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RESUMEN.

La levadura es un microorganismo fundamental en la produccion de alimentos y bebidas,
utilizada desde la antigliedad para fermentacion de pan y bebidas alcohdlicas. En la actualidad,
el aumento en el consumo de cerveza elaboradas con Saccharomyces cerevisiae ha impulsado
tanto la estandarizacién de los procesos industriales como la innovacién en la elaboracion
artesanal. Esta dindmica ha diversificado la oferta, brindando al consumidor una mayor variedad
de opciones y experiencias sensoriales. Este estudio se centr6 en dos etapas principales: el
aseguramiento de la calidad de biomasa de levadura y la reutilizacion de la levadura a través de
multiples generaciones. En la primera etapa, se implementaron procedimientos para garantizar
la calidad de la biomasa, incluyendo la recuperacion de levadura, el lavado, y la evaluacién de
una curva de crecimiento y parametros de calidad. Los resultados indicaron una viabilidad
superior al 95% y una propagacion escalonada efectiva, donde se realiz6 una produccién de
cerveza India Pale Ale con un contenido alcohdlico del 5.7%. En la segunda etapa, se llevé a
cabo un andlisis de la reutilizacién de la cepa S. cerevisiae donde se realizaron once
generaciones de reutilizacion de la levadura, durante las cuales se evaluaron parametros
fisicoguimicos y de atenuacion. Los resultados mostraron que la levadura mantenia un
rendimiento constante y eficiente a lo largo de las generaciones. Este enfoque integral destaca
la viabilidad y la eficacia de la reutilizacion de la levadura.

Palabras clave: Propagacion, levaduras, Saccharomyces cerevisiae, Cerveza artesanal, Kveik.

PROPAGATION OF YEAST Saccharomyces cerevisiae AND ASSURANCE OF
BIOMASS QUALITY FORTHE FERMENTATION OF ALE BEER.

ABSTRACT.

Yeast is a fundamental microorganism in food and beverage production, used since ancient times
for the fermentation of bread and alcoholic beverages. Today, the increased consumption of the
beer made with Saccharomyces cerevisiae has driven both the standardization of industrial
processes and innovation in craft brewing. This dynamic has diversified the market, offering
consumers a wider variety of options and sensory experiences. This study focused on two main
stages: ensuring the quality of yeast biomass and reusing yeast through multiple generations. In
the first stage, procedures were implemented to ensure biomass quality, including yeast recovery,
washing, and evaluating a growth curve and quality parameters. The results indicated a viability
exceeding 95% and effective staggered propagation, with the production of an Indian Pale Ale
beer with an alcohol content of 5.7%. In the second stage, an analysis of the reuse of S. cerevisiae
was conducted, where eleven generations of yeast reuse were evaluated, including
physicochemical parameters and attenuation. The results showed that the yeast maintained
consistent and efficient performance across generations. This comprehensive approach
highlights the feasibility and effectiveness of yeast reuse.

Keywords: Propagation, Yeast, Saccharomyces cerevisiae, Artisanal Beer, Kveik.



1. INTRODUCCION.

A través de los afios, la levadura se ha utilizado para la elaboracién de diferentes productos de
consumo humano como la cerveza (1). Saccharomyces cerevisiae participa en la formacion de
aromas durante la fermentacion de la cerveza debido a que transforma los ingredientes del
mosto, en alcohol y compuestos aromaticos como alcoholes superiores, ésteres y compuestos
de carbonilo (2)(3). El aumento de la demanda de productos generados por este microrganismo
ha fomentado la estandarizacion de los procesos industriales de produccién de biomasa de la
levadura S. cerevisiae (4). Esto ha generado un crecimiento en el consumo de cerveza que ha
ocasionado un gran interés en los aficionados para producir sus propios sabores (5), a través de
la fermentacion artesanal (6). EI consumo de cervezas artesanales tipo Ale en Cali, Colombia,
esta experimentando un notable crecimiento. La variedad de estilos, aromas y sabores en las
micro cervecerias artesanales de la regidn se debe al uso de diferentes ingredientes y métodos
de produccién (7). Las cervezas se clasifican como “Ale” porque utilizan la levadura S. cerevisiae,
que se caracteriza por su alta fermentacion. Se caracteriza por realizar su metabolismo a altas
temperaturas (19 a 25°C) y por mantenerse en la parte superior del fermentador (8). Las cervezas
Ale tienen diferentes estilos provenientes de paises con historia cervecera como Bélgica,
Alemania, Estados Unidos y Reino Unido, los estilos mas representativos son:; Pale Ale, trigo,
IPA, Lambie, Stout, Porter y Amber Ale (9). Sin embargo, la elaboracion de estos productos
conlleva a una inversion alta en materias primas. Las levaduras utilizadas para el proceso
fermentativo en micro cervecerias artesanales de Cali para la elaboracién de cerveza tipo Ale
son importadas al pais y adquiridas mediante distribuidores. Un buen ejemplo es, la levadura
Kveik, que es una cepa de S. cerevisiae. Esta se caracteriza por ser una levadura de
fermentacion alta y rapida a elevadas temperaturas, alcanzando una atenuaciéon completa entre
48y 72 horas lo que permite un ahorro energético y la optimizacion de la capacidad de produccién
de la sala de fermentacion (10). Ademas, durante la fermentacion, los residuos acumulados en
el fondo del madurador se suelen descartar, sin saber que contienen levadura que se puede
propagar y volver a usar para hacer cerveza (11). Por lo tanto, implementar un proceso de
propagacién y reutilizacién con la levadura restante en la produccion de cerveza podria disminuir
este costo (12). Esto se podria lograr a través de la propagacion de la biomasa necesaria para
la produccidn de cerveza a partir de inGculos existentes.

La propagacion es una estrategia que permite replicar las células de manera controlada (8). Su
objetivo es producir grandes cantidades de levaduras con caracteristicas conocidas, para llevar
a cabo el proceso de fermentacion, en el menor tiempo posible. La propagacion de levaduras es
esencial en una cerveceria para poder garantizar la estabilidad genética, la viabilidad, la vitalidad
y la cantidad de células (biomasa) necesarias para llevar a cabo una fermentacion exitosa y, por
ende, una cerveza excelente. comenzando con un volumen pequefio de cultivo madre y
escalando su produccion de biomasa logrando un inoculo suficiente para la preparacion de una
cerveza comercial. El escalado introduce células en crecimiento activo en un nuevo suministro
de nutrientes para producir una cosecha de levadura en el estado fisiolégico 6ptimo (13).
Ademas, existen sistemas automaticos para la propagacion de la levadura cervecera que
optimiza la eficiencia y calidad de la produccién lo que permite el control preciso de condiciones
como temperatura, pH y reduce los riesgos por contaminacién. También, facilita la escalabilidad
de cultivos y asegura trazabilidad, cumpliendo normativas de seguridad alimentaria garantizando
un producto final de alta calidad e impulsan la innovacion en la industria cervecera (4).

En el afio 2021, se implementd un sistema de propagacion de levaduras para la elaboracion de
bebidas alcohdlicas en la Cerveceria Libre de Colombia S.A. Esto con el objetivo de minimizar
los costos de preparacion y hacer que el proceso de produccion sea mas rentable. Para esto se
plante6 un procedimiento técnico que permitiera la propagacion de S. cerevisiae utilizando la
técnica de hidratacion de levadura y determinacion celular, desde 100 millones hasta 3000
millones de células, que sirvieran como inéculo para alimentar un lote de 300 litros de cerveza
(5). El proceso de propagacion resulto ser viable y asequible porque lograron obtener un producto
con caracteristicas similares, cumpliendo con sabores y olores méas puros e identificables. Las



células propagadas presentaron un buen tamafio, mayor division celular y resultaron aptas para
ser reutilizadas.

En Colombia, la industria de la cerveza artesanal esta en una etapa emergente y de crecimiento
importante, con el reto de desarrollar nuevas estrategias de produccién que permitan aumentar
la competitividad manteniendo la calidad y mejorando la rentabilidad del proceso (14). Cali una
de las principales capitales del pais, ha llevado una considerable evolucién en la elaboracion de
cervezas, contando con una micro cerveceria artesanal en crecimiento al sur de la ciudad con
seis cervezas tipo Ale de diferente estilo, con una produccion mensual de mas de 10.000
unidades de cerveza artesanal. Pero, para lograr esta produccién se requiere de una inversion
de insumos e indculos tales como, malta, lGpulo, nutrientes, sales industriales y levaduras. Una
de las inversiones mas costosa e importante es la levadura liofilizada de 500 gramos, con un
valor de importacion de un millén quinientos sesenta mil pesos colombianos ($1’560.000 COP),
el cual es un precio considerable para una cerveceria en crecimiento.

La micro cerveceria realiza una siembra de levadura liofilizada por tanque, cuando cumple todas
sus fases fermentativas no se reutiliza (15). Se necesita un proceso de reutilizacion y
propagacion de levadura a partir de la biomasa sobrante de la fase de sedimentacién, para
ahorrar costos invertidos, dado que se gasta aproximadamente ochocientos gramos (800 g) de
levadura liofilizada al mes, la gran ventaja de este proceso de reutilizacion es que se logra una
fermentacion rapida con células de levadura recuperada y se reduce el tiempo de produccion,
las desventajas de este proceso, es la contaminacién que es un riesgo significativo al reutilizar
levadura cervecera, ya que puede afectar la calidad de la cerveza. Ademas, el uso repetido de
la levadura puede provocar mutaciones que alteren sus caracteristicas originales y el perfil de
sabor. También existe la posibilidad de acumular subproductos indeseables de fermentaciones
anteriores, lo que impacta negativamente en el aroma y el gusto de la cerveza. Por otro lado,
algunas cepas pueden flocular en exceso, complicando su recuperacion. Para evitar estos
problemas, es fundamental seguir buenas précticas en el manejo y almacenamiento de la
levadura (16). Por los motivos previamente expuestos, en el presente estudio se evalda un
método alternativo para la reutilizacion levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik en cervezas
artesanales tipo Ale, evaluando la calidad de la biomasa propagada para la implementacion de
un segundo proceso fermentativo y por Gltimo determinar las generaciones de reutilizacién de la
levadura S. cerevisiae.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacién
Este proyecto se realizé en los laboratorios e instalaciones de la Universidad Santiago de Cali,
tomando en cuenta todos los protocolos de bioseguridad y las normas de gestién de calidad 1ISO
9001.

2.2 Recoleccion de informacion
En este trabajo de busco informacién cientifica en diferentes bases de datos que permitio
desarrollar una propuesta metodoldgica, para implementar un proceso de propagacién de
levadura a diferentes escalas, para esto, se aplico la metodologia propuesta en el libro guia “The
Yeast in the brewery” de los autores Gerolf Annemuller, Hans-J Mangery, Peter Lietz.

2.3 Cepas de levaduras cerveceras
En este estudio se trabajé con levaduras fabricadas en LalBrew Premium series ® (LALLEMAND)
Levadura Kveik Ale que corresponde a la especie S. cerevisiae, cepa de fermentacion alta (Ale),
originaria de Austria, la cual se caracteriza por poseer una eminente capacidad fermentativa (4).

2.4 Etapas de procedimiento
Se realizaron dos etapas en este estudio, la primera etapa consistié en una evaluacion de la
calidad de la biomasa de la levadura S. cerevisiae, donde se realizaron técnicas de manejo de
levadura para una evaluacion de la calidad de la biomasa, procedimientos de recuperacion,
lavado, determinacion de viabilidad, vitalidad, evaluacién preliminar de curva de crecimiento,



siembras por agotamiento, morfologia, propagaciones escalonadas para la elaboracion de una
cerveza tipo Ale realizando pruebas fisicoquimicas y organolépticas para determinar sus
caracteristicas fermentativas.

Se realizé una prueba preliminar de evaluaciones de calidad y manejo de levadura para realizar
una reutilizaciéon. La segunda etapa es una reutilizacion y determinacién de levadura S.
cerevisiae en tanques de fermentacion de 450L, realizando un aseguramiento de la calidad de la
biomasa.

2.5 Evaluacién de la calidad de la biomasa de la levadura S. cerevisiae

2.5.1 Procedimiento paralarecuperacion y lavado de la levadura
Para la propagacion de levadura, se recuperé la levadura S. cerevisiae de dos estilos de
cervezas, Baltic Porter y Sauer elaboradas en la institucion (160g de cepa liofilizada e inoculada
en tanques de fermentacién de 350L), que habia sido utilizada para la elaboracién de un lote
anterior.
Primero se realizé un aislamiento de materiales e insumos en el que se esterilizé a través de
autoclave el material de vidrio necesario y el agua.
Segundo, para la toma de la muestra de biomasa se realizé una purga del cono del tanque
colocando una manguera de recuperacion, previamente esterilizada en la abertura del cono
fermentador (figura 1). La zona del cono se desinfectd con alcohol al 70%. Posteriormente, se
abrid6 suavemente, permitiendo que todos los residuos de la fermentacion fueran liberado;
seguidamente en un frasco estéril, se transfirio la levadura almacenada en el fondo del tanque.
Posteriormente, se vertieron 250mL de agua estéril, cuya temperatura estaba en los 4°C, se
realizé una agitacion para mezclar completamente el sedimento con el agua y se dejé en reposo
por 10 minutos en refrigeracién, para permitir que las particulas més pesadas, como el lipulo y
la malta, se asentaran en el fondo del recipiente. Después de este proceso se observé la
formacién de tres fases, la superior que corresponde al agua, la del medio a la levadura y la
tercera al sedimento de malta, lGpulo y materiales mas pesados de las cuales la fase del medio
que contenia la levadura fue recuperada. Este procedimiento se realiz6 tres veces, para una
mejor calidad de la levadura. Se conservd 150mL de la levadura lavada durante 48 horas para
prevenir la aparicion de aromas y sabores indeseados (17).

T de purga

Manguera de
recuperacion de
levadura

Figura 1. Modelo de recuperacion en tanqu‘e de fermentador.

2.5.2 Determinacion de la viabilidad celular mediante el recuento en Camara de
Neubauer

Para determinar la viabilidad celular, se realiz6 conteo en cadmara de Neubauer a partir de una
dilucién 1:200 de la suspensién de levadura recuperada usando como diluyente, con azul de
metileno para diferenciar las células viables como se observa en la figura 2. La muestra se agito
adecuadamente para garantizar su homogeneidad. Antes de la medicion se limpio la camara de
Neubauer y el cubreobjetos con agua destilada, secandolos suavemente con papel para evitar
contaminaciones. Luego, se coloco el cubreobjetos sobre la camara de Neubauer, asegurando
gue cubriera uniformemente el area de recuento (18).



Las muestras de levadura se homogenizaron durante 5-10 segundos en un agitador tipo vortex,
inmediatamente después de la agitacion, se tomaron muestras de levadura utilizando una
micropipeta, aplicandola en una de las ranuras de la camara de forma que se logré distribuir bien
por capilaridad en el area de recuento y poder permitir que las células se depositen en la camara,
para poder realizar el conteo (5).

B

. . . . A . . . . e
Figura 2. Diluciones afiadiendo azul de metileno para determinacion de viabilidad.

2.5.2.1 Procedimiento de recuento

Se determind la cantidad de células existentes observando la camara en el microscopio, con la
finalidad de obtener una buena precisién de resultados en el conteo, los recuentos se realizaron
por duplicado para cada muestra, repitiendo tanto el proceso de llenado de la camara como el
conteo. Las células en gemacion se consideraron como Unica célula cuando la célula hija tiene
un tamafio inferior a la mitad de la célula madre, caso contrario, deben contar como dos células
(5). Se realiz6 el conteo a cinco recuadros distribuidos de manera cruzada, como se observa en
la figura 3. Se realiz6 el procedimiento por duplicado.

14 2]

2. 5+
| 1
Figura 3. Recuadros Camara de Neubauer.

Expresion de los resultados para el recuento total: la poblacion de la muestra es expresada como
células/mm3:
Células/mm3 = N2 de células /profundidad x 4rea x factor dilucién
Ecuacion 1. Recuento de levaduras (5).

Donde:

Células/mm?3= concentracion final de células en la muestra original (por cada milimetro cubico).
N° de células= total de células contadas en un area especifica de la cAmara.

Profundidad= profundidad estandar de la camara (0.1mm)

Area= area del cuadrado donde se realizé el conteo (mm2)

Factor de dilucién= nimero de veces que se diluyo la muestra.

2.5.2.2 Determinacion de la viabilidad celular
Una célula de levadura es viable cuando puede reproducirse. Las células viables tienen una
enzima capaz de decolorar el azul de metileno; cuando las células de levadura entran en contacto
con el colorante, éste se introduce en todas las células, pero solo lo metabolizan las células vivas.



Por ende, se debe diferenciar entre células muertas y células vivas examinandose en un
microscopio; las células no viables se tifien y las células vivas no se tifien (19).
Se realiz6 una tincion con azul de metileno, mezclandolo con las muestras de levaduras, se
homogenizaron durante 5 a 10 segundos en un agitador tipo vortex. Las muestras se tomaron
inmediatamente después de la agitacion empleando una micropipeta, colocando la punta de la
micropipeta en las ranuras de la cAmara Neubauer de forma que la muestra se distribuya por
capilaridad en el area de recuento. El recuento se realiz6 siguiendo las mismas consideraciones
indicadas en el procedimiento de recuento celular (20).
La viabilidad se expres6 con el porcentaje de células no tefiidas, para este porcentaje se
realizaron los célculos de viabilidad que se expresan como:
NeCélulas viables
%Viabilidad =

X
NeCélulas totales
Ecuacion 2. Porcentaje de viabilidad celular (21).

2.5.3 Determinacion de vitalidad

Para determinar la vitalidad, se realiz6 la prueba de poder de acidificacién (PA) utilizando 10 mL
de la levadura KVEIK Ale recuperada. La levadura se almacené a 4 °C, con el fin de obtener una
gama completa de valores de vitalidad (22). Para la medicion del PA, se colocaron 3 mL de
levadura en un vaso de precipitados de 25 mL, se hidrat6 la levadura y se agregaron 10 mL de
agua destilada. Para determinar el poder de acidificacion, se midi6é el pH del medio antes de
iniciar la fermentacion y se registro este valor como el pH inicial. A los 10 minutos se afiadi6 0.5
mL de glucosa (20.2% p/v) y se realiz6 una medicion de pH, repitiendo la medicion a los 20
minutos y al finalizar el experimento tras una hora. El poder de acidificacién (PA) de la levadura
se determind calculando el cambio en el pH (ApH) en cada intervalo de tiempo.

2.5.3.1 Calculos de poder de acidificacion
» ApH alos 10 minutos (ApH 10min): ApH 10min= pH inicial-pH a los 10min
> ApH alos 20 minutos (ApH 20min): ApH 20min= pH inicial-pH a los 20 min
> ApH final (ApH final): ApH final (después de 1hora) = pH inicial-pH final
Estos céalculos permiten cuantificar la capacidad de la levadura para acidificar el medio,
proporcionando una medida de su vitalidad en diferentes etapas del proceso de fermentacion.
La vitalidad de la levadura se puede interpretar segun la escala de PA obtenida:
» Alto poder de acidificacién (PAZ=2): indica una levadura altamente viable y activa, capaz
de producir una cantidad significativa de &cido.
» Moderado poder de acidificacion (1<PA<2): indica una levadura viable con una
capacidad moderada de producir acido.
» Bajo poder de acidificacién (PA<1): indica una levadura con baja viabilidad o inactiva,
con una capacidad limitada para producir acido.

2.5.4 Siembra por agotamiento

Para la siembra por agotamiento se utilizo el agar Yeast Glucose Chloramphenicol (YGC). Es un
medio de cultivo recomendado para el aislamiento y desarrollo de hongos, también es util para
el cultivo de levaduras. Esta compuesto por 20g/L de glucosa, 0.1g/L de Cloranfenicol, 5g/L de
Extracto de levadura y 12g/L de agar bacteriolégico. Se esterilizé a 121°C durante 15min,
posteriormente, el medio se dej6 enfriar a 50°C y se suspendié en las placas (23).

Una vez determinada se viabilidad, se seleccioné la levadura recuperada que presentaba una
viabilidad superior al 95%. Se realiz6 una siembra por agotamiento utilizando el método del
cuadrante (24). Las muestras fueron incubadas a 25°C durante 5 dias. Se seleccionaron las
colonias mas aisladas, se volvieron a sembrar e incubar a 25°C durante 5 dias. Luego se procedi6
a observar su morfologia.

2.5,5 Prueba preliminar para evaluacion de crecimiento de lalevadura S. cerevisiae
Para evaluar el crecimiento de S. cerevisiae, se inocul6 un cultivo de S. cerevisiae KVEIK en un
medio de cultivo fresco, utilizando 3mL de un in6culo con una densidad inicial de 1.017g/mL. Los
cultivos se incubaron a 23°C y se tomaron muestras a intervalos regulares durante las primeras
13 horas, debido a las restricciones de tiempo del laboratorio. Se realizé el recuento de las células
de acuerdo con el procedimiento 2.5.2y 2.5.2.1.

Los datos obtenidos se representaron graficamente para construir una curva de crecimiento,
permitiendo identificar y cuantificar las fases latencia, exponencial, estacionaria y
potencialmente, de muerte. Este andlisis proporciona informacion valiosa sobre la tasa de



crecimiento especifica, el rendimiento celular y la influencia de diferentes factores en el desarrollo
del cultivo.

2.5.6 Propagacioén de levadura

Se realizaron tres escalados para evaluar la levadura durante su propagacion y crecimiento,
analizando la calidad de la biomasa y su capacidad fermentativa mediante pruebas
fisicoquimicas y organolépticas. Una vez confirmada la calidad de la biomasa inicial, se
verificaron su viabilidad y vitalidad, asegurando que el porcentaje fuera conveniente para la
inoculacién en los tanques de fermentacion (26). Esta recuperacion se llevé a cabo con el fin de
evaluar todos los parametros de calidad y manejo de levadura requeridos en una planta
cervecera, con el objetivo de elaborar una cerveza tipo Ale de 25L, como se muestra en la figura
4,

Para la propagacion de la levadura, siguiendo los parametros de calidad, se utilizaron matraces
Erlenmeyer estériles de diferentes tamafios para cada etapa del proceso. En el primer escalado,
se empled un Erlenmeyer de 250mL con 25mL de levadura recuperada, y el proceso se realizd
durante 12 horas a una temperatura de 35°C, bajo condiciones de agitacion constante para
favorecer el crecimiento y la reproduccién de la levadura. A continuacion, se transfirié a un
Erlenmeyer de 500mL para el segundo escalado, manteniendo los mismos parametros de
propagacion, temperatura y agitacion. Finalmente, en el tercer escalado, se utilizé un Erlenmeyer
de 1000mL, en el cual se inocularon 40mL de levadura.

0

Levadura Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Biddn 25L
recuperada 250 mL 500 mL 1000 mL

Figura 4. Escalado de propagacion.

2.5.7 Elaboracion de una cervezatipo Ale con levadura propagada

Se realiz6 una maceracion de malta Pale Ale y Munich 3, para la elaboracién de un mosto
estandar. Se pas6 a hervir el mosto, agregando ltpulo centenial, cascade y amarillo, se le agregé
extracto de lapulo citra y mosaic, por ultimo, se le agregé nutriente de levadura al hervido, para
un mejor crecimiento y reproduccion. Se utilizé un bidén de 25L para pasar el mosto estandar
elaborado, con la biomasa obtenida del procedimiento de propagacion. La cerveza cont6 con
cinco dias fermentativos en los cuales se determinaron pruebas fisicoquimicas y atenuacién a la
cerveza.

2.5.7.1 Inoculacién al bidén de 25L
El bidén de 25L fue sanitizado utilizando detergentes y alcohol al 70%. Luego, se le agregaron
20L de mosto previamente preparado y se incorpord 1L como inéculo proveniente del escalado
de propagacion. A continuacion, se dejé crecer el cultivo durante el tiempo de crecimiento
estipulado, realizando pruebas fisicoquimicas a lo largo del proceso.

2.5.7.2 Atenuacion de la cerveza para evaluar la capacidad fermentativa
La atenuacién es el porcentaje de azlcares del mosto que son convertidos en alcohol y CO:2
gracias a la fermentacion (27). Para calcular la atenuacion, se determiné la densidad del mosto
antes de la inoculacién con levadura y luego de haber finalizado el proceso de fermentacién.

2.5.7.3 Densidad
Se determind la densidad del mosto y de la cerveza fermentada mediante el uso de un
densimetro en dos etapas del proceso de elaboracion. Inicialmente, tras la coccion, se extrajo
una muestra del mosto, la cual se colocd en una probeta y se midié la densidad utilizando el
densimetro, que indica la concentracién de azlcares, proporcionando asi la densidad inicial.
Durante la fermentacion, se realizaron mediciones diarias para observar la evolucion de la
densidad. Finalmente, se tomo6 una muestra de la cerveza ya fermentada y se repitio el proceso



de medicién para obtener la densidad final, lo que permitié evaluar el progreso y la eficacia de la
fermentacion (28).

2.5.7.4 Grados plato
Se realiz6 la medicién de los grados plato, que es la unidad que mide la densidad del mosto o
de la cerveza. A mayor densidad, mas azUlcares fermentables y por lo tanto mas alcohol en la
cerveza final. Se utiliz6é un refractometro para la medicion.

2.5.7.5 pH
Se midio el pH de la cerveza en fermentacién utilizando un medidor de pH. Para ello se tomé una
muestra de la cerveza en un vaso de precipitados y se registré el pH. Este procedimiento se
repitié diariamente con el fin de monitorear el comportamiento del pH a lo largo del proceso de
fermentacion y asi evaluar la capacidad fermentativa de la levadura propagada (30).

2.6 Reutilizacién de las levaduras y determinacion de generaciones

Se realizaron reutilizaciones de la levadura S. cerevisiae gracias a las técnicas de manejo de
levadura que se realizé en el apartado 2.5. En un tanque de fermentaciéon de 450L como se
observa en la figura 5, se realizé un aseguramiento de la calidad de la biomasa de levadura de
un lote de cerveza anterior, se recuperaron 50mL de levadura evaluando sus parametros de
calidad. Se determiné la viabilidad y la vitalidad, se observaron las pruebas fisicogquimicas
descritas anteriormente para determinar su capacidad fermentativa y su comportamiento durante
los procesos de fermentacion. Este procedimiento se realizd once veces en diferentes lotes de
cerveza, pero con la misma biomasa de levadura inoculada en su primer proceso fermentativo.

Temperatura y
control de
crecimiento de
levadura

Oxigenacion

Toma de muestra

Cono de purga

TTCOT

2.6.1 Pruebas fisicoquimicas
Para cada reutilizacion se realizé atenuacion a la cerveza, densidad, pH y grados plato con la
metodologia descrita anteriormente.

2.6.2 Estilos de cervezas utilizadas
Para las reutilizaciones de levadura en las primeras once generaciones, se realizaron con el
estilo de cerveza Sauer debido a que es el estilo con mas produccioén en la planta cervecera de
las instalaciones de la Universidad Santiago de Cali.
Para las reutilizaciones de levadura en el duplicado, se realizaron con los estilos Sauer y Wee
heavy, para determinar caracteristicas de la levadura en diferentes procesos fermentativos y
estilos de cerveza.

2.6.3 Pruebas organolépticas



Por dltimo, se realizo test organoléptico con el maestro cervecero Carlos Marino Orejuela Mejia,
donde determinaron vista, gusto y olfato del lote nuevo, verificando que la levadura propagada
cumpla con los estandares requeridos para la cerveza fermentada en las instalaciones de la
Universidad Santiago de Cali.

Cada procedimiento mencionado se realiz6 por duplicado para asegurar la calidad de los
resultados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.2 EVALUACION DE LA CALIDAD DE LA BIOMASA DE LA LEVADURA S. CEREVISIAE

3.2.1 Recuperacion de levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik en fase de
sedimentacién
Después de la fermentacion de un lote de cerveza, la levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik
cae al fondo del fermentador en su fase estacionaria debido a la falta de nutrientes y al aumento
del alcohol. Esta levadura puede ser reutilizada y propagada para nuevos lotes, siempre que se
realice un proceso de aseguramiento de la calidad.

En la figura 6.A, se observa la recuperacion de levadura de un lote de Baltic Porter, que se
caracteriza por notas frutales oscuras, caramelo y un aroma maltoso balanceado como se
observa en Anexo 1. Los resultados indican que la cepa evaluada posee las caracteristicas
necesarias para su propagacion y reutilizacion, respaldadas por pruebas sensoriales que
destacan su idoneidad para futuros lotes. La levadura mostré6 una notable capacidad
fermentativa, completando una buena fermentacion en cinco dias para la cerveza Baltic Porter.
Se recolectd una levadura con un aspecto adecuado de sedimentacién y un olor floral, sin
evidencias de oxidacion, envejecimiento ni otros defectos olfativos. Asi, la levadura cumplié con
los parametros organolépticos necesarios para su recoleccion.

Por otro lado, en la figura 6.B, se muestra el duplicado de la recoleccién de levadura de un lote
de cerveza estilo Sauer, utilizando tubos centrifugos como método alternativo de recuperacion.
Este proceso también cumplié con los pardmetros organolépticos, presentando buenos olores,
textura adecuada y capacidad fermentativa en el lote anterior.

A

Figura 6. Recuperacion de levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik A. recuperacion estilo Baltic Porter. B.
recuperacion estilo Sauer



Se logré una recuperacion de levadura, debido a que la cepa Kveik es conocida por su alta
capacidad fermentativa y su tolerancia a temperaturas elevadas, lo que convierte en una opcion
adecuada para la produccion de diversos estilos de cerveza. Este procedimiento es positivo
segun otros estudios de propagacion como el de Cruz y Meyer (2020), dado que la levadura
recuperada debe presentar buen aspecto de sedimentacion, olores agradables y ausencia de
olores de oxidacion o envejecimiento. Esto quiere decir que la biomasa que se obtuvo en el
momento de la recuperacion es adecuada para una evaluacién de calidad.

3.2.2 Lavado de levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik en fase de sedimentacion
Posterior a la recuperacion de la levadura, se realiz6 el lavado de esta, obteniendo los siguientes
resultados. En la figura 7. A. se observa un lavado de levadura S. cerevisiae con una separacion
heterogénea de tres etapas, la primera esta el agua agregada para el lavado, la segunda etapa
la levadura recuperada v la tercera etapa los sedimentos de maltas y lGpulos. En la figura 7. B.
se observa una separacion del agua y levadura, con un color claro por parte de la levadura,
dejando atras sedimentacion que no necesitaba.

Agua < ¢ o B
Agua
Levadura
Malta y
lGpulo Levadura

Figura 7. Lavado de levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik A. separacion de agua, levadura y
sedimentos de malta. B. levadura lavada.

Para este proyecto se realizé un lavado de levadura, dejando atrds sedimentos de maltas y
lGpulos, repitiendo el proceso varias veces para garantizar 6ptimos resultados. debido a que un
lavado deficiente puede resultar en un estrés adicional para la levadura, lo que puede afectar en
su viabilidad, vitalidad y aseguramiento de la calidad de la biomasa para reutilizacion y
propagacion (36).

3.2.3 Recuento celular
Como se observa en la figura 8, la muestra de Baltic Porter contabilizé 172 células viables/mL,
lo que equivale a una concentracion de 1.48x10° células/mL (tabla 1). En contraste, la muestra
de Sauer mostré6 una mayor densidad, con 201 células viables/mL y una concentracion de
4.57x10° células/mL. Esta diferencia se atribuye al mayor volumen de inéculo utilizado en la
elaboracién de la cerveza Sauer, lo que favorece un crecimiento y produccion de biomasa de
levadura mas altos durante la fermentacion.

Los resultados indican que ambas muestras poseen una poblacién de levaduras viable y
suficiente para garantizar una fermentacion eficiente; sin embargo, la muestra de Sauer tiene
una densidad celular significativamente mayor, lo que es coherente con las caracteristicas tipicas
de este estilo de cervezay el protocolo de elaboracion empleado.




Figura 8. Recuento celular en camara de Neubauer bajo el microscopio, con un aumento de 40x.
Los calculos del conteo celular se realizaron con ayuda del programa Brew Meister (53).

Especializado en procesos de produccién de cerveza y especificamente en célculos de cantidad
de levadura, obteniendo los resultados encontrados en la tabla 1.

Tabla 1. Recuento de levaduras

Recuento de levaduras
Ensayo Levaduras/mL Desviacion estandar
Levadura recuperada de 1.48x10° 0.24x10° o
cerveza estilo Baltic Porter
Levadura recuperada de 4.57x10° 2.48x10% ¢
cerveza estilo Sauer

La concentracion celular de levaduras, especialmente de la cepa Kveik, es crucial en la
elaboracién de cerveza. Conocida por su rapida fermentacion a altas temperaturas y buenas
caracteristicas, la Kveik requiere una concentracién celular adecuada para obtener resultados
Optimos (34). Esta concentracion afecta la eficiencia de la fermentacion, la produccion de aromas
no deseados y la atenuacién del mosto; una concentracion baja puede provocar fermentaciones
lentas o incompletas y sabores indeseables.

Factores como la cepa especifica de Kveik, las condiciones de fermentacién y las practicas de
manejo de levaduras influyen en esta concentracion (16). Segun Albarracin (2020), la
concentracién celular para la reutilizacion de levadura puede variar segun el estilo de cerveza y
las preferencias del cervecero. Para un inicio de fermentacion exitoso, se recomienda una
concentracion de 5 a 10 millones de células por mililitro (mL) en el mosto de cervezas tipo Ale.
En este estudio, se determinaron concentraciones superiores a 10 millones de células en las
levaduras recuperadas (tabla 1), lo que indica que son aptas para una posible fermentacion
completa. Este resultado se atribuye a la correcta eleccién de la cepa y a la eficiencia en su
recuperacion.

3.2.4 Determinacion de laviabilidad celular

La determinacién de la viabilidad de una levadura es esencial para evaluar su tasa de crecimiento
o mortalidad (18). Segun las normas de control de calidad de diversas empresas cerveceras, la
viabilidad de la levadura debe superar el 95% para garantizar que las cervezas producidas
mantengan caracteristicas similares a las obtenidas con levadura nueva. En la tabla 2 se
observa que la viabilidad de la levadura recuperada para el estilo Baltic Porter es del 96%, lo que
indica que cumple con el requisito para su reutilizacién o propagacion. Este resultado refleja una
buena recoleccién de levadura, permitiendo su uso en los siguientes procedimientos.

Tabla 2. Porcentaje de viabilidad celular determinadas en cada ensayo.

Viabilidad celular
Ensayo Porcentaje de viabilidad Desviacion estandar
Levadura recuperada estilo 96.28% levaduras/mL 0.089 ¢
Baltic Porter
Levadura recuperada estilo 98.32% levaduras/mL 0.028 ¢
Sauer

En la tabla 2. Se determiné la viabilidad de los ensayos de levadura recuperada estilo Baltic
Porter con 172 vivas y 5 muertas con un porcentaje de viabilidad de 96.28%. Para el ensayo de
la levadura recuperada estilo Sauer, se determinaron 201 vivas y 3 muertas con un porcentaje
de viabilidad del 98.32%.

Para la levadura recuperada estilo Sauer el porcentaje de viabilidad dio 98% y también cumple
con mas del 95%. Esto quiere decir que la viabilidad obtenida fue mayor a otros porcentajes de
viabilidad de otros estudios como el de Albarracin (2020), que determino una viabilidad en el
mosto de fabrica del 88% y una viabilidad en YM de 82% o el estudio de Cruz y Mayer (2020)



que obtuvo una viabilidad del 91%. Estos resultados pudieron ser afectados por diferentes
factores: almacenar la levadura recuperada en cadena de frio unos dias antes de que se
analizara la viabilidad, otro factor que pudo afectarles es una posible contaminacion al momento
de extraer la levadura del tanque de fermentacion y por ultimo una posible floculaciéon que afecte
de manera directa la viabilidad de la levadura obtenida. Por estos factores en este presente
proyecto se realizaron seguimientos a los parametros de recuperacion, cumpliendo un buen
manejo de levadura la cual no afectara la viabilidad en el momento de la recuperacion, también
influye mucho la eleccion de cepa utilizada para estos procedimientos, ya que facilita el trabajo
realizado.

Estos datos muestran el buen manejo de recuperacion y lavado que se realizaron para una
evaluacion de calidad, también la eleccion de la cepa Kveik para las fases experimentales de
este proyecto.

3.2.5 Morfologiade lalevadura S. cerevisiae de la cepa Kveik
Bajo el microscopio, con un aumento de 40x, se pudo observar en la figura 9, células en distintas
etapas del proceso de gemacion, desde células madre hasta células hijas pequefias. Este
proceso de reproduccion asexual, comun en las levaduras, consiste en la formacién de nuevas
células hijas a partir de pequefias protuberancias en la superficie de la célula madre (10).

@
Figura 9. Microscopia de S. cerevisiae de la cepa Kveik.

Aunque las cepas de Kveik generalmente muestran caracteristicas tipicas de S. cerevisiae,
pueden presentar variaciones dependiendo de la cepa especifica y las condiciones de cultivo.
Estas variaciones morfolégicas y de tamafio celular son el resultado de una combinacién de
factores genéticos, ambientales y de seleccion a lo largo del tiempo (38). La seleccion de cepas
especificas para su uso continuo en la produccion de cerveza podria haber favorecido aquellas
con morfologias mas grandes, que ofrecen ventajas en términos de rendimiento o caracteristicas
de fermentacion (11).

3.2.6 Determinacion de vitalidad

La determinacion de la vitalidad celular de una levadura es crucial para estimar su capacidad de
reproduccién y actividad metabdlica (15). En la tabla 3 se presentan los resultados de las pruebas
de acidificacion: la levadura recuperada del estilo Baltic Porter mostré un poder de acidificacion
(PA) de 1.08, mientras que la Sauer alcanz6 1.12, con desviaciones estandar de 0.005 y 0.022,
respectivamente. Estos valores, superiores a 1, indican un poder de acidificacion moderado, lo
que sugiere que las levaduras son viables y metabdlicamente activas, con capacidad para
producir acidos y realizar fermentaciones de manera eficiente en futuras elaboraciones.

La acidificacién se debe a la transformaciéon de aminoacidos por pérdida de nitr6geno, lo que
disminuye el pH del medio. Ademas, la produccién de diéxido de carbono durante la fase de
fermentacion aerobia también contribuye a la reduccion del pH. Aunque el poder de acidificacion
no es un método estandarizado para evaluar la vitalidad de la levadura cervecera, puede servir
como un indicador preliminar; un pH bajo sefiala un alto poder de acidificacién, mientras que un
pH alto indica lo contrario.

Tabla 3. Determinacion de vitalidad y poder de acidificacién para cada ensayo

Determinacioén de vitalidad

Ensayo Poder de acidificacién Desviacion estandar
Levadura estilo Baltic Porter | 1.08 0.0050

Levadura estilo Sauer 1.12 0.0220




Se determiné que las levaduras recuperadas llevaron a cabo la fermentacion de glucosa,
produciendo acidos como subproductos metabdlicos. La disociacién de estos acidos en solucion
libera protones (H+), lo que reduce el pH del medio circundante. La vitalidad de la levadura, que
refleja su capacidad de crecimiento y reproduccion, se evalla cominmente mediante viabilidad
celular y estado fisioldgico. Segun Cruz y Mayer (2020), durante la fermentacion, los valores de
pH para la levadura en un mosto caliente oscilan entre 5,0 y 5,2, mientras que, en la cerveza en
fermentacion, los valores se sitlan entre 4,2 y 4,3.

El estilo de cerveza Sauer se caracteriza por la fermentacion lactica, donde las bacterias, como
los lactobacilos, convierten azlcares en acido lactico, contribuyendo significativamente a la
acidez del producto final. En sus experimentos, Cruz y Mayer (2020) reportaron pH finales de
4,27 y 4,34, considerados Optimos para el consumo. No obstante, seria beneficioso realizar
pruebas especificas de acidificacion de la cepa recuperada para determinar con mayor precision
su capacidad acidificante, ya que la interaccion entre levaduras y bacterias lacticas es
fundamental en la produccion de cervezas Sauer.

Para el estilo Sauer, se obtuvo un pH acido debido a la acidificacién que caracteriza este tipo de
cerveza. Los resultados mostraron una produccion de acido considerable, con un poder de
acidificacion (PA) de 1.12, indicando una capacidad moderada para producir acidos. Aunque
Albarracin (2020) y Giraldo (2021) realizaron determinaciones de viabilidad, no evaluaron la
vitalidad de la levadura propagada, lo que podria ofrecer una visiébn mas completa del proceso
fermentativo y su impacto en el producto final.

3.2.7 Siembrade lalevadura S. cerevisiae de la cepa Kveik
Se realizé una siembra por agotamiento de la levadura recuperada de estilos Baltic Porter y
Sauer, para la obtencién de un cultivo propio, y determinacién de colonias puras, para procesos
de propagacion, en la figura 10. Donde se muestra una considerable cantidad de colonias puras
para la obtencion de un cultivo propio. Este procedimiento fue realizado para observar la morfologia
en medio de cultivo YGC y para tener un banco de colonias puras para un cultivo propio.

Figura 10. Siembra por agotamiento de la levadura recuperada para obtencién de colonias puras

Para un manejo de levadura en una planta cervecera es recomendable realizar siembras para la
obtencién de colonias puras y realizar procesos de almacenamiento o conservacion de las cepas,
para una futura optimizacién de tiempo y dinero. Este procedimiento se realiz6 para dejar una
técnica de conservacion o de almacenamiento a las micro cervecerias que quieran elaborar sus
propias propagaciones. Diferentes estudios mencionan la importancia de realizar siembras para
la conservacion, pero no demuestran los procedimientos de una siembra para obtencién de
colonias puras. Debido a esto, en este proyecto realizé una siembra para la obtencién de colonias
puras y asi asegurar a las micro cervecerias de obtener futuras propagaciones o conservaciones
de levadura con cultivo propio.

3.2.8 Prueba preliminar para la evaluaciéon de crecimiento de la levadura S.
cerevisiae



En la Figura 11 se evalué una prueba preliminar de crecimiento de la levadura S. cerevisiae de
la cepa Kveik, realizada a temperaturas de 30 a 35 °C para optimizar su desarrollo. Se llevaron
a cabo recuentos celulares en la hora 0 y 1 antes del crecimiento, utilizando una camara
Neubauer. En estudios de crecimiento microbiano, la curva tipica se divide en fases: adaptacion,
exponencial, estacionaria y de declive. Sin embargo, en este estudio solo se observo la fase
exponencial, lo que plantea interrogantes sobre las condiciones del entorno y los parametros
experimentales.

El tamano del inéculo, en este caso de 1x108 cél/mL, puede haber influido en la ausencia de la
fase de adaptacion, ya que una concentracion inicial baja puede alterar el comportamiento del
crecimiento celular, permitiendo una multiplicacién rapida en un medio rico en nutrientes. Para
futuros estudios, se recomienda considerar parametros experimentales como temperatura, tasa
de dilucién, tamafio del in6culo, condiciones del medio y estrés ambiental para determinar
adecuadamente una curva de crecimiento.

En la Figura 12, los datos de células/mL se transformaron a escala logaritmica para mejorar la
visualizacion del comportamiento de crecimiento; no obstante, esta transformacion no revelé
cambios significativos en las tendencias observadas, indicando que la fase exponencial se
mantuvo constante durante el periodo analizado. Los resultados sugieren que la hora de
crecimiento inicial de la levadura Kveik abarca de la hora 1 a la hora 13, evidenciando su
capacidad de reproduccion y crecimiento. Aunque la cepa Voss Kveik tiene un tiempo de
crecimiento como cualquier otra levadura cervecera, se destaca por su rapido crecimiento y
fermentacion, especialmente a altas temperaturas (39).
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Figura 11. Evaluacién de crecimiento de S. cerevisiae de la cepa Kveik concentracion vs tiempo (h)
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Figura 12. Evaluacién de crecimiento de S. cerevisiae de la cepa Kveik LnX vs tiempo (h).

En este estudio se evalué la levadura S. cerevisiae en un medio de cultivo especifico,
observandose un crecimiento exponencial con una tasa de duplicacién celular de
aproximadamente una hora y una tasa de crecimiento especifica de 0.69 h-!, manteniéndose
hasta la hora 13. Estos resultados son consistentes con los reportes en la literatura sobre la cepa
Kveik, que se caracteriza por su rapido crecimiento y una fase exponencial prolongada de 12 a
24 horas. Aungue no se alcanzé la fase estacionaria en este experimento, se sugiere que, al
extender el tiempo de observacion, el agotamiento de nutrientes y la acumulacién de productos
de desecho habrian reducido eventualmente la tasa de crecimiento. La cepa Kveik presenta una
fisiologia y metabolismo Unicos, que contribuyen a su capacidad de mantener una fase
exponencial prolongada. Esta cepa es altamente eficiente en el uso de nutrientes y presenta una
elevada tolerancia al etanol y a temperaturas superiores a las éptimas para otras levaduras, lo
cual reduce el impacto negativo de las condiciones ambientales y permite una fermentacion
continua sin una desaceleraciéon temprana. Ademas, Kveik tiene un metabolismo que favorece
la rapida conversion de azucares, produciendo energia de manera eficiente, lo que facilita la
adaptacion rapida a su entorno y permite una divisién celular sostenida por mas tiempo.

En el estudio de Sanchez (2024) sefala la importancia de considerar la composicion del medio,
las caracteristicas de la cepa microbiana y las condiciones de cultivo para entender mejor la
curva de crecimiento observada. Estudios como los de Salazar (2020) y Cruz y Mayer (2020)
realizaron curvas de crecimiento de hasta 192 horas, en las que se identificaron todas las fases
de crecimiento de la levadura y su comportamiento en el medio. En este caso, la curva de
crecimiento se limité a 13 horas debido al tiempo disponible en los laboratorios de la Universidad
Santiago de Cali, lo cual impidié extender las mediciones. Sin embargo, se alcanzé el objetivo
de caracterizar el comportamiento de la levadura y su tiempo de duplicacion durante la fase
exponencial, proporcionando informaciéon relevante sobre su capacidad de adaptacion y su
viabilidad en condiciones de fermentacion rapida.

3.2.9 Propagacion de lalevadura recuperada
En la figura 13. Se observa propagaciones de levadura escaladas, desde 250mL hasta 25L. en
cada etapa, se obtuvo una cantidad adecuada de biomasa, lo que muestra la eficiencia del
proceso. La figura ilustra visualmente los resultados obtenidos con diferentes tipos de mosto: un
mosto oscuro con maltas especiales.
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Figura 13. Propagaciones escalonadas de levadura recuperada y de colonias puras de la levadura S.
cerevisiae de la cepa Kveik.

3.2.10 Elaboracién de cerveza con levadura propagada

Se realiz6 la elaboracion de un lote de cerveza estilo India Pale Ale como se observa en la figura
14, con la levadura propagada con sus procedimientos de escalonamiento donde la densidad
inicial fue de 1.055g/mL, pH de 5.1 y grados plato de 13.7. Al pasar cinco dias la levadura termino
su fermentacién con una densidad final de 1.011 g/mL. pH de 4.1 y grados platos de 2.7. La cepa
Kveik demostré ser una opcion altamente viable para la elaboracion artesanal de una India Pale
Ale. Su capacidad fermentativa, evidenciada por la rapida atenuacion y la produccion de un perfil
alcohdlico acorde al estilo. La rapida fermentacion, completada en tan solo cinco dias, no solo
optimizé el tiempo de produccion, sino que también contribuyd a la obtencién de una cerveza
con caracteristicas organolépticas muy definidas. Los aromas y sabores citricos y resinosos,
caracteristicos del lapulo cascade y centennial utilizado, se vieron realzados por los ésteres
frutales producidos por la levadura Kveik, resultando en una cerveza con un perfil aromatico
complejo y balanceado. La ausencia de sabores fendlicos o diacetilo indica una fermentacion
limpia y eficiente.

Figura 14. Cerveza elaborada en tarros cerveceros con mosto estandar y levadura recuperada S.
cerevisiae estilo Baltic Porter de la cepa Kveik. A. elaboracién de cerveza de la levadura propagada en
una garrafa cervecera de 25L. B. Cerveza estilo India Pale Ale.

Se comparé resultados con estudios previos realizados a escala industrial, se observé que la
cepa Kveik puede adaptarse tanto a entornos de produccion a gran escala como a micro
cervecerias artesanales. Sin embargo, es importante destacar que las condiciones de
fermentacion y las caracteristicas del mosto pueden influir significativamente en el perfil sensorial
final de la cerveza.



La capacidad de la cepa Kveik para fermentar a altas temperaturas y su tolerancia al alcohol la
convierten en una herramienta valiosa para los cerveceros artesanales que buscan experimentar
con diferentes estilos y perfiles de sabor. Ademas, su capacidad para producir una fermentacion
limpia y eficiente reduce el riesgo de contaminacion y facilita la gestion del proceso de
elaboracion.

3.3 REUTILIZACION DE LEVADURAS Y DETERMINACION DE GENERACIONES

3.3.1 Reutilizacion de levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik para determinacion de
generaciones

Se realizaron 11 generaciones de levadura con dos estilos de cerveza méas comercializados en
las instalaciones de la Universidad Santiago de Cali: Wee Heavy y Sauer. Ambos estilos
comparten un proceso de elaboracion similar, pero difieren en la cantidad de malta y alcohol. Las
cervezas Wee Heavy tienen un alto contenido de malta, lo que les confiere un sabor dulce y
herbal, comenzando con densidades altas. En cambio, las cervezas Sauer son ligeras y turbias,
con un sabor principal a trigo y densidades bajas.

Se realizaron ocho generaciones de cervezas Sauer (Generaciones 2, 3,4, 6,7, 9,10y 11) para
mantener condiciones comparables, inoculandolas a las mismas temperaturas y oxigenandolas
durante 10 segundos con O, para favorecer la fermentacién. Por otro lado, se elaboraron tres
generaciones de Wee Heavy (Generaciones 1, 5 y 8) a la misma temperatura que las cervezas
Sauer, utilizando la misma cepa de levadura en todas las generaciones. Este proceso permite la
reutilizacion de levadura, optimiza el tiempo y facilitas fermentaciones rapidas a altas
temperaturas. Sin embargo, se debe considerar el riesgo de estrés en las levaduras, aunque se
tomaron precauciones durante todo el manejo. La reutilizacion es mas efectiva cuando la
levadura proviene de cervezas de baja gravedad, como Sauer, y se utiliza para fermentar
cervezas de gravedad igual o superior, como Wee Heavy, asegurando la salud de la levadura.
Se mantuvieron estrictas condiciones de limpieza para evitar contaminacién y se utilizé la cepa
Kveik, que es mas tolerante a condiciones variables de fermentacién y reutilizacion. Esto permite
a los cerveceros programar el recultivo o la sustitucion de cepas segln sea necesario,
garantizando que la levadura empleada esté en Optimas condiciones para producir un producto
de calidad (44).

Generaciones 2,3,4,6 y 7 (Sauer): En las primeras cuatro generaciones, la levadura mostré una
alta capacidad fermentativa, con el estilo Sauer. La atenuaciéon se mantuvo en un 98% con alta
viabilidad (96-97%) como lo indica la figura 16. Las generaciones seis y siete se destacaron por
una rapida fermentacion, adaptabilidad y eficiencia. Las diferencias en tiempos de fermentacion
y densidad final reflejan la adaptaciéon de la levadura a distintos estilos y condiciones, como
el pH y la densidad inicial del mosto.

Generaciones 1,5y 8 (Wee heavy): La primera, quinta y octava generacion, con el estilo Wee
Heavy, requirié un tiempo de fermentacién mas largo debido a la mayor densidad del mosto. Sin
embargo, la viabilidad y eficiencia fermentativa se mantuvieron altas. Las generaciones
siguientes, con el estilo Sauer, presentaron una reduccion en los tiempos de fermentacion y
mantuvieron una alta atenuacion, mostrando una adaptacioén continua de la levadura.

Generaciones 9 a 11 (Sauer): Las Ultimas generaciones destacaron por una rapida
fermentacion, especialmente con la levadura Kveik, que mostré adaptabilidad y eficiencia. La
atenuacion superé el 100% en varias ocasiones, Y la viabilidad se mantuvo constante, indicando
un proceso de fermentacion robusto y eficiente a lo largo de todas las generaciones estudiadas.
La novena generacion se determind una viabilidad del 95% inferior a las deméas generaciones,
ya que la levadura puede disminuir debido a una variedad de factores, tanto intrinsecos como
extrinsecos. Estos factores pueden afectar la capacidad de la levadura para llevar a cabo sus
funciones metabolicas y reproducirse.

Para las once generaciones, se obtuvo un poder de acidificacién superior a 1.0, como se muestra
en las figuras 15, lo que indica un moderado poder de acidificacion, evidenciado en el
procedimiento 2.5.3. Este fendmeno se debe a la transformacion de aminoacidos mediante la
pérdida de nitrdgeno, lo que provoca una disminucién del pH en el medio. Estos resultados



destacan la capacidad de la levadura para mantener un alto rendimiento fermentativo en diversas
condiciones, adaptandose eficazmente a los cambios en el estilo de cerveza y las caracteristicas
del mosto.

En comparacion, la cepa US-05, una levadura estadounidense cominmente utilizada, presenta
una viabilidad del 80-90% a temperaturas moderadas de 18 a 22 °C, porcentaje inferior al de la
cepa Kveik en este estudio, que muestra mayor adaptabilidad a condiciones estresantes, siendo
adecuada para fermentaciones rapidas y a altas temperaturas. Kveik demostré la capacidad de
reducir el pH a niveles de 3.8 a 4.0, lo que indica un notable potencial para producir acidos
organicos, como el acido lactico y acético. En contraste, la cepa US-05 reduce el pH a niveles
de 4.0 a 4.3, lo que refleja una menor capacidad de acidificacion.

La comparacion entre Kveik y US-05 revela diferencias significativas en viabilidad, poder de
acidificacion y capacidad fermentativa. Kveik se destaca por su alta viabilidad, rapidez en la
fermentacion y capacidad para acidificar el mosto, lo que la hace adecuada para cervezas que
requieren fermentaciones rapidas y perfiles acidos. Por otro lado, US-05 ofrece un proceso mas
controlado y un perfil de sabor limpio, siendo ideal para cervezas mas tradicionales (44).
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Figura 15. Determinacion de poder de acidificacion evaluando el aseguramiento de calidad de
las reutilizaciones de levadura S. cerevisiae
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Figura 16. Determinacion de viabilidad evaluando el aseguramiento de calidad de
reutilizaciones de levadura S. cerevisiae

En la tabla 6. Se determinaron las pruebas fisicoquimicas, donde muestra densidades, pH,
grados platos y atenuacién de la cerveza durante los dias de fermentacién, donde se observa
que la generacion que se demoré mas fermentando fue la quinta generacién con siete dias de
procesos fermentativos. Debido al rango de la densidad, entre mayor sea la densidad es mayor
el tiempo de fermentacion. La diferencia de concentracion de azucares comparado con las otras
generaciones es de 1.052 a 1.018, La cantidad y el tipo de azlicares presentes en el mosto
influyen en la velocidad de fermentacién. Mostos mas complejos pueden requerir mas tiempo
para ser fermentados completamente. Algunos estilos de cerveza requieren procesos de
fermentacion mas largos o condiciones especificas que pueden prolongar el tiempo total de
fermentacion. Las generaciones que menos se demoraron fueron la décima y undécima con dos
dias de procesos fermentativos.



Tabla 6. Pruebas fisicoquimicas de la reutilizacién de levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik

Ensayo P. Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7
fisicoquimicas
Primera pH 52 | 51 45 4.2 4.1 - -
eneracion i
g Densidad 1.053 | 1.046 | 1.035 | 1.026 | 1.019 | - -
Grados plato 132 | 115 | 87 6.5 4.7 - -
Atenuacién 98%
Segunda pH 35 | 34 3.6 35 - - -
generacion Densidad 1.040 | 1.031 | 1.015 | 1.010 | - - -
Gradosplato | 132 | 77 3.7 25 - - -
Atenuacion 98%
Tercera pH 37 | 35 3.8 3.8 - - --
eneracion i
g Densidad 1.040 | 1.025 | 1.018 | 1.012 | - - -
Grados plato 10 6.25 45 3 - - -
Atenuacioén 98%
Cuarta pH 38 | 36 38 38 - - -
generacion Densidad 1.035 | 1.022 | 1.018 | 1.011 | - - -
Grados plato 8.7 55 45 27 - - -
Atenuacién 103%
Quinta pH 452 | 462 | 455 | 467 | 458 | 459 | 4.62
neracion i
generacio Densidad 1.052 | 1.045 | 1.035 | 1.032 | 1.029 | 1.025 | 1.020
Grados plato 13 | 112 | 87 8 7.2 6.2 5
Atenuacién 98%
Sexta pH 37 | 35 3.6 34 - - -
generacion Densidad 1.032 | 1.027 | 1.016 | 1.012 | - - -
Grados plato 8 6.7 4 3 - - -
Atenuacién 98%
Septima pH 38 | 36 3.8 - - - -
generacion Densidad 1.035 | 1.012 | 1.010 | - - - -
Grados plato 6.2 3 25 - - - -
Atenuacién 98%
Octava pH 45 | 48 4.7 4.8 4.5 4.7 -
neracion i
generacio Densidad 1.049 | 1.036 | 1.035 | 1.032 | 1.028 | 1019 | -
Grados plato 122 | 95 8.7 8 7 4.7 -
Atenuacién 98%
Novena pH 3.7 3.6 3.5 - - - -
generacion Densidad 1.021 | 1.014 | 1.008 | - - - -
Grados plato 52 35 2 - - - -
Atenuacién 98%
Decima pH 35 35 - - - - -
generacion Densidad 1.018 | 1.010 | - - - - -
Grados plato 45 25 - - - - -
Atenuacién 103%
Undécima pH 35 36 - - - - -
generacion Densidad 1.016 | 1.008 | - - - - -
Grados plato 4 2 - - - - -
Atenuacién 104%




Todas las 11 generaciones de levadura se realizaron con todos los parametros de aseguramiento
de calidad, cada una de estas generaciones obtuvieron porcentajes de viabilidad mayores al
90%, se les realizé poder de acidificacion, y parametros fisicoquimicos, donde se observé que
en las primeras seis generaciones del primer proceso tuvieron una capacidad fermentativa un
poco mas demorada que las Ultimas cinco generaciones, esto es debido a que las ultimas
levaduras ya tienen una adaptacion al medio ambiente especifico, en el que se han fermentado
anteriormente (41). Ademas, tienen una mayor cantidad de células vivas, ya que durante la
reutilizaciéon las levaduras pueden acumularse en mayor concentraciéon por el volumen de
biomasa generado, también se debe agregar que las levaduras reutilizadas tienen ausencia de
periodo de adaptacion inicial, esto les permite tener una fermentacién mas rapida. Es por eso
gue las ultimas generaciones de levadura (9 a 11) tenian menos dias de fermentacién que las
primeras, por su ausencia de adaptacion (42). Esta levadura Kveik es una levadura con un alto
nivel fermentativo (30). A medida que una cepa de levadura se reutiliza en multiples lotes de
cerveza, su viabilidad y vitalidad pueden disminuir debido al estrés acumulado y la acumulacion
de mutaciones genéticas.

Esto puede afectar la capacidad de fermentacién y la calidad del producto final. En este estudio
se podia seguir con la secuencia de generaciones, pero se corria el riesgo de futuras mutaciones
que pueden introducir variaciones genéticas en la poblacién de levaduras. Algunas de estas
variaciones pueden ser beneficiosas, proporcionando caracteristicas que mejoran el proceso de
fermentaciéon, como mayor tolerancia al alcohol o producciéon de sabores deseables. Sin
embargo, otras mutaciones pueden resultar en caracteristicas indeseada. Ademas, Las
mutaciones pueden alterar el perfil de sabor de la cerveza. Cambios en la produccion de ésteres
y fenoles pueden llevar a variaciones en los aromas y sabores, que podrian ser considerados
positivos 0 negativos segun el estilo de cerveza. La teoria establece que S. cerevisiae puede
reutilizarse hasta 10 generaciones, lo que resalta su potencial para mantener caracteristicas
deseadas a lo largo del tiempo. Determinar las generaciones de reutilizacion de cada cepa de
levadura en un lote de cerveza es, por tanto, una practica crucial para asegurar la consistencia
y calidad del producto final (43). De igual manera, proporciona informacién valiosa sobre el
rendimiento y la salud de la levadura a lo largo del tiempo, lo que ayuda a optimizar el proceso
de elaboracion de la cerveza (44).

Las cervezas tipo Ale, son cervezas que estan en crecimiento en los mercados, pero la falta de
recursos en las micro cervecerias artesanales no deja que este crecimiento se mantenga. En el
estudio de Salazar (2020), informan que la levadura S. cerevisiae tiene una esperanza de vida
limitada cuando se trata de ser replicada consecutivamente, el envejecimiento de las células de
levadura puede llevar a modificaciones genéticas, morfolégicas y metabdlicas tales como
alteraciones en la forma, tamafio y superficie de la célula, disminucién del metabolismo. Sin
embargo, esta puede ser reutilizada hasta siete veces. Cruz y Mayer (2020), también informan
que la teoria de los ciclos olas generaciones varian entre cinco a seis veces.

Es importante aprender el manejo y el comportamiento de las cepas de levaduras antes de
realizar una reutilizacién o repitching, es necesario realizar una guia de manejo de levadura y
una evaluacién de la calidad de la biomasa como se realiz6 en este proyecto.



Anexo: Andlisis de Levadura a lo Largo de Once Generaclones/fermentaciones,

El presente anexo detalla el andlisis exhaustivo llevado a cabo sobre la levadura utilizada y
reutilizada en nuestra produccion cervecera a lo largo de once generaciones, Este estudio fue

realizado con el objetivo de evaluar las caracteristicas sensoriales de la levadura y su idoneidad para
la produccién comercial de cerveza.

Durante el proceso de investigacion, se realizé un meticuloso analisis organoléptico para garantizar
Ia calidad y consistencia de nuestras cervezas comerciales. Se examinaron aspectos como aroma,

sabor, textura, capacidad de floculacién y atenuacién de la cerveza a lo largo de las once
generaciones de levadura reutilizada.

Los resultados obtenidos refiejan una gama completa y adecuada de aromas, sabores, indicando la
idoneidad de la levadura para su uso en la produccidn de cerveza comercial. Se destacan notas
aromaticas muy neutras con sutiles matices frutales, en referencia a las cervezas elaboradas en cada
ciclo con la levadura las fermentaciones se pueden catalogar como muy limpias, esto haciendo
€énfasis en el nulo aporte de off-flavors o sabores indeseados al producto terminado.

Este analisis detallado a lo largo de cada generacién de levadura reutilizada es un testimonio de
nuestro compromiso con la excelencia y la innovacién en la industria cervecera. Los hallazgos

obtenidos refiejan el cuidado y la atencién dedicados a cada etapa de nuestro proceso de
elaboracidn de cerveza.

Agradecemos el interés en este estudio y confiamos en que los resultados aqui presentados sean de
utilidad para la comunidad académica y profesional interesada en el campo cervecero.

Atentamente,

Jjefe de produccion cerveceria USACA
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Figura 17. Resultados de pruebas organolépticas de la determinacién de generaciones

Figura 17. Este proceso no tuvo complicaciones en olor, sabor o textura de los lotes elaborados
por estas generaciones, Ademas, no obtuvo crecimiento microbiolégico en pruebas finales. Se
realizaron pruebas organolépticas a las 11 generaciones con la ayuda de Carlos Marino Orejuela,
donde aprobé los lotes elaborados de estas generaciones.



4. CONCLUSIONES

Se implementé un método de propagacion alternativo para la levadura S. cerevisiae de la cepa
Kveik en la produccion de cervezas artesanales tipo Ale. Este enfoque no solo optimizé el
crecimiento y la viabilidad de la levadura, sino que también mejoré significativamente la eficiencia
fermentativa. Ademas, se logré realzar las caracteristicas sensoriales de la cerveza,
evidenciando el potencial de la cepa Kveik en la elaboracion de productos de alta calidad.

Se elaboré una cerveza tipo Ale estilo India Pale Ale, con levaduras recuperadas y propagadas,
la cerveza tuvo un tiempo fermentativo de 5 dias con una densidad inicial de 1.055 y una
densidad final de 1.011, obteniendo una buena capacidad fermentativa. Se cumplieron con las
pruebas sensoriales de este lote elaborado. Con un porcentaje de alcohol de 5.7%.

El estudio demuestra que la levadura Kveik puede ser reutilizada de manera exitosa en multiples
generaciones, manteniendo una alta viabilidad y capacidad fermentativa. Esto sugiere que la
cepa Kveik es particularmente robusta y adaptable a diferentes condiciones de fermentacion.

Se concluye que las reutilizaciones cerveceras no solo representan un esfuerzo significativo
hacia la sostenibilidad ambiental a reducir residuos y consumo de recursos, sino que también
reflejan un compromiso con la calidad y la innovacién en la industria cervecera. Al determinar las
generaciones de reutilizacion, se establece un estandar de excelencia que no solo optimiza los
procesos de produccién, sino que también promueve la creatividad y la adaptabilidad ante
desafios futuros.

5. RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar estudios de almacenamiento y conservacion de levaduras, se deben
almacenar en un lugar fresco, deben tener una temperatura adecuada para mantener su
viabilidad. Evitar almacenarla en lugares expuestos a la luz solar directa o cerca de fuentes de
calor, almacenarla en recipientes herméticos para protegerla de la humedad y el aire. Buscar
técnicas de congelacion e hidratacion y evitar las contaminaciones cruzadas.

Para profundizar en el entendimiento de las caracteristicas fermentativas de la levadura Kveik,
se recomienda realizar una curva de crecimiento con un tiempo de andlisis extendido. Este
enfoque permitira obtener datos més completos sobre la fase de latencia, el crecimiento
exponencial, y la fase estacionaria, asi como sobre la viabilidad celular a lo largo del tiempo.

Para las propagaciones se recomienda optimizar las condiciones de fermentacién, como
temperatura, oxigeno y nutrientes, puede mejorar significativamente la eficiencia de la
propagacion. Es recomendable establecer un rango 6ptimo de temperatura para la cepa Kveik
que maximice la actividad metabdlica sin inducir estrés. Ademas, el uso de medios de cultivo
ricos en nutrientes puede acelerar el crecimiento y la viabilidad de la levadura.

Se recomienda calcular los ahorros de costos derivados de la reduccion de la necesidad de
adquirir levadura nueva y la optimizacién de los recursos utilizados en el proceso de
fermentacion. Esto puede incluir el andlisis de costos asociados a la energia, el agua y otros
insumos, asi como el impacto en la produccién y la calidad del producto final.

De ser posible se recomienda realizar determinaciones de generaciones y aseguramiento de la
calidad de biomasa de levaduras tipo Lager.
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Anexo 1. Carta de pruebas sensoriales en proceso de recuperacién de levadura.
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Anexo 2. Carta de permiso de la cerveceria USACA para la realizacion del proyecto.

CERVEZA ESTILO BALTIC PORTER
Delta pH 10 minutos

ApH 10min: pH inicial-pH 10min

ApH 10min: 5.10-4.90

ApH 10min: 0.20

Delta pH 20 minutos

ApH 20min: pH inicial-pH 20min
ApH 20min: 5.10-4.50

ApH 20min: 0.60

Delta pH final

ApH final: pH inicial-pH final
ApH final: 5.10-4.02

ApH final: 1.08

CERVEZA ESTILO SAUER
Delta pH 10 minutos

ApH 10min: pH inicial-pH 10min
ApH 10min: 4.87-4.70

ApH 10min: 0.17

Delta pH 20 minutos

ApH 20min: pH inicial-pH 20min
ApH 20min: 4.87-4.20

ApH 20min: 0.67

Delta pH final



ApH final: pH inicial-pH final
ApH final: 4.87-3.75
ApH final: 1.12

Anexos 3. Calculos para determinacién de vitalidad del Delta (ApH) para cada intervalo

1 s
o= Ezi=1(xi -X)

Anexo 4. Formula para calcular la desviacidn estandar en resultados de vitalidad, viabilidad,
concentracién celular y determinacién de generaciones.

Anexo 5. Tabla de concentracion celular

Tiempo (horas) Nimero de células Ln(x)
(células/mL)

0 1,00E+06 13,81551056
1 2,00E+06 14,50865774
2 4,00E+06 15,20180492
3 8,00E+06 15,8949521
4 1,60E+07 16,58809928
5 3,20E+07 17,28124646
6 6,40E+07 17,97439364
7 1,28E+08 18,66754082
8 2,56E+08 19,360688

9 5,12E+08 20,05383518
10 1,02E+09 20,74698236
11 2,05E+09 21,44012954
12 4,10E+09 22,13327672
13 8,19E+09 22,82642391

Célculo de velocidad de crecimiento

= (ln(Nz/m)) U= (l”(8'19E+09/1.005+06)) — 0.693
(t2—t1) (13-0) |
Anexo 6. Calculo de velocidad de crecimiento

Célculo de tiempo de duplicacion

T.Dp = 227.p = 2817 _ 1 0on
U 0.693

Anexo 7. Calculo de tiempo de duplicacion

Anexo 8. Tabla de generaciones de levadura S. cerevisiae de la cepa Kveik.

Ensayo Viabilidad pH inicial pH final
Primera 96% 4.22 4.08
generacion
Segunda 97% 4.12 4.02
generacion
Tercera 96% 431 4.19
generacion
Cuarta 96% 4.14 4.03
generacion




Quinta 97% 4.4 4.21
generacion
Sexta 97% 4.25 4.12
generacion
Séptima 96% 4.7 4.02
generacion
Octava 95% 4.3 4.21
generacion
Novena 95% 4.19 4.08
generacion
Decima 96% 4.21 4.13
generacion
Undécima 96% 4.26 4.10

generacion




