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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de titulacion fue realizar una revisién bibliografica sobre la
influencia de cada etapa de elaboracion de cerveza artesanal en la reduccién de
micotoxinas. Ademas, se planted determinar el volumen minimo de produccion de cerveza
artesanal, para lo cual se elaboraron 2 lotes de 15 litros tal como indica la Sociedad
Ecuatoriana de Cerveceros Artesanales (SECA) y luego, proporcionalmente, se redujeron
los volumenes a lotes de 3, 1.5 y 1 litro, sometidos a 6, 10 y 14 dias de fermentacién
primaria, obteniendo asi 9 lotes de cerveza artesanal. Los lotes sometidos a 6 y 10 dias
de fermentacién primaria no presentaron la densidad Optima y sus caracteristicas
organolépticas aparentes no fueron propias de una cerveza artesanal, por lo que no se
consideraron para el posterior analisis fisicoquimico. Se analizaron propiedades
fisicoguimicas como pH, grado alcohdlico y carbonatacién de los lotes sometidos a 14 dias
de fermentacién primaria. Todos estos lotes presentaron un grado alcohdlico del 5% V/V
y una carbonatacion superior a los limites de referencia, mientras que el lote de 3 litros

present6 un pH mayor al limite superior permitido de 5.60.

A pesar de que las micotoxinas no se encuentran en concentraciones significativas en los
alimentos, estas se consideran un riesgo para la salud del consumidor debido a su
capacidad para bioacumularse en el organismo humano. La influencia de la reduccién de
micotoxinas en cada etapa de produccién de cerveza artesanal esta relacionada
principalmente a la afinidad de las mismas por el agua 0 a su resistencia a elevadas
temperaturas. Las etapas en las que podria existir una reduccion potencial de micotoxinas

son durante la molienda, maceracion y la fermentacion.

Palabras claves: Cerveza artesanal. Propiedades fisico quimicas. Micotoxinas.
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ABSTRACT

The objective of this work was to carry out a literature review about the influence of each
stage of the production of craft beer on the mycotoxin reduction. In addition, it was
proposed to determine the minimum volume for craft beer production. First, two batches of
15 liters of beer that were elaborated under the same conditions according to the
Ecuadorian Society of Craft Brewers (SECA). Then, production volumes were reduced to
batches of 3, 1.5 and 1 liter, with primary fermentation periods of 6, 10 and 14 days (9
batches in total). The batches with 6 and 10 days of primary fermentation did not present
the optimal density and acceptable organoleptic features, therefore those were not

considered for the subsequent physicochemical analysis.

Physicochemical properties such as pH, alcoholic degree and carbonation were analyzed
in the batches with 14 days of primary fermentation. All the batches presented an alcoholic
degree of 5% v/v and higher carbonation than the reference values; while the 3 liter-batch

presented a pH of 5.60 which is above the maximum permitted limit.

Although mycotoxins have not been found in significant concentrations in food, these are
considered a risk for consumer’s health due to their ability to bioaccumulate in the human
body. The influence of mycotoxin reduction in each stage of craft beer production is mainly
related to their affinity for water or to their resistance to high temperatures. The stages in
which there could be a potential reduction of mycotoxins are during the grinding,

maceration and fermentation.

Keywords: Craft beer. Physicochemical properties. Mycotoxins.
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INTRODUCCION

La cerveza es una bebida alcohdlica resultante de la fermentacion de cereales como el
trigo, cebada, maiz, entre otros (Akar et al., 2004). La cebada es el cereal tradicional y
mas usado en la elaboracion de cerveza (Jaramillo, 2016). Ademas del lUpulo, la levadura
y el agua, la cebada constituye el ingrediente proveedor de azUcares fermentables que
por consumo de las levaduras producirdn alcohol y daran las caracteristicas

organolépticas propias de esta bebida (Gonzalez, 2017).

Se ha estimado que entre el 25 y 40% de la produccion mundial de cereales esta
contaminada por hongos productores de micotoxinas (Duarte-Vogel & VillamilJiménez,
2006). Las malas préacticas pre y post cosecha favorecen la contaminacion debido a la
falta de control de factores medioambientales como la temperatura y la humedad (Akar et
al., 2004). La mayor parte de hongos pertenecen a géneros Aspergillius, Fusarium y
Penicillium, pudiendo llegar a ser toxicogénicos al alcanzar madurez metabdlica bajo
condiciones ambientales ideales que favorecen la produccion de metabolitos secundarios
llamados micotoxinas (Molto, 2000). ElI consumo de alimentos contaminados con
micotoxinas trae consecuencias graves para la salud humana y animal. Sus efectos
adversos varian segun la concentracién y la presencia de una o varias micotoxinas
(Caballero, 2016; Soriano del Castillo, 2015). Entre las manifestaciones clinicas mas
comunes asociadas a la ingestion de micotoxinas son hepatitis, hemorragias, nefritis,
inmunosupresion, tumores, abortos, defectos de nacimiento, problemas gastrointestinales

e incluso el desarrollo de diferentes tipos de cancer (Mallmann et al., 2007; Tinoco, 2016).

En cervezas artesanales europeas se ha evidenciado la presencia de micotoxinas como
deoxinivalenol (DON), ocratoxina A (OTA) y Fumonisinas B (FBs) en un alto nimero de
muestras (Bertuzzi et al., 2011). Sin embargo, se ha evidenciado que la concentracion de
las micotoxinas varia a lo largo de la produccién de un alimento, por ejemplo en la
elaboracion de la cerveza en donde la cebada empleada se somete a procesos fisicos
previos como la seleccién de granos, remojo, y a tratamientos térmicos como el tostado
gue reducen significativamente la concentracion de deoxinivalenol (DON) y otros
tricotecenos como HT-2 y T2, fumonisinas (FUMs), aflatoxinas (AFs), zearalenona (ZEA)
(Karlovsky et al., 2016). También a lo largo de la elaboracién de cerveza se aplican
procesos como la maceracién y la fermentacion que resultan efectivos con una reduccion
de zearalenona (75%), aflatoxina B1 (48%) y ocratoxina A (59%) (Campagnollo et al.,
2015). Por el contrario, se ha reportado que la fermentacion no afecta la concentracién de

micotoxinas como fumonisinas y algunos tricotecenos (Karlovsky et al., 2016).

Maria Gabriela Quezada Zambrano.
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En Ecuador, los estudios sobre contaminacion de cereales por micotoxinas son escasos.
Se cuentan con reportes de deoxinivalenol, aflatoxinas G1, G2, ocratoxina A, zearalenona
y fumonisina B1 identificadas en maiz, arroz, soya, cereales a base de maiz, hojuelas de
avena, fideos y harina de trigo, (Espin et al., 1999; Guerrero Hinojosa, 2011; Ortiz Ulloa et
al., 2013; Sandoval Cafas, 2013; Tinoco, 2016). Sin embargo, no se ha analizado lo
suficiente la presencia de micotoxinas especificamente en cerveza artesanal,
disponiéndose solo de un estudio que detalla la presencia de ocratoxina A en este alimento
(Castro A, 2017).

El presente trabajo tiene por objeto elaborar cerveza artesanal a escala laboratorio y
establecer el volumen minimo de produccién que cumpla con los parametros establecidos
en la norma NTE INEN 2262:2013 para cerveza. La finalidad es colaborar en la
investigacion de micotoxinas y el potencial innato de esta bebida alcohdlica para su

descontaminacion.
OBJETIVOS
Objetivo General

* Evaluar el grado de descontaminacién de micotoxinas en las etapas de produccion

de cerveza artesanal a nivel de laboratorio.
Objetivos Especificos

* Replicar el proceso de produccion de cerveza artesanal a escala de laboratorio.

» Evaluar parametros fisico-quimicos de la cerveza artesanal segun la normativa
nacional vigente.

» Evaluar te6ricamente el potencial de descontaminaciéon de micotoxinas en las

etapas de produccién de cerveza artesanal.

Maria Gabriela Quezada Zambrano.
Valeria Andrea Valencia Ortiz. 18
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1 MARCO TEORICO
1.1 CERVEZA ARTESANAL

La cerveza es una bebida milenaria originaria de la cultura mediterranea clasica, vinculada
desde la antigiiedad con fines terapéuticos. La cerveza es una bebida alcohdlica, no
destilada, resultante de la fermentacion alcohdlica producida por la levadura contenida en
el mosto procedente de la malta de cebada y aromatizada con lapulo. La cerveza artesanal
se caracteriza por ser elaborada a partir de ingredientes naturales, no contiene aditivos
artificiales y, a diferencia de la cerveza industrial, no es sometida a un proceso de

pasteurizacién (Gonzéalez, 2017; Soriano del Castillo, 2015).

Se conocen distintos tipos de cerveza que se clasifican a partir de varios criterios, como

se presenta a continuacion (Gonzalez, 2017; Soriano del Castillo, 2015):
1.1.1 Segln su aspecto

Por su color en rubias, &mbar y negras; y por la turbiedad en cristalinas o turbias.
1.1.2 Segun la materia prima

Se refiere al cereal empleado como materia prima. Se denomina “cerveza” si procede de
la cebada. Sin embargo, sila cebada se reemplaza por otro cereal se indica como “cerveza

de...” seguido del cereal de origen.
1.1.3 Segun el tipo de fermentacion

Se distinguen tres tipos de cerveza segun el tipo de fermentacion: 1) De baja fermentacion
o Lager, en ambientes frios de 2 a 8°C; 2) De alta fermentacién o Ale, a temperaturas de
15 a 25°C, y 3) De fermentacion espontanea, se produce por levaduras salvajes

provenientes del ambiente.
1.1.4 Segun el contenido de extracto seco

Constituye un criterio de calidad que indica la cantidad de cereales que se emplean para
la elaboracion de cerveza, conocido como Extracto Seco Primitivo (ESP). Se expresa en

gramos de cereal por cada 100 gramos de mosto. Existen cuatro tipos:

+ Cerveza sin alcohol: ESP entre 2 y 4.
* Cerveza tradicional: ESP entre 11y 13.

» Cerveza especial: ESP entre 13y 15.
+ Cerveza extra especial: ESP mayor a 15.
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1.2 MATERIA PRIMA

La elaboracion de la cerveza artesanal empieza con la seleccion de la materia prima de
calidad. El agua, la cebada, el lupulo y la levadura, constituyen los principales ingredientes.
El agua es el componente base para la elaboracién de la cerveza. La cebada malteada es
el cereal mas utilizado en cerveceria, los cereales proveen de azucares fermentables a la
preparacion. El lapulo proporciona el distintivo amargor, sabor y aroma a la cerveza,
mientras que la levadura es responsable de la fermentacién alcohdlica (Fermun et al.,
2013; Gonzalez, 2017; Soriano del Castillo, 2015).

1.2.1 Agua

El agua representa mas del 95% de la composicion de la cerveza, por lo que resulta
importante la seleccién de un agua de calidad para el proceso de elaboracion de cerveza

artesanal (Fermun et al., 2013).

La composicion mineral en el agua puede ser muy compleja, llegando a ser determinante
en el sabor, el aroma y en la definicion del estilo de la cerveza. La presencia de sulfatos
como el sulfato de calcio proporciona a la cerveza un sabor ligeramente astringente o
amargo, pues realza el sabor del lGpulo. El calcio y el magnesio propician la actividad de
la levadura, favoreciendo la fermentacion. Sin embargo, en grandes cantidades producen
sabores metélicos. El exceso de sodio puede conferir un sabor salobre, mientras que el
cloruro, solo o combinado con sodio, puede potenciar los sabores (Gonzélez, 2017). Los

iones calcio estabilizan las a- y Bamilasas, importantes en la degradacion del almidén; la

a-amilasa no actla si no hay calcio presente (Molto, 2000).

El valor del pH del agua determinara el rendimiento en la maceracion, pues define la
actividad de las enzimas y, en consecuencia, el grado de produccion de azucares a partir
de la malta. Las enzimas transformadoras del almidén en azuUcares fermentables (o-
amilasa y B-amilasa) requieren de un pH entre 5,2 y 5,7 para su activacion. Por otro lado,
las proteasas, que degradan las proteinas y permiten obtener cervezas mas
transparentes, tienen un pH 6ptimo de accion que oscila entre 4,2 y 5,3 (Fermun et al.,
2013; Gonzélez, 2017).

1.2.2 Cereales

1.2.2.1 Cebada
Los tipos de cebada més utilizados en cerveceria son de dos hileras Hordeum distichum

L.y de seis hileras Hordeum vulgare L. Al igual que otros cereales, la cebada contiene una
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elevada proporcidon de hidratos de carbono, especialmente almidones, entre 60-70%.
Ademads, contiene 12% de proteinas precursoras de las enzimas que se formaran durante
la germinacién. El contenido de vitaminas y minerales se encuentran en diferentes
proporciones dependiendo de las condiciones de cultivo (Fermun et al., 2013; Gonzalez,
2017).

El grano de cebada esta constituido por tres partes:

a. Salvado, rico en celulosa, taninos y antocian6genos (resina amarga); estos
ultimos se eliminan por extraccién de las céscaras, pues se les atribuye
sabor amargo y desagradable que altera el producto final.

b. Endosperma, rico en almidén y contiene entre un 9-10% de proteinas como
leucosina, edestina y prolaminas.

c. Germen, rico en lipidos, particularmente lecitina (Molto, 2000).

La cebada se selecciona segun el estado fisico del grano, por ejemplo, cuando el color del
grano es amarillo pajizo es un indicativo de buenas condiciones de maduracion y cosecha;
mientras que el exceso de lluvia decolora el grano y aparece una coloracién negra que
indica el crecimiento de hongos. El brillo es indicador de buenas condiciones de
maduracioén, cosecha y almacenamiento, a menor humedad mas brillo. La cebada debe
ser sometida a un proceso de malteado, para que se activen las enzimas y el almidén se
transforme en maltosa. El grano contiene enzimas como las amilasas y proteasas. Las
proteasas son activadas por la humedad y se encargan de descomponer la proteina
almacenada en el grano para sintetizar las amilasas. Una vez sintetizadas, las amilasas

descomponen el almidon en dextrinas y en maltosa (Fermun et al., 2013; Gonzalez, 2017).

La transformacion de la cebada en malta se desarrolla en tres fases. La primera fase recibe
el nombre de remojado y consiste en la humidificacion de los granos durante 36-48 horas
a una temperatura de 10-15°C. Con este proceso el grano pasa de un contenido de
humedad del 15% al 45%. En el transcurso de la primera fase, los granos empiezan a
germinar, dando inicio a la germinaciéon (Fermun et al., 2013; Gonzalez, 2017). En la
segunda fase, la cebada se distribuye sobre recipientes germinadores por 7 dias o hasta
gue la raicilla alcance una longitud aproximada de 3/4 el tamafio del grano, esta fase se
lleva a cabo a una temperatura de 15°C y humedad relativa del 100%. La germinacion
permite la sintesis y activacion de enzimas como amilasas, lipasas, dextrinasas, enzimas
citoliticas, proteasas, lipooxigenasas y fosfatasas (Kunze, 2006), que transforman los
almidones presentes en el grano en azlcares susceptibles de ser fermentados (maltosa)
(Barrera et al., 2003; Fermun et al., 2013; Garcia et al., 1993; Gonzéalez, 2017). En la
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tercera fase de torrefaccion y secado, se aumenta el nivel de temperatura para promover
la conservacion de enzimas y la humedad del grano disminuye hasta 4%. Esto se lleva a
cabo sobre un enrejillado donde circula aire caliente a temperatura variable durante 24
horas. Ademas, se retiran las raicillas y el germen de los granos mediante agitacion y
volteo. De la temperatura depende el grado de color del grano, y, por lo tanto, la coloracién
de cerveza que se elaborara. Las cervezas rubias se obtienen de temperaturas entre 55-
70°C, las cervezas a&mbar entre 60-95°C y las cervezas negras o “chocolates” entre 105-
233°C (Barrera et al., 2003; Fermun et al., 2013; Garcia et al., 1993; Gonzalez, 2017).

1.2.2.2 Avena
La Avena sativa, comunmente llamada avena, también es utilizada en la fabricacién de
cerveza artesanal en una proporcion que no exceda el 10%. La adiciéon de avena aporta
proteinas, lipidos y gomas, otorgando a la cerveza una espuma persistente, finay cremosa
(Garcia et al., 1993; Gonzélez, 2017).

1.2.3 Levadura

Las levaduras son microorganismos eucariotas, unicelulares, pertenecientes a los
ascomicetos, tienen forma redondeada u ovalada con diametro de 5-10 micras. Las
levaduras son las responsables de la fermentacion de la cerveza, es decir, transforma el
azucar en alcohol y anhidrido carbonico (CO) en condiciones anaerbbicas (Gonzalez,
2017; Pilla & Vinci, 2012). ElI metabolismo respiratorio es caracteristico de las fases
tempranas del proceso de fermentacion, en las cuales la actividad celular esta dirigida
principalmente a la reproduccién (asexual por gemacién) y la generacion de biomasa.
Mientras que, el metabolismo fermentador predomina en las fases media y tardia del
proceso, cuando el oxigeno es desplazado por el CO;, incrementandose la produccién de
alcohol (Gonzalez, 2017; Pilla & Vinci, 2012).

La fermentacion por accion de la levadura tiene lugar en 3 fases, en cada fase la levadura

actia de forma distinta:

- Fase de adaptacién. Empieza inmediatamente después de que la levadura se haya
inoculado en el mosto, y se alarga aproximadamente unas 24h. Durante esta fase la
levadura evalGa su nuevo ambiente y se produce un periodo de rapida reproduccién
(Michael, 2014).

- Fase de atenuacién. Dura entre 3 y 10 dias. Durante esta fase, la levadura convierte
los azucares en CO; y alcohol, también crea una fina y burbujeante capa de espuma

denominada kreusen. Mientras los azlcares disponibles se consumen y el nivel de
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alcohol aumenta, la levadura empieza a asentarse y desciende el kreusen, lo que

indica que el proceso esta terminando (Michael, 2014).

+ Fase deacondicionamiento. La levadura pasa a un estado latente. Sin embargo, adn
resta algo de levadura en estado activo, la cual metabolizara los azlUcares mas
complejos, y reabsorbera compuestos indeseados producidos durante los primeros
procesos de la fermentacion, luego la levadura formara unos grumos, a partir de un
proceso llamado floculacion, y finalmente se desplazara hacia el fondo del
fermentador. Esta fase puede durar semanas en las cervezas ales, mientras que se

puede alargar varios meses en las lagers (Michael, 2014).

Las levaduras presentan propiedades importantes dentro de la elaboracion de cerveza
artesanal: temperatura Optima para la fermentaciéon alcohdlica comprendida entre 15-
25°C, tolerancia osmética pues soportan concentraciones de azlcar hasta del 40%,
tolerancia al alcohol contindan su actividad en concentraciones entre 10-12% y, son acido
tolerantes (Fermun et al., 2013; Gonzalez, 2017; Pilla & Vinci, 2012).

1.2.3.1 Clasificacion de las levaduras

Las levaduras usadas para la produccion de cerveza pueden ser de alta fermentacién o
ale (Saccharomyces cerevisiae) y de baja fermentaciébn o lager (Saccharomyces
carlsbergensis) (Fermun et al., 2013; Gonzélez, 2017; Molto, 2000). Las levaduras de alta
fermentacion trabajan a temperaturas que oscilan entre 15-30°C. Reciben la denominacion
de “alta fermentacion” porque se elevan a la superficie durante el proceso, creando una
nata de fermentacién. En cambio, la levadura de baja fermentacion tiende a depositarse
en el fondo del fermentador y producen menos espuma en la superficie; trabaja a
temperaturas bajas entre 7-15°C y su fermentacion es mas lenta (Fermun et al., 2013; Pilla
& Vinci, 2012).

Segun la fuente de origen, las levaduras también pueden clasificarse entre silvestres y
comerciales. Las levaduras silvestres son aquellas que forman parte de la materia prima
(cebada) o que ha ingresado a la cerveza por manipulacion inadecuada durante la
elaboracion. Aunque la microbiologia de la cerveza es compleja, las levaduras silvestres
0 salvajes son cepas naturales de Saccharomyces y Brettanomyces/Dekkera y, en menor
medida, son Candida y Pichia. S. cerevisiae se puede encontrar en una variedad de
sustratos y existe una tendencia a que prospere en entornos ricos en azucares simples,
como la fruta madura (Garret, 2012). Por otra parte, las levaduras comerciales son
desarrolladas a nivel de laboratorio. Estas levaduras se comercializan en forma de

producto deshidratado. La principal ventaja de las levaduras comerciales es que se conoce
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la 0 las especies presentes por lo que sus caracteristicas de fermentacion (temperatura,
velocidad, pH, requerimientos nutricionales y de oxigeno) estdn completamente definidas
(Garret, 2012).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura de alta fermentacion quien tiene su Optima
accion de 18 a 23°C, si la temperatura es menor su actividad desacelera y finalmente se
inactivan (Laluce et al.,, 1991). Su tiempo de fermentaciéon ideal es de 7 dias y las
temperaturas célidas de fermentacién le permiten la sintesis de compuestos que influyen
en el sabor y aroma del producto final, principalmente ésteres y fenoles (White &
Zainasheff, 2010). La falta de control en levaduras de alta fermentacién puede causar la
formacion de subproductos del alcohol que aportarian caracteristicas indeseables a la
cerveza (White & Zainasheff, 2010).

1.2.4 Lapulo

El nombre lGpulo cervecero se le atribuye a flor femenina sin fecundar de la planta de la
familia Cannabaceas del género Humulus, de la que se distinguen tres especies, H.
japonicus, H. yunnanensis y H. lupulus, siendo esta ultima la mas utilizada en la industria
cervecera. El lupulo es considerado como un conservante natural con propiedades
antisépticas y bacteriostaticas. De la composicién total del lapulo seco, un 15% lo
constituyen las resinas organicas, siendo las principales de la fraccién denominada o-
acidos, la humulona, cohumulona, adhumulona, posthumulona y prehumulona, y de la
fraccién B-acidos, lupulona, colupulona, adlupulona y prelupulona. Los aceites esenciales
Se encuentran en una proporcién aproximada del 0,5% del lupulo seco, siendo la mayoria
hidrocarburos terpénicos, mirceno, humuleno, farneseno y cariofileno (Fermun et al., 2013;
Garcia et al., 1993; Pilla & Vinci, 2012).

El lupulo es el aditivo mas importante e indispensable de la cerveza, pues cumple
funciones como: clarificacién por precipitacion de sustancias proteicas del mosto, otorga
al mosto un aroma especifico y un sabor amargo, conservante por sustancias antibioticas,
gue junto al etanol y al CO; contribuyen a la estabilidad de la cerveza y, por ultimo,
estabiliza la espuma por contener pectina, ademas favorece su formacién (Fermun et al.,
2013; Molto, 2000).

El lupulo aporta amargor, sabor y aroma. La coccion del mosto libera los &cidos
caracteristicos del amargor de la cerveza cuando alcanza la ebullicion de 45 a 90 minutos.
El lapulo también desprende aceites esenciales que confieren el sabor y aroma, este es
afiadido luego de 10 a 20 minutos para aportar el sabor, y durante los Ultimos 5 minutos
para dar aroma (Fermun et al., 2013).
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1.3 ELABORACION DE CERVEZA

Las principales etapas en el proceso de la elaboracion son la molienda, maceracion,
coccion del mosto, fermentacién principal y secundaria o maduracién, y envasado (Pilla &
Vinci, 2012; Reyna & Krammer, 2017).

1.3.1 Molturado

El molturado o triturado de la cebada malteada constituye el primer paso para la
elaboracion de la cerveza. El grano pasa a través de un molino que abre el grano sin
romper su cascara, de forma que esta sirva posteriormente como un filtro. EI molturado
permite que el agua del macerado disuelva el almidén presente en el interior del grano y
facilita la accién enzimatica que degrada el almidén en azucares simples (Fermun et al.,
2013; SECA, 2019).

1.3.2 Maceracion de malta y obtencién de mosto

El mosto es el liquido extraido del proceso de maceracion de la malta durante la fabricacién
de cerveza. Se caracteriza por su sabor dulce debido al contenido de azlcares
provenientes de cereales como la cebada malteada y avena (Hornsey, 2002; Pilla & Vinci,
2012; Rodriguez, 2003).

Durante la maceracion se produce la sacarificacion, que implica el desdoblamiento del
almidén en azulcares simples fermentables (maltosa y glucosa) por acciéon de enzimas
como a-amilasa y B-amilasa (Fermun et al., 2013). La a-amilasa es una endoenzima que
hidroliza enlaces alejados de los puntos de ramificacién dando como resultado dextrinas,
esta enzima se denomina enzima dextrificante. La 3-amilasa es una exoenzima que actia
en los extremos no reductores de la cadena liberando maltosa, se denomina enzima
sacarificante (Rodriguez, 2003). La temperatura 6ptima de accién de la a-amilasa y B-
amilasa esta dentro de un rango de 65-75°C y 60-65°C, respectivamente (Hornsey, 2002;
Pilla & Vinci, 2012; Rodriguez, 2003). De igual manera, la avena aporta con azucares
fermentables y proteinas que ayudan a la generacion de espuma estable que impide el

escape del gas y su aroma que contribuye a la calidad del producto final (SECA, 2019).
1.3.3 Coccion del mosto

Su funcién principal es estabilizar el mosto, tanto enzimatica como microbiolégicamente.
Este paso favorece la precipitacion de las proteinas provenientes del endospermo que se
desnaturalizan mediante la ruptura de puentes de hidrégeno, pasando de un estado

hidratado a deshidratado en forma de micelios. La precipitacién de proteinas también se
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produce por la accién tanica del lapulo. La coccion sirve para evitar que la cerveza se

vuelva turbia (Fermun et al., 2013; Hornsey, 2002).

Al finalizar la coccién, el mosto debe ser enfriado rapidamente para incorporar la levadura
a temperatura ambiente (18-23°C) (Michael, 2014). La levadura pierde su accién
fermentativa si se somete a temperaturas mas elevadas (Fermun et al., 2013; SECA,
2019).

1.3.4 Fermentacién primaria

La fermentacién primaria también conocida como fermentacién alcohélica inicia por accion
de las levaduras sobre los azlcares fermentables del mosto produciendo etanol y
liberando dioxido de carbono. Inicialmente las levaduras consumen el oxigeno disuelto

para propagarse por gemacion y dar inicio a la fermentacion.

Una vez que se agota el oxigeno del medio y que la cantidad de azlcares fermentables
han disminuido, la levadura comienza a flocular y a depositarse en el fondo, debido a la
saturacion de etanol y dioxido de carbono. Estos restos de levaduras sufren
posteriormente un proceso de autolisis, por lo que deben ser retirados para evitar que
degraden la cerveza. La fermentacion primaria dura 14 dias a temperatura ambiente entre

15-20°C y protegidas del sol (Hornsey, 2002; Hughes et al., 2001; SECA, 2019).
1.3.5 Fermentacién secundaria 0 maduracién

La maduracién tiene como finalidad sedimentar la materia amorfa compuesta por los
restos de levadura generadas en la fermentacion alcohélica. Ademas, este proceso ayuda
arefinar el sabor de la cervezay generar espuma. Esta fermentacién secundaria se realiza
embotellando la cerveza en envases de vidrio ambar con cierre hermético y se deja
fermentar por 14 dias mas a temperatura ambiente entre 15y 20°C y protegidas del sol
(Fermun et al., 2013; SECA, 2019).

1.4 PARAMETROS DE PRODUCCION DE CERVEZA

El proceso industrial y el proceso artesanal para la elaboracion de cerveza se diferencian
en la tecnologia utilizada, la calidad de las materias primas, entre otros aspectos que se

detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Diferencias entre la cerveza artesanal e industrial.

Parametros Cerveza industrial Cerveza artesanal

Naturales (agua, levaduras, maltas y
lGpulos) y aditivos (clarificantes,
Ingredientes colorantes, antioxidantes,
estabilizantes, filtrantes, preparados
enzimaticos).

Naturales (agua, levaduras, maltas y
lGpulos), sin aditivos.

Equ.os y Equipos aut(.)mat|z.ados de grandes Materiales bésicos de uso doméstico.
materiales dimensiones.
Automatizado (con minima Manual (completo control y
participacion del operador) participacion del operador).

Filtrado Lauter y prensado que elimina

el bagazo y la nata de fermentacion, y Filtrado manual que elimina el
particulas en suspensién, proteinas y bagazo y la nata de fermentacién.
Proceso de taninos.
elaboracion
Se aplica pasteurizacion. No se pasteuriza.

Produccién a pequefia y mediana

Produccién a gran escala. escala.

Gasificacion artificial. Gasificaciéon natural.

Propiedades
organolépticas

Mayor variedad en cuerpo, sabor,

Menor sabor, aroma y turbiedad. aroma y turbiedad.

Fuente: Martinez Mufioz, 2015

1.4.1 Pardmetros fisicoquimicos

1.4.1.1 Color
Este pardmetro esta determinado por el tostado del cereal. Mientras mas tostado mayor
sera la intensidad del color. Esta coloracion varia desde un dorado palido hasta un marrén

oscuro casi negro (Rodriguez, 2003).

La normativa técnica ecuatoriana establece dos tipos de cervezas: claras (rubias o rojas)
con color menor a 20 unidades EBC y oscuras (negras) con color mayor o igual a 20
unidades EBC (INEN, 2013). La Convencién Europea de Cerveceros (EBC, por sus siglas
en inglés) establecié una escala de color para evitar errores de apreciacion al momento

de determinar el color de la cerveza (Figura 1) (Gonzélez, 2017).
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EBC 4 GIIWIO 20 24 28 31 35 39 41 47 51 55 61 63 67 N 15 79
SRM2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Figura 1. Escala de color segun la EBC. Fuente: (Gonzalez, 2017).

1.4.1.2 Turbiedad
La turbiedad de la cerveza puede ser de origen biolégico, coloidal y quimico. La turbiedad
bioldgica se da por la presencia de levaduras silvestres del medio, otorgadas por la materia
prima y por inadecuada manipulacion a lo largo de la produccion. La turbiedad coloidal se
atribuye a la presencia de aminoacidos de la cebada como la prolina, asi como también a
sustancias organicas como taninos, carbohidratos (a y Bglicanos) y la exposicion a la luz.
Por ultimo, la turbiedad quimica se debe a la presencia de sales insolubles, principalmente

el oxalato y carbonato de calcio (Gonzalez, 2017; Steiner et al., 2010).

1.4.1.3 Grado alcohdlico
El grado alcohdlico constituye el cociente entre el volumen de alcohol en estado puro
contenido en la cerveza, y el volumen total de la misma cerveza a 20°C. Se expresa en
fraccion volumétrica (% v/v) (INEN, 2013). El término mas empleado para referirse al grado
de alcohol son las siglas ABV (Alcohol By Volumen), el cual varia segun el estilo de

cerveza (Figura 2), siendo las rojas y negras las de mayor contenido alcohdlico (Warren &

Krochune, 2019).
PALE ALE

AMERICAN LAGER
POPULAR _ CHARACTER
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L |
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ABvV ' \I 4

DUNKEL
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Figura 2. Diferentes estilos de cerveza y sus caracteristicas principales. Fuente:
(Warren & Krochune, 2019).
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1.4.1.4 Acidez total y pH
La acidez total representa la suma de las sustancias acidas valorables (como &cidos
citrico, lactico, malico, pirGivico, oxalico y tartarico) por titulacion en la cerveza degasificada
(INEN, 2013; Sendra & Cabonell, 1999). La acidez total en la cerveza ocurre a causa de
la serie de conversiones que sufre el medio a través de la fermentacion alcohdlica y que
tiene como resultado la produccion de acidos organicos, dioxido de carbono y otras

moléculas (Panda et al., 2015).

Cabe diferenciar los conceptos de pH y acidez total. Mientras el pH indica la fuerza de un
acido, la acidez se refiere a la cantidad del mismo presente en la solucién. La medicion de
la acidez tiene relevancia en la elaboracion de vinos con el fin de corregir un mosto,

mientras que el pH tiene es mas importante en cerveceria (Gonzalez, 2017).

Los valores altos de pH promueven el deterioro los sabores y conllevan a una pobre
conversion enzimética del macerado. Por otro lado, un pH bajo puede indicar la
proliferacion de bacterias productoras de acido (deterioro microbioldgico), resultando en
cervezas amargas y de baja calidad (Rodriguez, 2003). El pH influye positivamente
cuando esta en el rango de 3,5y 5,5 (Gonzalez, 2017). Mide la tendencia de acidez o
alcalinidad de una solucion acuosa y se expresa como el logaritmo de la concentracion de

iones hidrégeno en moles por litro (INEN, 2013).

1.4.1.5 Carbonatacion
La carbonatacion de la cerveza consiste en la disolucion de dioxido de carbono en forma
de gas en la cerveza, en la cual intervienen factores como la temperatura del liquido y la
presion dentro del contenedor, pudiendo llevarse a cabo en un barril o una botella cerrados
herméticamente (Velasco, 2017). La formacion de espuma, o dispersion de burbujas de
gas en una fase liquida, se da gracias a la presencia de proteinas de alto peso molecular
derivadas de la malta y las iso-humolonas provenientes del lipulo, por conversion de los
acidos alfa o humulonas en isohumulonas por coccién del mosto y por efecto de la
temperatura. La proteina de la cebada LPT1 (Lipid Transfer Protein) es el componente

proteico principal en la espuma de la cerveza (Rodriguez, 2003).

Existen dos tipos de carbonatacion para la cerveza, la natural y la forzada. En el primer
caso se realiza una pequefia fermentacion dentro del envase herméticamente cerrado
forzando al CO, a disolverse en la cerveza, y en el segundo proceso se inyecta
directamente el CO; al recipiente contenedor. La carbonatacién se expresa en volimenes

de CO; disueltos en un litro de cerveza (Oddone, 2020).
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1.5 CONTROL DE CALIDAD DE LA CERVEZA

La calidad de la cerveza depende de la materia prima, el proceso de elaboracion y las
condiciones de almacenamiento, por lo que se basa en la ausencia de aspectos
indeseables en el producto final (SECA, 2019). La cerveza artesanal tiene caracteristicas
especiales que la convierten en un producto aparentemente inocuo por su contenido
alcohdlico, propiedades antibacteriales naturales del lGpulo, ausencia de oxigeno y
presencia de diéxido de carbono, pH bajo y escases de nutrientes. Sin embargo, no esta
exenta de peligros fisicos o quimicos, por presencia de cuerpos extrafios o sustancias
guimicas agregadas por la materia o que accidentalmente contaminen la cerveza a lo largo
de la cadena de produccion (Hereu, 2019). Las principales bacterias que han sido aisladas
e identificadas en la cerveza artesanal son Acetobacter spp, Bacillus spp, Lactobacillus
spp y enterobacterias (Hill, 2015; Hughes et al., 2001).

Segun la normativa técnica ecuatoriana para cerveza pasteurizada (NTE INEN 2262:2013)
la calidad se evalta en funcion de los parametros fisicoquimicos de acidez total, grado
alcohdlico y pH (Tabla 2), asi como también por parametros microbiolégicos de
determinacion de microorganismos anaerobios y de mohos y levaduras (INEN, 2013). En
Ecuador no existe una normativa que establezca los requisitos de calidad para cerveza
artesanal, a diferencia de paises como Espafa (BOE, 2016) o Argentina (MAGPA, 2001)
qgue regulan el uso de materia prima (cereales y su proporcién en la bebida) y parametros
de calidad como pH, amargor, turbiedad, contenido alcohdlico y carbonatacién. Sin
embargo, ninguna de estas normativas considera el control microbiolégico como

parametro de calidad.

Tabla 2. Requisitos de la norma NTE INEN 2262:2013 para cerveza pasteurizada.

Pardametros fisico-quimicos

Requisitos Unidad Minimo Méaximo Método de ensayo
Unidades Claras <20 Negras = .
Color EBC U EBC 20 u EBC Espectrofotometria
quten|do ) % (VIv) 10 10.0 Por des}ul:':lcmn con 'me:to_dos
alcohdlico a 20°C volumétrico o gravimétrico
Acidez total, Método por titulaciéon
expresada como % (m/m) - 0.3 potenciométrica o con
acido lactico fenolftaleina
pH 3.5 4.8 Potenciémetro
- Volumenes Método basado en la Ley de
Carbonatacion de CO, 2.2 3.5 Henry y Dalton
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Parametros microbiolégicos

Requisitos Unidad Minimo Maximo Método de ensayo

Microorganismos Recuento en tubo por
gant UFClcm? - 10 : P
Anaerobios siembra en masa

Recuento en placa por

3 -
Mohos y levaduras UP/cm 10 siembra en profundidad

Fuente: (INEN, 2013)

1.6 MICOTOXINAS EN LA CERVEZA
1.6.1 Generalidades

Los cereales constituyen el principal ingrediente utilizado en la elaboracién de la cerveza.
Su composicion alta en carbohidratos y su contenido acuoso, los hace muy susceptibles
a la contaminacion por mohos, que a su vez pueden 0 no ser capaces de producir
micotoxinas (Martinez Dorado, 2018). Las micotoxinas son metabolitos secundarios
toxicos generados cuando los hongos han alcanzado un grado de diferenciacion

bioguimica, fisiolégica y morfoldgica (Martinez & Larrafiaga, 2012).

Las especies fangicas pueden proliferar a lo largo de la cadena alimentaria,
distinguiéndose en hongos de campo y hongos de almacenamiento (FAO, 2010). Las
principales micotoxinas producidas por géneros de Aspergillus y Penicilium son
aflatoxinas (AFs) y ocratoxina A (OTA); mientras que especies de Fusarium producen
tricotecenos como deoxinivalenol (DON), nivalenol, 3-acetil-DON, 15-acetil-DON, toxina T-
2, toxina HT-2, fumonisinas (FMs), zearalenona (ZEA) y sus derivados (Anfossi et al.,
2016) (Duarte Vogel & Villamil Jiménez, 2006).

Existen reglamentos a nivel mundial que establecen limites de contaminacion de
micotoxinas en los cereales de consumo humano, siendo estos de 2 ug/kg para aflatoxina
B1l, 4 pg/kg para aflatoxinas totales, 5 pg/kg para ocratoxina A, 750ug/kg para
deoxinivalenol, 100 pg/kg para zearalenona y 1000 ug/kg para fumonisinas (FAO, 2004;
Union Europea, 2015). Cabe mencionar que, actualmente en Ecuador no existen normas
gue especifiquen limites maximos de concentracion de micotoxinas en la cerveza

artesanal o en su materia prima.
1.6.2 Ocratoxina A

La ocratoxina A (OTA) es una molécula formada por un anillo de 3,4-dihidro metil

isocumarina unido, por medio de su grupo carboxilo y través de un enlace tipo amida, a
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una molécula de fenilalanina (Figura 3). OTA es una molécula incolora, soluble en
disolventes organicos polares, poco soluble en agua, con caracteristicas de acido débil y
capaz de emitir fluorescencia al ser excitada con luz ultravioleta. OTA se caracteriza por
ser muy estable frente a altas temperaturas (~250°C) y acidez (Ravelo Abreu et al., 2011;
Soriano del Castillo, 2015).

NH O

CH,
ol

Figura 3. Estructura quimica de la Ocratoxina A. Fuente: (Soriano del Castillo, 2015).

OTA es un metabolito secundario toxico producido principalmente por especies de
fungicas de los géneros Penicillium (P. verrucosum y P. nordicum) y Aspergillus (A. niger,
A. terreus, A. carbonarius), que son capaces de crecer sobre una amplia gama de
sustratos organicos. Existen otros tipos de ocratoxinas como la ocratoxina B, producto de
la hidrolisis de OTA, que se caracteriza por ser su derivado no clorado de caracter menos
toxico; y la ocratoxina C que es un éster de OTA con escaso potencial téxico, resultante

de una hidrolisis de ocratoxina B (Ravelo Abreu et al., 2011; Soriano del Castillo, 2015).

La exposicion cronica a OTA constituye un riesgo para el desarrollo de tumores en el tracto
urinario en el hombre. Ademas, produce teratogénicos, genotdxicos, hepatotdxicos,
neurotoxicos e inmunotoxicos. OTA ha sido clasificada por la Agencia Internacional de
Investigacién contra el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) como micotoxina de clase
2B, es decir, como posible carcinégeno y genotéxico humano (AECOSAN, 2015b; IARC,
2010; Martinez & Larrafiaga, 2012).

1.6.3 Fumonisinas

Las fumonisinas son producidas por varias especies del género Fusarium, principalmente
F. verticilllioides y también por Alternaria alternata. Existen 15 tipos de fumonisinas
agrupadas en cuatro clases: A, B, C y P. Las mas conocidas son fumonisina B1 (FB1), B2
(FB2) y B3 (FB3), de las cuales la FB1 es la mas téxica y representa aproximadamente el
70-75% de la ocurrencia total de fumonisinas. El pH influye en la sintesis de fumonisinas

y se ha descrito una marcada produccion de la toxina a un pH acido de 4,5, en contraste
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con un pH alcalino (mayor a 8) (De la Torre et al., 2014; Martinez & Larrafiaga, 2012;

Stockmann-Juvala & Savolainen, 2008).

La estructura quimica de FB1 (Figura 4) corresponde a un esqueleto lineal de 20 carbonos,
di éster del 2-amino, 12,16 dimetil, pentahidroxi-icosano, donde los grupos los grupos
hidroxi de los carbonos 14 y 15 estan esterificados con el acido propano tricarboxilico
(Martinez & Larrafiaga, 2012).

0 COOH
COOH

i OH NH,
COOH
O  COOH

O

Figura 4. Estructura quimica de fumonisina B1. Fuente: (Torres-Sanchez & Lopez-
Carrillo, 2010).

Los efectos toxicos de las fumonisinas estan relacionados con el metabolismo de los
esfingolipidos debido a su similar estructura. A través de la activacion del factor de
necrosis tumoral, la exposicion a FB1 altera el balance de muerte celular y replicacion,
contribuyendo a la carcinogénesis. Estudios en animales demuestran que tiene también
efectos hepatotdxicos, nefrotdxicos e inmunosupresores (Arifio & AASA, 2008). Por otro
lado, también podrian tener efectos teratogénicos en humanos (Missmer et al., 2006). La
evidencia sobre los efectos de las fumonisinas en humanos es limitada y no muy
concluyente (Torres-Sanchez & Lopez-Carrillo, 2010), esto se debe a la falta de
dilucidacién de su metabolismo en los organismos humanos o por estar combinada de
otras micotoxinas producidas por el mismo hongo (DON y ZEA) en los alimentos
contaminados (Yim et al., 2013). La IARC ha clasificado a las fumonisinas como

micotoxinas de clase 2B, posibles carcindgenos y genotoxicos humanos (IARC, 2010).
1.6.4 Deoxinivalenol

Deoxinivalenol (DON) pertenece a los tricotecenos, que son alcoholes sesquiterpénicos
tetraciclicos. Se dividen en cuatro grupos: A, B, C y D, segln sus sustituyentes
funcionales. Es producida por varias especies de Fusarium, en especial F. graminearum

y F. culmorium (Capé¢ et al., 2007). El tipo B, al cual pertenece DON, tiene una funcion
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carbonilo en la posicion C8, ademas, posee tres grupos OH y un grupo ceto insaturado en

la posicion ay B (Figura 5) (Capo et al., 2007; Soriano del Castillo, 2015).

DON es relativamente soluble en agua y altamente soluble en solventes polares acuosos
como metanol, acetonitrilo y acetato de etilo. Es estable al aire, a la luz y a temperaturas
de hasta 121°C, por 15 minutos a 1 atmésfera (autoclavado) (Martinez & Larrafiaga, 2012;
Soriano del Castillo, 2015).

Micotoxina R, R, R, R,
Deoxinivalenol OH H OH OH
Nivalenol OH OH OH OH
15-acetildeoxinivalenol OH H OAc OH
3-acetildeoxinivalenol OAc H OH OH

Figura 5. Estructura quimica del Deoxinivalenol. Fuente: (Soriano del Castillo, 2015).

DON es el tricoteceno del tipo B de menor toxicidad y suele aparecer conjuntamente con
nivalenol (més frecuente), HT-2 toxina, diacetoxiscirpenol, zearalenona, fumonisina, entre
otros producidos por el mismo tipo de hongo (Fusarium spp) (Sosa et al., 2017). Ademas,
la IARC incluye al deoxinivalenol en el Grupo 3y lo describe como no clasificable en cuanto
a su carcinogenicidad para la especie humana (Yim et al.,, 2013). Es conocida como
vomitoxina debido a sus fuertes efectos eméticos. La intoxicacion aguda en humanos se
caracteriza por dolor abdominal, mareo, dolor de cabeza, irritacibn de la garganta,
nauseas, vomitos, diarrea y sangre en las heces (AECOSAN, 2015a). La toxicidad crénica
y subcrénica de DON se caracteriza por anorexia y la alteracion de la eficiencia nutricional.
Algunos estudios farmacodindmicos han demostrado que, a bajas concentraciones, puede
potenciar o atenuar la expresién de las citocinas, alterando una gran variedad de funciones
inmunitarias. A altas concentraciones, puede inducir la apoptosis de los leucocitos,
produciendo inmunosupresién generalizada, que puede coincidir con el efecto inmunitario

desencadenado por la pérdida de hambre (Cano Sancho et al., 2012).
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1.6.5 Zearalenona

Zearalenona (ZEA) es una micotoxina estrogénica no esteroide producida por varias
especies del género Fusarium, principalmente F. graminearum y F. culmorum.
Estructuralmente, ZEA es una lactona derivada del 4cido B-resorcilico. En mamiferos, el
grupo ceto es reducido a dos esteroisbmeros, a- zearalenol y 3-zearalenol, estos poseen
un grupo hidroxilo, por tanto, son mas solubles que zearalenona (Figura 6) (Soriano del
Castillo, 2015).

OH o] CH OH o CH OH (o] CH
=
HO HO HO /
e = "%”OH = o
Zearalenona (ZON) a-zearalenol (a-ZOL) p-zearalenol (B-ZOL)

Figura 6. Estructura quimica de la Zearalenona y de sus metabolitos. Fuente:
(Soriano del Castillo, 2015).

La capacidad de ZEA para acoplarse a los receptores del 17-B-estradiol determina la
accion toxica de esta micotoxina, que compite con los estrégenos por los receptores
citosélicos de las células de los 6érganos blanco, comportandose como un disruptor
endocrino. La IARC incluye a la zearalenona en el Grupo 3, no clasificable en cuanto a su
carcinogenicidad para la especie humana (ELIKA, 2013). Sin embargo, estudios mas
recientes han demostrado que puede estimular potencialmente el crecimiento de células
cancerosas con receptores estrogénicos en glandulas mamarias de humanos, ademas de
su efecto citotoxico e inmunotdxico (ACSA, 2014; Wang et al., 2019). El consumo de ZEA
produce hiperestrogenismo en humanos al igual que en los animales, este se presenta
con pubertad precoz en nifias y aumento del tamafio de los 6rganos reproductores en
nifnos (Adekoya et al., 2018; FAO, 2003).

1.7 METODOS DE DESCONTAMINACION DE MICOTOXINAS
1.7.1 Generalidades

Para la reduccion de micotoxinas se han probado varios procesos fisicos, quimicos y
biologicos (Karlovsky et al., 2016). Diversos estudios han evaluado la efectividad de
métodos fisicos como la remocion del material contaminante (Bullerman & Bianchini, 2007,
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Cheli et al., 2013; Kaushik, 2015), la clasificacion del cereal (Scudamore et al., 2007),
molienda (Castells et al., 2007; Khatibi et al., 2014), flotacién, remojo, descascarado de
los granos de cereal (Fandohan et al., 2006; Rios et al., 2009), limpieza del cereal (Stander
etal., 2001), mediante calor, irradiacion o combinaciones (Fandohan et al., 2006; Matumba
et al., 2015) e incluso mediante el uso de aglutinantes de micotoxinas (Kolosova & Stroka,
2011). Sin embargo, ninguno de estos métodos elimina totalmente la contaminacién con
micotoxinas. Por otra parte, existen métodos que involucran procesos quimicos,
enzimaticos y de competencia bioldgica (Karlovsky et al., 2016; Vanhoutte et al., 2016;
Zhu et al., 2016). Estas alternativas incluyen el aprovechamiento de microorganismos
usados en el procesamiento de ciertos alimentos, como bacterias aciddfilas y levaduras
que fermentan sustratos alimentarios utilizados en la produccion de cerveza (Bullerman &
Bianchini, 2007; Huwig et al., 2001).

1.7.2 Métodos fisicos

1.7.2.1 Clasificacion de la materia prima
Este proceso contribuye a la eliminacion de micotoxinas mediante la retencién de granos
con crecimiento extenso de moho, granos rotos y materiales finos como suciedad y
escombros. Se ha observado que los granos rotos contienen mas concentracién de
micotoxina (Johansson et al., 2006) y que el grano intacto contiene hasta 10 veces menos

cantidad de micotoxinas que granos partidos o pedazos de ellos (Murphy et al., 1993).

La seleccidn optica 0 mecanica de los granos en lotes a granel es un método efectivo para
la reduccion de ciertas micotoxinas, con excepcion de fumonisinas (Afolabi et al., 2007).
La contaminacién por aflatoxinas suele ser heterogénea por lo que la separacién de granos
rotos o dafiados puede reducir de manera efectiva su concentracién (Kabak et al., 2006).
De igual manera, un estudio reciente concluye que puede lograrse una reduccién de
micotoxinas en maiz con una efectividad del 95% aplicando una seleccion cuidadosa de
los granos (Matumbaa et al., 2015). Sin embargo, se ha observado que no siempre la
infeccién por aflatoxinas se hace evidente en el deterioro de los granos (Mutiga et al.,
2014).

1.7.2.2 Flotacion o segregacién por densidad
Las propiedades fisicas de granos dafiados e intactos pueden ser utilizadas para
separarlos por su densidad o por mesas de gravedad (Leslie & Logrieco, 2014). Esta
medida se concentra en eliminar los granos contaminados por hongos en lugar de las
toxinas especificas de los mismos. Se ha reportado una reduccion del 60% de aflatoxinas
(Huff, 1980), 53 y 68% de DON maiz y trigo, respectivamente; casi el 100% de ZEA (Huff

Maria Gabriela Quezada Zambrano.
Valeria Andrea Valencia Ortiz. 36



UNIVERSIDAD DE CUENCA

& Hagler, 1985) y el 86% de fumonisinas en maiz (Shetty & Bhat, 1999). De igual manera,
otro estudio confirma la reduccion significativa de AFs y ZEA en material separado por

flotacién en comparacién a el no separado previamente (Pacin & Resnik, 2012).
1.7.2.3 Lavado

Las micotoxinas hidrosolubles pueden ser parcialmente lavadas de la superficie de los
granos. ZEA es ligeramente soluble en agua, pero muy soluble en soluciones alcalinas de
carbonato de sodio que aumenta la efectividad del lavado. Este método ha demostrado
una reduccion hasta del 69% de DON y 61% de ZEA (Karlovsky et al., 2016), sin embargo,
con la adicién de carbonato de sodio alcanzan 87 y 75% de reduccién, respectivamente
(Trenholm et al., 1992).

1.7.2.4 Descascarado
La remocidn de las capas externas del grano previo a la molienda reduce las micotoxinas
debido a la limitacién de la colonizacion fungica y acumulaciéon de toxinas en las capas
superficiales del grano (Vuckovi¢ et al., 2013). La efectividad de este método en la
reduccion de aflatoxinas varia de un 93% (Siwela et al., 2005) a un 46.6% (Mutungi et al.,
2008). Este método es efectivo hasta un 60% para granos de gran tamafo, a diferencia

de granos pequefios en los que no presenta un efecto significativo (Kilonzo et al., 2014).

1.7.2.5 Remojo
El remojo de cereales ha demostrado ser efectivo en la reduccion de micotoxinas
hidrosolubles como DON y FUMs, siendo eliminadas en el agua (Schwarz et al., 1995). Se
ha observado que el remojo induce la glicosilacion de DON, convirtiéndolo en
subproductos menos téxicos (Maul et al., 2012). De igual manera, el uso de agua con baja
cantidad de dioxido de azufre o hidroxido de sodio reduce la concentracion de FUMs, AFs,
ZEA y DON hasta niveles no detectables (Lefyedi et al., 2006). Por otro lado, se ha
encontrado que puede darse un aumento en contaminacion fungica por Fusarium tras un
periodo de remojo, la cual desciende a niveles no detectables después de someterse a

temperaturas altas en procesos como el tostado (Oliveira et al., 2012).

1.7.2.6 Molienda
La harina presenta menos niveles de contaminacion en comparacion al grano entero
previo a la molienda. Sin embargo, un estudio demuestra que ZEA se concentra en las
partes ricas en fibra del grano, mientras que DON contamina todas las partes por igual
(Bennett et al., 1996). Por lo tanto, el uso de la molienda como estrategia de mitigacion se
limita a eliminar aquellas micotoxinas que se localizan en partes ricas en fibra, como la
cascara, que pueden ser removidas durante este proceso (Karlovsky et al., 2016).
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1.7.2.7 Tratamiento térmico
La combinacién de tiempo y temperatura alta es una de las intervenciones mas

importantes a nivel industrial que reducen el contenido de micotoxinas. Las temperaturas
de coccidn (100°C) no tiene gran efecto en las micotoxinas, mientras que en procesos
como fritura, asado, tostado o extrusion si tienen un mayor potencial de reduccién (161-
180°C) (Ballarat, 2017). En varios estudios se ha observado una reduccion significativa
hasta del 80% para aflatoxinas y 83% de ZEA en maiz por extrusion con calor (Ryu et al.,
1999), 97% de OTA en café por el tostado (Oliveira et al., 2013) y 95% de fumonisinas en

maiz durante el tostado (Bullerman & Bianchini 2007).

1.7.2.8 Radiacién
El uso de radiacién no ionizante (solar, UV, microonda) e ionizante (gamma) pueden
reducir o eliminar tanto microorganismos patdégenos como micotoxinas en alimentos. Se
ha observado una reduccién de 40-75% de aflatoxinas por fotodegradacion en cereales
con exposicion a luz solar de 3-30h, respectivamente; demostrando que es mas efectiva
en comparacion a microondas y a radiacion gamma. Por una parte, la radiacion gamma
ha mostrado una reduccion de 20% y 24% de fumonisinas y OTA, respectivamente.
Mientras que el uso de microondas reduce hasta un 40% de DON por formacion de

subproductos menos toxicos (Karlovsky et al., 2016).

1.7.2.9 Plasma frio
El plasma frio se basa en la dispersion en el aire de radicales hidroxilo (OH-) formados a
partir de la humedad del ambiente, los cuales se adhieren a la pared celular de las
bacterias robandoles los atomos de hidrégeno causando su muerte. Como resultado de
este proceso, se eliminan los microorganismos patégenos y se forma agua (Firdaus et al.,
2015). Se ha observado que ciertas modificaciones a la técnica han logrado la reduccién

de DON y ZEA desde 1x108 ug/mg hasta niveles no detectables (Karlovsky et al., 2016).

1.7.2.10 Agentes adsorbentes

También conocidos como agentes aglutinantes o secuestradores. Poseen una alta masa
molecular y se unen a las micotoxinas limitando la biodisponibilidad después de la
ingestion, practicamente inactivandolas (Kolosova et al., 2012). Su unién puede darse de
varias formas: por la naturaleza hidrofébica de las moléculas, captura de hidrégenos,
atraccion o repulsién electroestética, o enlaces covalentes coordinados (Korzekwa, 2015).
Un ejemplo de agente absorbentes el carb6n activado que reduce las micotoxinas en leche
de vaca (Karlovsky et al., 2016).
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1.7.3 Métodos bioldgicos

1.7.3.1 Fermentacion
La fermentacion es una forma de procesar al alimento con ayuda de microorganismos que
producen una serie de transformaciones enzimaticas dentro de las células, convirtiendo
algunas micotoxinas en productos no téxicos. Sin embargo, ningln microorganismo ha
sido considerado como auxiliar para degradar micotoxinas por este proceso. En varios
estudios se ha observado una reduccién significativa de OTA y ZEA gracias a la
fermentacion por su metabolizacién a subproductos menos tdxicos; mientras que las
fumonisinas y DON sobreviven casi intactas al proceso (Karlovsky et al., 2016). Por otro
lado, se ha reportado que la fermentacién acido lactica conlleva a una reduccion de
fumonisina B1 de 78-90%, mientras que, para ZEA existe una reduccién menor al 50% de

la concentracion inicial (Adebo et al., 2019).

1.7.3.2 Biotransformacion

Algunos microorganismos producen transformacion en la estructura quimica de las
micotoxinas como consecuencia de su metabolismo, por procesos como glicosilacion,
sulfonacion, acetilacion, entre otros (Adebiyi et al., 2019). Estudios han demostrado que
ciertas bacterias pueden sustituir el grupo hidroxilo del carbono 3 por un grupo ceto, lo
cual reduce la toxicidad de todo tricoteceno, también puede sufrir procesos de acetilacion,
oxidacion, epoxidacion, oxigenacién, epimerizacion y glucosilacién que resultan en
productos menos téxicos que su precursor (Fadia et al.,, 2019). Por ejemplo, la
transformacion por de-epoxidacion de DON a su metabolito no tdxico, el de-epoxi-
dioxinivalenol (DOM-1) o la hidroxilacién de la AFB1 y su posterior conjugacién con acido
glucoronico o sulfato en donde los efectos toxicos de la molécula se ven neutralizados
(Murcia Rodriguez, 2010; Karlovsky et al., 2016).

1.7.3.3 Adsorcion celular o bioabsorcion

La bioabsorcién es un método en el que la micotoxina es, por una parte, adsorbida por las
paredes celulares de los microorganismos constituidas por carbohidratos funcionales
como los glucomananos y polimeros; y por otra parte, provoca su degradacion por las
secretasas. En el caso de ZEA se ha descrito el uso efectivo de cinco especies de
bacterias del género Bacillus y Lactobacillus, y de levaduras como S. cerevisiae (Wang et
al., 2019). Para OTA se ha observado una reduccidon de 5097% utilizando bacterias
principalmente Bacillus y Lactobacillus y levaduras del género Sacharommyces (Sheikh &
Khalesi, 2019).
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1.7.3.4 Métodos enzimaticos

Las enzimas se han utilizado como auxiliares en la elaboracion de diferentes alimentos
(Karlovsky et al., 2016). Se han utilizado enzimas como amilasas, glucanasas y proteasas
capaces de metabolizar a DON, sin embargo, ninguna lo convierte de manera irreversible
en subproductos, por lo que la reducciéon de su concentracién por este mecanismo no
resulta efectiva (Whitehurst & Van Oort 2010). También se han descrito numerosas
enzimas que degradan OTA (Abrunhosa et al., 2010), al ser una amida muchas peptidasas
son capaces de hidrolizarla hasta niveles no detectables, incluyendo carboxipeptidasas,
lipasas y quimotripsinas (Sheikh & Khalesi, 2019). De igual manera, se ha observado que
las bacterias del género Sphingomonas producen enzimas que hidrolizan los enlaces éster
de fumonisinas, reduciendo su toxicidad (Grenier et al., 2012). Por otro lado, se ha
observado que la accién de bacterias acidolacticas (Lactobacillus y Pediococcus) sobre
DON resultaron en una reduccion del 34% y 58%, respectivamente (Fadia et al., 2019).

1.7.4 Métodos quimicos

Existen tratamientos con 4cidos, bases, agentes oxidantes o reductores (Karlovsky et al.,
2016). Se ha observado que el tratamiento de cultivos con amonio reduce las
concentraciones de micotoxinas (AFs, FUMs, OTA) a niveles indetectables por la
inhibiciéon del crecimiento fungico. Sin embargo, el tratamiento con estos quimicos en
productos de consumo humano esta prohibido en la Union Europea (Agriopoulou et al.,
2020). La aplicacion de una mezcla de glicerol e hidroxido de calcio reducen
significativamente la concentracién de micotoxinas (Luo et al., 2018). También se ha
utilizado hidroxidos de sodio y potasio para la degradacién de AFB1 pero se ha
demostrado que estos pueden afectar el valor nutricional de los alimentos (Ji & Xie, 2020).
De igual manera, el uso de quitosano junto con la baja actividad de agua en cereales ha
demostrado una reduccion de los niveles de DON en trigo hasta niveles no detectables
(Zachetti et al., 2019) y de FBs y DON en maiz de hasta un 70% (Gunupuru et al., 2019).
También se ha observado que la ozonificacion de la cebada inactiva un 96% de esporas
fungicas después de 5 minutos de contacto con 0.16 mg de ozono por gramo de cebada
a20°Cy 0.98 aw (Taylor et al., 2003). El uso de clarificantes ha demostrado una reduccién
representativa de micotoxinas (Pascari et al., 2018).
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2 METODOLOGIA
2.1 Finalidad del estudio

En este trabajo de titulacion se replicé el proceso de produccién de cerveza artesanal a
escala de laboratorio, evaluando los parametros fisico-quimicos de la cerveza artesanal
segun la normativa nacional vigente. Posteriormente se evalué de manera tedrica el
potencial de descontaminacion de micotoxinas en las etapas de produccién de cerveza

artesanal.
2.2 Elaboracion de cerveza artesanal

La cerveza que se elabor6 fue del tipo American Pale Ale, de fermentacion alta, se
caracteriza por un color ambar o cobre y sabor amargo. Su grado alcohdlico (ABV) estuvo
comprendido entre 4,5% y 6,2% y la densidad final fue de 1.010 a 1.015 g/cm?® (BJCP,
2015; SECA, 2019).

El proceso de elaboracion se realiz6 siguiendo las directrices de la Sociedad Ecuatoriana
de Cerveceros Artesanales del Ecuador (SECA, 2019) (Ver Anexo 1y 2).

Se estandarizo la produccion de cerveza artesanal de 15 L y se identificaron
caracteristicas importantes en cada etapa. Se realizaron 2 preparaciones previas que

definieron el siguiente proceso de elaboracion:

1. El proceso inici6é con el molturado, que consistié en moler 3 kg de cebada malteada

obteniendo un grano dividido, evitando destruir el grano o formar harina.

2. Para la maceracion, en una olla de acero inoxidable con capacidad de 20 L se
calentaron 15 L de agua hasta 70°C y se agregaron la cebada malteada molida y la avena.
La mezcla se mantuvo a una temperatura entre 65 y 68°C por 90 minutos, se verific este
parametro cada 15 minutos. Es importante recalcar que la variacion de 5°C puede suponer

un fracaso en la maceracion (Fermun et al., 2013; SECA, 2019).

3. Posteriormente, se filtré usando un cernidor para retirar el bagazo y se obtuvo el

primer mosto concentrado con densidad aproximada de 1.053 g/cm?.

4. Se colocaron los granos sobrantes de la primera maceracién en otros 15 L de agua
en la olla a 70°C por 30 minutos, después se filtr6 y se obtuvo el segundo mosto mas
diluido (Fermun et al., 2013; SECA, 2019).
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5. Se afadio el segundo mosto al primero para reducir su densidad, hasta alcanzar
una densidad de 1.025 g/cm?® (SECA, 2019).

6. Se procedi6 a hervir el mosto por 60 minutos. Al inicio de la ebullicién se retir6 la
espuma generada con una espumadera de acero inoxidable y se agregaron 6 gramos del
primer lupulo de amargor. Luego, a los 45 minutos se retir0 nuevamente la espuma y se
agregaron 6 gramos del segundo lupulo de sabor. Finalmente, a los 55 minutos se
agregaron los ultimos 6 gramos del tercer lipulo de aroma. Tomar en cuenta que durante
este proceso se puede evaporar entre un 5y 10 % del mosto (Fermun et al., 2013; SECA,
2019).

7. Una vez culminado el proceso de coccion, se enfrié por 60 minutos sumergiendo
la olla bien cerrada en agua con cubos de hielo. Mientras tanto, se activo la levadura en
agua desgasificada y desmineralizada en un recipiente de vidrio por minimo 20 minutos
cubierto con papel film (SECA, 2019).

8. Para la fermentacion se transfirié el mosto a un balde plastico de 20 L con tapa
hermética y ahi se le agregé la levadura activada, se revolvié el mosto con la espumadera
para oxigenar la levadura. Finalmente se sell6 al recipiente herméticamente y usando un

air-lock se dejé fermentar por una semana.

9. Pasados 7 dias de fermentacion, se evalu6 tanto su densidad como las
propiedades sensoriales de la cerveza y se determind si es aceptable o no para continuar

con el siguiente paso.

10. El siguiente paso consistié en filtrar la cerveza a un segundo balde de plastico de
20 L de capacidad utilizando un filtro de cafetera y un embudo, para dejarlo fermentar una
semana mas. Cabe mencionar que, durante las fermentaciones, el recipiente debe estar

protegido de la luz solar y a temperatura ambiente (18 — 25°C) (SECA, 2019).

11. Se continud con la fermentacion secundaria en botella por 14 dias. Para ello, se
agreg6 azucar al mosto fermentado (7,5 gramos por cada litro) para la carbonatacion y

maduracion de la cerveza. A continuacion se mezclé y se embotell6 (SECA, 2019).

La cantidad de azucar blanca a afiadir fue calculada de acuerdo a lo que plantea (Velasco,
2017), donde se indica que son necesarios 4 gramos de azUcar para producir un
volumen de CO; por litro y se debe considerar que el mosto posterior a la primera
fermentacion tiene cierta cantidad de CO, dependiente de la temperatura. Tomando en
cuenta que valor de carbonatacion ideal es de 2.8 Vol CO2/L se le resta el gas que ya
contiene el mosto a 18°C (0.93 CO4/L), obteniéndose 1.87 Vol CO2/L que multiplicados

Maria Gabriela Quezada Zambrano.
Valeria Andrea Valencia Ortiz. 42



jE% UNIVERSIDAD DE CUENCA
=y

por los 4 g de azucar/L dan 7.48 gramos de azUcar por litro a afadir en el mosto. A

continuacion, se esquematiza el calculo mencionado:

A -B=Cx D=E
28-093=187x4=7.48

En donde,
» A = Gasificacion ideal.
» B = Gasificacion del mosto a 18°C.
= C = Gasificacién que se desea obtener con la adicién del azucar.
= D = Cantidad necesaria de azlcar para carbonatar 1 Vol CO2/L.

= E = Cantidad de azUlcar necesarios para la carbonatacion.

2.2.1 Elaboraciéon de lotes de menor volumen

Para determinar el volumen minimo de produccién de cerveza artesanal, se realizaron 3
lotesde 3L,1.5Ly 1L, sometidos a 14, 10 y 6 dias de fermentacion primaria cada uno.
Se prepararon nueve lotes en total siguiendo el mismo proceso de elaboracion detallado
en el numeral anterior con ciertas modificaciones debido a la variacién de volimenes
(Tabla 3).
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Tabla 3. Elaboracion de cerveza artesanal a pequefia escala.

Temperatura final: 23°C.

Temperatura
final: 21.5°C

VOLUMENES
ETAPAS 3L 15L 1L
Maceracion La temperatura se controla y corrige cada 10 | La temperatura se controla
90 minutos minutos y corrige cada 5 minutos
Densidad del primer mosto: 1.053 g/cm?® Densidad
del segundo mosto: 1.010 g/cm?
Dilucion del Vol
mosto Volumen afadido: 3 L o qumen Volumen afiadido: 1 L
afadido: 1.5 L
Densidad final obtenida: 1.025 g/cm?
Duracion: 30 minutos
Enfriado

Temperatura final: 19.6C

Fermentacion
y maduracién

Dos fermentaciones en balde durante 7 dias, una fermentacién en botella
por 7 dias, seguido de la maduracion en botella por 7 dias.

Dos fermentaciones en balde durante 5 dias, una fermentacién en botella
por 5 dias, seguido de la maduracién en botella por 5 dias.

Dos fermentaciones en balde durante 3 dias, una fermentacién en botella
por 3 dias, seguido de la maduracion en botella por 3 dias.

Fuente: Las autoras.

2.3 Analisis fisicoquimico de los lotes de cerveza

Se elaboraron 2 lotes de referencia de 15 L y 14 dias de fermentacion primaria, utilizando

el proceso como indica la Sociedad Ecuatoriana de Cerveceros Artesanales (SECA,

2019), junto con otros 9 lotes de cerveza artesanal a escala de laboratorio a los que se les

realizaron modificaciones en cuanto a volumen y tiempo de fermentacion. Los volimenes

considerados fueron 1 litro, 1.5 Ly 3 L que se sometieron a 6, 10 y 14 dias de fermentacion

primaria, cada uno. La densidad fue medida en los 11 lotes al final del proceso de su

elaboracion utilizando un densimetro a 20°C. Ademas, se constat6 la idoneidad de los

lotes mediante el porcentaje de atenuacién que es un parametro que indica el porcentaje

de azucares del mosto que han sido convertidos en alcohol y CO; durante la fermentacion
(Garcia et al., 1993; Gonzalez, 2017; Semilla, 2018).

Maria Gabriela Quezada Zambrano.
Valeria Andrea Valencia Ortiz.

44




UNIVERSIDAD DE CUENCA

Los parametros descritos a continuacion fueron analizados en el Laboratorio de Alimentos
MSV (Ver Anexo 3).

2.3.1pH

El método consiste en una determinacién potenciométrica del pH en una muestra de

cerveza previamente desgasificada y filtrada a 20-25°C (INEN, 2002b).
2.3.2 Grado alcohdlico

El método consiste en efectuar una destilacién simple de la bebida alcohélica y determinar
en el destilado el contenido de alcohol etilico a partir de la lectura dada por un
alcoholimetro calibrado a 20°C, se realiza la correccion por temperatura y el resultado se

expresa en porcentaje (INEN, 2014).
2.3.3 Carbonatacion

El método para determinar di6xido de carbono disuelto en los productos de cerveceria se
basa en el establecimiento de un equilibrio entre los gases del espacio libre y los gases
disueltos en la cerveza a una temperatura dada. Este equilibrio se alcanza agitando la
cerveza antes de leer la presion y este valor se corrige por la presién parcial de los gases
en la botella a la temperatura dada (método basado en la Ley de Henry y Dalton). La
presién parcial de CO; se corrige por la presién parcial del aire dada por la expresion: (aire

en la camara vacia x 14.7) / (volumen de la cdmara vacia) (INEN, 2002a).
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Selecciéon de los lotes de cerveza artesanal elaborada a escala de laboratorio

Se midieron las densidades de los 9 lotes, al culminar la etapa de fermentacion (Gonzalez,
2017; Suéarez, 2013), obteniendo los resultados de la Tabla 4. La densidad inicial de todos
los lotes fue de 1.025 g/cm?. Los lotes con fermentacién primaria de 6 y 10 dias
presentaron una densidad final mayor que los lotes con 14 dias de fermentacion primaria.
La apreciacion organoléptica de estos mismos lotes no fue favorable, por lo que no fueron

considerados para el posterior analisis de pardmetros fisicoquimicos.

Tabla 4. Resultados del analisis de densidad de los lotes elaborados.

Volumen Dias de Fechade | Densidad
LOTE (L) fermentacion fin de final % atenuacién
primaria proceso (g/lcm?3)
L1 15 14 01/10/2020 1.003 88
L2 15 14 09/10/2020 1.004 84
L3 1 6 12/10/2020 1.020 20
L4 1.5 6 12/10/2020 1.020 20
L5 3 6 12/10/2020 1.021 16
L6 1 10 28/09/2020 1.017 32
L7 1.5 10 28/09/2020 1.017 32
L8 3 10 28/09/2020 1.016 36
L9 1 14 02/10/2020 1.003 88
L10 15 14 02/10/2020 1.003 88
L11 3 14 02/10/2020 1.004 84

Fuente: Las autoras.

La densidad de los dos lotes de 15 L sometidos a 14 dias de fermentacion primaria y los
3 lotes pequefios de 1 L, 1.5 Ly 3 L sometidos también a 14 dias de fermentacién primaria

presentaron una densidad entre 1.003 y 1.004 g/cm3. Por otro lado, los lotesde 1 L, 1.5L
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y 3 L sometidos a 6 y 10 dias de fermentacion primaria presentaron densidades mayores
entre 1.016 y 1.020 g/cm?,

Segun la Guia de Estilos de Cerveza (BJCP, 2015) y (Semilla, 2018) la densidad final de
la cerveza deberia estar dentro del rango de 1.010 — 1.015 g/cm? a partir de una densidad
inicial de 1.045 y 1.060 g/cm?; mientras que SECA indica que la densidad debe ser “lo mas
cercana a 1.000” a partir de una densidad inicial de 1.025 g/cm?® (SECA, 2019). En el
presente trabajo se obtuvieron densidades entre 1.003 y 1.004 g/cm?® en los lotes

sometidos a los mismos dias de fermentacion indicados en la receta de SECA.

El parametro de densidad fue el considerado para la seleccion de los lotes de analisis
porque mide la concentracion de azlcar en la solucién (Semilla, 2018; Suarez, 2013). Una
densidad mayor a la obtenida en los lotes de referencia indica que los azlcares no han
sido consumidos por la levadura debido a la falta de tiempo en la fermentacion (Garcia et
al., 1993). Esto se explica a través del porcentaje de atenuacién, donde a mayor porcentaje
de atenuacion, menor es la cantidad de azucares presentes en el mosto, y a menor
porcentaje de atenuacion, mayor es la cantidad de azlcares presentes en el mosto a final
de la fermentacion. El porcentaje de atenuacién en este tipo de cerveza de alta
fermentacion o ale esta entre 70 - 80% (Gonzéalez, 2017) y los lotes sometidos a 6 y 10
dias de fermentacién primaria tienen porcentajes de atenuacion muy bajos entre 16 - 36%
maximo, por ende, estos lotes contienen azlcares que aun no han sido consumidos por

accion de las levaduras.

Por otra parte, se conoce que la fermentacion del mosto por parte de las levaduras tiene
lugar en tres fases, la fase de adaptacién que requiere de 24h, la fase de atenuacion que
dura entre 6 y 10 dias y la fase de acondicionamiento que puede durar semanas en las
cervezas ales o meses en las lagers (Michael, 2014). Esto sustentaria el por qué los lotes
de 6 y 10 dias de fermentacién primaria no presentaron la densidad deseable, pues no
fueron sometidos a suficientes dias de fermentacién para que actlie la levadura, haya
producciéon de alcohol y por ende obtenga las caracteristicas organolépticas propias de

una cerveza artesanal.
3.2 Andlisis fisicoquimico de los lotes de cerveza artesanal

En los lotes seleccionados en base a la densidad, % de atenuacién y caracteristicas
organolépticas, se midieron parametros fisicos como pH, grado alcohdlico y carbonatacién
(Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados de los parametros fisicoquimicos de los lotes seleccionados.

Volumen Dias de ) Fechade Grado Carbonatacion
LOTE WL fermentacion fin de pH alcoholico
primaria proceso (%) (Vol CO2IL)
L1 15 14 01/10/2020 | 4.00 5 3.33
L2 15 14 09/10/2020 | 3.96 5 4.64
L9 1 14 02/10/2020 | 3.95 5 5.50
L10 15 14 02/10/2020 | 3.79 5 5.40
L11 3 14 02/10/2020 | 5.60 5 3.91

Fuente: Las autoras.

Para el pH, tanto el primer lote de 15 L con un pH de 4.00 como el segundo lote de 15 L
con un pH de 3.96, presentaron valores de pH que se encuentran dentro de los valores de
referencia (3.5 a 4.8) para cervezas segun NTE INEN 2262:2013. Por otro lado, de los
lotes de menor volumen, el lote de 3 L es el Unico lote con un valor de pH que supera el
limite superior permitido con un valor de 5.60, mientras que, los lotes con volimenes de 1

Ly 1.5 L tienen valores de pH de 3.95y 3.79 respectivamente.

El elevado valor de pH de 5.60 del lote de 3 L sometidos a 14 dias de fermentacion puede
deberse a probables causas de contaminacion ambiental como la incorporacién de agua
al interior de la olla durante el enfriado o el tiempo de exposicién prolongado de la cerveza
al ambiente durante el embotellamiento, provocando un aumento en el pH (Gonzélez,
2017).

En cuanto al grado alcohdlico, los dos lotes de 15 L y los tres lotesde 1 L, 1.5Ly 3 L
poseen el mismo valor de grado alcohdlico siendo este de 5%. Dicho valor se encuentra
dentro de los valores de referencia para el tipo de cerveza American Pale Ale segun (INEN,
2013). La presencia de alcohol indica que las condiciones fueron éptimas para que las
levaduras responsables de la fermentacion, transformen el azdcar en alcohol (Rodriguez,
2003; Semilla, 2018). Segun (Gonzalez, 2017), del control de la temperatura durante la
maceracion depende el contenido de alcohol en el producto final, pues durante esta etapa
se obtienen los azucares fermentables necesarios para que las levaduras fermenten el
mosto y se obtenga alcohol. La temperatura del proceso de maceracién debe mantenerse
entre 65y 68°C (Gonzélez, 2017). Si la maceracién se da a 62°C se produce baja cantidad

de azucar fermentable, y por ende, poco contenido de alcohol. Por el contrario, si la
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maceracion se produce a una temperatura de 72°C, se produce altas cantidades de azucar
fermentable, y por tanto, alto contenido de alcohol (SECA, 2019). Como se observa en el
Anexo 4, a lo largo del proceso de produccién de los lotes sometidos a 14 dias de
fermentacion primaria, la temperatura se mantuvo entre 65 y 67.7°C, demostrando asi,

gue la maduracion se llevé a cabo en 6ptimas condiciones.

Por otro lado, segun los valores de referencia de carbonatacion expresados en la NTE
INEN 2324:2013 de 2,2 a 3,5 Vol. CO2 /L, el tinico lote que cumple el requisito es el primer
lote de 15 L, con un valor de carbonatacion de 3.33 Vol. CO2 /L, los demés lotes exceden
el limite superior permitido. Sin embargo, de acuerdo al tipo de cerveza (Velasco, 2017)
establecen los limites de carbonatacion de 2.3 a 2.8 Vol CO2/L, resultando asi en que

ninguno de los lotes cumple con los valores establecidos de carbonatacion.

Minimizar el escalado de produccién presenta limites, que en este caso estarian asociados
a la carbonatacion. Segun (Palmer, 2006) hay varias posibles causas para la sobre
carbonatacion de la cerveza. La primera opcion resulta en un exceso de azlcar, ya sea
por un mal célculo del aztcar afadido antes de la maduracién o por realizar el embotellado
sin que haya terminado por completo la fermentacion del mosto (Giner, 2019). Sin
embargo, en este trabajo se descarta esta razon porque las mediciones de densidad en
cada uno de los mostos demuestran una fermentacion completa, corroborado con la
concentracién de alcohol ideal obtenida en cada lote. Ademas, segun los célculos
realizados, los 7.5 g de azUcar por litro de cerveza son adecuados para la obtencion de
2.5 volumenes de CO; por litro de cerveza (Velasco, 2017). La siguiente razén que se
expresa es la mala conservacion o el calentamiento de la cerveza (Giner, 2019) pero como
se observa en el Anexo 5 las temperaturas a lo largo del proceso fueron constantes y
adecuadas entre 17 y 19°C. La siguiente causa consiste principalmente en una posible
contaminacion por hongos del género Fusarium en la materia prima o microorganismos
en el producto final (Schwarz, 2017). Pero desafortunadamente, al limitarse el presente
trabajo a caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas no se pueden considerar analisis
microbioldgicos o toxicolégicos de la materia prima ni del producto final que permita
corroborar esta hipoétesis, ya que los parametros de pH, densidad y grado alcohdlico estan

dentro de los rangos normales.

3.3 Influencia de los procesos de elaboracion en la reduccién de micotoxinas en

cerveza artesanal

La contaminacion con micotoxinas puede ocurrir en distintas etapas de elaboracion de

cerveza, algunas debido a su estabilidad térmica (AFs, ZEA y DON) y a su solubilidad en
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agua (DON y FB1) pueden ser transferidas del grano a la malta y luego al producto final

(Rodriguez-Carrasco et al., 2015).

Varios estudios han demostrado que, a pesar de haberse encontrado cantidades
considerables de estas micotoxinas, éstas no superan los limites maximos permitidos
(FAO, 2004; Union Europea, 2015). Por otro lado, un estudio en cervezas artesanales de
Brasil ha identificado altos niveles de FB1 en cervezas de baja fermentacién, que
sobrepasan cuatro veces el limite maximo permitido (Piacentini et al., 2017). Por ejemplo,
en un estudio se evaluaron 117 muestras de diferentes cervezas artesanales y la
ocurrencia de OTA, tricotecenos, fumonisinas y aflatoxinas en varios paises europeos
(Bertuzzi et al., 2011). En este y otro estudio similar no se encontraron aflatoxinas, pero si
niveles detectables y bajos de DON, FB1, FB2, y OTA (BeneSova et al., 2012).

Autores han referido la necesidad de implementar varias acciones para evitar la
acumulacién de micotoxinas, siendo la principal la prevencién del crecimiento de hongos
en las materias primas, seguido de la aplicacion de procesos efectivos para la reduccion
de la concentracion de micotoxinas aplicando diferentes procesos a lo largo de la

elaboracion del alimento (Pascari et al., 2018).
3.4 Micotoxinas en la produccién de cerveza

El proceso de produccion de cerveza artesanal incluye las etapas de malteado, molienda,
maceracion, hervido, fermentacion, maduracion, filtracion, clarificacion y embotellamiento.
A pesar de la gran estabilidad de las micotoxinas frente a altas temperaturas y niveles de
pH extremos, varias de estas etapas pueden contribuir a la reduccién de micotoxinas por

métodos fisicos, quimicos o bioldgicos (RodriguezCarrasco et al., 2015).

La micotoxina predominante en la cebada es DON y ha sido la més estudiada por sus altas
concentraciones en la cerveza artesanal, seguida de ZEA y otros tricotecenos, cuya
acumulacion en el cuerpo tiene efectos neurotéxicos, inmunosupresivos, teratogénicos y

carcinogénicos (Pestka, 2007; Peters et al., 2017).
3.4.1 Malteado

La primera fase del malteado es el remojo, cuya finalidad es crear condiciones favorables
de humedad dentro del grano y activar las enzimas envueltas en la siguiente etapa, la
germinacion, en donde la malta se enriquece con enzimas y compuestos que daran olor y
sabor al producto final (Kunze, 2006). El flujo de agua durante este proceso puede
contribuir a la propagacion de la contaminacioén fungica al lote de un 15 - 90% (Vegi et al.,
2011). Este proceso también implica un tratamiento con gran cantidad de agua, en donde
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micotoxinas hidrosolubles como DON y FUMs pueden ser eluidas de la matriz del grano y
eliminarse en el agua (Schwarz et al., 1995). Se ha reportados una disminucién de la
concentracién de DON de hasta un 10% del contenido inicial (Lancova et al., 2008), y que
después de 2 dias de remojo, las concentraciones de esta micotoxina disminuyen un 30%
en la malta final (Vaclavikova et al., 2013). Ademas, se ha observado que después de 17
horas de remojo y germinacion se induce la glicosilacion de DON, convirtiendo hasta un
50% de DON en el subproducto DON-3-Gluc, pudiendo esto explicar su reduccion bajo
estas condiciones de remojo (Maul et al., 2012). Esta glicosilacion ocurre debido a que en
la germinacién los almidones son degradados a azUcares simples, lo cual favorece una
activacion natural de las glucosiltransferasas en la matriz (Maul et al., 2012). Por otro lado,
se ha demostrado un aumento del 75% de la concentracion fungica por Fusarium después
de 48 horas de remojo, la cual descendio a niveles no detectables tras el proceso del
tostado (Oliveira et al., 2012).

Al finalizar la germinacion del grano, se ha observado un aumento de la contaminacion
fungica de hasta 39,3%, siendo probablemente un resultado de la activacion de una
infeccion latente en el grano a causa del aumento de la humedad durante este proceso
(Vegi et al., 2011). Se ha observado también que la mayoria de micotoxinas presentan
una reduccion significativa durante la etapa del tostado a temperaturas de 70-90°C,
excepto DON (Schwarz et al., 1995). Sin embargo, esta puede ser eliminada casi en su
totalidad aplicando un tostado de 150°C por la formacién de compuestos deepoxidados,

menos toxicos (Vegi et al., 2011).

Un estudio reciente demuestra que, si ocurre una invasion por Aspergillus aflatoxigénico
en el grano, a pesar de las modificaciones en cualquiera de las variables del malteado
(humedad, volumen de agua, temperatura) no sera posible la eliminacién de suficiente
micotoxina para hacer a la materia prima apta para el consumo humano (Schabo et al.,
2020). Un estudio reporta que las raicillas de cebadas extraidas al final del malteado
contenian de 564 a 1383 ug/kg de FB1 y cantidades significativas de otras micotoxinas,
por lo que la correcta eliminacion de las raicillas constituye un método de reduccion de
micotoxinas (Cavaglieri et al., 2009). De igual manera el uso de un tratamiento fungicida
en la cebada muestra una reduccion del 80% de la concentracion de DON después del
malteado (Malachova et al., 2012), lo que demuestra la correlacion entre la presencia de

Fusarium en el grano y DON en el producto final (Oliveira et al., 2012).
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3.4.2 Maceracion

Se ha demostrado que la mayor parte de micotoxinas en todo el proceso se elimina con el
bagazo al finalizar la obtencién del mosto (Piacentini et al., 2017) y se ha sugerido que
esta reduccion es de alrededor del 20% (Inoue et al., 2013). En particular, se ha reportado
gue mas del 60% del contenido total de ZEA en el grano se eliminé en el bagazo (Wolf-
Hall, 2007).

Por otro lado, se debe prestar especial atencion a las materias primas que se afladen en
esta etapa, especialmente si provienen del maiz debido a que son una fuente importante
de AFs, DON y FUMs (BeneSova et al., 2012).

3.4.3 Fermentacion

Se ha reportado que la adsorcién de micotoxinas en los residuos de fermentacion, siendo
de 75.1% en caso de ZEA, de 48.1% de AFB1y 59.4% de OTA (Campagnollo et al., 2015).
Esta adsorcion ocurre por la unién de las toxinas, especialmente ZEA, a los beta glucanos
de la pared celular de la levadura, por medio de enlaces tipo hidrégeno y fuerzas de Van
Der Waals (Jouany et al., 2005).

3.4.4 Maduracién y estabilizacion

Con el proceso de la filtraciobn se observa una reduccion de micotoxinas debido a
fendmenos de adsorcion, en donde la molécula se liga a la pared celular de la levadura
(Inoue et al., 2013), y al ser eliminados sus residuos (sedimento y sobrenadante o nata)

se observa un descenso en la concentracién de micotoxinas (Pascari et al., 2018).

Diferentes agentes clarificantes con grupos activos Cl- o CN- en silica gel han sido
efectivos ligandos de OTA y FUMSs, reduciendo asi la concentracién de micotoxinas de la

cerveza (Belajova et al., 2007).

Se debe tomar en cuenta que la carga de micotoxinas no afecta parametros de
fermentacion como el grado alcohdlico, pH, utilizacion de azlcar y viabilidad celular,

incluso a concentraciones extremadamente altas como 100 mg/L (Nathanail et al., 2016).

Es importante resaltar que en la mayoria de estudios referidos las micotoxinas
encontradas en cerveza artesanal no sobrepasan los limites maximos permitidos. Sin
embargo, considerando que la cerveza es una de las bebidas més consumidas por las
personas (Marconi et al., 2016) y tomando en cuenta que muchos otros alimentos de
consumo diario podrian estar contaminados en diferentes concentraciones con
micotoxinas (Adebiyi et al., 2019; Bertuzzi et al., 2011; Karlovsky et al., 2016; Pascari et
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o
al., 2018; Peters et al., 2017; K. Piacentini et al., 2017), podria considerarse como un
riesgo importante de exposicion dietaria. La manera de conservar y almacenar materias
primas podria evitar el desarrollo de micotoxinas en los alimentos (BeneSova et al., 2012),
por lo que una estrategia integral de control de contaminacion desde los cultivos hasta la
elaboracion del alimento constituiria la clave para el control de los niveles de micotoxinas
(Jouany et al., 2005).
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4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1 Conclusiones

El objetivo del presente trabajo de titulacion fue replicar el proceso de elaboraciéon de
cerveza artesanal a escala de laboratorio, minimizando los volimenes de produccion a
lotes de 3L, 1.5L y 1L, sometidos a 6, 10 y 14 dias de fermentacion primaria, con la
finalidad de determinar cual es el volumen minimo con el que se puede preparar cerveza
artesanal que sirvan para estudios experimentales posteriores sobre el grado de
descontaminacion de micotoxinas en cada una de las etapas de elaboracion de la cerveza
artesanal. Ademas, se realiz6 una revision de literatura acerca del potencial de

descontaminacion del proceso de elaboracién de cerveza artesanal.

Se evaluaron parametros fisicoquimicos de pH, grado alcohdlico y carbonatacion en los
lotes de cerveza artesanal elaborada a escala de laboratorio, segin normativa NTE INEN
2262:2013, obteniendo que, los lotes de 1 L y 1.5 L sometidos a 14 dias de fermentacion
primaria cumplieron los parametros de pH (3.95 y 3.79, respectivamente) y de grado

alcohdlico, 5% en ambos casos, pero no de carbonatacion.

De acuerdo a la revisién bibliogréfica la influencia de cada una de las etapas de la
elaboracion de cerveza artesanal en la reduccion de micotoxinas se concluye que, si bien
existen durante la elaboracion de cerveza procesos que podrian reducir de manera
efectiva las micotoxinas (malteado, macerado, hervido, filtrado y fermentado), es
necesario comprender que la mayoria de autores concuerdan con que la mejor forma de
prevenir la contaminacion por micotoxinas es evitando la proliferacion de especies
fungicas y procurando eliminarlas en el cereal y materias primas utilizadas. Por lo tanto,
estudios posteriores deberian enfocarse en la comparacién experimental de la efectividad
de medidas de mitigacion precosecha de materia prima y a nivel de produccién de la

cerveza.

4.2 Recomendaciones
A partir de la realizacion de este trabajo de titulacion se recomienda:

* Realizar estudios practicos sobre la influencia de los procesos de la elaboracion
de la cerveza artesanal en la reduccién de micotoxinas en otros tipos de cerveza

diferentes a la American PALE ALE.
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* En la elaboracion de cerveza artesanal, si se pretende crear nuevos estilos de

cerveza, se recomienda respetar los procesos importantes que contribuyen a la

reduccion de micotoxinas, como la maceracion, hervido, filtracion y fermentacion.

« Tras evaluar el grado de inocuidad de la cerveza artesanal, se deberia buscar los

medios para informar a la poblacién sobre las consecuencias a largo plazo de la

exposicion a micotoxinas por consumo de cerveza artesanal.
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ANEXOS

Anexo 1. Registro fotogréfico de la elaboracion de cerveza artesanal

« Molienda

Molienda de los granos de cebada malteada

* Pesaje de la materia prima

Pesaje del lUpulo de amargor para la Pesaje de los granos de cebada malteada
elaboracién de lote de 15 L. para la elaboracién del lote de 15 L.

Granos de cebada malteada y avena para elaborar lotes de cervezade 1L,1.5Ly 3L
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Lapulos de amargor, sabor y aroma para elaborar el lote de cerveza de 15 L

* Control de temperatura para el proceso de maceracion

Formacién de la montafia de
granos durante el filtrado del Proceso de recirculacién Formacién del filtro de granos
bagazo
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Filtrado de los granos previo a la obtencién del primer mosto

* Proceso de fermentacion

Proceso de filtracién previo Proceso de filtracién Primer y segundo balde luego
a la segunda fermentacion de la filtracion
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e Embotellamiento de la cerveza

Pesaje de los gramos de Taponado de las botellas de
azlcar necesarios para la Dilucién del aziicar en agua cerveza precio a la
carbonatacion maduracion

Lotesde cervezade 1 L,1.5Ly3L
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Anexo 2. Equipos, materiales, menajes de cocina e ingredientes

Equipos y materiales

+ Balanza analitica (Boeco, BBL31, Alemania)
+ Densimetro (Boeco, LBK3117, Alemania)

« Termometro (ChefAlarm, TX-1100, USA)

* Tapadora manual (Ferrari, CO395, Italia)

+ Cocineta

» Air-lock

Menajes de cocina

» Ollas tamaleras con capacidad de 20 litros con tapa
» Baldes plasticos con capacidad de 20 litros con tapa
* Ollas de acero inoxidable

* Espumadera de acero inoxidable

» Embudos plasticos

» Jarras plasticas

« Cernidores de acero inoxidable

* Molino de acero inoxidable

* Filtro de café

* Cucharas

» Bandejas plasticas
Ingredientes

+ Cebada malteada
* Avena

* Lupulo

* Levadura

* Agua desclorada
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Anexo 3. Resultados de los analisis fisicoquimicos
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AMSV

ABORATO
INFORME DE RESULTADOS
Informe N*. MEV.IE 1884.20
Qrdan de iogeegor OF-TI7-20
: MARIA CABRIELA QUEZADA - VALERIA FECHA DE RECEPCION: 21/10:2020

*CUENTE:

VALENCIA ORTZ

TDIRECCION: AV LOJA ¥ REMIGIO CRESPO ESCUINA

ADENTIFICACION: CERVEZA ARTESANAL RUBIA

AMERICAN PALE ALE

JPROCEDENCIA: CUENCA - ECUADOR SFECHA DE CAD: 032021

TIPO DE MUESTRA: BESIDA *FORMA DE CONSERVACION: REFRIGERACION
CODIGO DE LA MUESTRA: 73820 &

*TIPO DE ENVASE: VIDRIO AMBAR 500 mi

FECHA DE ANALISIS: 211072020 - 0511/2020
FECHA DE ENTREGA: D&'11/2020
FFECHA DE ELAB/TOMA: 102000

REALIZACION DE ENSAYOS: LASORATORO

LOTE: LOO102020 NUMERO DE MUESTRAS: UNA (1)
ENSAYOS FISICOQUIMICOS
INCERTIDUMERE
PARAMETRO MET000 UNDAD REULYADO ey
GRADO ALCOHOLICO WEN 340 W) =0 NA
PH ACAC 943 02 UNDAES D o1 308 NA
CARBONATACION WNEN 2324 Vel 001 [ [y
A SIS

ma;m&u.m-m-—n

Piginalde 1
FMC210107 Direocion: Avda. Las Americas y Turuhuaico (Redondel Mirafiores Jer Piso)
=% Tolf: 4045127 Col: 0995 384 172 omall: sandraegm@hotmail com
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

\E LABORATORIO

INFORME DE RESULTADOS

*CLIENTE: MARIA GASRIELA QUEZADA - VALERIA
VALENCIA ORTZ

DIRECCION: AV LOJA Y REMIGIO CRESPO ESOUINA
ADENTFICACION: CERVEZA ARTESANAL RUSIA
AMERICAN PALE ALE (C1.7)
*PROCEDENCIA: CUENCA - ECUADOR

TIPO DE MUESTRA: BESIDA
COOIG0 DE LA MUESTRA. 77620

*TIPO DE ENVASE: VIDRIO AMBAR 500 mi

Informse N* MSV-IE 1960-20

FECHA DE RECEPCION: 051122020

FECHA DE ANALISIS: 061002020 ~ 12/11/2020
FECHA DE ENTREGA: 13112020
SFECHA DE ELAB/TOMA: 10/2000
JFECHA DE CAD: 032021

*FORMA DE CONSERVACION: REFRIGERACION
MUESTREO: CUENTE
REALIZACION DE ENSAYOS: LASORATORIO

ALOTE: L1.02102020 NUMERO DE MUESTRAS: UNA (1)
ENSAYOS FISICOQUINICOS
PARAMETRO METOO0O UNDAD REBULTADO "%}‘"‘E
GRADD ALCOHOLICO NEN 340 V) =0 NA
PH ADAC 54302 UNDADES D o1 395 NA
CARBONATACION NEN 2324 Ve 0031 55 NA

——

Dra. Sanoa Guaraca Maldonads
GERENTE DE LABORATORIO
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SV

LABORATORIO

INFORME DE RESULTADOS

*CLIENTE: MARIA GASRIELA QUEZADA - VALERIA
VALENCIA ORTZ

DIRECCION: AV LOJA Y REMIGIO CRESPO ESOUINA
ADENTIFICACION: CERVEZA ARTESANAL RUSIA
AMERICAN PALE ALE (C157)

*PROCEDENCIA: CUENCA - ECUADOR
TIPO DE MUESTRA: BEBIDA
COOI00 DE LA MUESTRA. 77720

*TIPO DE ENVASE: VIDRIO AMBAR 500 mi

Informe N MSV-IE 1961-20

FECHA DE RECEPCION: 051122020
FECHA DE ANALISES: 061002020 — 12/11/2020
FECHA DE ENTREGA: 13/11/2020
SFECHA DE ELAB/TOMA: 10/2000
SFECHA DE CAD: 032021
*FORMA DE CONSERVACION: REFRIGERACION
MUESTREO: CLENTE

REALIZACION DE ENSAYOS: LASORATORIO

LOTE: L1.5.02102020 NUMERO DE MUESTRAS: UNA (1)
ENSAYOS FISICOQUIMICOS
P o METO0O UNDAD RESULTADO mnwns
GRADO ALCOHCLICO INEN 340 W) 50 NA
PH ADAC 943 02 UNDADES DE s+ 3™ NA
CARBONATACION INEN 2324 Vol O0: 41 5.4 NA

—

Dra. Sanova Guaraca Massonads
GERENTE DE LABORATORIO
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

LABORATORIO

1Has ng

INFORME DE RESULTADOS

*CUENTE: MARIA CASRIELA QUEZADA - VALERIA
VALENCIA ORTZ

DIRECCION: AV LOJA Y REMIGIO CRESPO ESQUINA
ADENTIFICACION: CERVEZA ARTESANAL RUSIA
AMERSCAN PALE ALE (C3.7)

*PROCEDENCIA: CUENCA - ECUADOR
TIPO DE MUESTRA BESIDA

Inforsss N*: MBV.IE 1962.20
Dedan de iegeesor OLTTE20
FECHA DE RECEPCION: 05'11/2020
FECHA DE ANALISIS: 06102020 - 12111/2020
FECHA DE ENTREGA: 131122020
SFECHA DE ELAB/TOMA: 102020
*FECHA DE CAD: 032021
SFORMA DE CONSERVACION: REFRIGERACION

CODIGO DE LA MUESTRA: 77820 MUESTREQ: CLENTE

*TIPO DE ENVASE: VIDRIO AMBAR 500 mil o€ '

ALOTE: L3 (21020 NUMERO DE MUESTRAS: UNA (1)
ENSAYOS FISICOQUINICOS
INCERTIDUMBRE
PARAMETRO METO0O UNDAD REBULTADO o
GRADO ALCOHOLICO WEN 330 ) =0 NA
PH AOAC 94302 UNDACES CE o1 s6 NA
CARBONATACION WEN 2324 Vel 00:1 301 A

——

Dra Sanda Guanscs Maktonads
GERENTE DE LABORATORIO
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 4. Datos obtenidos durante el control de temperaturas en la maceracion de los lotes con 14 dias de fermentacién primaria.

TIEMPO DE MEDICION (minutos)
0 15 30 45 60 75 90 PROMEDIO | pesviacisn
estandar

LOTES Temperatura (°C)
L1 67,2 66,6 65 65,5 66,1 66,08 65,86 66,05 0,72
L2 66,3 65,5 67,5 67,7 66,1 66,62 66,68 66,63 0,77
L9 67,4 67,7 67 67,4 65 66,90 66,80 66,89 0,89
L10 66,2 67,4 66,4 65,4 66 66,28 66,30 66,28 0,60
L14 67,1 65,3 65,1 66 65,8 65,86 65,61 65,82 0,65

Anexo 5. Datos obtenidos durante el control de la temperatura ambiental de los lotes de 14 dias de fermentacion primaria.

TIEMPO DE FERMENTACION (DIAS)
Lote 1|z|3|4|5| 6\ 7\8\9\1o|11|12\13|14|1s|16\17\18 19|20|21|22|23|24|25\26\27\28|PR0MED|ODESV|AC|6N
Temperatura (°C)
L1 |17,52|18,07|18,29|18,23|18,00|17,54|17,98|17,80|18,09|17,54|17,72|17,77|17,90|17,83|17,68|18,06|17,83|17,78|17,99|17,87(17,92|17,63|17,50(17,80| 17,51|17,79| 18,18 18,22 17,84 0,23
L2 |17,65|18,21|17,58(17,99|18,09|17,93|18,30|17,79|17,92| 18,09|17,90| 18,12|17,65| 18,07|17,94|17,80| 17,87|17,62|17,57|17,86|17,58|17,50|17,56|17,57| 17,73|17,82| 17,58| 17,66 17,82 0,22
L9
L10|17,75|17,50|17,68| 18,24| 18,20|17,91| 18,04 17,93| 17,85| 18,07|17,82|17,75| 18,07| 18,10|17,77| 18,10| 18,25| 18,10/ 18,01(17,60| 17,56|18,06|17,74|18,14|17,51| 17,56| 17,80| 18,08 18,28 0,23
L11
Maria Gabriela Quezada Zambrano.
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