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Resumen

El presente Trabajo de Suficiencia Profesional (TSP) adopta un enfoque cuantitativo, con un
disefio experimental y de caracter aplicativo. Su proposito es mejorar la concentracion de
acetato de isoamilo en la etapa de fermentacion mediante la optimizacion de variables
operacionales, como el tiempo de interfase entre cocimientos y la altura del mosto en el
tanque de fermentacion. Estas modificaciones buscan evitar el estrés en la levadura y, con
ello, mejorar el perfil sensorial de la cerveza. La problematica principal radica en las
inadecuadas condiciones durante la fermentacion inducen estrés en la levadura, lo que afecta
negativamente la generacion de ésteres.

Se llevdo a cabo un disefio experimental para evaluar las condiciones Optimas en la
fermentacion. En primer lugar, se determind el tiempo adecuado de interfase entre
cocimientos, considerando dos puntos de referencia: 4.5 horas y 9 horas. Ademas, se analizo6
la influencia de la altura del llenado del mosto en el tanque de fermentacion, evaluando
alturas de 5, 7 y 10 metros. Los analisis se realizaron mediante cromatografia de gases. Para
ambos casos, se realizaron tres corridas experimentales bajo las mismas condiciones y
utilizando la misma cepa de levadura.

Los resultados obtenidos indican que el tiempo Optimo de interfase entre cocimientos es de
9 horas, ya que este intervalo permite que la levadura entre en la fase anaerdbica de manera
adecuada. En cuanto a la altura de llenado del mosto, se determind que la altura ideal es de
5 metros o menor, ya que esto favorece el movimiento reologico de la levadura, optimizando
su actividad durante la fermentacion.

Y como producto final fue evaluado mediante un panel sensorial, el cual evidencid que, en
los tanques con dos cocimientos, el 80% de los evaluadores identificé claramente el perfil

sensorial correspondiente al acetato de isoamilo.

Palabras clave: Acetato de isoamilo, Estrés levadura, tiempo de interfase entre
cocimientos.



Abstract

This Professional Proficiency Thesis (PST) adopts a quantitative approach, with an
experimental design and an applicative character. Its purpose is to improve the concentration
of isoamyl acetate in the fermentation stage by optimizing operational variables, such as the
interphase time between boils and the height of the wort in the fermentation tank. These
modifications seek to avoid stress in the yeast and, thus, improve the sensory profile of the
beer. The main problem lies in the fact that inadequate conditions during fermentation induce
stress in the yeast, which negatively affects the generation of esters.

An experimental design was carried out to evaluate the optimal conditions in fermentation.
First, the adequate interphase time between boils was determined, considering two reference
points: 4.5 hours and 9 hours. In addition, the influence of the height of the filling of the
wort in the fermentation tank was analyzed, evaluating heights of 5, 7 and 10 meters. The
analyses were carried out using gas chromatography. For both cases, three experimental runs
were carried out under the same conditions and using the same yeast strain.

The results obtained indicate that the optimal interphase time between cookings is 9 hours,
since this interval allows the yeast to enter the anaerobic phase properly. Regarding the
filling height of the must, it was determined that the ideal height is 5 meters or less, since
this favors the rheological movement of the yeast, optimizing its activity during
fermentation.

And the final product was evaluated by a sensory panel, which showed that, in the tanks with
two cookings, 80% of the evaluators clearly identified the sensory profile corresponding to

1soamyl acetate.

Keywords: Isoamyl acetate; Yeast stress, Interphase time between cookings.
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L INTRODUCCION

En la actualidad la industria cervecera ha crecido al pasar los afios y también la competitividad
del mercado es por ello la importancia de la calidad del producto no solo en el sabor sino
también a nivel olfativo (aromatico). El perfil aromatico de cerveza sé atribuible a los
componentes volatiles (€steres) que depende directamente de las levaduras en la cual a nivel
industrial esta sujeta a condiciones estresantes del cultivo, primordialmente a la concentracion
de oxigeno disuelto, presion osmotica, temperatura, pH en el proceso de fermentacion es por
ello considerada la etapa crucial en la elaboracion de la cerveza

Nuestro pais no es ajeno a la industria cervecera, ya que la empresa Heineken del Peru
S.A.C. Tiene dentro de sus productos la caracteristica propia del perfil aromatico de sus
cervezas ello se debe a concentracion de los ésteres, primordialmente el acetato de etilo y
acetato de isoamilo. Pero la de sintesis de esteres se ve afectada por estrés de la levadura en
la etapa de fermentacion por las condiciones operativas como Casey et al. (1984) menciona
“Que las fermentaciones son lentas debido a los altos niveles de etanol, a la presion osmotica
elevada y/ o a la pérdida de viabilidad de las levaduras”.
Es por ello por lo que en el presento trabajo de investigacion tiene como objetivo mejorar el
proceso de fermentacion con las modificaciones operaciones (aireacion previamente
inoculacion levadura y la presion hidrostatica mediante la altura del mosto en la fermentacion)
para evitar el estrés de levadura y con ello una mejor obtencion de ésteres en especial el acetato

de isoamilo y acetato de etilo.



1.1.  Informacion del lugar donde se desarrollo la actividad

El presente trabajo se desarrolla en la empresa Heineken Pertt SAC (en adelante: Planta
Huachipa), la cual produce principalmente bebidas alcohoélicas (cervezas). Ubicada en el distrito
de Lurigancho-Chosica en el Km. 9,5 de la carretera central (rumbo a Huachipa), a las afueras
del area metropolitana de la ciudad, a la altura del paradero Scania, tal como se muestra en la
Figura 1.

Figura N° 1: Mapa de ubicacion de la Refineria Cajamarquilla

SNTe T ®

Lurigancho-Chosica

risto
s,Ul. SAN ANTONIO

Nota. La figura muestra una referencia de la ubicacion de la Refineria Cajamarquilla. Fuente: Google Maps.

1.2.  Periodo del lapso de la actividad
De acuerdo con el plan de Trabajo de Suficiencia Profesional (TSP) aprobado por la Facultad
de Quimica e Ingenieria Quimica, el desarrollo del presente trabajo de investigacion se realizo
entre los meses de septiembre hasta primera semana de diciembre del 2024. Se tiene en la Tabla
1, con el cronograma de actividades en la cual detalla los pasos para el avance de este trabajo de

investigacion.



Tabla N° 1: Diagrama tipo Gantt de las actividades realizadas para el proyecto

ACTIVIDADES Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
/SEMANAS

Eleccion de tema

Identificacion y
formulacién del problema

Revision
bibliografica

Redaccion del Plan
de TSP

Marco Tedrico

Desarrollo de la
metodologia de TSP

Analisis y discusion
de resultados

Redaccion de
informe final

1.3. Finalidad de la entidad

La referida empresa Heineken tiene como vision la elaboracion de cervezas con mas alta
calidad para poder destacar en el mercado peruano por su sabor, innovacion y prestigio y lograr
la posicion como una marca lider en el sector de bebidas.

1.4. Organizacion de la actividad (Profesional a cargo)

Para el desarrollo del presente trabajo de suficiencia profesional se cuenta con la
contribucion del supervisor de produccidn, quien esta muy interesado en la mejora de proceso
de fermentacién para una mayor obtencion de ésteres.

El profesional a cargo egreso de la carrera de Ingenieria Quimica en el afio 2009, de la
Universidad Nacional del Callao (UNAC). Actualmente cuenta con mas de 8 afios de

experiencia en la industria cervecera.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL
ESTUDIO

En este capitulo se menciona la problematica referida al tema de investigacion desde el
ambito internacional y nacional, hasta la identificacién del problema especifico de la planta
Huachipa; asi mismo menciona la justificacion y limitaciones de este proyecto de
investigacion.

2.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

2.1.1. Ambito internacional

Mordor Intelligence realizd6 un informe del tamafio, tendencias y prondsticos de
crecimiento de la industria cervecera para los afios (2024-2029) en la cual describe que el
mercado cervecero esta segmentado por tipo de producto (cervezas ale, lager), por categoria
(cervezas premium o estandar).

La participacion de la cerveza en el mercado ha ganado notoriedad entre los millennials
y la Generacion Z debido a sus diversas recetas y ofertas de sabores. También es importancia
mencionar a las cervezas artesanales han aumentado sus ventas debido a sus atractivos
formulaciones de combinacion de sabores afrutados y 4cidos en las cervezas en cual conllevo
a las empresas grandes a tener la innovacion dentro de su formulacion la combinacion de
sabores afrutados.

Mordor Intelligence describe que el crecimiento para el afio 2029 serd aproximadamente
USD 914.21M, teniendo el mercado con mayor consumo Asia del Pacifico y el mercado mas
grande siendo América del Norte. Entre las principales empresas se tiene a ABInBev y
Heineken en el mercado a nivel mundial con respecto a la industria cerveza. La problematica
radica en la competitividad ya que son las dos empresas con mayores fuerzas en el mercado

lo que le diferencia a cada una de ellas es su sabor y calidad propio de sus productos.
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Figura N° 2: Mercado cervecero nivel mundial-2022

Beer Market Periodo de Estudio 2019-2029
Market Size in USD Million Volumen del mercado (2024) USD 724.55 millones de ddlares
CAGR 4.76%
Volumen del mercado (2029) USD 914.21 millones de ddlares
UsDoLLRM CAGR(2024 - 2029) 476%
USD T2ESM Mercado de Crecimiento Mas Asia Pacifico

Rapido
Mercado Mas Grande América del norte

Principales actores -
BOSTON BEER vo. (ﬂ.]'
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Source : Mordor Intelligence i

*Mota aclaratona: los principales jugadores no se ordenaron de un modo en espeacial

Nota: La figura muestra el crecimiento de la industria cervecera con proyecciones al 2029.

Fuente: Mordor Intelligence

Pero tener consideracion también al consumidor ya que depende del su gusto, en cual hay
consumidores con una inclinacion a las bebidas alcohdlicas con un porcentaje menor de
alcohol, generando una mayor visibilidad del mercado de la cerveza. Lo cual promovid que
industria cervecera tenga la inclusiéon de ingredientes funcionales y naturales para la
preferencial del consumidor.

Ante la solicitud del mercado en 2017, se lanza Heineken 0.0% con la caracteristica de
un perfil con notas afrutadas propia de la marca. Heineken® 0.0 procesado con una doble
fermentacion para quitar el alcohol y con una mezcla de sabores naturales. Ello le hace una
cerveza sin alcohol para el consumidor en cual siendo hasta momento la Uinica cerveceria con
ese tipo de cerveza.

En septiembre de 2022 se lanz6 la Heineken Silver una cerveza de tipo lager en United
Breweries para extender su cartera en la categoria de cerveza premium en India. Con un sabor

suave, ligero y con el caracteristico aroma frutal de Heineken Original.
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La industria cervecera crece, y con ello el aumento de competitiva del mercado generando
que los actores puedan ofrecer productos innovadores. Las empresas cerveceras que destacan
en el mercado global son Anheuser-Busch InBev, Heineken, Boston Beer Company,
Constellation Brands y Carlsberg Group. Estas empresas han desarrollado adoptando técticas
comerciales como novedades en los productos, alianzas, campanas de marketing, fusiones
para ganar una participacion de mercado.

Segun Mordor Intelligence da tendencia de las empresas con influencia en el mercado
cervecero:

Figura N° 3: Ranking de las empresas cerveceras en el mundo (Statista)-2023

Anheuser-Busch InBev 59,38
Heineken Holding
Asahi Group Holdings
Kirin Holdings
Molson Coors Brewing

Carlsberg Group

Thai Beverage

Q 10 20 30 40 50 &0 70

Vantas en miles de millones de USD

Nota: La figura muestra las empresas cerveceras que mas han vendido en el mundo.

Fuente: Revista Alemana Statista.

Siendo gran competencia del InBev por ello Heineken opto con la innovacion de sus
productos como Heineken 0.0 y Heineken Silver sabores afrutados unicos y caracteristicos

de la marca.
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2.1.2. Ambito nacional

Heineken Pertt SAC tiene recién en el mercado peruano aproximadamente 4 afios, inicio
sus operaciones en el afio 2020 con la marca Tres Cruces Lager, la conocida botella y lata de
color negro. Luego de un afio con el lanzamiento Tres Cruces Light y Amstel, cuyo lema
‘100% malta’.

En 2023, HEINEKEN Peru amplio su catdlogo de productos con el lanzamiento de PUM
PUM, con un porcentaje mayor de alcohol 6%, siendo la bebida mas intensa de la familia Tres
Cruces con el de color rojo caracteristico.

El proyecto Heineken arranco el afio 2023, con inicios de las pruebas piloto de produccion
de Heineken en el mes de julio del 2023 con las presentaciones de 600 ml, 473 ml y las mas
conocidas botellas 330 ml.

Pero Heineken tiene en el mercado peruano una gran competencia a Backus pertenece a
AB InBev. Segun el diario el comercio Backus posee aproximadamente el 98,6% de ‘market
share’ en el pais. En el Pertt que mueve aproximadamente US$5.078 mlls a nivel nacional.

Desde que Heineken ingreso al mercado ha tenido un crecimiento, pero Backus se lleva
el gran porcentaje ya tiene en el Pert una gran representativa del mercado por sus diferentes
presentaciones de marcas.

Merco en el primer trimestre del 2024 lanzo el ranking de empresas con mas
reconocimiento en el sector bebidas fue el seguimiento:

Figura N° 4: Ranking de las empresas en sector de bebidas (Merco)-2024.



Posicion Empresa

(1) BACKUS AB InBev
(2) AJE

ARCA CONTINENTAL LINDLEY

(4 ':;u COCA-COLA
ISM-INDUSTRIAS SAN MIGUEL

CBC

HEINEKEN

DIAGEO

Nota: La figura muestra las empresas con mas influencia en el sector de bebidas.

Fuente: Merco- 2024

Para poder competir y buscar crecimiento de Heineken se debe tener los productos de
buena calidad. Por ello el proceso de Heineken le caracteriza por la mezcla entre el agua y la
malta triturada generando mediante calentamiento el mosto, un liquido dulce. Luego
agregando el lupulo dandole el sabor de amargor. Posterior a ello agregar la levadura-A tnico
de Heineken, para iniciar la fermentacion.

La problematica en si saber bien conocimiento del proceso y darle las condiciones
adecuadas a la levadura. Para el caso de Heineken lo que le caracteriza es tener un perfil
afrutado.

Segun Quintero (2011) menciona que en la industria cervecera el gran problema en la
sintesis de esteres se debe a la falta de conocimientos y control de los procesos unitarios para
dar las condiciones adecuadas a la levadura.

Ello se debe principalmente al cuidado de la levadura en la etapa de fermentacion, es
crucial evitar el estrés de la levadura, Y en las plantas cerveceras a nivel industrial la mayoria
de los tanques de fermentacion tienen la estructura cilindrica conica en cual el factor mas
importante es altura de llenadora del mosto y la concentracion del CO, porque puede generar

la sobrepresion hidrostatica y generar el estrés de la levadura. En la sintesis de ésteres de



acetato etilo y acetato de isoamilo no solo interfieren las distintas enzimas y sustratos, también
depende del control de los procesos unitarios que se encuentran regulados por diversos
pardmetros operacionales.

2.2.  Caracterizacion del problema en la empresa bajo analisis.

Para la realizacion del presente Trabajo de Suficiencia Profesional (TSP) se tom6 como
unidad de analisis la etapa de fermentacion en la empresa Heineken Perti S.A.C, el cual se
puede visualizar en la Figura 5, de manera tal que el objeto de estudio permita el andlisis de
la caracterizacion de la problematica.

Figura N° 5: Diagrama de flujo del proceso de la elaboracion de la cerveza (situacion normal).
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Nota: La figura muestra que el proceso de elaboracion de la cerveza

Fuente: Agromonegros semillas

La realidad problematica para el siguiente trabajo de investigacion es el nivel bajo de
sintesis de esteres (acetato de isoamilo y acetato etilo) y el estrés de levadura en la etapa de
fermentacion en la planta Huachipa de Heineken.

Ello se debe a que, en la etapa de fermentacion, los tanques fermentadores tienen la

geometria cilindrica vertical conico; segun el estandar global Heineken, deben ser cilindricas



horizontal conico para evitar la sobrepresion hidrostatica en la levadura, es decir, evitar el
estrés de la levadura. Otro factor importante es que no si tiene un sistema de aireacion
adecuado en la sala de propagacion, ello no ayuda en la activacion adecuada de la levadura,
ya que el abastecimiento de oxigeno contribuye en la formacién de los lipidos y grasos
necesarios para la formacion celular de la levadura, es decir, la activacion de la levadura.

La consecuencia de lo mencionado es que no se dan las condiciones adecuadas a la
levadura para que pueda sintetizar los esteres en especifico acetato de etilo e isoamilo y poder
estar dentro de la especificacion. Segun el estandar Heineken, la concentracion de acetato de
isoamilo deberia estar entre 3,25 mg/l — 4,25 mg/l y para el caso de acetato de etilo es de 20
mg/l - 25 mg/l. Al no tener dentro de la especificacion el producto en funcidon a los estandares
mencionados, el producto no tendra el perfil caracteristico de la marca.

Por ello, en este trabajo de investigacion, se llevaran a cabo cambios en las condiciones
operacionales del fermentador cilindrico vertical conico de la planta y una aireacion
previamente a la inoculacion de la levadura para su activacion.

2.3.  FINALIDAD DE LA ACTIVIDAD

En una empresa del rubro cervecero ubicada en Lima — Pert del rubro masivo, produce
cervezas con una alta calidad e inocuidad para el consumidor lo que le diferencia es tiene una
receta Unica y su cuidado en el proceso de elaboracion han sido clave en su éxito y en la
preferencia de los consumidores. La cerveza Heineken se caracteriza por su equilibrio perfecto
entre amargor y la dulzura, esta empresa esta sujeta a los estdndares globales para cumplir con
las especificaciones del producto es por este motivo que este trabajo de investigacion llevara
a cabo modificaciones operaciones en la etapa de fermentacién para evitar el estrés de la

levadura y poder mejorar en la sintesis de esteres.



2.3.1. Objetivo general
Optimizar la produccion de acetato de isoamilo mediante la modificacion de la altura de
llenado en el tanque de fermentacion.

Objetivos especificos

v Cuantificar el rendimiento de acetato de isoamilo en funcion de diferentes alturas de
llenado.

v Optimizar la produccion de ésteres mediante el aumento del tiempo de interfase entre los
cocimientos en el llenado del tanque de fermentacion, promoviendo condiciones

anaerobicas para el metabolismo de la levadura.

2.4. JUSTIFICACION

Desde el punto de visto teorico, se estd llevando a cabo esta investigacion para mejorar el
proceso de fermentacion en la sintesis de ésteres mediante la variacion de los factores
operacionales como una aireacion previamente de la levadura para su activacion y la
determinacion de la geometria del tanque de fermentacion de un conico vertical a uno
horizontal para enfrentar el estrés de la levadura en la cual conlleva cambios fisiologicos, ya
que la relacion de estas dos variables (tiempo de llenado de la fermentacion y geometria del
tanque fermentador) no se tienen tan estudiada en la etapa de fermentacion a nivel del proceso
Cervecero.

Desde el punto de vista practico, se estd solucionado el problema que se tiene en planta
Heineken de niveles bajos de concentracion de esteres (acetato de isoamilo) en el producto en
el cual estan fuera de especificacion, ya que estos compuestos contribuyen en la calidad
sensorial del producto dandole el aroma frutal a la cerveza. Esta solucion se llevara a cabo
mediante el cuidado adecuado de la levadura y las modificaciones operacionales en el proceso

de fermentacion.



Desde el punto de vista econdomico, realizar un cambio de los tanques fermentadores
verticales por tanques horizontales de la planta Heineken, Huachipa, es de mucha inversion y
mucha mas para una empresa que estd en crecimiento y nueva el mercado peruano, pero
considerar que Heineken Perti debe cumplir con los estdndares globales de Heineken para
estar dentro de la especificacion. Es por ello que este trabajo de investigacion realizara
modificaciones operacionales con las condiciones que se tienen en los fermentadores de la
planta Huachipa para obtener las concentraciones adecuadas de esteres en el producto; ello
contribuird a no realizar una inversion grande dentro de la empresa y poder invertir en otras
necesidades urgentes.

2.5. LIMITACIONES

Las limitaciones para el siguiente trabajo son la falta de informacion detallada sobre las
rutas metabdlicas involucradas, que puede limitar las estrategias de optimizacion, y otra
limitacion es el tiempo de las corridas, porque, a diferencia de la parte experimental a escala
de laboratorio, en este trabajo de investigacion los experimentos son a escala industrial

deben pasar por una aprobacion y ello extiende el tiempo.

III. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

3.1. ANTECENDENTES

3.1.1. Antecedentes nacionales

( Nafiez Mouchard, 2020). “El proceso de produccion de cerveza artesanal y su
mejoramiento mediante técnicas de recirculacion de levaduras en la etapa de fermentacion”.
En este estudio se analiz6 la sistematizacion de los principales conceptos de bioprocesos
aplicables y factores que afectan en la etapa de fermentacion mediante un planteamiento de
un sistema de recirculacion de la cosecha de la levadura para industria cervecera artesanal.

Este trabajo tiene un enfoque descriptivo, de tipo no experimental, utilizando la técnica de



recoleccion de datos de fuente biograficas. En lo cual describe que la etapa de fermentacion
depende directamente de los microorganismos (levaduras). Ya que es un microorganismo y
se debe tener los cuidados necesarios para evitar el estrés que pueden afectar en su
metabolismo propio. Por ello que los controles como temperatura deben ser controlado
rigurosamente. El estrés en la levadura produce muerte celular, no solo ello también afecta al
metabolismo como la velocidad de crecimiento.

(Mejia Llontop & Tirado Rodriguez, 2022) Reutilizacion de inoculo de tres
fermentaciones seriadas de cerveza tipo ale sobre parametros fermentativos, componentes
volatiles e indicadores de control de calidad en el producto final. En esta investigacion se
estudio los resultados en la reutilizacion de la levadura en la etapa de fermentacion de la
cerveza tipo Ale, la metodologia utilizada fue de un disefio experimental de sucesion o en
linea de tipo transversal. Llevo a cabo la vialidad de celular de la levadura y un analisis
cualitativo (panel sensorial en la cual realizo descripcion en los tres casos. En la cual concluyo
la relacion inversamente proporcional con respecto a los parametros fermentativos en funcion
a los nimeros de reutilizaciones de la levadura, a mayores reutilizaciones se observd un
descenso de la velocidad especifica de crecimiento (0,085 h~1; 0,077 A1y 0,0607 h™1), un
mayor tiempo de fermentacion (54, 68 y 76 horas para la primera, segunda y tercera
fermentacion respectivamente) y incremento del tiempo de duplicacion (8,07s; 8,92s y
11,42s). Las ultimas corridas de cada fermentacion seriadas no evidenciaron una formacion
de componentes aromaticos como los esteres, predominando la presencia de etanol. Con
respecto al panel sensorial calificé al producto final de la primera fermentacion con los
puntajes mas altos en la escala heddnica de 9 puntos.

(Rafael, 2019) En su investigacion “Diserio de un proceso de fermentacion alcohdlica”
realiz6 un disefio de la obtencion de alcohol a partir de frutas de descarte mediante evaluacion

de los parametros operacionales en la etapa de fermentacion. El tipo de investigacion basica,



de nivel explicativo, con un enfoque cuantitativo y cualitativo. Dentro del tiempo de

inoculacion, el proceso de fermentacion, asi como el proceso grado Brix, pH.

3.1.2. Antecedentes internacionales

(Quintero Vasquez, 2011)“Analisis de la expresion genética en la sintesis de acetato de
etilo y acetato de isoamilo en Saccharomyces cerevisiae, en distintas condiciones de
fermentacion en el proceso cervecero”. En este trabajo cuantifico la expresion de genes
implicados en la sintesis de acetato de etilo y acetato de isoamilo en diferentes condiciones
del proceso de fermentacién en levaduras cerveceras tipo lager (790 y 820). En la cual
modifico diferentes condiciones operacionales de la etapa de fermentacion para evaluar el
efecto que tiene sobre la sintesis de los compuestos volatiles como alcoholes y esteres. En esta
investigacion se someti6 a la levadura a las siguientes condiciones operacionales: a)
temperatura de fermentacion (12,5°C — 17,5°C); b) composicion de mosto (35% - 50% malta);
¢) oxigenacion (25 ppm - 35 ppm); y d) temperatura de arranque (8,5°C — 12,5°C). En la cual
concluyo que se tiene mejores resultados de sintesis de esteres cuando se inicia altas
temperaturas y posteriormente se disminuye en la etapa de fermentacion para ambas cepas
estudiadas. Con respecto a la oxigenacion, para ambas cepas se tuvo resultados mayores de
esteres cuando al mosto se oxigenaba a 25ppm, los genes que codifican las enzimas
acetiltransferasa en conclusion en general los resultados argumentan que la sintesis de ésteres
depende, especialmente de la constitucion genética de cada cepa y de su interaccion con las
distintas condiciones de fermentacion.
Celio (2011) realiz6 una investigacion sobre la produccion de Heineken en tanques verticales,
incorporando modificadores operacionales para determinar las variables Optimas en el
desarrollo de la levadura. Las modificaciones incluyeron la altura de llenado del mosto en los

tanques de fermentacion, con cuatro niveles probados (4, 7, 9 metros), las temperaturas de



fermentacion (9°C; 9,5°C; 10°C y 10,5°C), y los tiempos de interfase entre lotes (6, 9y 11
horas). El objetivo fue identificar las condiciones operativas adecuadas para la sintesis de
ésteres dentro de las especificaciones deseadas. Los resultados indicaron que, para la
produccion de Heineken en tanques verticales, la altura de llenado del mosto debe ser inferior
a siete metros y el tiempo de interfase entre lotes debe ser mayor a nueve horas, lo que permite

un desarrollo adecuado de la levadura.

3.2.  MARCO TEORICO
Para el presente trabajo se considero los siguientes conceptos generales relacionados al

tema de investigacion.

3.2.1. La cerveza.

La cerveza es una bebida alcohodlica caracterizada por su sabor amargo, que se elabora de
la malta o otros adjuntos como cereales, en la cual el azucar de la materia prima es fermentado
con la levadura (Las mas usadas en la industria cervecera la Saccharomyces cerevisiae o S.
carlsbergensis), el sabor amargo de a cerveza es propio del lapulo que se le agrega (Zambrano
Solérzano & Borbor Suarez, 2014).

En la industria cervecera existen muchas variedades de cerveza, en especial las
artesanales los cual se diferencia en el sabor, aroma y color. En si para la elaboracion en
general se maneja los mismos ingredientes como la malta, levadura, lapulo y el agua. Pero lo
que lo diferencia son las variaciones de la materia prima en especial el reemplazo de la malta
por otros ingredientes pueda dar los azucares, también el tipo de fermentacion (De Clerk,
1957).

En la elaboracion de la cerveza la etapa crucial es la etapa de fermentacion en la cual
ocurre las principales reacciones quimicas, en la cual los azucares del mosto es transformado

en alcohol con la participacion de levaduras. Hay una gran variedad de levaduras que puedan



usarse en la elaboracion de le cerveza. La categoria internacional de la cerveza es: cervezas
Lager de fermentacion bajas y las cervezas Ale de fermentacion altas (Kunze, 2006).

En la elaboracién de la cerveza como componentes principales que se forman son etanol
y diéxido de carbono, pero también se generan otros componentes secundarios que tienen una
importancia en el perfil de la cerveza. Entre ellos, diacetilo, sulfuros y los ésteres que
constituyen el grupo de componentes que interfieren de forma significativa en la calidad
sensorial del producto.
Cerveza verde

Es referido a la cerveza que se encuentra en la etapa de fermentacion. En esta etapa, puede
presentar sabores y aromas no deseados, como diacetilo, acetaldehido o notas sulfuradas y
asperas. Durante la etapa de maduracion, estos sabores y aromas no deseados se
transformando la cerveza 'verde' en una cerveza madura.

3.2.2. Materias primas
Agua

Segun Kunze (2006), en la produccion de cerveza, el agua es la mayor porcion de materia
prima usada, un parte para directamente cerveza la otra parte va en la limpieza, desinfeccion
dey otros propositos.

El agua tiene un papel importante en la elaboracion de la cerveza, es por ello que la calidad

del agua influye en la calidad de cerveza (pag. 75).



Luapulo
Como mencionan Zambrano Solorzano y Borbor Sudrez (2014), esta planta le da a la
cerveza el sabor amargo y el aroma caracteristicos. Las flores del lupulo tienen forma de conos
o pifias y contienen lupulina, unas glandulas llenas de una resina amarillenta. Estas glandulas
estan compuestas por componentes llamados alfa 4cidos, que le dan a la cerveza su amargor
y contribuyen a la formacion de espuma. Ademas, la lupulina también contiene acidos beta,

que, al oxidarse, aportan amargor, aunque en menor medida que los alfa acidos (p. 9).

Cebada

Es un cereal que contiene el almidon fundamental para la elaboracion de la cerveza (Kunze,
2006, p. 37). Las cebadas utilizadas en la industria cervecera deben ser idoneas para ser
malteadas. Ademas, deben cumplir con ciertas caracteristicas primordiales, como propiedades
fisicas especificas. Los granos de cebada deben estar libres de contaminacién por
microorganismos, ser uniformes, gruesos, de color amarillo y tener una forma redondeada. La

cascarilla de la cebada debe ser fina y estar intacta, sin estar partida.

Levadura

(Zambrano Solorzano & Borbor Suarez, 2014), describe que la levadura es de vital
importancia en el proceso cervecero, ya que es el responsable de convertir los azlicares en
alcohol, no solo ello sino en reacciones secundarias de la etapa fermentacion para la obtencion
de productos secundarios que contribuyen en el sensorial de la cerveza, también tiene un
contribuye en la estabilidad de la cerveza.

Es por ello para tener el perfil deseado de la cerveza es importante dar les las condiciones

optimas a la levadura en el proceso de fermentacion.



Metabolismo de levadura: Reproduccion y crecimiento.

Zambrano Solérzano y Borbor Sudrez (2014) mencionan que la reproduccion usual de la
levadura es por gemacion, un proceso muy similar al de los hongos. Por esta razon, se
identifica a las levaduras como hongos por gemaciéon. Durante este proceso, el metabolismo
de la célula madre genera una pequefia protuberancia vesicular. Dentro de esta vesicula se
incorpora una porcion del citoplasma y el nticleo hijo, formado por division celular. Esto da

lugar a una nueva célula hija completamente desarrollada.

Factores que estresan a la levadura

Vital Lopez y Larralde Corona (2015) describe que a nivel industrial la produccion del
metabolismo y biomasa de la levadura generalmente esta sujeta ha circunstancias estresantes
del cultivo, las cuales afectan los siguientes factores

a) La concentracion de oxigeno disuelto, La levadura para su desarrollo requiere de
oxigeno para la sintesis de lipidos y 4cidos grasos no saturados, esenciales para la formacion
de su pared celular. Si no pasa por un proceso de aireacion adecuado, se ve afectada su
propagacion y el incremento en la cantidad de células.

b) Presion osmética, en los tanques fermentadores se tiene presion en funcién altura de
tanque del mosto generacion presion y con ello el aumento de la concentracion CO, generando
una presion parcial causando el estrés de levadura.

¢) Temperatura

d) Concentracion del etanol, el aumento de alcohol genera cambios en la concentracion
de 4cidos grasos de la pared celular en la membrana de fosfolipidos.

e) Oligoelementos (zinc).



3.2.3. Procesos de elaboracion de cerveza.

Para la elaboracion de cerveza se tiene cuatro etapas principales que se lleva a cabo la
mayoria de las reacciones y el perfil de la cerveza, las etapas son: cocimiento, maceracion,
fermentacion y maduracion, cada etapa tiene un control propio de condiciones operacionales,
que depende del tipo de cerveza que deseas elaborar.

Maceracion.

Este proceso consiste en mezclar agua a una temperatura especifica con el grano molido
de cebada (malta) para obtener el mosto. Segiin Kunze (2006, p. 278), 'el proceso consiste en
incrementar ciertas temperaturas hasta generar la sintesis de las enzimas deseadas y mantener
un reposo a esa temperatura’.

Las rampas de temperaturas y reposos indicados para la sintesis de las enzimas:

v 45a50°C  Reposo proteico y de B- glucano.

v 62 a65°C Reposo de produccion de maltosa / degradacion del almidon.

v 70a75°C  Reposo de sacarificacion.

v 75a78°C  Temperatura de finalizacion de la maceracion.

En la etapa de maduracion los factores que deben tomarse en cuenta son: La calidad de
malta, escala de temperaturas, agitacion adecuada para evitar la oxidacion teniendo en
consideracion estos parametros controlados para la generacion de los azucares.

Cocimiento

El mosto adquirido se cocina por 50 - 60 minutos. En esta etapa se agrega el lapulo
dependiendo del amargor que deseas conseguir en la cerveza. En proceso de coccidon del
mosto se da una serie de cambios en el proceso como:

v" La conversion de los componentes del lupulo.

v" La sintesis y precipitacion de los compuestos formados por proteinas y polifenoles.

v’ Esterilizacion del mosto



v" Reduccion del pH del mosto

v" Formacion de substancias reductoras

v" Evaporacion de substancias aromaticas indeseadas.

Fermentacion

En la fermentacion es una etapa principal ya en esta etapa ocurre unas series de reacciones
bioquimicas que son de importancia, En etapa la levadura juega un papel importancia en las
reacciones que ocurre en esta etapa. En la cual los azticares del mosto son fermentados por la
accion de las enzimas de la levadura en etanol y didéxido de carbono. Y también la formacion
de subproductos que influyen en el perfil de cerveza como olor, sabor. Los productos
secundarios formado estan relacionada con el metabolismo de la levadura, es por ello es
importante el conocimiento de cuidado de la levadura y su metabolismo.

La etapa de fermentacion se debe controla la temperatura, la presion, el descenso de los
azucares (grado plato) para controlar la velocidad de fermentacion que depende del tipo de
cerveza deseas elaborar. En esta etapa las levaduras floculan hacia la parte interna del
fermentador.

Los productos secundarios generadores en este etapa son:

v" Diacetilo

v" Alcoholes superiores

v’ Esteres

v" Aldehidos

v Compuestos de azufre
Etapas de la fermentacion:

Etapa aérobica:



La levadura tiene como primera ruta metabolica la etapa aerdbica en la cual utiliza el oxigeno
del mosto para reproducirse, produciendo calor y biomasa, esta etapa termina cuando todo el
oxigeno disuelto del mosto haya sido consumido por la levadura.

Figura N° 6: Reaccion quimica de etapa aerobica de la fermentacion.

kecal
CeHy20:, + 05 — 600, + 6H,0 + Biomasa + EHE

Glucosa Gas Carbonico +

Fuente: (Brewing & Malting Science Course, 2000)
La fase aerobica es la fase de crecimiento en la cual se lleva a cabo:

v" En esta etapa la levadura usa el oxigeno disuelto en el mosto para producir lipidos y
esteroles necesarios para su membrana celular.

v' Esta etapa es elemental para el desarrollo y la reproduccion celular de la levadura,
pero influyente sintesis de ésteres.

Etapa anaerobica:

En esta etapa se lleva a cabo la fermentacion alcohdlica, practicamente

el 1% de la fermentacion se realiza en la primera etapa (aerobica) y segunda etapa
(anaerobica) se realiza el 99% de la fermentacion.

Figura N° 7. Reaccion quimica de etapa anaerobica de la fermentacion

kcal
CeHyn 0, — 20,H.OH + 200, + E?m

Glucosa Etanol +

Fuente: (Brewing & Malting Science Course, 2000)
Esta es la segunda ruta metabdlica de la levadura en cual ocurre la fermentacion como
tal, en la cual de energia se desprende como calor, por ello necesario contar con un sistema

de enfriamiento para poder controlar la temperatura durante el proceso de fermentacion.



En esta etapa se tiene como ausencia el oxigeno en la cual la levadura inicia a fermentar
los azucares, se inicia la sintesis de etanol, didxido de carbono y compuestos secundarios
como los ésteres.

La sintesis de esteres es por la reaccion a través de un alcohol y un acido organico

catalizada por enzimas especificas (como el alcohol acetiltransferasa).

Factores que influyen en el proceso de fermentacion

a) Temperatura, a mayores temperaturas acelera la fermentacion a su vez generando
subproductos secundarios, los rangos de temperatura para fermentacion:

8-10°C - Disminuye la velocidad de fermentacion y necesita mas tiempo de fermentacion.
> 7 °C - La fermentacion es muy lenta.

b) Presion, el efecto de la presion en la fermentacion esta relacionado con el crecimiento
y desarrollo de la levadura. De forma inversamente proporcional.

C) Oxigeno

d) Cantidad y calidad de la levadura

La cantidad de levadura deber ser calculado adecuadamente porque tener una gran cantidad
de levadura también genera una merma metabolica. Es por ello por lo que es necesario tener

una levadura muy viable y menor contenido de células muertas.

3.2.4. Compuestos volatiles:

Los componentes volatiles son de importancia ya que estan directamente relacionados
con el perfil de la cerveza, hay una gran variedad de compuestos volatiles entre ellos se tiene
a los mas principales como los alcoholes superiores, acetato de isoamilo y acetato de etilo.
Estos compuestos dan a la cerveza el aroma y sabor caracteristico. Segun la sintesis de estos
compuestos volatiles se agrupan dos etapas tipos de cervezas en el proceso de fermentacion

(Zambrano Solérzano & Borbor Suérez, 2014):



a) Compuestos de la cerveza verde: En esta etapa se genera el diacetilo, los compuestos
aldehidos y los compuestos azufrados. La caracteristica de estos compuestos es que dan aun
sabor y aroma indeseable, pero a lo largo de la etapa de fermentacion estos compuestos son
removidos hasta concentraciones menores que no son tan perceptibles

b) Compuestos de la cerveza madurada: En esta etapa se genera los alcoholes superiores
y los esteres. En particularidad estos compuestos dan a la cerveza un agradable sabor y aroma.
A diferencias de los compuestos generados en la cerveza verde, estos no pueden ser removidos
(Zambrano Solérzano & Borbor Suérez, 2014, pag.25).
Esteres

Estos compuestos son los mas importantes de la cerveza ya que ellos influyen en el perfil
de la cerveza dando diferentes aromas dependiendo del tipo de esteres que contiene la cerveza,
pudiendo ser floral o frutal. El grado de concentracién debe ser delimitado ya que al tener
grandes concentraciones dan a la cerveza un sabor desagradable y amargor.

La sintesis de ésteres ocurre en la etapa de fermentacion durante la fase anaerdbica, es
decir cuando la levadura no tiene oxigeno suficiente, comienza con la metabolizacion de los
azlcares presentes en el mosto. El proceso de formacion de los esteres es llamado como
esterificacion de acidos grasos y, en menor grado, también por esterificacion de alcoholes
superiores.

La etapa donde se genera los esteres es en la etapa de fermentacion, otro factor importante
en la generacion de ésteres es el abastecimiento de oxigeno a la levadura, influyendo en el
proceso de respiracion de la levadura con es decir reproducida mediante la sintesis de grasas,
también en la fermentacion (Kunze, 2006, Pag. 431).

Existe una variedad aproximada de setenta ésteres, pero dentro de ellos se tiene dos de
gran importancia para el perfil de la cerveza:

v" Acetado de etilico



v" Aceto de isoamilo
Los factores que afectan a los esteres:

Tabla N° 2: Tabla de los factores positivo y negativos que afectan en la sintesis de esteres.

Afecta positivamente Afecta Negativamente
Concentracion del mosto original por Presion: Altura de tanque creciente
encima de 13% (Presion hidrostatica + C0,)
Intensificacion de la aireacion del Evitacion de la aireacion del mosto.
mosto.
Mayor temperatura de fermentacion Menores temperaturas de
fermentacion.
Aumento en la atenuacion limite Baja atenuacion limite
Cepa de levadura

Nota: Fuente propia
Seglin la especificacion Heineken con respecto al acetato de isoamilo en producto

terminado:

mg . . mg
3 T < acetato de isoamilo < 4,ZST

3.2.5. Métodos para la determinacion componentes volatiles
Cromatografia gaseosa.

Como describe (Olvera Sumano, 2013), es una técnica analitica fundamentalmente
utilizada para separar, cuantificar e identificar una mezcla de componentes volatiles. En el
cual consiste que los analitos que se buscan separar deben estar distribuidos en dos fases, una
de ellas en la fase estacionaria y la otra en la fase movil. En la cual consiste que la muestra

debe ser inyectada al cromatdgrafo, el proceso en si es que primero debe pasar a ser



vaporizada, y luego pasa por la fase estacionaria (columna), en la cual con la ayuda de la fase
moévil (gas inerte) ayuda al flujo en la columna, la cual luego en funcion a su punto de
ebullicion se separa y pasara por el detector para su identificacion y cuantificacion mediante
un cromatograma.

En la industria cervecera es importante este método ya que se utiliza para la determinacion
y cuantificacion de los alcoholes superiores, aldehidos y otros que contribuyen al perfil
sensorial de la cerveza (compuestos volatiles).

En la figura 8 se evidencia un diagrama de los componentes basicos de un cromatografo
gases.

Figura N° 8: Flujo general de un sistema de cromatografia de gases.
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Fuente: Olvera Sumano, 2013
Los fundamentos basicos de la GC:
1. Fase movil (gas portador o acarreador):
Un gas inerte, es decir un gas que no interactue con los analitos de la muestra, la cual
segun revisiones biograficas puede ser nitrégeno, helio o hidrogeno para ayudar al traslado de

la muestra desde el inyector hasta la columna cromatografica.



2. Fase estacionaria:

Compuesta por un componente liquido o s6lido que reviste la parte interna de la columna
(usualmente capilar), que interactua distintivamente con los analitos de la muestra,
separandolos en funcion de sus propiedades fisicoquimicas (polaridad, volatilidad).

3. Inyeccion de la muestra:

La muestra es evaporizada en el inyector antes de ser insertado en la columna. Y es
inyectada por una micro jeringa que usualmente es de 10 uL, las cuales deben ser herméticas.

4. Fase estacionaria:

Compuesta por un componente liquido o s6lido que reviste la parte interna de la columna
la columna (usualmente capilar), que interactiia distintivamente con los analitos de la muestra,
separandolos en funcidn de sus propiedades fisicoquimicas (polaridad, volatilidad).

5. Deteccion:

Un detector, los mas usados seglin (Olvera Sumano, 2013) entre los principales:

v" Detector de ionizacion de llama (FID)

v" Detector de espectrometro de masas (GC-MS).

v" Detector de conductividad térmica (TCD).

v" Detector de Captura de electrones (ECD).

El detector mas utilizado es el FID (Detector de Ionizacion de Llama). Los analitos
transportados por el efluente de la columna se queman en una pequefia llama de oxihidrégeno,
generando algunos iones. Estos iones son recolectados, formando una pequefia corriente
eléctrica que se convierte en la sefial.

Como menciona (Olvera Sumano, 2013) para la identificacion de cada analito registrado
como un pico en el cromatograma, se lleva a cabo mediante la inyeccion del estdndar interno

bajo las mismas condiciones que la muestra en la cual mide el tiempo de retencidon en esas



condiciones de cada analito. Ello se realizara para establecer la curva de calibracion del equipo

GC.

Aplicaciones de la GC en la industria cervecera:

v' Analisis de compuestos aromaticos:

Identificacion y cuantificacion de los compuestos volatiles (ésteres, alcoholes superiores,
aldehidos, cetonas y compuestos sulfurados).

v" Control de calidad:

Evaluacion sensorial para evaluar la consistencia del perfil de aroma y sabor.

v Optimizacién del proceso de fermentacion:

Monitoreo de compuestos como el diacetilo o acetaldehido para determinar cuando la
fermentacion y maduracion han finalizado.

v" Deteccion de contaminantes:

Identificacion de compuestos no deseados o contaminantes que puedan afectar la calidad
de la cerveza.
Ventajas de la GC:

v' Alta sensibilidad y precision.

v' Capacidad para analizar mezclas complejas.

v" Resultados rapidos para compuestos volatiles.

IV. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS
41. METODOLOGIA

4.1.1. Enfoque de la investigacion.
En esta investigacion se utiliz6 un enfoque cuantitativo, ya que permite la medicion de las

variables.



4.1.2. Alcance de la investigacion

Segun Carlos Ramos (2020), el alcance de la investigacion es explicativo y descriptivo, ya
que busca tanto una explicaciéon como una determinacioén de los fendmenos presentes en el
contexto cuantitativo. Esto es relevante en estudios de tipo predictivo, donde es posible
establecer una relacion causal entre las variables dependientes e independientes, como en los
estudios de modelos explicativos basados en ecuaciones. Estos modelos proponen una teoria
que facilita la bisqueda de una explicacion del fendmeno estudiado, que debe ser presentada
para su comprension. Ademads, es obligatorio plantear hipotesis de investigacion que buscan

determinar los elementos de causa y efecto de los fendmenos investigados.

4.1.3. Método de investigacion.

El presente trabajo tiene un enfoque de investigacion experimental.

4.1.4. Poblacion y muestra.
Poblacion: Tanque de fermentacion / Tres tanques por semana.
Muestra: Frascos de un 1 L de cerveza verde (cerveza verde es aquella que no ha finalizado

el proceso de fermentacion).

4.2. DISENO EXPERIMENTAL U OBSERVACIONAL.
Se realizaron las pruebas experimentales para determinar en cuanto aumenta la sintesis de
ésteres (acetato de isoamilo) mediante las modificaciones operacionales (altura de llenado del
mosto en el tanque de fermentacion y el tiempo entre cocimientos en el llenado de
fermentacion) utilizando el método de cromatografia gaseosa.
Definicion conceptual de variables:
Las variables fueron definidas como: Y={(X)
Variable dependiente:

Y= Concentracion de acetato de isoamilo.



Variables independientes:
X1= Altura de llenado de mosto en fermentacion.

X>= Tiempo de interfase entre cocimientos.

4.2.1. Desarrollo experimental en fermentacion.
Se llevaron a cabo 3 pruebas, modificando tres niveles de altura (5 — 7,5 - 10 metros) de
llenado del tanque de fermentacion con seis repeticiones, con un total de dieciocho corridas.
Previamente, se corrieron dos tiempos de interfase de llenado entre cocimientos para evaluar
el tiempo adecuado para darle la fase anaerébica a la levadura; los tiempos fueron de (4,5 - 9
horas) con dos repeticiones.
1. Corrida de tiempos de interfase entre cocimientos.
La ambas corrida fueron con un tanque de fermentacioén de dos cocimientos.
Primer caso: Tiempo de 4,5 horas:
El primer cocimiento (mosto) pasoé primero por una etapa de enfriamiento a 9 °C, luego fue
aireado para obtener un oxigeno disuelto de 12-14 ppm para darle el oxigeno al mosto. Luego
entrd a la linea de la levadura, en la cual se inocul¢ la levadura previamente homogeneizada,
y entro al tanque de fermentacion. El llenado demor6 aproximadamente dos horas; luego de
ello, se contabilizd las 4,5 horas para el ingreso del segundo mosto. En esta etapa se midio el
oxigeno disuelto cada dos horas para ver el comportamiento de la levadura en funcion al
oxigeno. Ello ayuda a darle un tiempo a la levadura para que entre a la fase aerobica,
consumiendo todo oxigeno del mosto hasta terminar y luego poder entrar a la fase anaerdbica,
ya que es la etapa principal para la generacion de acetato de isoamilo.

La figura N° 9 lo describe de forma general:



Figura N° 9: Descripcion del llenado del mosto con 4,5 horas de interfase entre

cocimientos en el llenado de tanque de fermentacion.

Primer 1 hora de
mosto = enfriamiento (9°C)
/ Aeracidon ) {

Fuente: Propia.

4,5 horas
Segundo

mosto

Segundo caso: Tiempo 9 horas:
El primer cocimiento (mosto) pasoé primero por una etapa de enfriamiento a 9 °C, luego fue
aireado para obtener un oxigeno disuelto de 12-14 ppm para darle el oxigeno al mosto. Luego
entro a la linea de la levadura, en la cual se inocul¢ la levadura previamente homogeneizada,
y entr6 al tanque de fermentacion. El llenado demord aproximadamente dos horas; luego de
ello, se contabiliz6 las 9 horas para el ingreso del segundo mosto. En esta etapa se midio el
oxigeno disuelto cada dos horas para ver el comportamiento de la levadura en funciéon del
oxigeno. Ello ayuda a darle un tiempo a la levadura para que entre a la fase aerdbica,
consumiendo todo oxigeno del mosto hasta terminar y luego poder entrar a la fase anaerobica,
ya que es la etapa principal para la generacion de acetato de isoamilo.
La figura N°10 lo describe de forma general:

Figura N° 10: Descripcion del llenado del mosto con 9 horas de interfase entre

cocimientos en el llenado en el tanque de fermentacion.

Primer 1 hora de ? horas Segundo
mosto enfriamiento (9°C) mosto
/ Aeracion

Fuente: Propia.

Luego de ello se analiz6 la muestra; en cada uno de los dos casos y se eligio el segundo caso
por generar una mayor generacion de ésteres. Las corridas de altura de llenado se corrieron

con el tiempo de 9 horas.



2. Corrida de las alturas de llenado del mosto en los tanques de fermentacion.

Prueba N° 1:

La primera prueba realizada fue de cuatro cocimientos de mostos con un volumen aproximado
de 400 hL por cocimiento.

La corrida se realizd con un tiempo de interfase entre cocimientos de 9 horas, lo que permite
que la levadura entre en una fase anaerobica y active la ruta de generacion de ésteres. Antes
de ingresar al tanque de fermentacion, el primer mosto fue aireado para obtener un oxigeno
disuelto de 12-14 ppm, lo que favorece la reproduccion de la levadura, y se mantuvo un control
de temperatura en la fermentacion de 9°C. Para el ingreso del segundo mosto, se esperaron 9
horas para permitir que la levadura pasara a la fase anaerdbica. Lo mismo se aplico para el
tercero y cuarto mosto. En cada ingreso de mosto a la fermentacion, se liber6 la valvula de
purga de presion para mantener la presion del sistema a 0 bar y evitar el estrés de la levadura.
Consideraciones del disefio del tanque de fermentacion

Figura N° 11. Diserio de los tanques de fermentacion:

Diametro =4.5m
24m Alturadelcono  =3.9m
Altura cilindro =20 metros
21m
Volumen del cono =20.67 m3 =206.7 hl
igz Volumencilindro =318.08m3 ~ =3108.8hl
Volumen total =3315.2 hl

Relacién = 159.04 hl / m

12m 71=206.7 hl
10m 72=1272.32hl
73=1272.32hl
74=159.04
Volumen Cocimiento = 400 hl
4m
71=206.7 hl =0.51 Cocimientos
0 72=1479.02hl  =3.69 Cocimientos
m

73=2751.34hl  =6.87 Cocimientos
Z4=2910.38 hl =7.27 Cocimientos

Fuente: Procedimiento interno de planta.

1 cocimiento = 400 hL



159,04 hL

Relaciéon =
m
Altura en el tanque:
4 ont _(4x400hL)_100
comientos = 15904 0 m

La altura de llenado para cuatro cocimientos es de 10 metros.
Prueba N° 2:
La segunda prueba realizada fue de tres cocimientos de mostos con un volumen
aproximadamente de 400 hL por cocimiento.
Consideraciones del disefio del tanque de fermentacion:

1 cocimiento = 400 hL

) 159,04 hL
Relacion = ——
m
Altura en el tanque:
3 ont _ (3x400hL)
comientos = 150047

Para tres cocimientos son equivalente a 7,5 m de llenado.
La corrida fue con un tiempo de interfase entre cocimientos de 9 horas, genera que la
levadura esté en una fase anaerobica y pueda entrar a la otra ruta que es la generacion de
ésteres. Pero el primer mosto antes de ingresar al tanque de fermentacion fue aireado para
obtener un oxigeno disuelto de 12 -14 ppm para la reproducibilidad de la levadura y con un
control de temperatura de control en fermentacion fue de 9°C. Para el ingreso del segundo
mosto, se esperd 9 horas para dejar a la levadura entrar en una fase anaerdbica, de igual
forma para el tercero. Cada ingreso de mosto en fermentacion se liber6 la valvula de purga

de presion para mantener la presion del sistema a 0 bar, para evitar el estrés de levadura.



Prueba N° 3:

La tercera prueba realizada fue de dos cocimientos de mostos con un volumen
aproximadamente de 400 Hl por cocimiento, con dos corridas para diferentes tiempos de
interfase entre cocimientos.

La corrida se realizo con un tiempo de interfase entre cocimientos de 9 horas, lo que permite
que la levadura entre en una fase anaerébica y active la ruta de generacion de ésteres. Antes
de ingresar al tanque de fermentacion, el primer mosto fue aireado para obtener un oxigeno
disuelto de 12-14 ppm, lo cual favorece la reproduccion de la levadura, y se mantuvo un
control de temperatura en la fermentacion de 9°C. Para el ingreso del segundo mosto, se
esperaron 9 horas para permitir que la levadura entrara en una fase anaerdbica.
Consideraciones del disefio del tanque de fermentacion:

1 cocimiento = 400hL

) 159,04hL
Relacion = ——
m
Altura en el tanque:
) ont _ (2x400hL)
comientos = 15904 7L

Para dos cocimientos es equivalente a 5 metros de llenado en el tanque de fermentacion.
Se han repetido las pruebas por triplicado para ver la repetibilidad de la data.
Las tres pruebas fueron analizadas por el método de volatiles mediante cromatografia gaseosa

para determinar la concentracion de acetato de isoamilo.



Figura N° 12. Flujo del proceso de fermentacion sin modificaciones.

INICIO DE
PROCESO

4-5
Cocimient

T° C enfriamiento

9°C
Tiempo de traslape entre
cocimientos 4.5 Horas
Se inoculaban
sinuna La altura de
s Levadura . ]
homogenizacion _ Fermentacion tanque mas de
. de inéculo )
nrevia diez metros.

Sala de
Levadura
(Levadura de
Cosecha)

¢El nivel
de

diacetilo

estd en

Enfriamiento
T:0-2°C

Fuente: Propia



PROCESO CON LA OPTIMIZACION:

Figura N° 13. Flujo del proceso de fermentacion con las modificaciones operacionales.

INICIO DE
PROCESO
) I
! I
Sistema de Tiempo de traslapé entre :
------- aireacion cocimientos 9 Horas :
1

T° C enfriamiento 10,5 °C/
aireacion de 12-14pom

i' |
: 7N

Implementa un

_ Levadura :
.5|ste_n’1a de de Fermentacion La altura de tanque mas
aireacion de la inéculo | de 5 metros, se realiza
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|
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Fuente: Propia.
4.2.2. Desarrollo experimental analitico.

El método aplicado para el anélisis de ésteres mediante cromatografia gaseosa en este
estudio es aplicable tinicamente a cervezas con un porcentaje de alcohol del 5%. Dado que la
muestra corresponde a una cerveza verde, antes de analizarla, primero se acondiciono.

Materiales

1. Viales de 20 ml.

2. Papel filtro Whatman

3. Vasos precipitados de 500ml

4. Probeta de 500 ml y 250 ml

5. Frascos de 250 ml con tapa hermética.

6. Puntas de 10ml

7. Pipetas de 30 ml / 3ml /10ml.

8. Fiolas 100ml y 250 ml.

Equipos

1. Cromatografo GC.

2. Centrifuga refrigerada.

3. Micropipetas automaticas.

Reactivos

—

. Etanol puro.

[\

. Agua HPLC

3. Butanol

o

. Kit esteres

9]

. 4-Heptanona.



1) Preparacion de la solucion stock y solucion interna.

Primero se prepard la solucion stock, en un matraz volumétrico de 100 ml, en la cual se
agreg6 30 ml de etanol (2-5°C), con 3 ml de 4-heptanona y 30 ml de 1-butanol y se aforo a
100 ml con etanol frio (2-6°C). Se mezcld cuidadosamente. Luego se prepard la solucion de
trabajo estindar interno, en la cual se utilizé un matraz de 200 ml y se agreg6 4.0 ml de
solucion stock en 200 ml de agua y etanol al 5%.

Ambas soluciones se transfirieron en un dispensador de 20ml.

Figura N°14: Almacenamiento de solucion interna 2-8°C.

2) Acondicionamiento de l1a muestra
b) Para el muestro se tuvieron algunas consideraciones:

Al momento del muestreo se evitd la formacion de espuma, ya que es importante tener
un headspace tan pequeno como sea posible para evitar la volatilizacién de los analitos.
c¢) Determinacion de grado de alcohol de la muestra.

Primero se determind el porcentaje de alcohol de la muestra; para ello se filtr6 200 mL
de muestra con 10 g de tierra diatomea mediante el uso del papel filtro Whatman 597 12 en
un matraz de 200 mL. Lo filtrado se coloc6 en el alcolyzer para determinar el grado de alcohol
de la muestra. Todo proceso de filtrado se realiza en la congeladora de 0-8°C.

Figura N°15: Etapa de medicion del alcohol de muestra en el Alcolyzer.



d) El acondicionamiento de la muestra consistio en remover la levadura.

Para la remocion de la levadura, se utilizé una centrifuga refrigerada a una temperatura de 0°C
para evitar que los analitos de la muestra se volatizaran. Para ello, se emplearon frascos
conicos de 400 ml, con una velocidad de 1600 xg configurada en el equipo durante 10 minutos.
Una vez removida la levadura, la muestra se mantuvo a temperaturas inferiores a 8°C.

Figura N°16: Etapa de centrifugacion de la muestra.

e) Preparacion de la muestra.

La muestra, ya sin levadura, se lleno en botellas de infusion herméticas de 250 ml. Luego,
se pipetearon 2,0 ml de la solucion estandar interna utilizando un dispensador. Posteriormente,
se cerrd la tapa y se mezcld con cuidado para evitar la formacion de espuma. La muestra se dejo

en reposo durante aproximadamente 10 minutos.



Figura N°17: Etapa de dilucion de la muestra al 5% y la inyeccion del 2ml de la solucion

interna.

f) Corrida de la muestra

Se introdujeron 10 ml de muestra en un vial frio del auto-muestreador, con capacidad de 20
ml, utilizando una micropipeta. Luego, se cerr6 el vial inmediatamente con su tapa septa para
evitar la exposicion de la muestra a la temperatura ambiente, ya que contiene analitos de baja
temperatura de ebullicion.

Figura N°18: Las muestras en viales de 20 ml.

Se colocaron los viales en el muestreador automatico del cromatdgrafo en el siguiente
orden, el primer vial colocado fue el vial que contiene aire ambiente para limpiar la jeringa
del cromatografo y ver los componentes del medio ambiente, seguido por una muestra control,

y luego se colocaron los viales de la muestra.



Figura N° 19: El cromatografo y la secuencia de la corrida de la muestra.

g) Se cargd el método de volatiles en el cromatografo y, a continuacion, se armo una secuencia
segun el orden de los viales. Luego, se guard6 la secuencia con un nombre y se inicio la
corrida.

Nota: El equipo fue calibrado con el método a utilizar.

h) Interpretacion de la data.

Una vez finalizada la corrida, el equipo tiene el software OpenLAB Version 3.6, en el cual se
ingres6 a Data Analysis, se busco la corrida con la secuencia del nombre guardado y se reviséd
el cromatograma en funcion al tiempo de retencion y las areas de cada analito. Luego de ello,
se tiene ya la concentracion de acetato de isoamilo para cada corrida.

Figura N° 20: Data analysis




V. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

En el siguiente capitulo se muestran los resultados obtenidos a partir de las 18 pruebas
realizadas en la Planta Huachipa.

5.1. RESULTADOS DESCRIPTIVOS.
Se evaluo la concentracion de ésteres (acetato de isoamilo) a través de tres alturas de llenado
de mosto en los tanques de fermentacion (5, 7, 10 metros) para estudiar el estrés de la
levadura.

5.1.1. Resultados de los tiempos de interfase entre cocimientos.

La tabla N°3 muestra las concentraciones de acetato de isoamilo en las dos pruebas con
diferentes tiempos de interfase entre cocimientos.
Tabla N° 3: Concentracion de acetato de isoamilo en los dos tiempos de interfase de

cocimientos.

Concentracion de acetato
de isoamilo (mg/l)

4,5 horas 9 horas
2,67 3,43
2,9 3,21

Tabla N° 4: Concentracion de oxigeno disuelto en fermentacion en el tiempo de interfase.

Concentracion de oxigeno disuelto

(ppm)
Horas 4,5 horas 9 horas
1° hora 12 11,9
2.5°hora 9,9 8,96
4° hora 7,25 7,78
4.5° hora - 4,25
6° hora - 2,73
7.5° hora - 0,04

9° hora - 0




5.1.2. Resultados de las alturas de llenado del mosto en los tanques de
fermentacion.
La tabla presentada muestra las concentraciones de acetato de isoamilo, de la Prueba N° 1,
de dos cocimientos.

Tabla N° 5: Concentracion de acetato de isoamilo con la influencia de altura de 5 metros

de llenado de mosto en el tanque fermentacion.

Dos cocimientos
Altura(m) Concentracion de acetato
de isoamilo (mg/l)

3,06
3,17
3,25
3,34
3,6
3,27

g oo o o o

La tabla presentada muestra las concentraciones de acetato de isoamilo, en la Prueba N° 2.
De tres cocimientos.

Tabla N° 6: Concentracion de acetato de isoamilo con la influencia de altura de 7 metros

de llenado de mosto en el tanque fermentacion.

Tres cocimientos
Altura(m)  concentracién de acetato
de isoamilo (mg/l)
2,45
2,89
2,78
2,54
2,9
2,65

NN (N N NN

La tabla presentada muestra las concentraciones de acetato de isoamilo, en la Prueba N° 3.

De cuatro cocimientos.



Tabla N° 7:  Concentracion de acetato de isoamilo con la influencia de altura de 10

metros de llenado de mosto en el tanque fermentacion.

Cuatro cocimientos

Altura (m) concentracién de acetato
de isoamilo (mg/l)
10 2,36
10 2,3
10 2,25
10 2,56
10 2,59
10 2,5

La tabla N°8 presentada muestra el promedio de las concentraciones de acetato de isoamilo,
en comparacion a los nimeros de cocimientos.
Tabla N° 8: Comparativa de concentracion de acetato de isoamilo en funcion numeros

de cocimientos.

Promedio de Concentracion
acetato de isoamilo (mg/l)

N° Cocimientos Concentracion

2 cocimientos 3,28
3 cocimientos 2,7
4 cocimientos 2,43

5.2. RESULTADOS INFERENCIALES.

5.2.1. Planteamiento de hipotesis:
v" Hipotesis nula (H0): No hay diferencia en la sintesis de acetato de isoamilo entre las
tres alturas de llenado del tanque fermentador.
v' Hipotesis alternativa (Ha): Hay diferencias significativas en la sintesis de acetato de

isoamilo entre las tras alturas de llenado del tanque fermentador (p<=0,05).



Figura N° 21: Vista de variables en SPPS statistics.
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En la figura N.° 22. Se observan los datos de cada variable, en la columna de Altura, 1
equivale a 5 metros, 2 equivale a 7 metros y 3 equivale 10 metros.

Figura N° 22: Vista de datos en SPPS statistics.

@ *5in titulod [ConjunteDatesD] - IBM 5
Archivo  Editar Ver Datos

HE&E [0 v

ALTUR g ISOAMI
& &

A LD var
1 1.0 3.06
2 1.0 317
3 1.0 3.25
4 1.0 3.34
5 1.0 3.60
6 1.0 327
T 2.0 245
3 2.0 2.89
9 2.0 278
10 2.0 2.54
11 2.0 2.90
12 20 265
13 3.0 2.36
14 3.0 2.30
15 3.0 2.25
16 3.0 2.56
17 3.0 249
18 3.0 2.50

5.2.2. Prueba de normalidad
Hipdtesis para las pruebas de normalidad:
v Hipotesis nula (Ho): Los datos tienen una distribucion normal (p>0,05).

v Hipotesis alternativa (Ha): Los datos no tienen una distribucion normal (p<=0,05)



Tabla N° 9: Prueba de normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig. Estadistico Gl
ISOAMILO .166 18 .200° .939 18 \

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors.
La significancia p = 0,280 es mayor que 0,05. Entonces aceptamos la hipdtesis nula, es

decir, los datos tienen una distribucién normal.
5.2.3. Prueba de homogeneidad de varianzas.

Hipdtesis de homocedasticidad

v’ Hipétesis nula (Ho): Las varianzas de ambas muestras son homogéneas (p>0,05)

v’ Hipétesis alternativa (Ha): Las varianzas de ambas muestras no son homogéneas

(p<=0,05).
Tabla N° 10: Prueba de normalidad
Pruebas de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl1 gl2
ISOAMILO Se basa en la media 482 2 15

Se basa en la mediana 452 2 15
Se basa en la mediana y 452 2 9.697
con gl ajustado
Se basa en la media 476 2 15

recortada

La significancia (p) es mayor a 0,05 entonces aceptamos la hipotesis nula, es decir los

grupos son homogéneas.

5.3. PRUEBA DE ANOVA DE 3X1 PARA MUESTRAS INDEPENDIENTES.
v Hipétesis nula (HO0): No hay diferencia en la sintesis de acetato de isoamilo entre las

tres alturas de llenado del tanque fermentador (p>0,05).



v' Hipotesis alternativa (Ha): Hay diferencias significativas en la sintesis de acetato de

isoamilo entre las tras alturas de llenado del tanque fermentador (p<=0,05).

Tabla N° 11: Prueba de Anova.

ANOVA
ISOAMILO
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2.363 2 1.181 42.414 <.001
Dentro de grupos 418 15 .028
Total 2.780 17

La significancia (p) es menor a 0,05 entonces se rechaza la hipdtesis nula, es decirW

las medias es diferentes.

5.3.1. Analisis Hoc Test.

Tabla N° 12: Prueba de comparaciones multiples.

Comparaciones muiltiples

Variable dependiente: ISOAMILO
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
()] (J) Diferencia de Error Limite Limite
ALTURA ALTURA medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
5 metros 7 metros .58000° .0963 <.001 .3297 .8303
10 metros 87167 .0963 <.001 .6214 1.1219
7 metros 5 metros -.58000" .0963 <.001 -.8303 -.3297
10 metros .29167" .0963 .022 .0414 .5419
10 metros 5 metros -.87167 .0963 <.001 -1.1219 -.6214
7 metros -.29167 .09635 .022 -.5419 -.0414

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.\/

Las medias entre cada grupo tienen diferencia significativa (p<0,05). Por lo tanto,

concluimos que las diferentes alturas de llenado en el tanque de fermentacion que influyen

en la sintesis de acetato de isoamilo si tienen diferencias significativas.



5.4. DISCUSION DE RESULTADOS.

A partir de los resultados mencionados en el item anterior, se discuten a continuacion los
hallazgos de las pruebas experimentales realizadas

. En las tres pruebas realizadas con diferentes alturas de llenado de mosto, se observo una
relacion inversa entre la altura de llenado y la generacion de acetato de isoamilo. Como se
muestra en la Tabla N°8, se recomienda el uso de tanques con dos cocimientos que alcanzan
una altura aproximada de 5 metros. Esta recomendacion coincide con el estudio realizado
por Celio (2011), en el cual se menciona el uso de tanques verticales menores a 7 metros
para la produccion de cerveza Heineken, ya que estas dimensiones favorecen un
movimiento reoldgico natural adecuado para la levadura. Dicho movimiento 6ptimo
permite a la levadura trabajar de manera eficiente, mientras que alturas superiores a 6
metros podrian generar estrés en las células, afectando negativamente la produccion de
acetato de isoamilo.

. La receta de Heineken menciona, de forma estdndar, un tiempo de interfase mayor a 3
horas. En la prueba del tiempo de interfase entre cocimientos, se determin6 que el tiempo
adecuado es de 9 horas. Durante este intervalo, la levadura consume todo el oxigeno
disuelto en el mosto, lo que permite su transicidon a una fase anaerobica, en la cual adopta
la ruta metabolica de generacion de ésteres. En contraste, un tiempo de interfase de 4,5
horas resulta insuficiente, ya que no permite el consumo completo del oxigeno disuelto ni
la transicion de la levadura a la fase anaerobica, como se evidencia en la Tabla N° 4.

. La presion del sistema debe mantenerse en 0 bar para evitar cualquier tipo de estrés en la
levadura, segtn lo sefialado en la investigacion de Celio (2011). Esto es especialmente
importante, ya que un aumento en la altura del liquido en el tanque incrementa la presion
hidrostatica, lo que a su vez eleva la presion parcial de didxido de carbono en el sistema.

Para liberar esta presion acumulada, se recomienda implementar un sistema despresurizado



que mantenga condiciones Optimas para la levadura, evitando alteraciones en su equilibrio
metabolico. Esto resulta crucial, dado que un desequilibrio podria afectar negativamente la
formacion de compuestos volatiles, incluidos los ésteres, los cuales son determinantes para

el perfil sensorial del producto.

VI. CONCLUSIONES
En concordancia con los objetivos establecidos, se concluye lo siguiente:

Se determino que un aumento en la altura de llenado en los tanques de fermentacion
disminuye la generacion de acetato de isoamilo, debido al impacto en el estrés de la
levadura causado por las condiciones reoldgicas del medio. Por lo tanto, se recomienda
limitar la altura de llenado a menos de 6 metros para optimizar la produccion de este
compuesto.

En las pruebas realizadas se cuantificacion las concentraciones de acetato de isoamilo:

Los tanques < 5 metros de altura tienen una mayor generacion de acetato de isoamilo,
cumpliendo con la especificacion segin Heineken.

Los tanques 4 < H < 7 metros de altura tienen la tendencia de resultados en el limite
inferior de la especificacion Heineken.

Los tanques = 7 metros de altura tienen una menor generacion de acetato de isoamilo
dando valores fuera de especificacion Heineken.

El tiempo Optimo de interfase para la generacion de acetato de isoamilo es de 9 horas, ya
que este periodo permite el consumo completo del oxigeno disuelto en el medio,
promoviendo condiciones anaerobicas favorables para la sintesis del compuesto.

La presion del sistema debe estar en 0 bar para evitar estrés de la levadura.

Contribucion al Trabajo de Suficiencia Profesional (TSP)



Este trabajo contribuye a optimizar las condiciones operacionales durante la etapa de
fermentacion en tanques verticales, con el objetivo de mejorar la generacion de acetato de
isoamilo. Para ello, se propone proporcionar a la levadura condiciones adecuadas, como una
presion de 0 bar, un tiempo de interfase entre cocimientos que permita su transicion a la fase

anaerobica, y una altura adecuada que favorezca su movimiento reologico

VII. RECOMENDACIONES.

Teniendo en consideracion la corrida de la parte experimental, se recomienda a la empresa
Heineken del Pert S.A. continuar con los analisis complementarios para robustecer la
optimizacién del trabajo, continuar con los controles que afectan a la levadura en la generacion
de acetato de isoamilo, como el control de presion del sistema, la temperatura de enfriamiento
del mosto, una buena cosecha en el tiempo adecuado para evitar el estrés de la levadura.
También se recomienda continuar con la practica de la activacion de la levadura antes de la
inoculacion para tener las levaduras activas.

Una recomendacion a futuro: cuando los volimenes aumenten, cambiar los tipos de tanques

verticales por unos horizontales.



VIII. ANEXOS
En este apartado se muestra fotos, figuras y tablas complementarias del presente trabajo de
investigacion.

Figura N° 23: Simulador para el caso de cuatro cocimientos.

A




Figura N° 25: Simulador para el caso de dos cocimientos.

Cuadro de Extractos.

|

Figura N° 27: Sistema de control de presion.
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