de los anos 70
causé una gran preocupacion y alteracion en las industrias cervecera y del malteo
,hasta que se identificé la fuente de contaminacién. Tras arduas investigaciones se
hall6 que la NDMA (N-nitrosodimetilamina) podia formarse durante el secado vy
tostado de la malta mediante la reaccidon entre los 6xidos de nitrogeno (NOx)
presentes en los gases del horno y las aminas del grano .En las plantas modernas se
evita la formacidon de nitrosaminas mediante el uso de hornos de combustion
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indirecta en los cuales los gases no entran en contacto con la capa de grano. Hoy las
cantidades de NDMA son muy bajas, pero se sigue controlando de modo rutinario
tanto por las maltas como a las cervezas para asegurar que el contenido en
nitrosaminas se encuentre dentro de los limites especificados.

Los hongos pueden infectar al grano tanto en el campo como durante el
almacenamiento .En cada uno de los casos se ven involucradas especies diferentes
adaptadas al contenido de humedad disponible que oscila desde un 40-50% en el
grano en maduracion, hasta por debajo del 18% en el grano maduro. En la medida
de lo posible deben de evitarse estas infecciones fungicas, no solo por el dano que
le ocasiona a la viabilidad del grano vy la calidad de la cerveza, sino también porque
puede llevar asociada la formacidon de metabolitos secundarios tdxicos, conocido
como Micotoxinas las mas toxicas de estas sustancias, las aflatoxinas estan
principalmente circunscritas a los productos cultivados en climas tropicales ya que
los hongos que lo producen requieren de condiciones de temperatura y humedad
mas elevados de las que habitualmente se encuentran. La uniéon Europea ha
introducido una serie de de controles legales con el propdsito de protegerse frente a
las posibles contaminaciones de productos importados, especialmente mani y maiz
estas normas imponen un limite de 4 microgramos /kg de aflatoxinas totales en
cereales y un limite de 2microgramos/kg para las mas toxicas, la aflatoxinas B1

La especie de hongos micotoxigénicos mds comunes que se encuentran en los
campos

pertenecen a Fusaria.Estos se encuentran en los cereales como maiz, trigo, cebada
normalmente los niveles de infeccidon son bajos, los hongos del genero Fusarium
pueden producir varias micotoxinas .Quimicamente se conocen como
tricotecenoseincluyen compuestos como el Desoxinivalenol, Nivalenol y la toxina T-
2 son sustancias menos toxicas que la aflatoxinas .Aunque se estaban estudiando
niveles de accién de entre 500 y 750 microgramos /kg de cereales y sus derivados.
La concentracidn de toxinas del género Fusarium en la cebada cervecera estd muy
por debajo de los niveles de actuacién propuestos para granos de alimentacion
animal.

Otros hongos como la especie Penicilliumy Aspergillus pueden crecer con los
contenidos de humedad mas bajos del grano maduro (entre un 16-20% de
humedad) en las condiciones favorables de temperatura y humedad, estas especies
pueden producir otra micotoxina, la ocrotoxina A. Se cree que la ocrotoxina A es
cancerigena y actualmente se estdn implantando limites legales en la Unidn Europea
(de 3-5 microgramos/kg) La cebada para malteado es habitualmente desecada
hasta un contenido de humedad inferior al 14% (a menudo por debajo del 12% de
humedad para almacenamiento durante periodos largos de tiempo) con el objeto
de conservar su viabilidad ya que eta es, por supuesto, esencial para la germinacion.
La misma malta es desecada hasta un contenido de humedad no superior al 6% el
cual como se almacenan en condiciones apropiadas de ambiente seco, resulta
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demasiado seco como Para permitir el crecimiento de los mohos.

Las infecciones por insectos son siempre un problema potencial en cualquier lugar
donde se almacenen granos a lo largo del tiempo .Es esencial prestar atencion a la
limpieza e higiene en el almacén de los granos .El secado y el enfriado también son
importantes, ya que muchos insectos no pueden reproducirse por debajo de
determinadas condiciones de temperatura y humedad. Los cereales sin maltear que
pueden haber estado almacenado por muchos aifos desde su recoleccion ,pueden
tratarse con insecticidas adecuados, este tratamiento no estd permitido para la
malta .Aunque se encuentra parcialmente protegido del ataque de los insectos por
su bajo contenido de humedad es necesario que la malta se elabore y comercialice a
lo largo del mismo afio para evitar que se almacene durante largos periodos de
tiempo por consiguiente cualquier plan de APCPC prestara especial atencion en
comprobar las condiciones de almacenamiento para todas las materias primas.

Un grupo de contaminantes ambientales que causa crecientemente problemas es el
de los PCBs (bifenilospoliclorados) y las dioxinas que estan relacionadas
estructuralmente. Estos contaminantes organicos derivan casi en su totalidad de
fuentes de origen humano. Una fuente particularmente importante en la
incineracion de de materiales de desecho, que si no se llevan a temperaturas
suficientemente elevadas puede generar tantas dioxinas como PCBs, los cuales son
compuestos quimicos extremadamente tdéxicos que pueden contaminar los pastos y
las cosechas de las areas préximas .Los dioxinas como PCBs son contaminantes de
naturaleza organica solubles el lipidos por lo tanto tienden a concentrarse en
alimentos como la leche, los aceites y las carnes. La cerveza se encuentra protegida
a este respecto ya que la cebada tiene un contenido de lipidos relativamente bajo
(Alrededor de un 3% del grano estd compuesto de lipidos)

El Lupulo y productos derivados.-

Como para los cereales, los principales riesgos provienen de los residuos de
pesticidas y de metales pesados, también se han establecido limites para los
nitratos, que tienden a acumularse en zonas de las plantas que tienen hojas y en los
conos del ldpulo.

Por ejemplo el procesado para producir extractos de lUpulo en los cuales los acidos
del lupulo se encuentran concentrados, generalmente reduce las concentraciones
de estos contaminantes de un modo importante.

El Agua.-

Mas del 95% de la cerveza es agua. Por ello no resulta sorprendente que la calidad
del agua sea de vital importancia para la calidad del producto final. El agua utilizada
para la produccion de la cerveza, proceda tanto de los pozos propios de la cervecera
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como de las redes publicas, debe ser agua de calidad para consumo humano en lo
relativo a cualquier contaminante quimico o microbioldgico .Esto significa que debe
cumplir cualquiera de las legislaciones vigentes.

Los metales pesados, como el plomo y cadmio, son una de las principales
Preocupaciones en lo relativo al agua empleada para la fabricacién de alimentos .Sin
embargo, nos encontramos con que, de nuevo, la cerveza esta protegida, ya que los
metales se unen al bagazo, a los turbios y a las levaduras, siendo retirados de la
cadena de produccién, por ello, la cerveza normalmente contiene concentraciones
mas bajas de estos contaminantes que el agua utilizada en su elaboracién.

En muchas fabricas de cerveza en particular en aquellas ubicadas cerca de dareas
urbanas vulnerables, se han instalado plantas de tratamiento de aguas que incluyen
columnas de intercambio iénico y de dsmosis inversa. En estos lugares deben de
incluirse un plan de APCPC .De este modo deben de existir procedimientos claros
para el mantenimiento y limpieza de los filtros y controles reguladores para asegurar
que estdn funcionando dentro de los parametros especificados.

LaLevadura.-

La mayoria de las fabricas de cerveza utilizan barias veces su levadura, en
consecuencia el principal objetivo sobre seguridad es evitar la contaminacion
microbioldgica, tanto por bacterias como por levaduras salvajes. Por ello, un buen
plan de APCPC tendria que especifica

r el modo de manipular y almacenar las levaduras que son recogidas al final de la
fermentacién. En las grandes fabricas de cerveza es posible que se establezca un
numero fijo de generaciones antes de introducir un cultivo fresco. Sin embargo, en
muchas fabricas pequefias la levadura ha sido reutilizada de una fermentacién a otra
durante muchas generaciones. Con frecuencia estas fabricas confian en una mezcla
de cepas de levadura emparentada las cuales han evolucionado a lo largo de
décadas para adecuarse a las condiciones del proceso a la calidad del producto
requerido, ademas de la complicacién que supone el tratar de usar un cultivo puro.
Suponiendo que la levadura se maneja y almacena de modo adecuado de modo que
sea viable por completo, facilmente superara a cualquier microorganismo alterante
gue trate de competir y puede utilizarse casi infinitum sin que aparezcan efectos
deletéreos en la calidad de la cerveza afortunadamente y como ya se ha
mencionado, la combinacién de los acidos amargos del ldpulo, el bajo pH , las
concentraciones de diéxido de carbono y las condiciones anaerdbicas asociadas con
la fermentacion de la cerveza implican que pocas bacterias patdgenas, si es que hay
alguna sean capaces de crecer. La principal preocupacién la constituyen las bacterias
alterantes.

Estas bacterias que se han adaptado a las condiciones de la cerveza y que, aunque
no son peligrosas para el hombre pueden dar lugar a turbidez o flavores
desagradables a la cerveza. Alguna de las bacterias alterantes como
Obesumbacteriaproteus pueden, constituir, ademas, un riesgo sanitario de modo
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indirecto ya que son capaces de reducir los nitratos a nitritos los cuales a su vez
pueden transformarse en nitrosaminas , en el intestino humano tiene lugar
reacciones muy parecidas. Al contrario que el NDMA, estas nitrosaminas no son
volatiles y forman un grupo de compuestos que todavia no han sido caracterizados
por completo. En consecuencia se les denomina ATNC o compuestos N- nitrosos
totales (del inglés apparent Total N-nitroso Compounds) para evitar la formacién de
cualquier compuesto ATNC algunas fabricas han introducido un lavado regula de
levadura con algun acido diluido de calidad alimentaria con el fin de matar a
cualquier otra bacteria .También es cada vez mds frecuente el limitar el nUmero de
generaciones que se utilizan las levaduras .Un buen plan de APCPP para una fabrica
pequefia de cerveza ,incluiria exdmenes regulares de la levaduras mediante
microscopia 6ptica para detectar levaduras salvajes y bacterias contaminantes .
También serian de utilidad los datos del andlisis y de las cartas de producto
terminado para controlar la presencia de bacterias alterantes ya que los malos
olores producidos por estos microorganismos pueden ser detectados normalmente
a concentraciones extremadamente bajas, por catadores extremados.

8.10.2 Durante el proceso.El plan de APCPC también deben considerarse aquellos
peligros asociados al proceso en si mismo En estos se incluiran

- La planta de fabricacidn de cerveza, debe tener un disefio higiénico. Sin puntos
muertos en el sistema de tuberias que no pueden ser limpiados de un modo
adecuado.

- Los materiales de construccion. Deben ser resistentes a la corrosiéon y a la
suciedad, capaces de ser limpiados por completo mediante el uso de agentes de
limpieza permitidos parta el uso sobre materiales en contacto con los alimentos y no
deben ser fuente de materiales que puedan ser peligrosos o que puedan conferir
olores

desagradables a la cerveza.

- Agentes de limpieza y esterilizacion: éstos deben estar permitidos para su uso en
materiales en contacto con los alimentos y no deben dejar residuos peligrosos u
olores, o afectar de algun otro modo a la cerveza (por ejemplo alterando la
capacidad de formaciéon de espumas)

- Frecuencia y eficacia de los ciclos de limpieza y aclarado

- Empleo de aditivos y coadyuvantes de fabricacion; estos deben estar aprobados
para el uso previsto, fabricados segun las especificaciones adecuadas y anadidos en
las dosis correctas.

- Parametros criticos como tiempos, temperaturas y grado de mezcla.

El sistema de APCPC debe asegurarse que estén en marcha los controles adecuados
para mantener el proceso funcionando en la direccién y modo en el que se pretende
hacerlo. También debe de asegurarse que cualquiera de las desviaciones que
puedan aparecer, sean detectadas y corregidas. De nuevo, deben tomarse los
registros adecuados de modo que posteriormente se puedan seguir la trazabilidad
de las condiciones de procesado de cualquiera de los lotes.
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8.11 SEGURIDAD MICROBIOLOGICA

Como se ha mencionado anteriormente, la incapacidad que las bacterias patdgenas
tienen para multiplicarse en la cerveza implica el que la industria cervecera no sea
de alto riesgo en términos de seguridad microbioldgica. Sin embargo, puede verse
comprometida la calidad del producto debido a las infecciones por bacterias
alterantes. Aunque la etapa de coccién después del braceado o empastado esteriliza
en forma efectiva el mosto cervecero antes de la fermentacidon, no es deseable la
actividad bacteriana previa a la etapa de coccidn a cusa de la presencia de algunos
de sus productos, como nitritos o las toxinas ,que son potencialmente daninos .Por
ejemplo cualquier nitrito puede reaccionar con las aminas presentes en el mosto
cervecero, como ya se ha descrito en el caso de las bacterias alterantes al principio
de la fermentacion, para dar lugar a las nitrosaminas no volatiles, y ATNCs por
consiguiente, el plan de APCPC debe tener en cuenta la higiene de las instalaciones
de empastado y asegurar que se alcanzan las temperaturas establecidas para los
procesos de empastado y de coccién durante el periodo de tiempo determinado.
Aguellos mostos que deben almacenarse por un periodo de tiempo antes de la
coccion no que vallan a ser conducidos a la caldera de empastado, deben
almacenarse a una temperatura alta para prevenir la actividad bacteriana.

Los estdandares de limpieza son incluso mayores para todas aquellas fases del
proceso posteriores a la etapa de coccidn. La cerveza que se destine a envasado en
botellas, latas o barriles tiene la salva guarda anadida de la pasteurizacién, pero
también existen cervezas que se comercializan sin pasteurizar en toneles. El plan
APCPC también es necesario tener en cuenta cualquiera de los productos o procesos
gue sean particularmente vulnerables como los productos bajos en alcohol y las
botellas rellenables. Obviamente la operacion de pasteurizacién es critica y es
necesario que estén puestos en marcha los controles necesarios para comprobar
gue siempre se alcanzan las temperaturas correctas de trabajo y que el tiempo de
mantenimiento es suficiente. El plan APCPC especificara la frecuencia y el tipo de
ensayos microbioldgicos que se realizaran y alli donde sea posible deben utilizarse
test rapidos.

8.11.1 Envasado.En las fabricas modernas de cerveza esta es una operacion muy
rapida, no es raro un volumen de 2000 botellas por minuto, y como
consecuentemente vulnerable, El plan APCPC debe abarcar:

- La calidad de los materiales de envasado: deben ser adecuados para su uso en
alimentos y no deben liberar sustancias quimicas dafiinas o que den olores al
producto.

- El almacenamiento de los envases vacios, son con el fin de evitar que se recojan
suciedad u olores.

- Limpieza adecuada de los envase reutilizables.
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- La posibilidad de que los objetos extrafios (por ej. Un insecto) se introduzcan en el
envase en el momento del llenado.

- La posibilidad de que haya cristales en el envase: estos pueden tener su origen en
las botellas defectuosas o en las cabezas de las llenadoras y las mirillas

- Sabotajes

- La limpieza de los filtros.

- La posibilidad de contaminaciéon, por ejemplo, lubricantes (de las cintas
transportadoras, etc.) refrigerante o agente de limpieza.

- El funcionamiento eficiente de los pasteurizadores.

- El llenado estéril

Hoy en dia, los equipos de envasado normalmente tienen incorporado un gran
numero de de sistemas de control y de seguridad, para por ejemplo, comprobar la
presencia de objetos extrafios en el envase, El sistema de APCPC debe asegurar que
hay pruebas suficientes de que estos sistemas trabajan correctamente y que pueden
detectar todo tipo de inclusiones. Por ejemplo es una practica habitual la de utilizar
una serie de envases “test” con inclusiones a diferentes alturas de las botellas y de
las latas para comprobar que el sistema de deteccion esta funcionando.

8.11.2 Manejo de aguas residuales. Las aguas residuales varian segun el tipo de
producto de producto y los métodos de trabajo. Estas aguas contienen un elevado
contenido de material organico, que ocasiona dafos en el sistema de drenaje y en
las aguas superficiales. Por eso, las aguas residuales deben tratarse antes de ser
evacuadas. Las aguas residuales pueden dividirse en las siguientes clases:

1) Agua para los servicios publicos.- Deben estar libres de gérmenes patdgenos,
antes de ser evacuados a través del sistema general de drenajes.

2) Agua utilizada en enfriamiento.- El agua para enfriamiento se reutiliza con el
mismo fin. También se puede utilizar para la limpieza y para alimentar calderas.

3) Agua con residuos de productos.-El grado de contaminacién del agua con
residuos organicos de productos, se expresa mediante el Demanda Bioquimico de
Oxigeno o DBO. Se determina la cantidad de oxigeno que consumen las bacterias
para descomponer la materia organica durante cinco dias .Asi la DBO se expresa en
mg de oxigeno consumido para la descomposicidén de la materia organica en un litro
de agua.

Las aguas residuales se depuran con métodos fisicos, bioldgicos, o con la
combinacidon de ambos. A través de la depuracién fisica se eliminan primero las
particulas sdlidas luego se adicionan coagulantes para favorecer la floculaciéon. Los
solidos floculados se dejan sedimentar. Cuando el agua estd clara, se filtra. La
depuracion bioldgica consiste en favorecer la actividad microbiana que convierte las
sustancias organicas en anhidrido carbdnico y agua. Esto se logra por la inyeccién de
aire al agua .Cuando el material carbénico se ha degradado, el barro y los
conglomerados de microorganismos se dejan sedimentar el agua clarificada se
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evacua por el sistema general de drenajes. Las aguas residuales se emplean el riego.
El contenido orgdanico sirve de abono a los cultivos.

8.11.3 Manejo de desechos. Los desechos solidos se emplean en la preparacion de
piensos, fertilizantes y pectina. Por lo que respecta a la basura, ésta se maneja en la
siguiente forma.

- Deben mantenerse temporalmente en depdsitos cerrados

- Debe de recogerse de inmediato aquella que proviene de las dreas de elaboracion,
y transportarse en recipientes cerrados

- Debe recogerse regularmente y eliminarse

- No debe acumularse, ni aun en los depdsitos.

Un mal manejo de los desechos puede crear focos de infeccién en el proceso de
elaboracion del producto.

8.11.4 Sabotajes. Hay una serie de medidas que pueden adoptarse con el fin de
reducir las posibilidades de la introduccién de una sustancia dafina que puede
alterar al alimento. La mayor parte de estas medidas son comunes a todos los
alimentos en general .Entre estas se incluyen la seguridad en los lugares de
fabricacion y almacenamiento, recipientes cerrados y/o sellados y el uso de un
envasado “a prueba de apertura”. La naturaleza de la mayoria de los envases
utilizados en la cerveza, es decir, las latas, botellas, barriles hace que cualquier
manipulacidn al producto terminado vaya a ser evidente.

Sin embargo, es imposible el prevenir totalmente el acceso a las cadenas de
produccién durante la fabricacidon. En este punto, la principal salvaguarda debe de
ser la completa trazabilidad del producto, mediante el marcado de lote, los cédigos
de envasado y la documentacion adjunta, de modo que los lotes sospechosos
puedan ser identificados rdapidamente y retirados sin importar en qué lugar de la
cadena de distribucidn se encuentren, afortunadamente, este tipo de incidentes son
raros, aunque alli donde ocurren, tienden a traer una gran publicidad.

8.12 ALERGENOS

Un alérgeno es una sustancia que puede inducir una reaccién de hipersensibilidad
(alérgica) en personas susceptibles, que han estado en contacto previamente con el
alérgeno. Esta reaccién de hipersensibilidad involucra el reconocimiento del
alérgeno como sustancia "extrafa" y ajena al organismo en el primer contacto. En
exposiciones posteriores, el sistema inmunitario reacciona a la exposicién de forma
excesiva, con la liberacion de sustancias que altera la homeostasis del organismo, lo
que da lugar a los sintomas propios de la alergia. Generalmente esta
hipersensibilidad estd predispuesta genéticamente en algunos individuos o
familias.Con relacion a la cerveza, deben de considerarse dos potenciales alérgenos
uno es él:
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1) Gluten.- Es el nombre que reciben el complejo de las proteinas gliadinas y los
carbohidratos presentes en el trigo .En los cereales estrechamente emparentados
con la cebada, la avena y el arroz se encuentran proteinas similares
estructuralmente. En la

Cebada a esta proteina se denomina hordeina, nombre que proviene de la
denominacién latina de la cebada Hordeum. Estas proteinas pueden causar
lairritacion de las células de la mucosa gastrica de ciertas personas causando la
enfermedad celiaca, los que sufren del sindrome celiaco deben de evitar el consumo
de cualquier alimento que tenga derivados del trigo y de otros cereales
responsables. Obviamente la cebada y la malta son dafiinos para los celiacos .Existe
debate sobre si la cerveza es o no peligrosa, ya que una parte importante de las
proteinas de la cebada se queda en el bagazo. Ademas, gran parte de proteina
extraida del mosto cervecero es retirada después en forma de turbios o bien
separada por filtracién antes del envasado, de modo que no permanece en la
cerveza. El analisis quimico del gluten de la cerveza y de otros alimentos procesados
esta sujeto a una serie de limitaciones y la presencia de proteinas celiaco positivas
en la cerveza no ha sido probada de forma consistente, aunque se encuentran
ciertos péptidos derivados de la cebada .Sin embargo se aconseja a los enfermos
celiacos que tomen la cerveza con cuidado, ya que la sensibilidades pueden variar
enormemente en los individuos.

2) Dioxido de azufre.- La otra reaccion alérgica (que podria ser descrita de un modo
mas apropiado como intolerancia alimentaria) que puede asociarse a la cerveza es la
relacionada al didxido de azufre. Este es el aditivo autorizado que se utiliza como
conservante en un amplio grupo de alimentos durante muchos afos y que, en las
concentraciones utilizadas, no supone ningln riesgo para la salud de la mayoria de
las personas .Sin embargo, un pequeio numero de individuos son hipersensibles al
sulfito y estas personas pueden sufrir graves reacciones asmaticas, que pueden
resultar

fatales, incluso a exposiciones bajas. El didxido de azufre puede afadirse,
normalmente en forma de metabisulfito sédico o potasico, como antioxidante y
conservante a un amplio grupo de alimentos entre los que incluyen bebidas
alcohdlicas. En la cerveza la principal funcién es proteger frente a la formacion de
flavores a rancio u oxidados. Las concentraciones de sulfito se encuentran reguladas
por la legislacion de la Unidn Europea con un limite para las cervezas envasadas de
20 mili gramos /kg se permite hasta 50 mili gramos /kg en algunas cervezas maduras
en toneles) que son relativamente bajas, si se comparan con algunos otros
alimentos.
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