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Atenuacién aparente

Grado plato

Gravedad especifica

Gravedad final

Gravedad original

Inoculaciéon

Levadura lager

Mosto

GLOSARIO

Medida porcentual de qué tan completa ha sido la

fermentaciéon del mosto.

Escala de concentracion porcentual en masa de

extracto procedente de una maceracion cervecera.

La gravedad especifica es la razon de la densidad de

una sustancia a la densidad del agua a 4 °C.

Gravedad especifica de la cerveza al final de la

fermentacion.

Gravedad especifica inicial del mosto previo a la

inoculacion.

Introduccion de un microorganismo en un medio en el

cual creceray se reproducira.

Levadura de fermentacion baja perteneciente a la

especie Saccharomyces pastorianus.

Extracto liquido de la maceracion de malta.



pH

Tasa de inoculaciéon

Viabilidad

Vitalidad

Potencial de hidrogeno expresado como el logaritmo

negativo de hidronio.

Concentracion de células viables por inocular por

unidad de volumen de medio de cultivo.

Porcentaje de células vivas respecto a las células

totales.

Estado de salud cualitativo de una célula.



RESUMEN

En el presente trabajo de graduacidén se evalud el efecto de la tasa de
inoculacion por reutilizacion de levadura para la fermentacion de cerveza

artesanal de tipo lager.

Para este estudio se realizaron variaciones en la tasa de inoculacién de 5,
10, 15, 20 y 25 millones de células viables por mililitro, proviniendo todas las
inoculaciones del mismo cultivo madre. Se mantuvo como constante la gravedad
especifica original del mosto y la temperatura de fermentacién en un ambiente
controlado. Se midié pH y gravedad especifica diariamente hasta el final de la
fermentacién, de forma similar se realizaron conteos de células de la levadura

durante la fermentacion utilizando azul de metileno y un hemocitometro.

Con los datos recolectados se determind que la gravedad especifica
disminuyé mientras la atenuacion aparente aument6 respecto al tiempo de
fermentacién, siendo las variaciones mayores a mayor tasa de inoculacion hasta

terminar la fermentacion.

Por otra parte, se analizé graficamente el pH de fermentacion para cada
tratamiento sin embargo no se observo una tendencia clara respecto al tiempo
de fermentaciéon. Finalmente, la densidad celular alcanzé un pico superior a
mayor tasa de inoculacién y la viabilidad celular fue mayor para la tasa de

15 millones de células por mililitro.
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OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de la tasa de inoculacién de crema de levadura reutilizada

para la elaboracién de una cerveza artesanal tipo lager.

Especificos

1. Determinar la gravedad especifica para cada tasa de inoculacion respecto

al tiempo de fermentacion.

2. Calcular la atenuacién aparente para cada tasa de inoculacion respecto al

tiempo de fermentacion.

3. Analizar el pH de fermentacion para la variacion en la tasa de inoculacion

de las muestras.

4. Caracterizar la densidad celular en suspension para cada tasa de

inoculacién respecto al tiempo de fermentacion.

5. Valorar la viabilidad celular en suspension respecto al tiempo de

fermentacidn segun la tasa de inoculacion correspondiente.
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HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo
La tasa de inoculacién en la reutilizacién de levadura tipo lager para la

elaboracion de cerveza artesanal afecta el comportamiento de la gravedad

especifica durante la fermentacion.
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INTRODUCCION

La cerveza artesanal es un producto que se encuentra en auge en el
mercado guatemalteco, y para la elaboracion de este producto es muy
conservador el método de reutilizacion de levadura, esto principalmente por el
riesgo que implica la reutilizacion de biomasa de levadura en la produccién de
cerveza a nivel artesanal. Algunas causas que han mantenido esta problematica
son, la poca experimentacion dentro de las industrias artesanales cerveceras
guatemaltecas y la falta de personal capacitado para llevar a cabo dichas

investigaciones.

Al observar esta problemética, se realizd la presente investigacion, se
explord la técnica de reutilizacion de levadura a partir de un factor que ha sido
estudiado internacionalmente, la tasa de inoculacion. Dicha investigacion se
realizo en las instalaciones de la cerveceria artesanal El Principe Gris, S.A. y
aporto informacion valiosa para la utilizacion de las materias primas y de igual

forma de algunos efluentes.

Diversos estudios se han hecho sobre la tasa de inoculacion, pero, no hay
informacion tan especifica que permita una comparacion directa en Guatemala
en la industria cervecera a nivel artesanal. Esto se debe a poca exploracion local
y el limitado alcance que tienen estas empresas en tecnologia que permita mayor

cobertura de los andlisis objetivos de las propiedades de una cerveza de calidad.
Para la experimentacion se evaluaron 5 tasas de inoculacion, iniciando
desde 5 hasta 25 millones de células viables por mililitro en intervalos uniformes.

Manteniendo como constantes otras variables que pueden afectar la

XVII



fermentacion, tales como método de inoculacion, cepa de levadura, temperatura

de fermentacion y gravedad especifica original del mosto.

Por lo que este estudio busca evaluar el efecto de la tasa de inoculacién
con reutilizacion de levadura en la elaboracion de cerveza artesanal tipo lager.
En esta evaluacion se realizaran mediciones fisicoquimicas de pH y gravedad
especifica. De igual forma, apoyandose de la microbiologia, se realizaran conteos
de células de levadura. Dichas mediciones permitiran el calculo matematico de
la atenuacion aparente, densidad celular y viabilidad, con que se podra analizar

gréfica o estadisticamente estas variables.
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1. ANTECEDENTES

A lo largo de la historia la cerveza ha sido una bebida muy estudiada
durante cientos afos, sin embargo, hasta el descubrimiento de la existencia de
la levadura por parte de Louis Pasteur y la relevancia rol dentro de la
fermentacion fue que se dio lugar al estudio de este mundo microscopico.
Diversos estudios han destacado en el tema de fermentaciones y la cantidad de

inoculo relacionado a los efectos en la fermentacion.

En el articulo “The Effect of Pitching Rate on Fermentation and Flavour
Compounds in High Gravity Brewing”! presentado por, se expone el efecto de la
tasa de inoculacion en la fermentacion y produccion de componentes de sabor
en mosto de alta gravedad con una levadura tipo lager. Las fermentaciones
fueron llevadas a cabo en duplicado utilizando mosto de 16 % masa/volumen y
levadura centrifugada en tasas de 10 a 100 millones de células viables/mL vy
fueron incubados a 10 °C para ser fermentados en frascos estériles. La
fermentacion fue monitoreada diariamente hasta alcanzar un total del 80 % de
azucares consumidos. El rendimiento de la fermentacion fue evaluado mediante
el contenido de azucar y el crecimiento de levadura. Se determiné que a mayores
tasas de inoculacién la fermentacion fue mas rapida y con mayores conteos de
levadura. La produccion de esteres no se vio afectada con excepcion del acetato

de isoamilo el cual se redujo con el aumento de la tasa de inoculacion.

1 ERTEN, Huseyin; TANGULER Hasan; CAKIROZ, Hanife. The effect of pitching rate on
fermentation and flavour compounds in high gravity brewing.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/j.2050-0416.2007.tb00259.x. Consulta: 16 de
febrero de 2021.



Se presento el articulo titulado “Impact of pitching rate on yeast fermentation
performance and beer flavor”?, en este se estudiaron cinco tasas de inoculacion
a escala laboratorio para investigar el efecto fisioldgico y calidad de la cerveza
utilizando mosto estéril de 15°P aireado y cada tratamiento en duplicado. La
viabilidad y densidad celular fue evaluada por citometria. Los resultados
demostraron que la velocidad de fermentacion aumentd significativamente y el

crecimiento neto de levadura disminuy6 con el aumento de la tasa de inoculacion.

En el articulo “The effect of pitching rate on fermentation, maturation and
flavour compounds of beer produced on an industrial scale”. Esta investigacion
tuvo como fin determinar el efecto del nUmero inicial de células en el mosto para
el proceso de fermentacion, maduracion y contenido de compuestos volatiles en
la cerveza de igual forma la viabilidad y vitalidad de la biomasa de levadura. Las
experimentaciones fueron llevadas a cabo a escala industrial en tanques cilindro-
conicos de 3 800 hL, las tasas de inoculacién fueron de 5,7 y 9 millones de células
viables por mililitro. La experimentacion demostré que la cantidad de in6culo tiene
un impacto significativo en el transcurso de la fermentacién y cambios
metabdlicos. Con el aumento de este indculo inicial el contenido de ésteres y

alcoholes superiores aumentd. Estos cambios afectan la calidad de la cerveza.

En el articulo titulado “Rehydration of Active Dry Brewing Yeast and its Effect
on Cell Viability”, publicado en el 2011, tuvo como objetivo el estudio del impacto

de la rehidratacion de levadura en condiciones de viabilidad de levadura. El

2 VERBELEN, Robert. Rehydration of active dry brewing yeast and its effect on cell viability.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19018524/#:~:text=The%?20fermentation%20rate%?20increased
%20significantly,vitality%200f%20the%20yeast%20population. Consulta: 16 de febrero de 2021.
3 KUCHARCZYK, Krzysztof, TUSZYNSKI, Tadeusz. The effect of pitching rate on
fermentation,maturation and flavour compounds of beerproduced on an industrial scale.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/jib.242. Consulta: 16 de febrero de 2021.

4 SMART, Katherine; FISCHBORN, Tobias. The effect of pitching rate on fermentation, maturation
and flavour compounds of beer produced on an industrial scale.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/j.2050-0416.2011.tb00482.x. Consulta: 16 de
febrero de 2021.



estudio se realiz6 con tres cepas de levadura seca activada de diferentes
industrias de elaboracion de cerveza. Cada cepa fue rehidratada utilizando una
serie de pardmetros que fueron monitoreados. La viabilidad y densidad celular
fue determinada por medio de microscopia. La levadura seca activada demostro
tener una menor viabilidad que las mismas cepas no secas, lo cual conlleva a
alterar el rendimiento de la fermentacion, ademas es importante que la viabilidad
de la activacion de levadura seca sea maximizada antes de ser inoculada en el
tanque de fermentacion y que factores como una rehidratacion incompleta y

temperatura de rehidratacion pueden incurrir en una menor viabilidad.

Se elabor6é un articulo titulado “Characteristics of High Cell Density
Fermentations with Different Lager Yeast Strains™, donde se expuso una
caracterizacion con baja densidad de inéculo inicial y una caracterizacioén con alta
densidad de ind6culo inicial, el crecimiento neto de levadura entre estos
tratamientos fue similar, y con mayor inéculo inicial se observaron menores

viabilidades y tiempos de fermentacion.

Este experimento fue llevado en triplicado en mosto estéril de 15 °P. La
viabilidad fue medida mediante un hemocitometro. Estos resultados llevaron a
establecer que si existe una dependencia en el rendimiento de fermentacion por
parte de la cantidad de indculo inicial, estas variaciones alteran la produccién de

sabores y por ende la calidad de la cerveza.

5 VERBELEN, Pieter; VAN MULDERS, Sebastiaan; SAISON, Daan; VAN LAERE, Stijn;
DELVAUX, Filip; DELVAUX, Freddy. Characteristics of high cell density fermentations with
different lager yeast strains. https://agris.fao.org/agris-
search/search.do?recordiID=US201301536732. Consulta: 16 de febrero de 2021.
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2.  MARCO TEORICO

2.1. Historia de la levadura

La habilidad de levadura Saccharomyces para generar etanol en la
produccion de bebidas has sido utilizada durante milenios, ya que el consumo de
bebidas alcohdlicas ha sido una practica comun en todas las civilizaciones, b, el
ser humano desconocio de la existencia de la levadura y mucho menos la funcion
en la fermentacion. En 1516 cuando en Bavaria se implemento la ley de pureza,
haciendo ilegal elaborar cerveza con algo mas que agua, cebada malteada y

lGpulo, sin saber que la levadura esta dentro de esos ingredientes.

En 1680 Anton van Leeuwenhoek fue el primero en observar en un
microscopio, que la levadura estaba compuesta de pequefios elementos, sin
darse cuenta de que estos elementos estaban vivos. Para el momento se creia

que la fermentacion era un proceso espontaneo.

En 1789 Antoine-Laurent Lavoisier describi6 que los azucares se
trasformaban quimicamente en diéxido de carbono y etanol, pero sin relacionar
a la levadura en este proceso. Fue hasta a mediados de los afios 1800 que Louis
Pasteur establecié que la levadura era un microorganismo vivo lo cual condujo a
relacionar a la levadura con el proceso de fermentacion. El aporte de Pasteur
puede ser considerado uno de los mayores avances en la historia de la cerveza,
porque al aportar a la causa de la fermentacion permitié controlar mejor este

proceso.



En el laboratorio Carlberg bajo la direccidon de Emil Christian Hansen, se
aislé la primera cepa lager de levadura la cual se nombré6 Saccharomyces
carlberggensis o Saccharomyces uvarum (actualmente conocida como S.

pastorianus).

2.2. Biologia de la levadura

La levadura pertenece al reino fungi, siendo esta un organismo unicelular
con un didmetro de 5 a 10 micrones. El género Saccharomyces involucra a
14 especies, pero, existen dos especies de levadura cervecera: Saccharomyces

cerevisiae (levadura ale), y Saccharomyces pastorianus (levadura lager).

2.2.1. Metabolismo

El metabolismo es la suma de todos los procesos quimicos que ocurren
dentro de la célula. EI metabolismo transformara los nutrientes y producira

subproductos, calor, crecimiento de la célula y proliferacion.

Desde la inoculaciéon en el mosto, las células utilizan reservas de glucégeno
y oxigeno disponibles para revitalizar sus membranas celulares teniendo como
efecto una permeabilidad 6ptima que les permita el transporte de azucar y
nutrientes. Las células absorben oxigeno y luego seleccionan azlcar y nutrientes
del mosto. Inician con los azucares segun orden de simplicidad, siendo los mas
complejos metabolizados de ultimo, esto ocurre en el siguiente orden: glucosa,

fructosa, sacarosa, maltosa y luego maltotriosa.

2.3. Fermentacion

En los siguientes incisos se describe el proceso de la fermentacion.



2.3.1. Desarrollo de la fermentacion

Una vez la levadura es inoculada consume el azucar del mosto y lo
trasforma en nuevas células de levadura, etanol, diéxido de carbono y otros
subproductos que aportan sabor. Usualmente la fermentacion se divide en

3 etapas.

2.3.1.1. Etapa de adaptacion (lag)

Mientras la levadura comienza a asimilar el ambiente luego de ser inoculada
comienza la etapa de adaptacion o lag. Esta etapa, que suele durar hasta
15 horas desde la inoculacién, las células comienzan a metabolizar diferentes

nutrientes para la propagacion.

A pesar de que no se observe produccion de didxido de carbono, esta etapa
es muy importante para generar nuevas ceélulas saludables. La tasa de
inoculacién también tiene un importante papel ya que una tasa muy alta puede
reducir el tiempo de esta etapa y no disponer de levadura saludable para el final

de la fermentacion.

2.3.1.2. Etapa exponencial

Esta etapa inicia cuando lo azucares en la solucién se procesan en diéxido
de carbono por parte de la levadura. Durante esta etapa el conteo de células
comienza a incrementar rapidamente, la levadura produce etanol y otros

compuestos de sabor.

La levadura comienza a producir grandes cantidades de dioxido de carbono

y forma una delgada espuma en la superficie de la cerveza mientras que los



azucares comienzan a ser rapidamente consumidos y como consecuencia la

gravedad especifica comienza a disminuir.

2.3.1.3. Etapa estacionaria

En esta etapa la propagacion de la levadura comienza a disminuir. La
levadura metabolizé los azucares fermentables y ya produjo la mayoria de sabor
y aroma. En este momento se le denomina “verde” a la cerveza porque aun tiene
compuestos que se asocian a una cerveza gque no ha alcanzado un balance de
sabores. La cerveza madura en esta etapa, el floculo comienza a descender y
una practica comun es disminuir la temperatura para favorecer el descenso del

fléculo.

2.3.2. Sistemas de fermentacion

Es posible fermentar en cualquier contenedor, desde contenedores
plasticos de bajo volumen, hasta grandes fermentadores cilindro-conicos de alta
tecnologia. Cada sistema de fermentacién dara diferentes resultados, unos mas

marcados que otros dependiendo del caso.

A peguefia escala se suelen usar cubetas plasticas o contenedores de
vidrio, estos ultimos son preferibles porque permiten mantenerlos libres de

contaminaciones de una manera mas sencilla.

Histéricamente los cerveceros han usado fermentadores de madera
abiertos y fermentadores de cobre. Posteriormente migraron a fermentadores de
acero inoxidable abiertos a la atmdésfera, porque en estos era mas facil la limpieza

y sanitizacion.



2.3.3. Temperatura de fermentacion

La temperatura de fermentacion adecuada dependera del tipo de cepa de
levadura, el tipo de cerveza y los sabores buscados. Usualmente las levaduras
tipo ale fermentan a 20 °C y las levaduras tipo lager a 10 °C. De igual forma, no
hay un parametro estricto con respecto de a qué temperatura debe fermentar,
dependera de los factores mencionados. Las cepas ale se propagan mas rapido
a 32 °C mientras que las cepas lager a 27 °C, pero a estas temperaturas, aunque

sea mas rapido, se pueden crear sabores no deseados.

La temperatura afecta directamente el crecimiento de la levadura. A

mayores temperaturas la levadura se reproduce en mayor cantidad.

2.3.4. Gravedad especifica

La gravedad especifica es la razon de la densidad de una sustancia a la
densidad del agua a 4 °C, por esta razén esta es una medida adimensional,
debido a que durante la fermentacion la levadura es capaz de metabolizar los
azucares en etanol y dioxido de carbono, la gravedad especifica disminuye

durante el proceso y por lo tanto permite monitorear la fermentacion.

Para la medicion de densidad se utilizan diferentes escalas, en la industria
de elaboracion de vinos es muy usado los grados brix. Por otra parte, en la
industria cervecera son mas utilizados los grados plato, los cuales se definen
como la cantidad de gramos de extracto seco de mosto original en 100 gramos

de dicho mosto a 20 °C.



2.3.5. Fin de la fermentacion

En el subtitulo 2.3.5.1., se describe y detalla el proceso del fin de la

fermentacion.

2.35.1. Atenuacion

La atenuacion o fermentabilidad es la medida de qué tan completa ha sido
la fermentacion del mosto por parte de la levadura, es usualmente expresada de
forma porcentual. Para calcular la atenuacion se monitorea la gravedad
especifica del mosto, con un hidrometro o una herramienta capaz de medir
densidad. Mientras mas azUcares tiene el mosto mayor sera la densidad de la
solucion y conforme la levadura consuma estos azUcares la densidad ira

disminuyendo.

Histéricamente diferentes industrias han usado diversas escalas de
medicién, como los grados Plato para la industria cervecera o los grados Brix
para la industria de elaboracion de vino. Cualquier escala es aceptable mientras

se mantenga consistencia en las mediciones antes y durante la fermentacion.

Una vez la gravedad especifica se mantiene constante durante tres dias

consecutivos, la fermentacién practicamente esta completa.

La atenuacion aparente se calcula utilizando la siguiente ecuacion:

» Gravedad original — Gravedad final
Atenuacion aparente = — * 100
Gravedad original — Gravedad del agua
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Esta atenuacién es nombrada atenuacion aparente porque el alcohol que
es menos denso que el agua presenta ciertos efectos en las lecturas posteriores
a la fermentacion. Para obtener la verdadera atenuacion seria necesario remover
ese alcohol y sustituirlo con agua. Por las complicaciones que implica esto, es

mas utilizada la atenuacion aparente.

Para una fermentacion cervecera es poco comun que se consuma la
totalidad los azlcares, ya que el mosto es una mezcla compleja que contiene
compuestos no fermentables. No todas las levaduras pueden fermentar la
maltotriosa. El rango usual de atenuacion es de 65 a 85 %. Por otra parte, los
vinos suelen alcanzar una atenuacion del 100 % porque presentan mayores

cantidades de azUcares simples fermentables.
2.4. Propagacion y manejo de la levadura

Para llevar a cabo la reutilizacion de levadura es necesario tener una
propagacion y manejo adecuado para evitar posibles contaminaciones que
provoguen una mutacion en la levadura.

2.4.1. Etapa de propagacion

La etapa de propagacion consiste en aumentar el nimero de células totales

en el cultivo a partir de la tasa de inoculacion inicial.

2.4.1.1. Tasa de inoculacién

En términos de fermentacién una de las mediciones mas importantes es la

tasa de inoculacion. En general una baja tasa de inoculacioén afecta mas al sabor,
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mientras que una alta tasa afecta la salud de las futuras generaciones de

levadura. De igual forma ambos extremos pueden afectar una fermentacion ideal.

La levadura deshidratada suele contener de 7 a 20 mil millones de células
por gramo, dependiendo de la cepa. Mientras que la reutilizacion de levadura
dependera y seran necesarias técnicas de hemocitometria para establecer la

cantidad de células y células viables por mililitro.

2.4.1.2. Propagacién de levadura

Durante la propagacion de levadura los resultados pueden verse afectados
por las condiciones sanitarias y la salud de la levadura. Para la propagacion de
levadura hay cuatro factores que influyen: los nutrientes, la temperatura,
azucaresy el pH. Un rango adecuado de pH es entre 4 y 6. El azUcar inicial debe
ser principalmente maltosa, y se deben mantener las condiciones sanitarias al

maximo.
2.4.1.3. Propagacién de levadura deshidratada
Rehidratar la levadura deshidratada antes de inocularla es un paso
importante, con una temperatura y tiempo de propagacion no adecuado mas de
la mitad de la levadura deshidratada morira. Y si este paso no se realiza con la
sanitizacion adecuada se pueden introducir bacterias que afecten la fermentacion
e inocuidad del producto.

24.1.4. Recoleccion de levadura

Existen dos lugares donde se puede recolectar, el fondo y la cima del

fermentador. Toda la levadura eventualmente flocularda e ird al fondo del
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fermentador, con suficiente tiempo. La levadura de floculacion temprana contiene

mas cantidad de células muertas y sedimento.

Las cepas de levadura tipo Ale usualmente son conocidas como levadura
de fermentacion alta. Durante la fermentacién la superficie hidrofébica de la
levadura causa que esta flocule y se adhiera al dioxido de carbono y suba a la
superficie de la cerveza. Antiguamente, los cerveceros recolectaban desde arriba

y esto fue lo que permitié reutilizar la levadura durante cientos de afios.

Por la tecnologia actual de tanques cilindro conicos, la recoleccion desde el
fondo es la practica mas comun. Esta es una levadura menos saludable, debido

a que se mezcla con levadura muerta, sedimento y bacterias.

Cuando se recolecta levadura desde el fondo, es importante no utilizar la
capa mas profunda del tanque, porque esta tiene una gran cantidad de levadura
no saludable que puede afectar a la propagacion de futuras generaciones.

2.4.1.5. Reutilizacion de levadura
La reutilizacion de levadura es una practica comun, que requiere una buena
recoleccion y un consistente conteo de levaduras. Cuando esta es llevada a cabo
correctamente hasta cinco generaciones se pueden llegar a obtener a partir de
una cepa madre para una fermentacién de la misma calidad.
2.4.1.6. Viabilidad
La viabilidad se refiere a la cantidad de levadura que esta viva en una

poblacion. Si toda la levadura esta viva tendra un 100 % de viabilidad. Para la

reutilizacion de levadura se recomienda utilizar levadura con al menos un 90 %
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de viabilidad. Este parametro no indica que tan saludable esta la levadura

solamente la relacion porcentual de levadura viva.

El método més aceptado para la medicion de viabilidad es el conteo con
azul de metileno, sin embargo, porcentajes menores al 90 % no presentan
mediciones tan consistentes. Otros métodos que reducen errores son el uso de
azul de metileno alcalino y violeta para una penetracion del colorante mas rapida

en la célula.
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3.1.

En este apartado se describen las variables utilizadas en la evaluacion del
efecto de la tasa de inoculacion con reutilizacién de levadura a escala laboratorio,

se utilizé cinco tasas de inoculacion en triplicado para gravedad especifica y pH

3.

Variables

DISENO METODOLOGICO

mientras que los conteos de levadura fueron en duplicado.

3.1.1.

Las variables independientes por tomar en cuenta para la investigacion son

Variables independientes

descritas en la tabla I.

Tabla I. Variables independientes e instrumentos de medicién
Parametro Smbgl_o Dimensiona Instrum_en:to de Constante | Variable
matematico | medicion
Temperatura T °C Termoémetro X
Cepa de Adimension
S -- X
levadura al
Volumen de
mosto a \ mL Probeta X
inocular
. Tasa d.e, PR _Celulas Hemocitémetro X
inoculacién viables/ mL
Volumen de
crema de Ve mL Micropipeta X
levadura por
agregar

Fuente: elaboracion propia.
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3.1.2.

Las variables dependientes por tomar en cuenta para la investigacion son

Variables dependientes

descritas en la tabla Il.

Tabla Il. Variables dependientes e instrumentos de medicion

Parametro Simbolo Dimensional | Instrumento de | Constante | Variable
matematico medicién
pH pH Adimensional | Potenciémetro X

Gravedad SG Adimensional Hidrometro X
especifica
Atenuacion A En porcentaje X
Viabilidad Vi En porcentaje | Hemocitémetro X
Densidad py Células/mL Hemocitémetro X

celular

Fuente: elaboracion propia.

3.2. Delimitacion del campo de estudio

El mosto y la levadura para reutilizacion fueron proporcionados por la
empresa El Principe Gris, S.A. Para la fermentacion baja de este mosto se
propago la levadura en el laboratorio de control de calidad de dicha empresa y
luego se inoculd. La fermentacion se llevd a cabo en una refrigeradora con
termostato fijado a una temperatura de 12 °C. Dicha refrigeradora tiene
capacidad para 5 frascos de 10 L en los cuales se llevé a cabo las variaciones

para la experimentacion.

La medicién de gravedad especifica se llevé a cabo con el equipo del
laboratorio de control de calidad por medio de un hidrémetro, se monitoreo la
gravedad especifica del mosto inicial y de la cerveza en fermentacion cada

24 horas hasta que esta terming, realizando tres repeticiones. De igual forma las
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mediciones de pH se llevaron a cabo por potenciometria utilizando el equipo

disponible en dicha empresa.

Para el control microbiolégico de densidad celular y viabilidad se utilizd un
hemocitometro y azul de metileno para la cuantificacion de células y células vivas

llevado a cabo en el laboratorio de calidad de la empresa El Principe Gris, S.A.

3.3. Recursos humanos disponibles
o Investigador: Juan Diego Garcia Escalante
o Asesora: Inga. Hilda Piedad Palma
o Consultor: Maestro cervecero Alejandro Castillo
o Personal operativo de planta de cerveceria artesanal El Principe Gris, S.A.
3.4. Recursos materiales disponibles (equipo, cristaleria y reactivos)
o Materia prima y reactivos
o Mosto lupulado
o Azul de metileno
o Biomasa de levadura de fermentacion baja
o Agua desmineralizada
o Alcohol etilico al 70 %
o Instrumentos de medicion
o Hemocitometro
o Hidrometro
o) Potenciémetro
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o Termoémetro

o Micropipeta

Equipo

o Microscopio

o Refrigeradora con termostato
o Autoclave

o Mechero

o Agitador magnético

o) Espatulas de acero inoxidable
Cristaleria

o Beackers

o Probetas

o Placas Petri

o Erlenmeyer

o Frascos de vidrio

Materiales auxiliares

o Lapiceros

o Papel parafina

o Papel aluminio

o Block de notas

o Botas industriales

o Suministro de aire comprimido
¢ Cofia
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o Guantes
3.5. Técnica cualitativa y cuantitativa
Las técnicas cuantitativas para la evaluacion del efecto de la tasa
inoculacion en la fermentacion de una cerveza artesanal tipo lager se presentan
a continuacion:

. Para el andlisis fisicoquimico se evaluaran los siguientes parametros

o) Gravedad especifica por medio de hidrometro en el laboratorio de

control de calidad de El Principe Gris, S. A.

o pH por medio de potenciometria en el laboratorio de calidad de El

Principe Gris, S.A.

o Atenuacion aparente a partir de las mediciones de gravedad
especifica y gravedad original de las muestras de mosto y cerveza

durante la fermentacion.

o Para el analisis y control microbiolégico se evaluaran los siguientes
pardmetros.
o Viabilidad por medio de conteo de levaduras utilizando azul de

metileno en un hemocitometro y microscopia. Llevado a cabo en el

laboratorio de control de calidad de El Principe Gris, S.A.
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o Densidad celular por medio de conteo de levaduras utilizando azul
de metileno en un hemocitdmetro y microscopia. Llevado a cabo en

el laboratorio de control de calidad de El Principe Gris, S.A.

3.5.1. Procedimiento para propagacion de levadura en

laboratorio

Recepcion de muestra de biomasa de levadura tipo lager

Recepcion de mosto procesado

Siembra en placas Petri con medio de agar y mosto

Incubacion a 25 °C durante 48 horas

Seleccion de colonias e inoculacion en 10mL de mosto de 8 °P, a 20 °C
durante 24 horas con aireacion y agitacion.

Inoculacion de 10 mL utilizados en 100 mL de mosto 8 °P, a 20 °C durante
24 horas con aireacion y agitacion.

Inoculacion de 100 mL utilizados en 1 000 mL de mosto 12° P, a 20 °C
durante 24 horas con aireacion y agitacion.

Inoculacion de 1 000 mL utilizados en 10 L de mosto 12 °P, a 18 °C durante
48 horas con aireacion.

Inoculacion en muestras, con la tasa de inoculacion como variable de

control.

3.5.2. Procedimiento para el conteo de células con azul de

metileno

Realizar dilucién de la muestra a evaluar con agua desmineralizada
Mezclar 1 mL de muestra diluida con 1 mL de azul de metileno y
homogenizar durante 2 minutos.

Limpiar hemocitometro.
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o Colocar cubre objetos sobre el hemocitometro.

o Con una micropipeta tomar muestra diluida y adicionar a los canales del
hemocitometro hasta cubrir este, sin colocar un exceso de muestra.

o Colocar con cuidado el hemocitometro en el microscopio y ajustarlo en el
aumento de 400X hasta observar la cuadricula.

o Realizar conteo de células de levadura en toda la cuadricula.

o Realizar conteo de levaduras muertas de levadura en toda la cuadricula,
estas se diferenciaran de las muertas por una coloracion azul oscuro, ya
gue las células vivas tienen la capacidad de metabolizar el azul de metileno

y no tornarse azul oscuro.
3.5.3. Determinacion de densidad celular

Con los datos obtenidos del conteo de levaduras utilizar la siguiente

ecuacion para la densidad celular:
py =Y * DF % 10*
Donde:
py: densidad celular de la muestra (células/mL)
Y: células totales contadas (células)
DF: factor de dilucion de la muestra (mL de muestra diluida/mL de muestra).

3.54. Determinacion de viabilidad

Con los datos obtenidos del conteo de levaduras utilizar la siguiente

ecuacién para el calculo de viabilidad.
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Donde:
Vi: viabilidad en porcentaje
Y: células totales contadas (células)

DY: células muertas contadas (células muertas)

3.5.5. Determinacion de volumen a inocular segun tasa de

inoculacion buscada

Para el calculo del volumen a agregar para la inoculaciéon de cada muestra

segun la tasa de inoculacion utilizar la siguiente ecuacion.

1 100
Ve =PR*V % — % —
py Vi

Donde:

Vc: volumen de crema de levadura a agregar para inoculacion (mL)
PR: tasa de inoculacion buscada (células viables/mL)

V: Volumen de mosto a inocular (mL)

py: densidad celular de la muestra (células/mL)

Vi: viabilidad en porcentaje

3.5.6. Procedimiento parainoculacion de muestras
o Esterilizacion de recipientes para fermentacion
o Determinacion de densidad celular y viabilidad de crema madre para

inoculacion de muestras.

o Adicion de 1 L de mosto aireado a recipientes de fermentacion.
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Utilizar una micropipeta para adicion de volumen de crema madre de
levadura para inoculacion basado en la tasa de inoculacion buscada.
Agitacion y homogenizacion.

Almacenamiento en refrigeradora.

3.5.7. Procedimiento para medicién de pH

Calibrar potenciémetro utilizando buffer de pH 4, 7y 10

Utilizar agua desmineralizada para limpieza de electrodo

Acondicionar muestra a 20 °C

Introducir electrodo en muestra y agitar levemente.

Tomar lectura indicada en pantalla digital cuando esta muestre una
medicion estable.

Registrar lectura.

3.5.8. Procedimiento para medicion de gravedad especifica

Acondicionar muestra a 20 °C

Colocar 400 mL de muestra en cilindro no graduado de vidrio
Limpiar y secar el hidrémetro

Introducir el hidrometro en la muestra

Observar el nivel de la lectura en la escala de gravedad especifica.

Registrar lectura

3.5.9. Determinacion de atenuacion aparente

Con los datos de gravedad especifica utilizar la siguiente férmula:
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0G — SG
A=— """

oC * 100

Donde:
A: atenuacion aparente en porcentaje
OG: gravedad especifica original de mosto (°P)

SG: gravedad especifica de medicion (°P)
3.6. Recoleccién, ordenado y procesamiento de la informacion

La parte experimental de la evaluacion de la tasa de inoculacion con
reutilizacion de levadura consistio en 5 tratamientos con variacion solamente en
la tasa de inoculacién, manteniendo constante la temperatura, gravedad original

del mosto y volumen de mosto, siendo cada muestra de 5 L de mosto de 12 °P.

Se detalla a continuacion los formatos de las tablas que permitiran registrar

mediciones y llevar a cabo la investigacion:

Tabla lll. Formato para conteo de células en crema para inoculacion de
muestras

Celulas Células Factor de dilucion
totales muertas (adimensional)

Repeticion 1

Repeticion 2

Media
Desviacion estandar

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla IV. Formato de propiedades fisicoquimicas de mosto a 20 °C

Gravedad
especifica original

(°P) pH (adimensional)
Repeticion 1
Repeticién 2
Repeticion 3

Media
Desviacion
estandar

Fuente: elaboracion propia.

Tabla V. Formato de gravedad especifica de muestras a 20 °C

Dia desde inoculacion

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10

15

20 25

Repeticion 1

Repeticion 2

Repeticion 3

Media

Desviacion estandar

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VI. Formato de pH de muestras a 20 °C

Dia desde inoculaciéon

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1

Repeticion 2

Repeticién 3

Media

Desviacion estandar

Fuente: elaboracion propia.

Tabla VII. Formato de conteo de células totales en muestras

Dia desde inoculaciéon

Factor de dilucion

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1

Repeticién 2

Media

Desviacion estandar

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VIII. Formato de conteo de células totales en muestras

Dia desde inoculaciéon
Factor de dilucion

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)
5 10 15 20 25

Repeticion 1
Repeticién 2

Media
Desviacion estandar

Fuente: elaboracion propia.

3.7. Tabulacidn, ordenamiento y procesamiento de la informacién

A continuacion, se detallan los formatos para el procesamiento de la

informacion:

Tabla IX. Volumen de crema de levadura para inoculacion para 5L de

mosto
Tasade Factor
inoculacion de Volumen
(millones de dilucion por
células Células | Células del Densidad | Viabilidad (en | agregar
viables/mL) | totales | muertas| conteo |(células/mL)| porcentaje) (mL)
5
10
15
20
25

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla X. Atenuacion aparente de muestras a 20 °C

Tasa de inoculaciéon (millones de
células viables/mL)

Dias desde inoculacion

especifica (°P)

Gravedad

Atenuacion
(en porcentaje)

0

O[O |N[O |01~ [W|N (-

[N
o

[EEN
[EEN

=
N

=
w

[EY
n

[N
(93]

[N
(o2}

=
\l

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XI.

Densidad celular y viabilidad de las muestras

Tasa de
inoculacion
(millones de

células
viables/mL)

Dias desde
inoculacion

Células
muertas

Células
totales

Aumento
Hemocitometro

Factor de
dilucion

Densidad
celular
(millones
de
células
/mL)

Viabilidad
(en
porcentaje)

O |0 |INO |0~ WN|F|O

=
o

[EEN
[EEN

[EEN
N

[EEN
w

[
N

[EEN
a1

=
(o3}

[EEN
\l

Fuente: elaboracion propia.
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3.8. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico de los datos cuantitativos se utilizara las medidas
de tendencia central y las medidas de dispersion, para analizar la

representatividad de los datos.

Para determinar qué hipotesis se acepta y cual se rechaza, se utilizo la

diferencia entre medias, mediante el analisis de varianza (ANOVA).

3.8.1. Medidas de tendencia central

Como medida de tendencia central se utilizara la media aritmética

>

Il
™M
Rz
<

=

Donde:

X: Media aritmética

¥¥ X,: Sumatoria de valores
N: nimero de repeticiones

3.8.2. Medidas de dispersion

Se utilizara la desviacion estandar para establecer el grado de dispersion

de los datos respecto de la media aritmética

L ZXi=X)
o= T N1
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Donde:

o: desviacion estandar
X;: valor de la muestra
X: media aritmética

N: numero de repeticiones
3.8.3. Andlisis de varianza
La prueba de hipaétesis se realizé por medio del analisis de varianza, a partir

de la diferencia entre medias. Se asume que las varianzas son iguales de las k

poblaciones y una significancia del 5 %. Se utiliza la tabla de ANOVA.

3.8.3.1. Tratamientos
o PR1: 5x10° células viables/mL
o PR1: 10x10°¢ células viables/mL
o PR1: 15x10° células viables/mL
o PR1: 20x10°¢ células viables/mL

o PR1: 25x10° células viables/mL

3.8.3.2. Repeticiones

Las mediciones experimentales seran llevadas en triplicado para las

propiedades fisicoquimicas.

3.8.4. ANOVA

El analisis de varianza se lleva a cabo para determinar si existe una

diferencia significativa entre las variaciones realizadas en la investigacion.
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Tabla XIl. Tabla ANOVA
Fuentes Suma de | Gradosde | Cuadrados | F F critica
cuadrados | libertad medios (prueba)
Tratamientos | SST k-1 MST MST/MST | F (a, k-1,
Error SSE n-k MSE n-1)
Total SStotal n-1

Fuente: WALPOE, Ronald. Probabilidad y estadistica para ingenieros. p. 28.

Diferencia de cuadrados

Correccion media

Varianza total

SST =

i

X
L _cM

i=1

1 2
CM =— E E .
n( ; jxl])

k
Xi
SStotal = (z Xy _cm
=™

Diferencia dentro de cada tratamiento

SSE = SStotal — SST
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. Correccion de media de tratamientos

MST = SST
k-1
. Correccion de la media de errores
MSE — SSE
T n—k
3.9. Plan de andlisis de resultados

Para el analisis de resultados se establecen los métodos segun cada

variable en el subtitulo 3.9.1 y los programas por utilizar en el subtitulo 3.9.2.
3.9.1. Métodos y modelos segun tipo de variable
Para los datos de gravedad especifica se realizara un analisis de varianza
para cada dia fermentacion entre los tratamientos dados. Para la atenuacion
aparente, pH, densidad celular y viabilidad se trabajara con valores promedio.

3.9.2. Programas por utilizar para analisis de datos

Para el analisis de datos se utiliz6 programas del paquete de Office, como
lo son Microsoft Word 2019 y Microsoft Excel 2019.

3.9.2.1. Microsoft Word 2019

Programa utilizado para la redaccion e interpretacion de la investigacion y

Sus respectivos resultados.
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3.9.2.2. Microsoft Excel 2019

Hoja de célculo utilizada para la determinacion de variables y parametros
estadisticos de media, desviacion estandar y analisis de varianza de un factor.
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4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos de las mediciones son presentados en esta
seccién. En donde las caracteristicas de gravedad especifica, atenuacion
aparente, potencial de hidrégeno, densidad celular y viabilidad son presentadas

en funcion del tiempo de fermentacion para cada tasa de inoculaciéon evaluada.
Figura 1. Gravedad especifica en funcion del tiempo de fermentacién
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Tasa de inoculacion 20 millones de células viables/mL

—8—Tasa de inoculaciéon 25 millones de células viables/mL

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 2. Atenuacién aparente en funcion del tiempo de fermentacion
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3.
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 4. Densidad celular en suspension en funcion del tiempo de

fermentacion
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 5. Viabilidad en funcion del tiempo de fermentacion
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Fuente: elaboracion propia.
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Tabla Xlll.  Resumen de analisis de varianza para gravedad especifica de

muestras
Dias desde inoculacién F critico F calculado Conclusién
1 3,5 60,3 Se acepta H1
2 3,5 687,1 Se acepta H1
3 3,5 2298,3 Se acepta H1
4 3,5 1451,6 Se acepta H1
5 3,5 1376,3 Se acepta H1
6 3,5 1361,0 Se acepta H1
7 3,5 944,8 Se acepta H1
8 3,5 643,8 Se acepta H1
9 3,5 1365,0 Se acepta H1
10 3,5 1058,8 Se acepta H1
11 3,5 431,3 Se acepta H1
12 3,5 125,5 Se acepta H1
13 3,5 68,8 Se acepta H1
14 3,5 15,8 Se acepta H1
15 3,5 21,0 Se acepta H1
16 3,5 41,5 Se acepta H1
17 3,5 9,7 Se acepta H1

Fuente: elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Para el presente trabajo de investigacion, se llevo a cabo la fermentacion
de 5 muestras de mosto de malta de cebada, variando la cantidad de in6culo
inicial. Las tasas de inoculacién evaluadas fueron de 5, 10, 15, 20 y 25 millones

de levaduras por mililitro.

En la experimentacion se mantuvieron constantes las propiedades de mosto
original, cepa de levadura y temperatura de fermentacion. Se evaluaron
propiedades fisicoquimicas de cada muestra cada 24 horas hasta finalizar la
fermentacién de todas las muestras. Se evaluaron propiedades microbiol6gicas
para cada muestra cada 24 horas hasta finalizar la fermentacion de cada

muestra.

Las mediciones fisicoquimicas fueron de gravedad especifica, utilizando
hidrometria y pH por medio de potenciometria, en donde se realizaron tres
repeticiones a cada tasa de inoculacion cada 24 horas. Mientras que las
mediciones microbiolégicas fueron llevadas a cabo haciendo uso de un
hemocitometro con azul de metileno para conteo de células totales y células
muertas, donde se realizaron dos repeticiones para cada tasa de inoculacién

cada 24 horas.

Con los datos obtenidos se realizaron los calculos correspondientes y se
graficaron: la gravedad especifica, atenuacion aparente, potencial de hidrégeno,
densidad celular en suspension y viabilidad en funcion del tiempo de

fermentacion.
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El comportamiento de la gravedad especifica respecto del tiempo para cada
tasa de inoculacion estudiada se presenta en la figura 1, donde se observa que
la fase de adaptacion para todas las tasas de inoculacion estudiadas duré entre
1y 2 dias, posteriormente se observan descensos en la gravedad especifica cada
vez mayores demostrando que se encontraban en la etapa exponencial y
conforme fueron avanzando los dias de fermentacion se llegd a la etapa
estacionaria donde la gravedad especifica se mantuvo constante y practicamente

igual al final de la fermentacion en todas las muestras.

En todas las variaciones de tasa de inoculacion se observo el mismo
comportamiento de gravedad especifica respecto al tiempo de fermentacion,
conforme incrementaba el tiempo de fermentacién la gravedad especifica
disminuia hasta llegar a una gravedad especifica final constante, presentando un
comportamiento asintético. Ademas, se observo que, a mayor tasa de inoculacion

fue mas corto el tiempo en que se llegaba a la gravedad especifica final.

La atenuacion aparente en funcion del tiempo de fermentacion para cada
tasa de inoculacion se presento en la figura 2. En esta gréafica se presenta un
comportamiento en donde aumenta la atenuacién conforme aumenta el tiempo
de fermentacién. Esto claramente reflejo que el porcentaje de los azlcares
fermentables consumidos fue aumentando hasta que estos se agotaron y se llego

al comportamiento asintético en todas las variaciones estudiadas.
Para la atenuacion aparente los incrementos respecto al tiempo fueron
mayores conforme fue mayor la tasa de inoculaciéon, y todas las variaciones

estudiadas llegaron a un nivel similar de atenuacion aparente final.

El pH respecto al tiempo de fermentacion se grafico en la figura 3. Se

observd un descenso progresivo respecto al tiempo de fermentacion, siendo los
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descensos cada vez menores hasta llegar a un punto asintético para todas las
tasas de inoculacion evaluadas. A pesar de la variacion en la tasa de inoculacion
no se observé una tendencia o diferencia clara en la gréafica en el pH durante la

fermentacion.

La densidad celular en funcién del tiempo se present6 en la figura 4. En esta
gréfica se pudo apreciar que la densidad celular en suspensién aumentd respecto
al tiempo de fermentacion hasta alcanzar un maximo, posterior a este punto
maximo se observaron disminuciones, siendo estas cada vez menores, como

consecuencia de la floculaciéon de levadura,

Se observé que el punto maximo de densidad celular en suspension fue
mayor conforme aumento la tasa de inoculacion. Asi mismo, el tiempo en el que

se alcanz6 la maxima densidad celular fue menor a mayor tasa de inoculacion.

La viabilidad respecto al tiempo de fermentacion se graficé en la figura 5.
En donde se observé que las 2 mayores tasas de inoculacion presentan una
menor viabilidad durante la fermentacion. Mientras que la tasa de 15 millones de
células por mililitro presentd la mayor viabilidad durante la fermentacion seguido
por la de tasa de 5 y 10 millones de células por mililitro. En todas las tasas
evaluadas la viabilidad en suspension disminuyé conforme aumento el tiempo de

fermentacion.

En el andlisis de varianza para la gravedad especifica se observo que para
todos los dias desde inoculacién existi6 una diferencia significativa entre al
menos dos tasas de inoculacion. Se observd que el pardmetro de conclusiéon
estadistico fue muy cercano al limite de aceptacion para la gravedad especifica

final, porque presentaron valores similares entre si.
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CONCLUSIONES

La gravedad especifica disminuy6 conforme el tiempo de fermentacion fue
mayor, mientras que, a mayor tasa de inoculacion el tiempo en alcanzar la
gravedad especifica final fue menor, llegando todas las variaciones a

valores finales similares.

La atenuacion aparente aumentd conforme el tiempo de fermentacion
avanzo, siendo los aumentos de mayor magnitud con el incremento en las

tasas de inoculacion hasta alcanzar la atenuacion final.

El pH de fermentacion disminuyé conforme avanzé el tiempo de
fermentacion, mientras que entre las variaciones de tasa de inoculacion

no se observé una tendencia clara.

La densidad celular en suspensiéon aumentd hasta un maximo y luego
disminuy6 conforme mayor fue el tiempo de fermentacion, siendo los picos

superiores conforme aumento la tasa de inoculacion.
La viabilidad de las células en suspension disminuyé conforme avanzo el

tiempo de fermentacion, la mayor viabilidad se obtuvo en la tasa de

15 millones de células por mililitro.
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RECOMENDACIONES

Evaluar mas parametros fisicoquimicos tales como esteres y alcoholes

superiores durante la fermentacion.

Llevar a cabo el estudio a escala planta piloto, bajo condiciones que se

asemejen aun mas al proceso industrial.

Realizar una comparacion del efecto de la tasa de inoculacion para cepas

de fermentacion alta, Saccharomyces cerevisiae.

Incorporar un analisis de vitalidad para la levadura durante Ila

fermentacion.
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APENDICES

Apéndice 1. Conteo de levaduras de cultivo madre
Células Células Factor de dilucion
totales muertas (adimensional)
Repeticion 1 57 2 200
Repeticion 2 61 2 200
Media 59 2 200
Desviacion estandar 2 0 0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 2. Propiedades fisicoquimicas de mosto inicial
Gravedad especifica

original (°P) pH (adimensional)
Repeticion 1 11,8 511
Repeticion 2 11,9 5,08
Repeticién 3 11,8 5,07
Media 11,8 5,09
Desviacién estandar 0,0 0,02

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 3.

inoculacion (°P)

Gravedad especifica de muestras para el dia 1 desde

Dia desde inoculacion

1

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 10,9 10,9 10,8 10,0 10,1
Repeticién 2 10,8 10,8 10,8 10,2 10,2
Repeticion 3 10,9 10,8 10,8 10,3 10,2
Media 10,9 10,8 10,8 10,2 10,2
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0

Apéndice 4.

Fuente: elaboracion propia.

inoculacion (°P)

Gravedad especifica de muestras para el dia 2 desde

Dia desde inoculacion

2

Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 10,4 10,2 9,9 8,5 7,6
Repeticion 2 10,5 10,2 9,9 8,8 7,7
Repeticion 3 10,4 10,2 9,9 8,7 7,7
Media 10,4 10,2 9,9 8,7 7,7
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 5. Gravedad especifica de muestras para el dia 3 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculaciéon 3

Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticiéon 1 10,2 9,6 8,7 7,5 6,2
Repeticiéon 2 10,1 9,5 8,7 7,6 6,2
Repeticion 3 10,2 9,5 8,6 7,5 6,1
Media 10,2 9,5 8,7 7,5 6,2
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 6. Gravedad especifica de muestras para el dia 4 desde
inoculacion (°P)

Dia desde inoculacion 4

Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 8,9 8,4 7,3 6,3 52
Repeticion 2 8,8 8,5 7,2 6,2 5,3
Repeticion 3 8,8 8,6 7,3 6,2 5,3
Media 8,8 8,5 7,3 6,2 53
Desviacién estandar 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 7. Gravedad especifica de muestras para el dia 5 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculacion 5

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 7,5 7,2 6 52 47
Repeticién 2 7,5 7,2 6 51 4.6
Repeticién 3 7,5 7,3 6 53 47
Media 7,5 7,2 6,0 5,2 4,7
Desviacion estandar 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 8. Gravedad especifica de muestras para el dia 6 desde
inoculacion (°P)

Dia desde inoculaciéon 6

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 6,7 6,2 5,4 4.4 43
Repeticiéon 2 6,7 6,2 5,3 43 42
Repeticion 3 6,8 6,2 54 4,3 4,3
Media 6,7 6,2 5,4 4,3 4,3
Desviacion estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 9. Gravedad especifica de muestras para el dia 7 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculaciéon 7

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticiéon 1 6,1 55 5 4 4
Repeticién 2 6 5,5 51 4 4
Repeticion 3 6,1 5,5 5 4.1 39
Media 6,1 5,5 5,0 4,0 4,0
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 10. Gravedad especifica de muestras para el dia 8 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculacion 8

Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 5,6 5 4,5 3,7 3,7
Repeticion 2 5,7 5 4,6 3,8 3,7
Repeticion 3 57 49 45 3,7 3,6
Media 57 5,0 45 3,7 3,7
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 11. Gravedad especifica de muestras para el dia 9 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculaciéon 9

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 52 4,7 4,2 3,4 3,4
Repeticién 2 51 4.6 42 34 3,4
Repeticion 3 52 4,7 4,2 3,4 3,4
Media 52 4,7 4,2 3.4 3,4
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 12. Gravedad especifica de muestras para el dia 10 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculacion 10

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 5 4.4 3,9 3.3 34
Repeticion 2 4,9 4.4 4 3,3 3,4
Repeticion 3 49 4.4 4 3.3 34
Media 4,9 4.4 4,0 3,3 3,4
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 13. Gravedad especifica de muestras para el dia 11 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculacion 11

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 4.4 4 3,8 3,3 3,4
Repeticion 2 4,3 4 3,7 3,3 3,4
Repeticion 3 4,4 4 3,8 3,3 3,4
Media 4,4 4,0 3,8 3,3 3,4
Desviacion estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 14. Gravedad especifica de muestras para el dia 12 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculacion 12

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 4 3,7 3,6 3,3 3,4
Repeticién 2 4.1 3,7 3,7 3.3 3,4
Repeticién 3 4 3.8 3,6 3.3 3,4
Media 4,0 3,7 3,6 3,3 3,4
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.

57




Apéndice 15. Gravedad especifica de muestras para el dia 13 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculaciéon 13

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticiéon 1 3,8 3,5 3,5 3,3 34
Repeticion 2 3,7 3,5 3,6 3,3 3,4
Repeticion 3 3,8 3,5 3,5 3,3 34
Media 3,8 3,5 3,5 3,3 34
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 16. Gravedad especifica de muestras para el dia 14 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculaciéon 14

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 3,4 3,4 3,5 3,3 3,4
Repeticiéon 2 3,4 3,4 3,6 3.3 34
Repeticion 3 3,5 3,4 3,5 3,3 3,4
Media 3,4 3,4 3,5 3,3 3,4
Desviacion estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 17. Gravedad especifica de muestras para el dia 15 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculaciéon 15

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticiéon 1 3,3 3,4 3,5 3,3 34
Repeticion 2 3,3 3,4 3,6 3,3 3,4
Repeticion 3 3,3 3,4 3,5 3,3 34
Media 3,3 3,4 3,5 3,3 3,4
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 18. Gravedad especifica de muestras para el dia 16 desde

inoculacion (°P)

Dia desde inoculaciéon 16

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 3,3 3,4 3,5 3,3 3,4
Repeticiéon 2 3,3 3,4 3,6 3.3 34
Repeticion 3 3,3 3,4 3,5 3,3 3,4
Media 3,3 3,4 3,5 3,3 3,4
Desviacion estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 19.

inoculacion (°P)

Gravedad especifica de muestras para el dia 17 desde

Dia desde inoculaciéon

17

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticiéon 1 3,3 3,4 3,5 3,2 34
Repeticion 2 3,3 3,4 3,4 3,3 3,3
Repeticion 3 3,3 3,4 3,5 3,3 3,3
Media 3,3 3,4 3,5 3,3 3,3
Desviacién estandar 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 20. pH de muestras para el dia 1 desde inoculacion
Dia desde inoculacion 1
Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,67 4,66 4,52 4,6 4,59
Repeticion 2 4,72 4,68 4,55 4,6 4,61
Repeticion 3 4,70 4,7 4,59 4,66 4,62
Media 4,70 4,68 4,55 4,62 4,61
Desviacion estandar 0,02 0,02 0,03 0,03 0,01

Fuente: elaboracion propia.

60




Apéndice 21.

pH de muestras para el dia 2 desde inoculacién

Dia desde inoculaciéon

2

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 4,67 4,62 4,53 4 54 4,48
Repeticion 2 4,63 4.6 4,51 4,58 4,5
Repeticion 3 4.6 4,57 4,53 4,62 4,46
Media 4,63 4,60 4,52 4,58 4,48
Desviacion estandar 0,03 0,02 0,01 0,03 0,02

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 22. pH de muestras para el dia 3 desde inoculacién
Dia desde inoculacion 3
Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,55 4,49 4,42 4,43 4,47
Repeticion 2 4,57 4,5 4,45 4,41 4,45
Repeticion 3 4,53 4,56 4,47 4,45 4,43
Media 4,55 4,52 4,45 4,43 4,45
Desviacion estandar 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 23. pH de muestras para el dia 4 desde inoculacion
Dia desde inoculacion 4
Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,5 4,47 4,38 4,43 4,43
Repeticion 2 4,52 4,49 4.4 4,46 4,45
Repeticiéon 3 4,54 4,51 4,45 4,4 4,46
Media 4,52 4,49 4,41 4,43 4,45
Desviacién estandar 0,02 0,02 0,03 0,02 0,01

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 24.

pH de muestras para el dia 5 desde inoculacién

Dia desde inoculaciéon

5

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,48 4,49 4,35 4.4 4,44
Repeticion 2 4,46 4,45 4,38 4,42 4.4
Repeticion 3 4,42 4,42 4,33 4,38 4,36
Media 4,45 4,45 4,35 4,40 4,40
Desviacion estandar 0,02 0,03 0,02 0,02 0,03

Apéndice 25.

Fuente: elaboracion propia.

pH de muestras para el dia 6 desde inoculacién

Dia desde inoculacion

6

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 4,41 4.4 4,37 4,39 4,39
Repeticién 2 4,39 4,39 4,36 4,37 4,37
Repeticion 3 4,37 4,37 4,33 4,36 4,36
Media 4,39 4,39 4,35 4,37 4,37
Desviacién estandar 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01

Apéndice 26.

Fuente: elaboracion propia.

pH de muestras para el dia 7 desde inoculacion

Dia desde inoculacion

7

Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,41 4,36 4,37 4,39 4,39
Repeticion 2 4,39 4,38 4,34 4,37 4,37
Repeticién 3 4,37 4,35 4,34 4,36 4,36
Media 4,39 4,36 4,35 4,37 4,37
Desviacién estandar 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 27.

pH de muestras para el dia 8 desde inoculacién

Dia desde inoculaciéon

8

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 4,38 4,38 4,37 4,35 4,38
Repeticion 2 4,36 4,36 4,35 4,33 4,37
Repeticion 3 4,34 4,35 4,33 4,31 4,35
Media 4,36 4,36 4,35 4,33 4,37
Desviacion estandar 0,02 0,01 0,02 0,02 0,01

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 28. pH de muestras para el dia 9 desde inoculacién
Dia desde inoculacion 9
Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)
5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,35 4,37 4,34 4,35 4,39
Repeticion 2 4,33 4,33 4,33 4,33 4,38
Repeticion 3 4,31 4,3 4,3 4,31 4,37
Media 4,33 4,33 4,32 4,33 4,38
Desviacion estandar 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01

Apéndice 29.

Fuente: elaboracion propia.

pH de muestras para el dia 10 desde inoculacién

Dia desde inoculaciéon

10

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,35 4,35 4,31 4,35 4,37
Repeticion 2 4,33 4,33 4,3 4,33 4,35
Repeticion 3 4,31 4,31 4,27 4,31 4,34
Media 4,33 4,33 4,29 4,33 4,35
Desviacion estandar 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 30.

pH de muestras para el dia 11 desde inoculacién

Dia desde inoculaciéon

11

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 4,31 4,32 4.3 4,35 4,35
Repeticion 2 4.3 4.3 4,28 4,33 4,33
Repeticion 3 4,29 4.3 4,27 4,31 4,31
Media 4,30 4,31 4,28 4,33 4,33
Desviacion estandar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 31. pH de muestras para el dia 12 desde inoculacién
Dia desde inoculacion 12
Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)
5 10 15 20 25

Repeticién 1 4,31 4,31 4,3 4,35 4,35
Repeticién 2 4,3 4,3 4,28 4,33 4,33
Repeticion 3 4,29 4,29 4,27 4,31 4,31
Media 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
Desviacion estandar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02

Apéndice 32.

Fuente: elaboracion propia.

pH de muestras para el dia 13 desde inoculacion

Dia desde inoculacion

13

Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,31 4,3 4,3 4,35 4,35
Repeticion 2 4,3 4,3 4,28 4,33 4,33
Repeticién 3 4,29 4,29 4,27 4,31 4,31
Media 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
Desviacién estandar 0,01 0,00 0,01 0,02 0,02

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 33.

pH de muestras para el dia 14 desde inoculacién

Dia desde inoculaciéon

14

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 4,31 4,31 4.3 4,35 4,35
Repeticion 2 4.3 4.3 4,28 4,33 4,32
Repeticion 3 4,29 4,28 4,27 4,31 4,31
Media 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
Desviacion estandar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02

Apéndice 34.

Fuente: elaboracion propia.

pH de muestras para el dia 15 desde inoculacién

Dia desde inoculacion

15

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 4,31 4,31 4,3 4,35 4,35
Repeticién 2 4,3 4,3 4,28 4,33 4,33
Repeticion 3 4,29 4,29 4,27 4,31 4,3
Media 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
Desviacién estandar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02

Apéndice 35.

Fuente: elaboracion propia.

pH de muestras para el dia 16 desde inoculacién

Dia desde inoculacion

16

Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 4,31 4,31 4,3 4,35 4,35
Repeticion 2 4,3 4,3 4,28 4,32 4,33
Repeticiéon 3 4,29 4,29 4,27 4,31 4,31
Media 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
Desviacién estandar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 36.

pH de muestras para el dia 17 desde inoculacién

Dia desde inoculacién

17

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 4,31 4,31 4,3 4,34 4,35
Repeticién 2 4,3 4,3 4,28 4,33 4,33
Repeticién 3 4,28 4,29 4,26 4,31 4,31
Media 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
Desviacion estandar 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02

Apéndice 37.

Fuente: elaboracion propia.

desde inoculacién

Conteo de células totales de muestras para el dia 1

Dia desde inoculacién

1

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 34 62 96 142 178

Repeticion 2 36 58 94 138 192

Media 35 60 95 140 185
Desviacion estandar 1 2 1 2 7

Apéndice 38.

Fuente: elaboracion propia.

desde inoculacion

Conteo de células totales de muestras para el dia 2

Dia desde inoculacién

2

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 43 95 122 192 265

Repeticion 2 37 105 128 198 255

Media 40 100 125 195 260
Desviacion estandar 3 5 3 3 5

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 39.

desde inoculacién

Conteo de células totales de muestras para el dia 3

Dia desde inoculacion

3

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 33 183 186 267 295
Repeticion 2 47 167 174 253 315
Media 40 175 180 260 305
Desviacion estandar 7 8 6 7 10

Apéndice 40.

Fuente: elaboracion propia.

desde inoculacion

Conteo de células totales de muestras para el dia 4

Dia desde inoculacién

4

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacién (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 83 216 236 280 263
Repeticion 2 67 234 254 300 237
Media 75 225 245 290 250
Desviacion estandar 8 9 9 10 13

Fuente: elaboracion propia.
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Conteo de células totales de muestras para el dia 5

Apéndice 41.
desde inoculacion
Dia desde inoculacién 5
Factor de dilucion 20
Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 184 262 279 262 218
Repeticién 2 165 238 261 238 242
Media 175 250 270 250 230
Desviacion estandar 10 12 9 12 12

Fuente: elaboracion propia.

Conteo de células totales de muestras para el dia 6

Apéndice 42.
desde inoculacion
Dia desde inoculacion 6
Factor de dilucién 20
Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)
5 10 15 20 25
Repeticion 1 235 225 249 195 210
Repeticion 2 215 245 271 215 190
Media 225 235 260 205 200
Desviacion estandar 10 10 11 10 10

Apéndice 43.

Fuente: elaboracion propia.

desde inoculacion

Conteo de células totales de muestras para el dia 7

Dia desde inoculacion 7
Factor de dilucién 20
Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)
5 10 15 20 25
Repeticion 1 192 208 219 188 176
Repeticion 2 208 192 201 172 194
Media 200 200 210 180 185
Desviacion estandar 8 8 9 8 9

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 44.

desde inoculacion

Conteo de células totales de muestras para el dia 8

Dia desde inoculacion 8
Factor de dilucién 20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticién 1 187 170 176 147 179
Repeticién 2 169 190 194 163 161
Media 178 180 185 155 170
Desviacion estandar 9 10 9 8 9

Apéndice 45.

Fuente: elaboracion propia.

desde inoculacion

Conteo de células totales de muestras para el dia 9

Dia desde inoculacién

9

Factor de diluciéon

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 141 160 158 137 162
Repeticion 2 159 140 142 153 178
Media 150 150 150 145 170
Desviacion estandar 9 10 8 8 8

Apéndice 46.

Fuente: elaboracion propia.

desde inoculacion

Conteo de células totales de muestras para el dia 10

Dia desde inoculacion 10
Factor de dilucién 20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25
Repeticion 1 107 119 128 128 177
Repeticion 2 93 131 142 142 163
Media 100 125 135 135 170
Desviacion estandar 7 6 7 7 7

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 47.

desde inoculacion

Conteo de células totales de muestras para el dia 11

Dia desde inoculacién

11

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 80 128 122 136 172

Repeticién 2 96 112 108 124 158

Media 88 120 115 130 165
Desviacion estandar 8 8 7 6 7

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 48. Conteo de células totales de muestras para el dia 12

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

12

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 82 103 103 123 N/A
Repeticion 2 68 117 117 137 N/A
Media 75 110 110 130 N/A
Desviacion estandar 7 7 7 7 N/A

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 49. Conteo de células totales de muestras para el dia 13

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

13

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 51 119 116 N/A N/A
Repeticion 2 69 101 104 N/A N/A
Media 60 110 110 N/A N/A
Desviacion estandar 9 9 6 N/A N/A

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 50. Conteo de células totales de muestras para el dia 14

desde inoculacion

Dia desde inoculacion 14
Factor de dilucién 20
Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)
5 10 15 20 25
Repeticién 1 67 88 100 N/A N/A
Repeticién 2 53 102 110 N/A N/A
Media 60 95 105 N/A N/A
Desviacion estandar 7 7 5 N/A N/A

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 51. Conteo de células totales de muestras para el dia 15

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

15

Factor de diluciéon

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 56 95 110 N/A N/A
Repeticion 2 64 85 100 N/A N/A
Media 60 90 105 N/A N/A
Desviacion estandar 4 5 5 N/A N/A

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 52. Conteo de células totales de muestras para el dia 16

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

16

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 55 85 N/A N/A N/A
Repeticion 2 45 95 N/A N/A N/A
Media 50 90 N/A N/A N/A
Desviacion estandar 5 5 N/A N/A N/A

Fuente: elaboracion propia.

71




Apéndice 53.

Conteo de células totales de muestras para el dia 17

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

17

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 46 920 N/A N/A N/A
Repeticién 2 54 80 N/A N/A N/A
Media 50 85 N/A N/A N/A
Desviacion estandar 4 5 N/A N/A N/A

Apéndice 54.

Fuente: elaboracion propia.

desde inoculacion

Conteo de células muertas de muestras para el dia 1

Dia desde inoculacién

1

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 1 4 6 7 7
Repeticion 2 3 2 4 5 11
Media 2 3 5 6 9
Desviacion estandar 1 1 1 1 2

Apéndice 55.

Fuente: elaboracion propia.

desde inoculacion

Conteo de células muertas de muestras para el dia 2

Dia desde inoculacién

2

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 3 4 4 8 25
Repeticion 2 1 6 6 12 19
Media 2 5 5 10 22
Desviacion estandar 1 1 1 2 3

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 56.

desde inoculacion

Conteo de células muertas de muestras para el dia 3

Dia desde inoculacién

3

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 0 9 9 18 28
Repeticién 2 4 5 5 12 32
Media 2 7 7 15 30
Desviacion estandar 2 2 2 3 2

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 57. Conteo de células muertas de muestras para el dia 4

desde inoculacion

Dia desde inoculaciéon

4

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 5 10 5 18 28
Repeticion 2 1 14 11 24 22
Media 3 12 8 21 25
Desviacion estandar 2 2 3 3 3

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 58. Conteo de células muertas de muestras para el dia 5

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

5

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 5 20 14 27 22
Repeticién 2 9 16 8 19 30
Media 7 18 11 23 26
Desviacion estandar 2 2 3 4 4

Fuente: elaboracion propia.

73




Apéndice 59.

desde inoculacion

Conteo de células muertas de muestras para el dia 6

Dia desde inoculacién

6

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 17 20 11 20 30
Repeticién 2 13 24 15 28 24
Media 15 22 13 24 27
Desviacion estandar 2 2 2 4 3

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 60. Conteo de células muertas de muestras para el dia 7

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

7

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 12 28 13 25 23
Repeticion 2 18 23 7 19 31
Media 15 26 10 22 27
Desviacion estandar 3 3 3 3 4

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 61. Conteo de células muertas de muestras para el dia 8

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

8

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 21 21 4 19 34
Repeticion 2 13 27 12 25 26
Media 17 24 8 22 30
Desviacion estandar 4 3 4 3 4

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 62.

desde inoculacion

Conteo de células muertas de muestras para el dia 9

Dia desde inoculacién

9

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 12 24 13 27 27
Repeticién 2 20 18 7 23 37
Media 16 21 10 25 32
Desviacion estandar 4 3 3 2 5

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 63. Conteo de células muertas de muestras para el dia 10

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

10

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 18 14 5 21 39
Repeticion 2 10 22 13 29 31
Media 14 18 9 25 35
Desviacion estandar 4 4 4 4 4

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 64. Conteo de células muertas de muestras para el dia 11

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

11

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 8 22 13 29 38
Repeticién 2 16 12 7 25 32
Media 12 17 10 27 35
Desviacion estandar 4 5 3 2 3

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 65.

Conteo de células muertas de muestras para el dia 12

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

12

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 15 12 8 24 N/A
Repeticién 2 9 22 14 30 N/A
Media 12 17 11 27 N/A
Desviacion estandar 3 5 3 3 N/A

Apéndice 66.

Fuente: elaboracion propia.

Conteo de células muertas de muestras para el dia 13

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

13

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 5 21 16 N/A N/A
Repeticion 2 13 13 8 N/A N/A
Media 9 17 12 N/A N/A
Desviacion estandar 4 4 4 N/A N/A

Apéndice 67.

Fuente: elaboracion propia.

Conteo de células muertas de muestras para el dia 14

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

14

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 12 12 9 N/A N/A
Repeticion 2 6 18 15 N/A N/A
Media 9 15 12 N/A N/A
Desviacion estandar 3 3 3 N/A N/A

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 68.

Conteo de células muertas de muestras para el dia 15

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

15

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticién 1 6 17 16 N/A N/A
Repeticién 2 12 11 10 N/A N/A
Media 9 14 13 N/A N/A
Desviacion estandar 3 3 3 N/A N/A

Apéndice 69.

Fuente: elaboracion propia.

Conteo de células muertas de muestras para el dia 16

desde inoculacion

Dia desde inoculacion

16

Factor de dilucién

20

Tasa de inoculaciéon (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 12 11 N/A N/A N/A
Repeticion 2 6 17 N/A N/A N/A
Media 9 14 N/A N/A N/A
Desviacién estandar 3 3 N/A N/A N/A

Apéndice 70.

Fuente: elaboracion propia.

Conteo de células muertas de muestras para el dia 17

desde inoculacion

Dia desde inoculacién

17

Factor de dilucion

20

Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)

5 10 15 20 25

Repeticion 1 6 17 N/A N/A N/A
Repeticion 2 12 11 N/A N/A N/A
Media 9 14 N/A N/A N/A
Desviacion estandar 3 3 N/A N/A N/A

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 71.

Volumen de cultivo madre para inoculacion de

muestras de 5L de mosto

' Tasa d_e, ) Volumen
Inoculacion | o 1aq | celulas | -actorde | Densidad 1y g ag or
(millones de total dilucion del | (millones de . P
células otales | muertas conteo células/mL) (porcentaje) | agregar
viables/mL) (mL)
5 59 2 200 118 96,6 219
10 59 2 200 118 96,6 439
15 59 2 200 118 96,6 658
20 59 2 200 118 96,6 877
25 59 2 200 118 96,6 1096
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 72. Gravedad especifica de muestras a 20 °C
Gravedad especifica (°P)
Tasa de inoculacion (millones de células viables/mL)
Dias desde inoculacién 5 10 15 20 25
0 11,8 11,8 11,8 11,8 11,8
1 10,9 10,8 10,8 10,2 10,2
2 10,4 10,2 9,9 8,7 7,7
3 10,2 9,5 8,7 7,5 6,2
4 8,8 8,5 7,3 6,2 53
5 7,5 7,2 6,0 5,2 4,7
6 6,7 6,2 54 4,3 4,3
7 6,1 55 5,0 4,0 4,0
8 57 5,0 4,5 3,7 3,7
9 52 4,7 4,2 3,4 3,4
10 4,9 4,4 4,0 3,3 3,4
11 4,4 4,0 3,8 3,3 3,4
12 4,0 3,7 3,6 3,3 3,4
13 3,8 3,5 3,5 3,3 3,4
14 3,4 3,4 3,5 3,3 3,4
15 3,3 3,4 3,5 3,3 3,4
16 3,3 3,4 3,5 3,3 3,4
17 3,3 3,4 3,5 3,3 3,3

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 73.

Aten

uaciéon aparente de muestras a 20 °C

Atenuacion aparente (en porcentaje)

Tasa de inoculacion (millones de células

viables/mL)
Dias desde
inoculacioén > 10 o 20 2
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 8,2 8,5 8,7 141 141
2 11,8 13,8 16,3 26,8 35,2
3 14,1 19,4 26,8 36,3 47,9
4 25,4 28,2 38,6 47,3 55,5
5 36,6 38,9 49,3 56,1 60,6
6 43,1 47,6 54,6 63,4 63,9
7 48,7 53,5 57,5 65,9 66,5
8 52,1 58,0 61,7 68,5 69,0
9 56,3 60,6 64,5 71,3 71,3
10 58,3 62,8 66,5 72,1 71,3
11 63,1 66,2 68,2 72,1 71,3
12 65,9 68,5 69,3 72,1 71,3
13 68,2 70,4 70,1 72,1 71,3
14 71,0 71,3 70,1 72,1 71,3
15 72,1 71,3 70,1 72,1 71,3
16 72,1 71,3 70,1 72,1 71,3
17 72,1 71,3 70,7 72,4 71,8

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 74.

pH de muestras a 20 °C

pH
Tasa de inoculacion (millones de células
viables/mL)
Dias desde
inoculacion > 10 o 20 2
0 5,09 5,09 5,09 5,09 5,09
1 4,70 4,68 4,55 4,62 4,61
2 4,63 4,60 4,52 4,58 4,48
3 4,55 4,52 4,45 4,43 4,45
4 4,52 4,49 4,41 4,43 4,45
5 4,45 4,45 4,35 4,40 4,40
6 4,39 4,39 4,35 4,37 4,37
7 4,39 4,36 4,35 4,37 4,37
8 4,36 4,36 4,35 4,33 4,37
9 4,33 4,33 4,32 4,33 4,38
10 4,33 4,33 4,29 4,33 4,35
11 4,30 4,31 4,28 4,33 4,33
12 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
13 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
14 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
15 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
16 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33
17 4,30 4,30 4,28 4,33 4,33

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 75. Densidad celular y viabilidad de muestra con tasa de

inoculacion de 5 millones de células/mL

Tasa de inoculacion
(millones de células 5

viables/mL)

Dias desde Células | Células Factor Dens-idad celular Viabilidad

inoculacion totales | muertas | de- (millones de (porcentaje)

dilucion células /mL)

0 N/A N/A N/A 5,0 96,6
1 35 2 20 7,0 94,3
2 40 2 20 8,0 95,0
3 40 2 20 8,0 95,0
4 75 3 20 15,0 96,0
5 175 7 20 34,9 96,0
6 225 15 20 45,0 93,3
7 200 15 20 40,0 92,5
8 178 17 20 35,6 90,4
9 150 16 20 30,0 89,3
10 100 14 20 20,0 86,0
11 88 12 20 17,6 86,4
12 75 12 20 15,0 84,0
13 60 9 20 12,0 85,0
14 60 9 20 12,0 85,0
15 60 9 20 12,0 85,0
16 50 9 20 10,0 82,0
17 50 9 20 10,0 82,0

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 76. Densidad celular y viabilidad de muestra con tasa de

inoculacion de 10 millones de células/mL

Tasa de inoculacion
(millones de células 10

viables/mL)

Dias desde Células | Células Factor Dens-idad celular Viabilidad

inoculacion totales | muertas | de- ] (rr,nllones de (porcentaje)

dilucidn células /mL)

0 N/A N/A N/A 10,0 96,6
1 60 3 20 12,0 95,0
2 100 5 20 20,0 95,0
3 175 7 20 35,0 96,0
4 225 12 20 45,0 94,7
5 250 18 20 50,0 92,8
6 235 22 20 47,0 90,6
7 200 26 20 40,0 87,3
8 180 24 20 36,0 86,7
9 150 21 20 30,0 86,0
10 125 18 20 25,0 85,6
11 120 17 20 24,0 85,8
12 110 17 20 22,0 84,5
13 110 17 20 22,0 84,5
14 95 15 20 19,0 84,2
15 90 14 20 18,0 84,4
16 90 14 20 18,0 84,4
17 85 14 20 17,0 83,5

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 77. Densidad celular y viabilidad de muestra con tasa de

inoculacion de 15 millones de células/mL

Tasa de inoculacion

(millones de células 15
viables/mL)
Densidad
Dias desde inoculacion Células | Células |Factor de celular Viabilidad
totales | muertas | dilucién (millones de | (porcentaje)
células /mL)
0 N/A N/A N/A 15,0 96,6
1 95 5 20 19,0 94,7
2 125 5 20 25,0 96,0
3 180 7 20 36,0 96,1
4 245 8 20 49,0 96,7
5 270 11 20 54,0 95,9
6 260 13 20 52,0 95,0
7 210 10 20 42,0 95,2
8 185 8 20 37,0 95,7
9 150 10 20 30,0 93,3
10 135 9 20 27,0 93,3
11 115 10 20 23,0 91,3
12 110 11 20 22,0 90,0
13 110 12 20 22,0 89,1
14 105 12 20 21,0 88,6
15 105 13 20 21,0 87,6

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 78. Densidad celular y viabilidad de muestra con tasa de

inoculacion de 20 millones de células/mL

Tasa de inoculacion

(millones de células 20
viables/mL)
Densidad
Dias desde inoculacion Células | Células |Factor de celular Viabilidad
totales | muertas | dilucién (millones de | (porcentaje)
células /mL)

0 N/A N/A N/A 20,0 96,6
1 140 6 20 28,0 95,7
2 195 10 20 39,0 94,9
3 260 15 20 52,0 94,2
4 290 21 20 58,0 92,8
5 250 23 20 50,0 90,8
6 205 24 20 41,0 88,3
7 180 22 20 36,0 87,8
8 155 22 20 31,0 85,8
9 145 25 20 29,0 82,8
10 135 25 20 27,0 81,5
11 130 27 20 26,0 79,2
12 130 27 20 26,0 79,2

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 79. Densidad celular y viabilidad de muestra con tasa de

inoculacion de 25 millones de células/mL

Tasa de inoculacion

(millones de células 25
viables/mL)
Densidad
Dias desde inoculacion Células | Células |Factor de celular Viabilidad
totales | muertas | dilucién (millones de | (porcentaje)
células /mL)

0 N/A N/A N/A 25,0 96,6
1 185 9 20 37,0 95,1
2 260 22 20 52,0 91,5
3 305 30 20 61,0 90,2
4 250 25 20 50,0 90,0
5 230 26 20 46,0 88,7
6 200 27 20 40,0 86,5
7 185 27 20 37,0 85,4
8 170 30 20 34,0 82,4
9 170 32 20 34,0 81,2
10 170 35 20 34,0 79,4
11 165 35 20 33,0 78,8

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 80.

especifica de muestras

Resumen de analisis de varianza para gravedad

Dias desde inoculacion F critico F calculado Conclusion
1 3,5 60,3 Se acepta H1
2 3,5 687,1 Se acepta H1
3 3,5 2298,3 Se acepta H1
4 3,5 1451,6 Se acepta H1
5 3,5 1376,3 Se acepta H1
6 3,5 1361,0 Se acepta H1
7 3,5 944,8 Se acepta H1
8 3,5 643,8 Se acepta H1
9 3,5 1365,0 Se acepta H1
10 3,5 1058,8 Se acepta H1
11 3,5 431,3 Se acepta H1
12 3,5 125,5 Se acepta H1
13 3,5 68,8 Se acepta H1
14 3,5 15,8 Se acepta H1
15 3,5 21,0 Se acepta H1
16 3,5 41,5 Se acepta H1
17 3,5 9,7 Se acepta H1

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 81.

Tabla de requisitos académicos

Carrera Area Curso Tematica
Ingenieria Quimica Quimica organica | Alcoholes
guimica 2
Analisis Disociaciéon  de
cualitativo acidos y bases
Complementaria | Microbiologia Mohos y
levaduras
Estadistica 2 Analisis de

varianza de un
factor

Operaciones Flujo de fluidos Conceptos y

unitarias principios
fundamentales de
fluido estatica
(gravedad
especifica)

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 82.

Calidad

Diagrama de Ishikawa

Personal

Materia prima

Fuente: elaboracion propia, empleando draw.io

88

Poco
aprovechamiento de
levadura
deshidratada en la
elaboracion de
cerveza artesanal en
Guatemala

Experimentacion




