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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo obtener un suplemento proteico para
consumo humano a partir de la biomasa residual de levadura generada durante la fermentacion
de cerveza artesanal. Se trabajo con las cepas SafAle US-05 y SafAle BE-256, las cuales fueron
recuperadas mediante decantacion basica, reproducidas mediante el método starter con
retroalimentacion constante y sometidas a secado convectivo a temperaturas de 60 °C y 80 °C.
Se evaluo la influencia de la cepa de levadura, la densidad del sustrato (1.050 y 1.080 g/mL) y la
temperatura de secado sobre el contenido final de proteina, empleando un disefio experimental

factorial 2* con replicacion y analisis estadistico ANOVA.

Los resultados evidenciaron que la cepa de levadura y la densidad del sustrato
presentaron un efecto significativo sobre el contenido proteico (p < 0.05), mientras que la
temperatura de secado no mostré un efecto estadisticamente significativo (p > 0.05). El modelo
estadistico obtuvo un coeficiente de determinacion ajustado (R? ajustado) de 43.47 %, indicando
una adecuada explicacion de la variabilidad del contenido de proteina en funcion de las variables
evaluadas. El mayor rendimiento proteico se obtuvo con la cepa SafAle BE-256 a una densidad
de 1.050 g/mL y temperatura de secado de 80 °C, alcanzando hasta 36.28 % de proteina. En la
cepa SafAle US-05 se obtuvo un maximo de 32.34 % a 60 °C. Se concluye que la valorizacion
de levadura residual constituye una alternativa técnica viable para la obtencion de suplementos

proteicos sostenibles.

PALABRAS CLAVE: ANOVA, Levadura residual, Secado convectivo, Suplemento

proteico.



ABSTRACT

This research aimed to obtain a protein supplement for human consumption from residual yeast
biomass generated during the artisanal beer fermentation process. The study used the yeast
strains SafAle US-05 and SafAle BE-256, which were recovered through basic decantation,
propagated using the starter method with constant feedback, and subjected to convective drying
at temperatures of 60 °C and 80 °C. The influence of yeast strain, substrate density (1.050 and
1.080 g/mL), and drying temperature on the final protein content was evaluated using a 2°

factorial experimental design with replication and statistical analysis by ANOVA.

The results showed that yeast strain and substrate density had a significant effect on protein
content (p < 0.05), while drying temperature did not present a statistically significant effect (p >
0.05). The statistical model achieved an adjusted coefficient of determination (adjusted R?) of
43.47%, indicating an adequate explanation of protein content variability based on the evaluated
factors. The highest protein yield was obtained with the SafAle BE-256 strain at a substrate
density of 1.050 g/mL and a drying temperature of 80 °C, reaching up to 36.28% protein. For the
SafAle US-05 strain, the maximum protein content was 32.34% at 60 °C. It is concluded that the
valorization of residual yeast represents a technically viable and sustainable alternative for

protein supplement production.

Keywords: ANOVA, Residual yeast, Convective drying, Protein supplement.



GLOSARIO

Acidos grasos insaturados: Moléculas lipidicas que contienen una o mas dobles enlaces en
su cadena carbonada, lo que les confiere mayor fluidez y menor punto de fusién en
comparacion con los acidos grasos saturados.

Acetil coenzima A (Acetil-CoA): Molécula clave en el metabolismo, formada a partir de
carbohidratos, grasas y proteinas, que participa en el ciclo de Krebs y en la sintesis de
lipidos.

ANOVA (Analisis de Varianza): Técnica estadistica que permite comparar medias de
diferentes grupos y determinar si existen diferencias significativas entre ellas, evaluando la
influencia de uno o mas factores sobre una variable de respuesta.

Alérgenos: Sustancias, generalmente proteinas, capaces de provocar reacciones alérgicas en
personas sensibles. En la industria alimentaria, su presencia debe ser claramente indicada en
las etiquetas de los productos para proteger a los consumidores. Algunos alérgenos comunes
incluyen frutos secos, gluten, mariscos y lacteos.

ATP (Adenosin trifosfato): Principal molécula energética de la célula, utilizada para llevar
a cabo funciones metabdlicas, de transporte y de sintesis.

Biomasa: Materia organica producida por organismos vivos, en este caso levaduras, que
incluye tanto células viables como no viables y representa la acumulacion de material
celular durante el cultivo.

Decantacion: Método de separacion de fases que se basa en la diferencia de densidad,
permitiendo que un sélido o liquido mas denso se deposite en el fondo y pueda ser separado

del sobrenadante.



Enzimas: Proteinas biologicas que actian como catalizadores, acelerando reacciones
quimicas especificas sin consumirse en el proceso.

Ergosterol: Esterol caracteristico de las membranas celulares de hongos y levaduras,
analogo al colesterol en animales, esencial para la integridad y fluidez de la membrana.
Esteroles: Grupo de lipidos que forman parte de las membranas celulares, regulando su
estabilidad y fluidez; incluyen compuestos como colesterol y ergosterol.

FADH:: Coenzima reducida que transporta electrones hacia la cadena respiratoria,
generando ATP durante la fosforilacion oxidativa.

Flocular: Propiedad de algunas levaduras de agruparse formando floculos (aglomerados
celulares) que sedimentan facilmente al final de la fermentacion.

Glucégeno: Polisacarido de reserva energética en células animales y fungicas, formado por
cadenas ramificadas de glucosa.

Homeostasis celular: Conjunto de procesos mediante los cuales una célula mantiene
estables sus condiciones internas frente a cambios del entorno.

Inoculacién: Proceso de introducir microorganismos (como levaduras) en un medio de
cultivo o en un sustrato para iniciar su crecimiento o fermentacion.

Levadura gastada: llamada también levadura residual, es una biomasa de levadura utilizada
en procesos fermentativos previos, que puede ser recuperada y utilizada como fuente de
nutrientes o suplemento proteico.

Método starter: Técnica de propagacion de levaduras que consiste en preparar un cultivo
inicial (starter) en condiciones Optimas para aumentar la cantidad de células viables antes de

ser inoculadas en el proceso principal de fermentacion.



Micronizacion de pared celular: Proceso de reduccién mecanica del tamaiio de particulas
de pared celular de levadura, que mejora la disponibilidad de sus componentes bioactivos.
NADH: Coenzima reducida que transporta electrones y protones a la cadena de transporte
electronico, generando energia en forma de ATP.

Osmosis: Proceso fisico en el que el solvente (generalmente agua) se desplaza a través de
una membrana semipermeable desde una solucion menos concentrada hacia otra mas
concentrada, con el fin de equilibrar las concentraciones.

Quimiosmoético (modelo quimiosmético): Teoria que explica la sintesis de ATP en
mitocondrias y cloroplastos mediante el flujo de protones a través de una membrana,
acoplado a la fosforilacion oxidativa.

SafAle BE — 256: Cepa de levadura seca de alta fermentacion (Fermentis) disefiada para
cervezas de estilo belga de alta graduacion. Destaca por su fermentacion rapida, alta
floculacion y un perfil aromatico de ésteres frutales (platano) sin notas fenolicas. Ideal para
Dubbels, Tripels y Strong Ales.

SafAle US — 05: La levadura de alta fermentacion (Ale) mas popular de Fermentis para el
estilo americano. Destaca por su perfil neutro y limpio que resalta los sabores del lupulo y la
malta. Posee una atenuacion media-alta (aprox. 81%), tolerancia al alcohol hasta 11% ABV
y una sedimentacion media, siendo el estandar para elaborar American IPAs, Pale Ales y
Stouts.

Secado por conveccion: Método de deshidratacion en el que el material (ejemplo: levaduras)
se expone a una corriente de aire caliente, transfiriéndose calor por conveccion para eliminar

la humedad.



Spring ferm: Nutriente comercial utilizado en fermentaciones, compuesto principalmente
por derivados de levadura y minerales, que aporta nitrégeno, vitaminas y factores de
crecimiento necesarios para optimizar la multiplicacion de levaduras.

Subproducto cervecero: Material resultante del proceso de elaboracion de cerveza que no
forma parte del producto final (ejemplo: bagazo, levadura residual, lodos de fermentacion),
y que puede ser reutilizado o transformado.

Suplemento proteico: Producto elaborado a partir de fuentes bioldgicas (por ejemplo,
levaduras residuales) que presenta un alto contenido de proteinas y puede emplearse para
enriquecer la dieta humana o animal.

Wort: Liquido dulce obtenido al hervir granos, como la cebada, con agua en la elaboracién
de cerveza. Este liquido contiene azlicares que, durante la fermentacion, se convierten en

alcohol y diéxido de carbono, determinando el sabor y la calidad final de la cerveza.



CAPITULO 1

GENERALIDADES



1.1. Introduccion

La desnutricidon es un problema que se sufre a nivel mundial, especialmente en paises que
se encuentran en vias de desarrollo. De acuerdo a Food and Agriculture Organization of the
United Nations et al. (2025); en el 2024 calificé al Pert a nivel de Latinoamérica dentro de los 5
primeros paises con alimentacion insuficiente. Asimismo, segun el Instituto Nacional de
Estadistica e Informatica (INEIL, 2024) para el afio 2023 en el area urbana, el 8.1% de la

poblacion peruana presentd una deficiencia en su alimentacion y en el area rural, del 20.3%.

La desnutricion cronica se incrementa por diversos factores como epidemias, pandemias,
cambio climatico, entre otros. De acuerdo a la ultima encuesta desarrollada por el INEI, esta

enfermedad afectd al 12.1% de la poblacion infantil menor a cinco afios (INEI, 2025).

Este suplemento proteico es preferido por la poblacion vegana y vegetariana, asimismo,
por el alto contenido en proteinas es posible utilizarla como suplemento alimenticio para nifios,
adolescentes y personas de tercera edad con baja nutricidbn o que quieran complementar su

alimentacion (Mayo Clinic, 2023).

La obtencion de este suplemento fue por el método reproduccion celular, se realizé en un
sistema aerobio sobresaturando el sustrato con oxigeno para generar 36 moléculas de ATP
permitiendo que la multiplicacion sea mucho mas rapida; asimismo, con las condiciones
adecuadas de pH, temperatura y densidad permiten un crecimiento 6ptimo de las levaduras

(Tortora et al., 2007).

El secado contribuye a la reduccion del contenido de ARN de la levadura, disminuyendo
el riesgo de formacion de acido urico asociado a afecciones como la gota; ademas, favorecen la

ruptura parcial de la pared celular, lo que mejora la digestibilidad y absorcion de proteinas y



otros macronutrientes (Jaeger et al., 2020). Este producto alimenticio contiene entre el 36% al
60% en proteinas que pueden ser aprovechados por la poblacion que no consume proteina animal
y con desnutricion cronica, especialmente en la edad infantil. Ademas, puede ser utilizada de

distintas maneras en la alimentacion diaria como masa de pizza, dulces, quesos, entre otros.

El principal objetivo de este proyecto de investigacion es obtener un suplemento proteico
a partir de la levadura residual, producto de la fermentacion. La levadura nutricional es un
producto elaborado a partir de la levadura Saccharomyces cerevisiae, un hongo unicelular
perteneciente a al reino Fungi, considerada un superalimento rico en proteinas de alta calidad y
una fuente natural de complejo B, aminodcidos y minerales (Jach & Serefko, 2018). Este
producto presenta un sabor mas suave en comparacion a la levadura de cerveza, debido a que

esta ultima llega a tener un sabor amargo y en ocasiones pegajoso (Foerster, 2018).

1.2. Planteamiento del problema

En el Peru, la desnutricion cronica infantil contintia siendo un problema de salud publica,
afectando principalmente a los nifios menores de cinco afios que viven en zonas rurales y en
condiciones de pobreza. De acuerdo con el INEI, en el afio 2023 la desnutricion cronica afect6 al
11.7% de los nifios menores de cinco afios a nivel nacional, observandose una marcada
desigualdad entre las zonas rurales (23.9%) y urbanas (7.1%) (INEI, 2024). Esta situacion
evidencia una deficiente ingesta de nutrientes esenciales, especialmente proteinas de alta calidad,

vitaminas y minerales, necesarios para el adecuado crecimiento y desarrollo infantil.

Asimismo, en los ultimos afios se ha registrado un incremento en la adopcion de dietas
veganas y vegetarianas en el Peri. De acuerdo con una encuesta realizada por Nielsen,

aproximadamente el 3% de la poblacion peruana se identificaba como vegana, mientras que un
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porcentaje adicional seguia una dieta vegetariana, lo que evidencia una tendencia creciente hacia
patrones alimentarios basados en plantas (Nielsen, 2016). Este cambio en los habitos
alimenticios implica, en muchos casos, una menor ingesta de proteinas de origen animal, por lo
que resulta necesario identificar y desarrollar fuentes alternativas de proteina que permitan cubrir

adecuadamente los requerimientos nutricionales de esta poblacion.

Paralelamente, la industria de la cerveza artesanal en el Perti ha experimentado un
crecimiento considerable durante la ultima década. Dentro de este proceso productivo, la
fermentacion genera una gran cantidad de biomasa residual, compuesta principalmente por
levadura cervecera (Saccharomyces cerevisiae) y restos de lupulo. Esta biomasa es considerada,
en la mayoria de los casos, un desecho industrial y es descartada sin un aprovechamiento

adecuado, generando pérdidas econdmicas y problemas ambientales.

Diversos estudios han demostrado que la levadura cervecera residual presenta un alto
valor nutricional, destacando su elevado contenido proteico, aminoacidos esenciales, vitaminas
del complejo B y minerales como hierro, zinc, calcio, potasio y magnesio, lo que la convierte en
un recurso con potencial para su valorizacion en la alimentacion humana (Fermentation, 2023).
Asimismo, se ha sefialado que los subproductos derivados de la levadura pueden ser utilizados
como ingredientes funcionales o suplementos nutricionales, especialmente en poblaciones con

dietas restringidas en proteina animal (Kumar et al., 2023).

No obstante, en el rubro cervecero peruano son escasas las iniciativas orientadas a la
reutilizacion de esta biomasa residual, situacion evidenciada en la empresa Cusco Beer Company
S.A.C., donde la levadura generada durante el proceso de fermentacion es descartada como

desecho al medio ambiente, contribuyendo a la contaminacioén y desaprovechando su alto valor
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nutricional. En promedio, por cada 250 L por batch de produccion se genera aproximadamente
25 kg de biomasa de levadura, lo que incrementa significativamente el volumen de residuo
organico liberado sin tratamiento. En este contexto, surge la necesidad de desarrollar alternativas
tecnologicas que permiten transformar la biomasa generada durante la fermentacion cervecera e
un subproducto enriquecido en proteinas, apto para el consumo humano, que contribuya tanto a
la reduccion de la desnutricion como a la diversificacion de fuentes proteicas. De esta manera, se
promoveria ademds un enfoque de economia circular, agregando valor a un residuo industrial y

disminuyendo su impacto ambiental.

1.3.Formulacion del problema
1.3.1. Problema general

(, Cual es el proceso para obtener un suplemento proteico para consumo humano con alto
contenido de proteinas a partir de los residuos de levadura de cerveza mediante métodos de

recuperacion, reproduccion y secado?

1.3.2. Problemas especificos

e ;Cudl es el porcentaje de levadura viable extraida del fermentador por el método de
decantacion basica?

e ;Cudl es el porcentaje de levadura viable obtenido por el método stater con retroalimentacion
constante?

e ;Cémo influye la temperatura de secado en la cantidad de proteina obtenida?
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1.4. Justificacion

La levadura nutricional es un producto poco difundido como suplemento, a pesar de su
valor nutricional. Estudios reportan que presenta un alto contenido de proteinas, que oscila entre
36% y 60% en base seca, ademas de carbohidratos (18 — 44%), vitaminas del complejo B,
minerales, aminoacidos esenciales y acido folico (Thompson, 2004). Esta composicion permite

que sea beneficioso para el sistema inmunoldgico, digestivo y muscular (Percara, 2013).

En el ambito local, muchas micro cervecerias del departamento del Cusco no otorgan un
valor agregado a la biomasa residual generada durante el proceso de fermentacion cervecera,
considerandola un desecho. Esta situacion representa una oportunidad desaprovechada, ya que
dicha biomasa, compuesta principalmente por levadura cervecera, puede ser utilizada como
materia prima para la obtencion de un suplemento con alto contenido proteico, contribuyendo a

satisfacer la creciente demanda de alimentos nutritivos en el mercado.

La levadura cervecera presenta ventajas significativas, como su rapida reproduccion y la
posibilidad de controlar sus condiciones de crecimiento (pH, temperatura y densidad del
sustrato), lo que permite optimizar el proceso productivo sin requerir grandes extensiones de
terreno ni inversiones elevadas. Estas caracteristicas hacen viable su aprovechamiento a escala

artesanal o industrial.

El desarrollo de un suplemento proteico a partir de levadura cervecera contribuiria a
mejorar la calidad de la alimentacion en poblaciones vulnerables, como la poblacion infantil,
personas veganas y vegetarianas, asi como adultos mayores, quienes presentan mayores

requerimientos nutricionales o limitaciones en el consumo de proteinas de origen animal. En este
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sentido, el producto propuesto se presenta como una alternativa innovadora y accesible para

complementar la dieta diaria.

Asimismo, la levadura nutricional posee diversas aplicaciones en la industria alimentaria
debido a sus propiedades funcionales, siendo utilizada como potenciador de sabor, saborizante,
extensor de productos carnicos y agente espesante (Quintero, 1993; Solis, 2004). De igual
manera, es empleada directamente en la elaboracion de alimentos como quesos veganos,

condimentos, batidos y salsas, lo que amplia su potencial de uso y aceptacion en el mercado.

Por lo expuesto, la presente investigacion se justifica en la necesidad de reutilizar la
biomasa residual generada en la fermentacion de cerveza artesanal en la empresa Cusco Beer
Company S.A.C. para la obtencién de un suplemento proteico apto para el consumo humano,
promoviendo el aprovechamiento de subproductos, la reduccion de desechos y el desarrollo de

alternativas alimentarias sostenibles y de alto valor nutricional.

1.5.0bjetivos de la investigacion
1.5.1. Objetivo general

Obtener un suplemento alto en proteinas para consumo humano a partir de los residuos de

levadura de cerveza.

1.5.2. Objetivos especificos

e Obtener y cuantificar levadura viable de la biomasa del fermentador por el método de

decantacion bésica.
e Reproducir y evaluar la levadura viable por el método starter con retroalimentacion constante.

e Determinar la temperatura adecuada de secado para la obtencién de la levadura nutricional.
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1.6. Hipotesis
1.6.1. Hipdtesis general

Es posible obtener un producto nutritivo apto para el consumo humano a partir de la

reutilizacion de la biomasa residual de la fermentacidn cervecera.

1.6.2. Hipdtesis especifica

e Se lograra extraer la cantidad necesaria de levadura viable a partir del residuo del
fermentador.

e La levadura viable puede reproducirse de manera significativa mediante el método starter con
retroalimentacion constante.

e Existen condiciones adecuadas de temperatura para el secado que permiten obtener levadura

nutricional con caracteristicas adecuadas.



CAPITULO II

MARCO TEORICO CONCEPTUAL
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2.1. Antecedentes

Jaeger et al., (2025) evaluaron la valorizacion de la biomasa de levadura cervecera
residual como fuente proteica y de compuestos bioactivos. En su estudio, aplicaron métodos de
extraccion alcalina y enzimatica para aislar proteinas de Saccharomyces cerevisiae, seguidos de
técnicas de centrifugacion y secado por aspersion. Los andlisis incluyeron determinacion del
contenido proteico, perfil de aminoécidos, capacidad antioxidante y evaluacion de péptidos
bioactivos. Los resultados mostraron un contenido proteico superior al 45% en base seca, con
una composicion balanceada de aminoacidos esenciales. Asimismo, los extractos presentaron
una notable capacidad de eliminacion de radicales libres (DPPH y ABTS), lo que evidencia su
potencial como ingrediente funcional. Estos hallazgos demuestran que la biomasa de levadura,
tratada con tecnologias de extraccion adecuadas, puede ser aprovechada como suplemento
proteico de alto valor nutricional y funcionalidad biologica, constituyendo un antecedente

relevante para el desarrollo de alimentos sostenibles y enriquecidos.

El estudio de Brassesco et al., (2024) utilizaron levadura cervecera residual como materia
prima, sometida a un proceso de autdlisis controlada a 50 °C durante 24 h para liberar proteinas y
péptidos. Posteriormente, se aplico ultrafiltracion con membranas de 10 y 40 kDa. La
metodologia incluyd andlisis proximales (proteinas, lipidos y cenizas), determinacion de
aminoacidos esenciales y pruebas funcionales. También se evalud la actividad antioxidante
mediante ensayos de radicales libres y la estabilidad térmica de las fracciones. Los resultados
mostraron que RUF10 presentdé mayor contenido proteico y mejores propiedades funcionales que
las demas fracciones. En la etapa aplicada, estas proteinas se incorporaron en la formulacion de

crackers, evaluando su textura, color y aceptabilidad sensorial. Se observé un aumento del valor
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nutricional sin comprometer significativamente las propiedades organolépticas del producto. Los
autores concluyeron que la levadura cervecera residual es una fuente viable de ingredientes
funcionales. Finalmente, el estudio demuestra su potencial para el aprovechamiento industrial en

el desarrollo de alimentos fortificados.

Lukaszewicz et al, (2024) mencionan que la biomasa de levadura cervecera es un
subproducto que alcanza 4.3 millones de toneladas anuales. Su composicion incluye 41-49% de
proteinas en base seca. Para su aprovechamiento se emplea la autolisis, incubando a 50 °C, pH 5,
por 24 horas. Este proceso se optimiza con adicion de NaCl, etanol o proteasas comerciales.
También se aplican técnicas de disrupcidn mecéanica, como sonicacion y molienda con perlas.
Posteriormente, se realiza fraccionamiento para obtener B-glucanos por extraccion alcalina, dcida
o con agua caliente. Se aislan ademas proteinas y nucle6tidos con aplicaciones como
saborizantes y suplementos. Los derivados muestran propiedades bioactivas, como efecto
antioxidante y antihipertensivo. En alimentacion animal, adiciones de 1-5% mejoran la salud
intestinal y pardmetros productivos. Se concluye que la valorizacion de levadura residual es una
alternativa sostenible para generar productos de alto valor agregado a partir de residuos

CErvecCeros.

Delphine et al., (2023) analizaron la levadura residual de cerveceria mediante métodos
proximales, cromatografia y espectroscopia para caracterizar su valor nutricional. Se determin6
un contenido proteico de 46.77% con alto aporte de aminoécidos esenciales, excepto metionina y
cisteina. Los minerales representaron 7.3%, predominando Na, K y Mn. El perfil vitaminico
mostrd predominio de complejo B, ademas de trazas de A, C y D. El contenido lipidico fue bajo

(<3%), compuesto por acidos grasos palmitico, oleico y linoleico. También se detectaron
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polifenoles con actividad antioxidante significativa. Los resultados evidencian que la biomasa es
una fuente alternativa de proteinas, minerales y compuestos bioactivos. Se concluye que su

aprovechamiento es viable en alimentacion animal como suplemento nutricional.

Oliveira et al., (2022) evaluaron la recuperacion de proteinas de la levadura cervecera
residual mediante hidrélisis enzimatica y separacion por membranas. Se aplico un pretratamiento
mecanico seguido de hidrdlisis con proteasas bajo condiciones optimas de pH 7, 50 °C y 4 h de
reaccion. Los hidrolizados fueron fraccionados mediante ultrafiltracidon con membranas de 3, 10
y 30 kDa. Se analizaron el contenido de proteinas solubles, perfil de aminoacidos y capacidad
antioxidante (DPPH y ABTS). Los resultados mostraron que la hidrdlisis enzimatica incremento
significativamente la solubilidad proteica. Ademas, se obtuvieron péptidos de bajo peso
molecular con elevada actividad antioxidante. El contenido proteico de los extractos superd el
50% en base seca. Estos hallazgos demuestran la eficacia de la hidrolisis enzimadtica en la
valorizacion de biomasa de levadura. En consecuencia, el proceso constituye una alternativa

viable para obtener suplementos proteicos funcionales y sostenibles.

Sceni (2021) estudi6 el efecto de la homogeneizacion a alta presion y el tratamiento
térmico para producir una ruptura celular en la levadura Saccharomyces cerevisiae y asi liberar
sus componentes intracelulares y obtener una composicion enriquecida en proteina. La levadura
fue sometida a diferentes presiones entre 750 bar hasta 1500 bar y un tratamiento térmico a
90 °C, El tratamiento térmico realizado previo a la homogenizacién aumento la resistencia de las
células a romperse; y utilizar presiones mayores a 1000 bar provocd una mayor micronizacion de
la pared celular. Los resultados mostraron un contenido de proteinas solubilizadas entre 1.5y 2.5

g/L en las dispersiones obtenidas. Se llego a la conclusion que la combinacion de tratamientos
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térmicos y de homogeneizacion a alta presion permite obtener dispersiones enriquecidas en

proteinas solubles provenientes de la levadura.

Bertolo et al., (2021) estudiaron la valorizacién de la levadura cervecera residual de
Saccharomyces pastorianus para la obtencion de proteinas y péptidos bioactivos. El proceso
consistio en la autolisis celular combinada con hidrédlisis enzimatica, evaluando diferentes
condiciones de tiempo y temperatura. Posteriormente, los extractos proteicos fueron
caracterizados mediante espectroscopia FTIR, SDS-PAGE y andlisis de aminoacidos. Se
determind un contenido proteico total de 48.6% en base seca, con una alta proporcion de
aminoacidos esenciales. Los hidrolizados presentaron péptidos de bajo peso molecular con
notable capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana frente a bacterias patogenas. La
digestibilidad in vitro de las proteinas se incrementd significativamente tras la hidrélisis,
alcanzando valores cercanos al 90%. Los autores demostraron que la combinacion de autélisis y
tratamiento enzimatico constituye una estrategia eficaz para valorizar este subproducto cervecero.

Estos hallazgos refuerzan su potencial como suplemento alimenticio proteico y funcional.

Biz et al., (2020) propusieron evaluar la influencia de la cinética de la ruptura celular
sobre la cinética de secado de la biomasa de levadura residual usando dos modelos matematicos;
asimismo, verificar la influencia de la ruptura celular sobre la cantidad de proteina con dos
métodos (autolisis y ultrasonido). La biomasa de levadura fue obtenida de una cerveceria ubicada
en Brasil, la muestra extraida fue centrifugada dos veces para obtener una levadura libre de
impurezas, fueron divididas en dos partes. Una parte fue tratada para obtener levadura autolizada
quimicamente y la otra parte fue tratada por el método fisico de ultrasonido. Por ultimo, al

obtener los productos se utilizé el método de liofilizacion para secar la levadura y cuantificar la
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cinética de secado. Estos autores llegaron a la conclusion que las diferentes formas de autolisis
no afectan significativamente en el proceso de secado y ademds los modelos matematicos de

Lewis y Page mostraron similitud con los datos obtenidos experimentalmente.

Jacob et al., (2019) propusieron investigar cuatro cepas de levaduras Saccharomyces
(cerevisiae, pastorianus, ludwigii, fibuligera) y dos cepas comerciales (Brettanomyces
bruxellensis, Torulaspora delbrueckii) para determinar la composicion general de nutrientes
proteina total, grasa y ceniza; asi como, aminoacidos y vitaminas a partir de un concentrado de
mosto de malta esterilizado, lupulado y estandarizado (N53940; Dohler GmbH, Darmstadt,
Germany). Primero iniciaron elaborando cerveza a nivel de laboratorio estandarizado para
recoger la levadura de la primera fermentacion y darle un pretratamiento de lavado para eliminar
componentes residuales, seguidamente se utilizaron dos métodos de ruptura celular (sonotrodo
ultrasonico y autolisis estandar). Después de los analisis realizados se observo que la cepa S.
fibuligera mostr6 alto contenido de proteinas con un valor de 598 mg/g de extracto de levadura,
seguida de la S. ludwigii con 574 mg/g; mientras que las S. cerevisiae y S. pastorianus contenian
menos de 500 mg/g. Este estudio demostr6 que la biodiversidad de residuo de levadura obtenida
a partir de la produccion de cerveza tiene relacion directa en la composicion del extracto de

levadura.

La investigacion realizada por Alpizar (2010) tuvo como principal objetivo desarrollar y
evaluar dos productos de levadura a partir de los desechos de la produccion de etanol, con el
propoésito de mejorar el valor nutricional sin deteriorar su calidad sensorial. La produccion de
levadura seca inactiva y el extracto de levadura sigui6 la metodologia de tres decantaciones

consecutivas para su extraccion, secado con aire caliente acompafiado de molienda para romper
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la pared celular y de esa forma obtener el producto en polvo. Los resultados obtenidos indicaron
que los productos elaborados (pan y galletas) con los derivados de levadura presentaron un
mayor contenido proteico y un perfil aminoacidico adecuado para ser utilizados como
ingredientes en la industria alimentaria. Ademas, la levadura seca inactiva contenia un 40.4% de
fibra y un 31.8% proteina, mientras que el extracto de levadura contenia un 26.7% de fibra y un

32.3% de proteina.

En el estudio de Lange & Heijnen, (2001) la cepa de Saccharomyces cerevisiae fue
cultivada en un chemostato bajo limitacion de glucosa, operando a temperatura constante (30 °C),
pH controlado (pH 5.0) y condiciones aerobicas con flujo continuo que garantizaba oxigenacion
suficiente y estado estacionario. Las células se cultivaron en condiciones estables hasta lograr
balances precisos de carbono, nitrogeno, fosforo, azufre y otros elementos. Se realizaron analisis
elementales por combustion y determinacion de cenizas para cuantificar C, H, O, N y minerales,
y analisis moleculares para proteinas, carbohidratos, lipidos, ARN y ADN. Estos datos fueron
reconciliados mediante estadistica de maxima verosimilitud, corrigiendo errores y armonizando
ambas fuentes informativas. La inclusion de aproximadamente 4% de agua en la biomasa seca
fue determinante para ajustar los resultados. El carbono reconciliado varié apenas un 4%
respecto al valor original de los datos moleculares. Este enfoque robusto permitié derivar una
formula empirica confiable de la biomasa celular, util en balances de masa y energia en

bioprocesos.

Otero et al., (2000); desarrollaron una tecnologia para la utilizacion integral de la
levadura de cerveza en la industria alimenticia, obteniendo asi cinco productos nutricionales. La

levadura fue extraida del proceso de fermentacion de la firma Brahma (Brasil), fue desamargada
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por lavado con agua para luego pasar por centrifugacion o secado por tambor. Terminado el
proceso se llevo a un andlisis de proteinas, humedad, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos.
Llegaron a la conclusion de que la produccion de aditivos alimentarios a partir de levaduras de
cerveza es técnica y economicamente viable con un rendimiento del 53%; y se obtienen
productos de aplicacion en la industria alimenticia con propiedades similares a otros establecidos

en el mercado, utilizados como suplementacion nutricional y potenciador de sabor.

2.1.1. Marco tedrico conceptual
2.1.2. Proceso productivo de cerveza artesanal

2.1.2.1. Proceso productivo general para la obtencion de cerveza artesanal

La cerveza es esencialmente el resultado final de la accion de la levadura sobre el
extracto de malta de cebada durante la fermentacion. Aunque la malta y la levadura influyen
significativamente en el caracter de la cerveza, su identidad y calidad estdn determinadas en gran

medida por el agua y el ltpulo utilizados en la produccion (Huxley, 2006).

Existen ocho etapas para la produccion estandar de cerveza artesanal estos son: molienda,
maceracion, separacion del mosto, ebullicion, enfriamiento, fermentacion, acondicionamiento y

envasado (Barth, 2013).

El macerado es el tratamiento de la malta ya molida con agua caliente, donde se convierte
el almidon en azucares simples. Durante la coccion el mosto dulce es llevado a ebullicion, en
esta parte del proceso se agrega el lipulo y se esteriliza el mosto, se coagula proteinas y se fija el

color (Ferreyra, 2020).
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En el enfriado el mosto caliente pasa por un intercambiador de calor de placas o tubos, se
debe enfriar rdpidamente para evitar que se contamine con levaduras silvestres y minimizar los
defectos en el sabor. Las proteinas restantes se eliminan en esta etapa y se clarifica el mosto. La
fermentacion es el proceso mas importante, donde el mosto frio es trasvasado a un fermentador
afiadiendo oxigeno para que la levadura metabolice sistematicamente los componentes en etanol,
didoxido de carbono y otros subproductos para producir cerveza (Stewart, 2016). La reaccion

quimica es la siguiente expresada en la Ecuacion 1:

CsHi120s  (azicar) — 2CO2 (dioxido de carbono) + 2CHsOH  (etanol)

(1)

En el acondicionamiento la cerveza generalmente tarda dependiendo del estilo y cepa de
levadura, luego de este paso la cerveza ya madura se filtra o se centrifuga para remover
levaduras y/o particulas en suspension. En algunas cervecerias se omite el filtrado y pasa

directamente al envasado.

Existen dos métodos de carbonatacion, la primera es utilizando dextrosa para una
carbonatacion natural y la segunda es la carbonatacion forzada donde se utiliza dioxido de

carbono, para afadir la espuma caracteristica a la cerveza.

2.1.2.2. Proceso productivo general para la obtencion de cerveza artesanal en la cerveceria

Cusco Beer Company S.A.C.

El proceso de produccion de cerveza artesanal en la empresa Cusco Beer Company como
se observa en la Figura 1 inicia con la ruptura del grano de malta base y maltas especiales
dejando al descubierto el endospermo para extraer la mayor cantidad de azticares. Posteriormente

se produce el mosto, éste se obtiene sometiendo la malta a maceracién con agua caliente a



24

temperaturas entre (63 — 70 °C), en este proceso las enzimas convierten el almidon en azlcares
fermentables, se filtra para separar la parte sélida de la liquida, obteniendo el bagazo por un lado

y el mosto por otro.

Después, el mosto se lleva a ebullicion (coccidén) a una temperatura de 93 °C por una
hora y media, el estar sometido a temperaturas elevadas tiene un efecto esterilizante; durante este
tiempo se adiciona el primer agregado de lupulo que aporta amargor a la cerveza. El segundo
agregado de lupulo se adiciona pasado la primera hora de ebullicion con el fin de generar aromas

al producto.

A continuacion, sigue el enfriado donde la temperatura del mosto se reduce a una
temperatura final entre 18°C — 20 °C donde se brinda las condiciones adecuadas a las levaduras
seleccionadas durante la etapa de fermentacion y coagular las proteinas para obtener un mosto

claro.

El proceso de fermentacion se lleva a cabo en un fermentador cerrado con base conica. El
tiempo de fermentacion depende del estilo de cerveza; en el caso de las cervezas Ale, este suele
oscilar entre 7 y 10 dias, mientras que para los estilos Lager el periodo de fermentacion
generalmente se encuentra entre 10 y 14 dias. Después del tiempo de fermentacion se lleva a
madurar a una cdmara de frio para sedimentar compuestos en suspension y atenuar aromas que
no son parte del producto. La filtracién se realiza con el principal proposito de clarificar la
cerveza y evitar que haya presencia de sedimento dentro de las botellas. Ademas, se previene la
produccion de sabores no deseados y se eliminan residuos; en este proceso se utiliza un equipo
de filtros Jolly. La cerveza ya filtrada es almacenada en barriles de 30 L de capacidad dentro de

la cdmara de frio a temperaturas bajas de 4.5 °C. En este punto, una parte del producto se deja
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almacenado en barriles y lo restante se envasa en botellas. En ambos casos se utiliza el método
de carbonatacion forzada para carbonatar el producto. De la misma forma en la Figura 1 muestra
el diagrama de bloques del proceso realizado en la empresa Cusco Beer Company S.A.C. y la

Figura 2 se detalla el diagrama de flujo del proceso de la misma

Figura 1



Diagrama de bloques de la empresa Cusco Beer Company S.A.C.
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Figura 2

Diagrama de flujo de proceso de la empresa Cusco Beer Company S.A.C.
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2.1.3. Fermentacion

La fermentacion de azucares de malta en cerveza es un proceso bioquimico complejo
donde la levadura se alimenta del azicar del mosto y asi obtener energia para sus procesos
vitales, algunos expertos dividen la fermentacion en tres o mas fases: Lagtime o adaptacion,
crecimiento y fermentacion, y sedimentacion o acondicionamiento (Ferreyra, 2020; Palmer, 2017;
White y Zainasheff, 2010); sin embargo, decir que la actividad de la levadura est4 en una fase u
otra no es completamente correcta debido a que las células individuales se desarrollaran a través

de la fermentacion a diferentes ritmos.

2.1.3.1. Fase de adaptacion

Esta fase comienza dentro de las primeras horas después de la inoculacion. La levadura
comienza a ajustarse a las condiciones del mosto absorbiendo oxigeno, minerales y aminoacidos
para facilitar sus procesos de crecimiento (White y Zainasheff, 2010); lo que permite que la
pared celular sea permeable. En esta etapa la levadura produce una minima cantidad de etanol,
asimismo, requiere un mosto rico en oxigeno para que se adapte en el menor tiempo posible y

comience la fase de crecimiento (Huxley, 2006).

2.1.3.2. Fase de crecimiento exponencial y fermentacion

Durante esta fase la cantidad de levadura aumenta de forma exponencial hasta terminar
de consumir el oxigeno presente. Posteriormente, la fase de fermentacion cambia de ruta y
metaboliza los azicares mas simples: glucosa, fructosa y sacarosa para generar dioxido de

carbono y alcohol (White y Zainasheft, 2010).
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2.1.3.3. Fase estacionaria

Esta fase tarda en culminar entre 3 a 10 dias (Palmer, 2017). La reproduccion de levadura
disminuye y entra en fase estacionaria. Ademas, comienza a flocular y reducir los remanentes
fermentables como el diacetilo, acetaldehido, sulfuro de hidrégeno y alcoholes superiores en los

ultimos dias del proceso de fermentacion.

2.1.4. Levadura de cerveza

2.1.4.1. Historia de la levadura

La historia de la levadura es sinénimo de la evolucion del pan, cerveza y vino como
productos alimenticios y bebidas globales que se originaron hace unos 5000 afios (Querol y Fleet,
2006). Los primeros estudios comenzaron a mediados del siglo XVII con las primeras
observaciones de levadura por Antoine Van Leeuwenhoek, quien tuvo los primeros avances del
desarrollo del microscopio (EBlinger, 2009); asimismo, otro siglo mas tarde, Antoine-Laurent
Lavoisier describio la naturaleza quimica de la fermentacion como partes de azucar

convirtiéndose en didxido de carbono y alcohol (etanol).

En 1837, Theodor Schwan gracias a sus experimentos con zumo de uva esterilizado
encontr6 pequefios elementos proliferantes y concluyd que estos elementos eran organismos
vivos a los cuales nombro hongos de azlicar; Meyen continu6 con los estudios y denominé a

estos microorganismos Saccharomyces (EBlinger, 2009).

Los estudios se mantuvieron vigentes hasta que las investigaciones de Pasteur y Hansen

durante 1850-1900 protagonizaron los inicios de la microbiologia y bioquimica (Querol y Fleet,
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2006). Entre 1855 y 1876, Luis Pasteur publico su teoria de la fermentacion y distingue entre la

utilizacion aerdbica y anaerdbica de los azucares por las levaduras.

Por su parte Hansen en colaboracion con la cerveceria Carlsberg aislaron la primera cepa
de levadura lager adaptando los métodos de Robert Kosh; su trabajo permitié almacenar y
trabajar con cultivos puros libres de otros microorganismos (EBlinger, 2009; White y Zainasheff,

2010).

Desde entonces se ha continuado con diferentes investigaciones relacionadas con la
levadura proporcionando importantes avances sobre la genoémica y fisiologia de la levadura.
Ademés, es el primer organismo celular en ser completamente descodificado. Hoy en dia, el
impacto de las levaduras en la produccion de alimentos y bebidas se extiende mas alld de las
nociones de las fermentaciones del pan, cerveza y vino; sino también contribuyen a la
fermentacion de una amplia gama de otros productos, donde varias especies de levadura pueden
trabajar en conjunto con bacterias y hongos filamentosos. Muchos ingredientes alimentarios

valiosos y coadyuvantes de procesamiento ahora se derivan de levaduras.

2.1.4.2. Definicion

La levadura es un microorganismo eucariota unicelular perteneciente al reino fungi y se
utiliza en la industria alimentaria para la fermentacion de diversos productos, especialmente en la
fabricacion de pan, cerveza y vino (Kunze, 2006). La tabla 1 muestra la taxonomia de la levadura

Saccharomyces cerevisiae.



31

Tabla 1

Taxonomia de la levadura Saccharomyces cerevisiae

Categoria taxonémica Clasificacion
Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Subfilo Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces
Especie Saccharomyces cerevisiae

Fuente. Walker y Stewart, (2016); Kumar et al., (2023)

Segun Suarez et al., (2016) la palabra Saccharomyces cerevisiae proviene del vocablo
Saccharo (azlcar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). En la ciencia de alimentos, la levadura
se define como un agente bioldgico que descompone los azucares en didxido de carbono, alcohol

y otros compuestos.

Como se muestra en la Figura 3, las levaduras se reproducen de forma asexual por
gemacion o brotacidon y sexualmente mediante ascosporas o basidiosporas (Achigar, 2017). Son
capaces de crecer como anaerobios facultativos: en presencia de oxigeno realizan la respiracion
aerobica produciendo agua y CO», pero si carecen de oxigeno se produce la fermentacion

produciendo etanol y didxido de carbono (Achigar, 2017; Ferreyra, 2014; Kunze, 2006).



32

Presentan un rango de tolerancia de pH entre 2 a 8 para crecer y trabajan generalmente a
temperaturas de 0 °C a 50 °C; sin embargo, las condiciones Optimas para un mejor crecimiento

se encuentran en un rango de temperatura entre 20 °C a 30 °C y un pH 6 (Achigar, 2017).

Figura 3

Reproduccion de la célula de levadura
Fuente. Ulloa, (2015).

2.1.4.3. Morfologia

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo pequefio y unicelular,

generalmente son de forma circular y ovoide, pero también se observan elipticas o cilindricas.
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Tienen un tamafio aproximado de entre 2.5 a 10 micras de didmetro y de 4.5 a 21 micras de

longitud y un tamafio de 1 a 5 micras de ancho (Garcia, 2004; Meledina et al., 2021).

Los componentes macroscopicos como se muestra en la Figura 4 constan de mitocondrias,
nicleo con nucléolo, reticulo endoplasmatico, ribosomas, aparato de Golgi, membrana
citoplasmatica, lisosomas y glicosomas. Los componentes submicroscopicos contienen a las

grasas, polifosfatos y glucogeno; estos componentes son sustancias de reserva temporales.

Figura 4

Estructura de una célula de levadura en seccion transversa

Fuente. Meledina et al., (2021).
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a. Pared celular

La pared celular estd compuesta entre un 30 a 60 % de polisacaridos, 15 a 30 % de

proteinas, y un 5 a 20 % lipidos.

Es una barrera gruesa de hidratos de carbono responsable de proteger al citoplasma de
efectos externos, proporciona la forma a la célula y de igual modo, actuia como una pantalla
contra moléculas grandes, dandoles mas probabilidades a las levaduras de sobrevivir (EBlinger,

2009; Meledina et al., 2021; White & Zainasheff, 2010).

b. Membrana celular

Es una bicapa lipidica entre la pared celular y el interior de la célula; participa en el
transporte de sustancias y crea una barrera osmética de lo que entra y sale de la célula. Los
lipidos, esteroles y proteinas forman esta membrana y le dan fluidez, flexibilidad y la capacidad

de brotar para formar una nueva célula hija (Meledina et al., 2021; White y Zainasheff, 2010).

c¢. Citoplasma

Es un fluido acuoso donde se encuentran varios organulos, proteinas resueltas, glucégeno
y particulas lipidicas. Es una mezcla compleja de sustancias disueltas en agua y contiene las
enzimas involucradas en la fermentacion anaerdbica, asi como diversas actividades celulares
como la sintesis de proteinas, transporte de sustancias y generacion de energia (Stewart, 2016;

White y Zainasheff, 2010).

d. Mitocondrias

Ayudan en la sintesis de acidos grasos, en la sintesis del ergosterol y modifica la

superficie celular para que se lleve a cabo la circulacion. También debido a sus pliegues internos
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permiten una mayor recepcion de enzimas respiratorias y en consecuencia una mayor sintesis de

ATP (Meledina et al., 2021).

e. Vacuolas

Se forman a partir del reticulo endoplasmatico, regulan la presion osmotica en células

adultas y se expande mas por el estrés que sufren las levaduras (Meledina et al., 2021).

f. Aparato de Golgi

Desempefia un papel crucial en la modificacion de proteinas; asi como, en el transporte y
la secrecion de moléculas en la célula para contribuir en el funcionamiento y la homeostasis

celular (Meledina et al., 2021; White y Zainasheff, 2010).

g. Nucleo

Tiene forma redondeada y desempefia funciones genéticas de informacion y funciones
metabolicas, almacena el ADN, que es el principal componente del nucleo; ademas, presenta tres

tipos de ARN (Meledina et al., 2021).

2.1.4.4. Nutricion

En la produccion de cerveza, el mosto representa una fuente rica en nutrientes necesarios
para la levadura porque no solo requieren de glucosa como fuente de carbono principal, sino que
también precisan de otros micro y macro nutrientes (aminoacidos, vitaminas, minerales) para

poder tener una adecuada reproduccion de la biomasa (Alpizar, 2010; Huxley, 2006).

Asimismo, los requerimientos nutricionales que la levadura necesita varian segun las

condiciones del cultivo, la cepa, el metabolismo energético y la materia prima a fermentar.
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a. Carbohidratos

Los azucares son la principal fuente de carbono que las levaduras utilizan para la
generacion de energia; el mosto generalmente estd compuesto por fructosa, glucosa, sacarosa,

maltosa, maltotriosa, rafinosa y dextrinas (Thompson, 2004; White y Zainasheff, 2010).

El glucégeno es otro importante carbohidrato que genera la levadura durante las ultimas

etapas de anaerobiosis con el fin de obtener reservas de energia (EBlinger, 2009).

b. Nitrégeno

El mosto debe de contener por lo menos 140 mg de fuentes de nitrégeno (proteinas y
aminoacidos) por litro para la sintesis de proteinas estructurales, enzimas, acidos nucleicos y
nucleotidos (Thompson, 2004; Meledina et al., 2021). Estos compuestos de nitrogeno deben de

ser de bajo peso molecular.

Segtin Bokulich y Bamforth (2017) los amino4cidos se eliminan del mosto de acuerdo al

siguiente orden:

Grupo A: glutamina, glutamato, asparagina, aspartato, serina, treonina, lisina.

Grupo B: valina, metionina, leucina, isoleucina, histidina.

Grupo C: glisina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, alanina.

Grupo D: prolina.

¢. Vitaminas

Las vitaminas se utilizan como componentes de los cofactores, es decir, desempefian un

papel crucial al interactuar con enzimas y facilitar procesos metabdlicos esenciales en el
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organismo (EBlinger, 2009; Thompson, 2004). Como se muestra en la Tabla 2, las vitaminas mas

utilizadas son la biotina, acido pantoténico, tiamina, inositol.

Tabla 2

Factores de crecimiento (vitaminas) de la levadura de cerveza

Contenido de
Papel en la regulacion del estado fisiologico de la

Vitamina vitamina,
levadura
Mg/100 de MS
o Estimula la fermentacion alcohdlica, participa en la sintesis
Tiamina 8-15 ]
de biomasa.
Acido 520 Participa en la sintesis de acidos grasos insaturados,
pantoténico esteroides.
Regula el metabolismo de carbohidratos, nitrogeno y grasas
Biotina 0.1-1.0 de la levadura, sin ella son incapaces de crecer y
multiplicarse.
) Regula la sintesis de las membranas lipidicas, el crecimiento
Inositol 200 - 500

y la multiplicacion de las células.

Nota. MS (materia seca). Fuente. Meledina et al., (2021).

d. Minerales y oligoelementos

EBlinger (2009) menciona que los minerales y oligoelementos desempeian un papel
importante para la fisiologia de las células de levadura, la integridad estructural, la expresion

genética, la division celular, la ingesta de nutrientes, la actividad enzimatica y otros mas.

En la Tabla 3 se presentan algunos de los oligoelementos necesarios.
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Oligoelementos necesarios en la vida de las levaduras

Microelementos Rol
En pequefias cantidades estimula la gemacion celular, necesario para
Cu la sintesis de varias enzimas respiratorias, aumenta la actividad de
fermentacion de la levadura.
Es esencial para la osmorregulacion y estéd estrechamente
K
relacionado con la velocidad de fermentacion y crecimiento de la levadura.
Mantiene la viabilidad y vitalidad de las células, y ejerce un efecto
Mg
protector al estrés del etanol.
Es altamente toxico para la levadura, pero en pequena cantidad
Fe (hasta 0,2 mg/l) estimula la gemacion celular y es necesario para la sintesis
de una serie de enzimas respiratorias.
Activa numerosas enzimas, como las descarboxilasas,
Mn . . . . .
deshidrogenasas, quinasas, oxidasas, peroxidasas, peptidasas, etc.
Estimula la multiplicacion de las células y activa numerosas
Zn enzimas de las células de levadura. También facilita la sedimentacion de la

levadura.

Fuente. EBlinger, (2009); Meledina et al., (2021).

e. Lipidos y oxigeno

La aireacidon del medio nutritivo se utiliza al comienzo de la fermentacion o mientras se

obtiene un cultivo de levadura puro durante la elaboracion de la cerveza.
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La presencia de oxigeno molecular es necesaria para el crecimiento anaerobio de

Saccharomyces cerevisiae, que se utiliza para crear esteroles y 4cidos grasos insaturados

(Meledina et al., 2021).

2.1.4.5. Metabolismo

Las diferentes reacciones quimicas que se generan dentro de la célula de levadura son
producto del metabolismo, generando y consumiendo energia (Tortora et al, 2007). Tras la
inoculacion, las células de levadura utilizan sus reservas de glucogeno y oxigeno para

metabolizar 6ptimamente los nutrientes del sustrato (Russell, 2003; White & Zainasheff, 2010).

El flujo de nutrientes a través de las vias metabolicas estd influenciado por el genotipo de

la levadura (Toribio, 2015).

Las levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, utilizan como fuente de
carbono diversos azucares presentes en el medio de cultivo, siendo la glucosa (dextrosa) y la
sacarosa los mas relevantes en procesos fermentativos e industriales. La glucosa es el
monosacarido preferido por la levadura debido a su facil transporte y rapida asimilacion a través
de transportadores de alta afinidad, lo que la convierte en un sustrato de consumo inmediato. Sin
embargo, cuando se encuentra en altas concentraciones puede inducir el denominado efecto
Crabtree, fendmeno metabdlico en el cual la levadura, aun en presencia de oxigeno, prioriza la
fermentacion alcoholica sobre la respiracion celular, produciendo etanol en lugar de biomasa

(Fernandez & Barreiro, 2023).

En contraste, la sacarosa, un disacarido compuesto por glucosa y fructosa, requiere de la

accion de la enzima invertasa secretada por la levadura para su hidrolisis en monosacaridos
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fermentables. Este proceso confiere al sustrato una liberacion mas gradual de azucares simples,

lo que permite un suministro energético sostenido durante el crecimiento (O’Rourke, 2021).

2.1.4.5.1. Anabolismo y catabolismo

Como se observa en la Figura 5, las reacciones anabolicas estdn acopladas con la
degradacion del ATP mientras que las reacciones catabolicas, con la sintesis de ATP. Russell
(2003) y Tortora et al., (2007) indican que cuando hablamos de catabolismo, la levadura toma la

energia necesaria de los azucares que proporciona el sustrato para realizar las vias anabdlicas.

Figura §

Funcion del ATP en el acoplamiento de reacciones anabdlicas y catabolicas

Fuente. Tortora et al., (2007).
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2.1.4.5.2. Respiracion y fermentacion

Aer6bicamente, la levadura es capaz de utilizar azlcares en presencia de oxigeno y
anaerobicamente, cuando el oxigeno esta excluido. El catabolismo es la descomposicion aerobica
donde se produce mas energia y se llama respiracion. El catabolismo anaerdbico produce menos

energia y se llama fermentacion (Russell, 2003; Tortora et al., 2007).

Segun la Figura 6, el paso inicial para ambos procesos es la glucoélisis, desde este punto
las vias metabdlicas siguen caminos diferentes. Durante la glucdlisis, la glucosa se oxida para

formar acido pirtvico y cierta cantidad de ATP y NADH que contiene energia.

Figura 6
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La via glucolitica (Embden-Meyerhof-Parnas) para la utilizacion del azicar

Fuente. Russell, (2003).

Segun Alpizar (2010) y Tortora et al., (2007) en la respiracion celular se forma el dioxido
de carbono mediante la oxidacion del acetil coenzima A (acetil CoA) utilizando como ruta

metabolica al ciclo de Krebs; asimismo, se produce cierta cantidad de ATP, NADH que contiene
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energia; y un transportador de electrones que genera la mayor cantidad de ATP y también es

responsable de la oxidacion del NADH y FADH..

La fermentacion es un proceso anaerobio donde la produccion neta de ATP se da en la
glucolisis es por ello que es menor, el acido piravico producto de esta via metabodlica se

convierte en etanol y dioxido de carbono (Alpizar, 2010; Kunze, 2006).

La via respiratoria es mas eficiente que la via fermentativa por lo que suministrando la

cantidad suficiente de oxigeno se logra obtener una suficiente cantidad de biomasa.
a. Glucdlisis

La glucolisis es la principal ruta utilizada por las levaduras para el catabolismo de los
azucares, la Figura 7 muestra como una molécula de seis carbonos se divide en dos moléculas de
tres carbonos, se libera energia y se produce dos moléculas de acido piravico (Russell, 2003;
Thompson, 2004). Estas reacciones de oxidacion se realizan en el citoplasma y opera en
condiciones aerdbicas y anaerobicas, y es la via por la cual el 70% de los hidratos de carbono son

asimilados.

Figura 7



Esquema general de la respiracion y fermentacion

Fuente. Tortora et al., (2007).
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b. Ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs consiste en una serie de reacciones bioquimicas donde la gran cantidad
de energia quimica potencial almacenado en el acetil CoA se libera en forma gradual (Tortora et

al., 2007).

El acido piruvico debe de pasar por un proceso de descarboxilacion donde pierde una
molécula de CO2 y se convierte en un compuesto de dos carbonos (grupo acetilo) antes de
ingresar directamente en el ciclo de Krebs (EBlinger, 2009; Thompson, 2004; Tortora et al.,

2007).

En este ciclo por cada molécula de acetil CoA que ingresa en €I, se liberan dos moléculas
de CO; mediante la descarboxilacion. Por medio de reacciones de oxidacion y reduccion se
produce tres moléculas de NADH, una molécula de FADH; y se genera una molécula de ATP.
Muchos de los productos intermedios del ciclo de Krebs también participan en otras vias
metabolicas, sobre todo en la biosintesis de aminoacidos y para crear biomoléculas importantes

(EBlinger, 2009; Tortora et al., 2007).

¢. Transporte de electrones

La cadena de transporte de electrones es un sistema de proteinas y moléculas orgénicas
que se encuentran en la membrana mitocondrial interna, se encarga de transferir electrones desde

moléculas organicas al oxigeno.

El resultado es la acumulacion de protones de un lado de la membrana lo que genera para
la generacion de ATP mediante el mecanismo quimiosmoético; también es el mecanismo

responsable de la mayor generacion de ATP (Tortora ef al., 2007).
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La Figura 8 muestra la relacion de los diferentes catabolismos de hidratos de carbono,
lipidos y las proteinas que son fuentes de electrones y protones para la respiracion ingresando al

siclo de Krebs en distintos sitios.

Figura 8

Catabolismo de distintas moléculas alimenticias orgdnicas
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Fuente. Tortora et al., (2007).

2.1.4.6. Propagacion de cultivo de levaduras

La propagacion de la levadura consiste en aislar células apropiadas y fuertes para
reproducirlas, bajo condiciones libres de contaminacion, durante el tiempo necesario hasta que su

cantidad sea suficiente para iniciar la fermentacion (Kunze, 2006).

Los principales pardmetros durante el proceso de propagacion son la temperatura, el pH,
el suministro de oxigeno y la composicién del mosto. La aireacion y la agitacion dan como
resultado un suministro ideal de oxigeno y nutricion para la levadura, que tienen como
consecuencia una excelente calidad de levadura y un rendimiento elevado y reproducible

(EBlinger, 2009; Toribio, 2015).

2.1.4.6.1. Abastecimiento de oxigeno

Durante la propagacion, la levadura puede mantenerse en la fase logaritmica mediante el
suministro de oxigeno (EBlinger, 2009), es importante debido a que la levadura es capaz de
activar su metabolismo y formar nuevas substancias celulares. El oxigeno también es requerido
para la sintesis de esterinas y glucogeno que estd ligada al crecimiento de levadura (Kunze,

2006).

2.1.4.6.2. Abastecimiento de aminoacidos y oligoelementos

Las células necesitan mucho mas aminoacidos y minerales. La cantidad de aminoacidos
presente en el mosto es el limitante para tener una reproduccion eficiente. El nitrégeno es un
componente importante de los aminoacidos y nucledtidos, y para la produccion de levadura

(Haggstrom, 2008).
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2.1.4.7. Reproduccion de levaduras

La mayor parte de las fermentaciones industriales son procesos donde se utiliza cultivos
de microorganismos especificos llamados cultivos iniciadores o “Starters”, la palabra
anglosajona “starters” puede traducir como inéculo y estd definido como preparaciones
microbianas constituidas por un elevado numero de células de un microorganismo en especifico

y que se afiaden a sustrato para acelerar el proceso (Leroy & De Vuyst, 2004).

Los parametros de mayor importancia para el proceso de reproduccion celular por el
método starter son: la temperatura del sustrato, nivel de aireacion (oxigeno), pH del sustrato y

composicion del mosto (Albarracin, 2020; White & Zainasheft, 2010).

Battley (1999) presenta la Ecuacion 2 del proceso de crecimiento aerdbico de la levadura

Sacchaaromyces cerevisiae representando todo en funcién a la formula del carbono unitario.

CsH1206 + 0.655NH3; + 1.82602 — 4.148CHi161300557No.1ss + 3.637H O + 1.852CO»

(2)
2.1.4.7.1. Aspectos practicos

La propagacion de levadura en un medio aerobio promueve el crecimiento de levadura y
permite obtener mejores rendimientos. Las células de levadura se propagan sucesivamente en
recipientes de diferentes tamafios hasta alcanzar el volumen y densidad celular adecuados para

reproducirlos a nivel industrial (Albarracin, 2020; Kunze, 2006).

El contenido de azucares del sustrato puede inhibir el crecimiento celular y activar la
fermentacion alcoholica, para evitar este proceso es importante airear las células y favorecer asi

la respiracion y generacion de biomasa.
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Se utiliza un mosto de densidad entre 1.040 a 1.090 y un crecimiento de 24 horas en
presencia de oxigeno. Un mosto de muy baja densidad daria lugar a un crecimiento muy bajo,
mientras que un mosto de alta densidad ofreceria un ambiente hostil a las levaduras lo que

generaria un estrés osmotico en ellas (White & Zainasheft, 2010).

Existen diferentes maneras de anadir oxigeno, con agitador magnético, oxigeno puro,
bomba de aire con filtro estéril y agitacion intermitente. Este Gltimo es una técnica que consiste
en sumisnistrar oxigeno al medio de cultivo mediante ciclos controlados de agitacion, este
método ayuda a mantener los niveles adecuados de oxigeno disuelto sin generar estrés oxidativo,
favoreciendo la viabilidad celular que ayuda a optimizar el crecimiento de los microorganismos
y la sintesis de compuestos esenciales como lipidos durante la fase de crecimiento de la levadura

(Stika, 2009).

Las curvas presentadas en la Figura 9 evidencian que la actividad enzimatica de la
levadura responde de manera gradual a las variaciones de pH y temperatura, mostrando
claramente zonas de baja actividad, actividad Optima y disminucidén progresiva de la actividad
cuando las condiciones se alejan del rango favorable. Estas variables resultan fundamentales
durante la etapa de propagacion del starter, en la cual se busca maximizar la reproduccion celular

manteniendo la viabilidad fisioldgica y la estabilidad estructural de la levadura Tortora et al.,

(2007).

Los starters de temperaturas mas altas (hasta 37 °C) favorecen el crecimiento de levadura,
pero el uso de esta temperatura afecta negativamente la viabilidad y estabilidad de la levadura
resultante y por consecuencia el crecimiento muy rapido puede dar como resultado membranas

celulares mas débiles (Zainasheff & Dicdsino, 2007).



Figura 9

Actividad enzimatica =————————

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C) s———

(a) Temperatura, La actividad enzimatica
(velocidad de la reaccion catalizada por la
enzima) aumenta a medida que aumenta
la temperatura hasta que la enzima (una
proteina) es desnaturalizada e inactivada
por el calor. A partir de ese momento la
velocidad de la reaccién disminuye en
forma marcada.

Actividad enzimatica =—————————

o
rn
-
(=]
(=]
—
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(b) pH. La enzima ilustrada en este
ejemplo posee maxima actividad en
presencia de un pH de alrededor de 5.

Factores que afectan la actividad enzimadtica

Nota. Tortora et al., (2007).

2.1.4.8. Secado de levaduras
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Actividad enNZiMALICA ———

Concentracion de SUSHAtD s

(c) Concentracion de sustrato. A me-
dida que aumenta la concentracion de
moléculas de sustrato aumenta la velo-
cidad de la reaccién hasta que se ocupen
todos los sitios activos de las enzimas; en
ese momento se considera que la reac-
cion alcanzé su velocidad méaxima.

Las células de levadura son capaces de sobrevivir a periodos prolongados de secado casi

completos, tanto el agua libre como el agua ligada se evaporan. Se ha observado que las células

que se encuentran en fase estacionaria son mas tolerantes al secado que las que estan atin en fase

logaritmica o exponencial (Liepins, 2015).
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Un alimento seco tiene diferentes ventajas y presenta una gran estabilidad a largos
periodos de tiempo y temperatura, no se estropean y son faciles de transportar. El secado en
lecho, secado por pulverizacion, secado con aire, secado al vacio y la liofilizacién son las
tecnologias de secado mas utilizadas en la industria de alimentos (Castillo ef al., 2014; Liepins,

2015).

2.1.4.8.1. Secado por conveccion

Es un método no mecanico fisico donde el aire caliente es impulsado a través del secador
y remueve el agua en estado libre de la superficie del producto. Se produce por secado
convectivo del aire caliente, es el mas utilizado para la deshidratacion en la industria quimica y
de alimentos debido a su simplicidad, alta productividad y bajo coste (Maupoey et al., 2001;

Ochoa et al., 2012).

Se debe tener en cuenta las temperaturas elevadas de secado porque pueden acelerar el
proceso y se perderia la calidad del producto. La cinética del proceso de secado utilizando aire
caliente depende tanto de la geometria, espesor del producto y de las propiedades del aire de
secado, como son la humedad relativa ambiental, temperatura y velocidad del flujo de aire, por lo
que para la deshidratacion por este método se recomienda utilizar temperaturas entre (40 — 80 °C)

con velocidades de aire de 2.0 + 0.2 m/s (Garcia ef al., 2013; Landwehr, 1999).

Yusta et al., (2017) indica que el secado de aire convectivo a 60 °C permite mantener los
niveles de proteina sin alteraciones, lo que constituye una temperatura optima para equilibrar
eficiencia de secado y preservacion nutricional, representando una alternativa econdmica frente a

otras tecnologias.
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2.1.5. Levadura nutricional

En el siglo XIX, un cientifico alemédn llamado Justus Von Liebig descubrié que el
subproducto de la elaboracién de cerveza conocido como “levadura de cerveza” se podia
cosechar y comprimir en un concentrado de sabor parecido a la carne, pero era completamente

vegetariana (Denenberg, 2023).

En 1916, el quimico Atherton Seidell publico un articulo sobre el potencial de utilizar la
levadura de cerveza como suministro accesible de nutrientes. Consider6é que la levadura era un
tratamiento potencial asequible para las enfermedades por deficiencia nutricional (Denenberg,

2023).

La levadura de cerveza presentaba un ingrediente clave con un sabor fuerte y amargo, asi
que los productores buscaron la forma de cultivar una variedad mas agradable de levadura seca

especificamente como un suplemento.

Segun Ma et al., (2023) para producir proteina unicelular la levadura se inocula en un
fermentador con nutrientes ricos (melaza, etc.) y se cultiva mediante fermentacion. La
precipitacion generada que contiene la mayoria de las proteinas, se utiliza para producir proteina
de levadura. El contenido de SCP es superior al 70 % y contiene todos los aminoacidos

esenciales requeridos por el cuerpo humano.

En la Tabla 4 se muestra el porcentaje de proteina respecto al peso seco y se observa que
en la biomasa de levadura suele ser similar o mayor en comparacion con las otras proteinas (Jach

et al., 2022).



Tabla 4

Cantidades promedio de produccion de proteinas de varias fuentes de proteinas

Organismo

Cantidad de proteina por cada
100 g de materia seca

(% de peso seco)

Bacterias (Bacillus spp.)
Levadura
Algas (Chlorella vulgaris)
Hongos (Fusarium venenatum)
Carne magra
Harina de soja

Leche en polvo entera

50-65
20-65
40 - 60
30—-45
45
35
25

Fuente. Jach et al., (2022).

2.1.5.1. Composicion
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La SCP contiene polisacaridos y carbohidratos, se detectaron altos niveles de

concentracion de carbohidratos entre el 31-51 % de la biomasa seca. El contenido total de lipidos

es entre 4-7 % de la biomasa seca de levadura y estd representado principalmente por acidos

grasos saturados con un contenido entre 28-43.5 % del total de lipidos. El contenido de ceniza

obtenida de la levadura de S. cerevisiae es del 5 al 10 %, dependiendo del sustrato utilizado. La
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levadura residual también contiene oligoelementos, como calcio, cobre, hierro, fésforo, potasio,

magnesio, manganeso, selenio, sodio y zinc (Jach et al., 2022).

El SCP es rico en ciertos aminoacidos esenciales, como la lisina y la metionina, que son
limitados en la mayoria de las fuentes vegetales y animales. Ademas, posee alto contenido de

vitamina B, proteinas, péptidos y minerales (Querol & Fleet, 2006; Raita et al., 2022).

2.1.5.2. Propiedades

La proteina es importante en la nutriciéon debido a que provee nitrégeno y ciertos tipos de

aminoacidos al cuerpo, estos son necesarios para el crecimiento y las funciones metabolicas.

La levadura residual produce una proteina de alta calidad con un perfil de aminoacidos
equilibrado, el valor nutricional de la proteina microbiana esta dictado por la composicion de
aminoacidos, que incluyen los 8 aminoacidos esenciales exogenos (isoleucina, leucina, lisina,
fenilalanina, metionina y treonina, triptéfano y valina) que los humanos no pueden producir.

Como resultado, estos aminoacidos deben obtenerse a través de los alimentos.

La Tabla 5 muestra la levadura SCP como una fuente de proteina de alta calidad y con
gran biodisponibilidad para los seres humanos, dado que contiene todos los aminoacidos
esenciales y superiores a los requeridos por la FAO (Organizacion para la Agricultura y la

alimentacion) (Brown, 2022; Jach et al., 2022).
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Tabla 5

Contenido de aminodcidos esenciales en las proteinas de la SCP

Aminoacido  Arg His Ile Leu Lys Cys Met SAA Phe Tyr AAA Thr Val

S. cerevisiae  46.5 23.5 37 63 65 9 14 23 33 26 68 48 53
Necesidades

por la FAO

- 15 30 59 45 - - 22 - - 38. 23 39

Nota. Arg: Arginina; His: Histidina; Ile: Isoleucina; Leu: Leucina; Lys: Lisina; Cys: Cisteina;
Met: Metionina; SAA: Aminoacidos azufrados; Phe: Fenilalanina; Tyr: Tirosina; AAA:
Aminodcidos aromaticos; Thr: Treonina; Val: Valina. FAO: Organizacién de las Naciones

Unidas para la Alimentacién y la Agricultura. Fuente. Jach et al., (2022).

2.1.5.3. Aplicaciones

La levadura nutricional es una fuente de proteina para el consumo humano. Muchos
productos son derivados de la levadura, alrededor del 15-20 % de la produccion global de
levadura es usada con ese motivo; para la produccion de antioxidantes, aromas, sabores, colores
y vitaminas Querol y Fleet, 2006; Yamada & Sgarbieri, 2005). Generalmente se encuentran en

forma de polvo, escamas, capsulas o en forma liquida (Jach & Serefko, 2018).

La levadura nutricional por las propiedades que presenta, su sabor y su textura se
considera una buena alternativa para sustituir ciertos alimentos (Benavides, 2021). Los diversos

usos son los siguientes: queso vegano, mayonesa vegetal, condimento, entre otros.

2.1.6. Proteina

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas de unidades estructurales

propias (aminoacidos). Estos se encuentran unidos por medio de enlaces peptidicos entre los
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grupos carboxilo y amino mediante puentes de hidrogeno con pérdida de agua (Gonzalez et al.,

2007; Martinez & Martinez, 2006).

Son nutrientes de mayor complejidad, estdn compuestas por carbono, nitrégeno, oxigeno
y casi todos, azufre; en algunos casos se han observado atomos de cobre, fosforo, zinc y hierro.
El nitrogeno representa entre el 12 al 19 % del peso de la molécula, constituyendo la principal

caracteristica de las proteinas (Pennacchiotti, 1998).

Existe una cantidad infinita de proteinas con funciones especificas formadas por las
diferentes combinaciones de los 20 aminoacidos existentes. Segun Martinez & Martinez (2006)
mencionan que estos macronutrientes aportan aminodcidos encargados del mantenimiento de la

proteina corporal y al incremento de esta durante el crecimiento.

2.1.6.1. Estructura

Las proteinas son moléculas de gran complejidad y presentan una estructura légica y

funcional especifica, describen cuatro niveles importantes.

e Estructura primaria: es determinada por la secuencia de aminoacidos de la cadena
polipeptidica teniendo en cuenta el nimero, tipo y orden de los aminoacidos que lo componen
(Chel et al., 2003).

e Estructura secundaria: consiste en la relacion espacial de un aminoacido con otro
debido a la formacion de puentes de hidrogeno que hay entre los dtomos (Chel et al., 2003;

Moreno, 2016).
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o [Estructura terciaria: es especifica para cada proteina y ocurre de la interaccion de
moléculas de estructura secundaria, se distinguen dos tipos (globular y fibroso) (Consejo de
educacion Técnico profesional, 2020; Moreno, 2016).

e Estructura cuaternaria: se refiere al arreglo espacial de una proteina, contiene varias
cadenas polipeptidicas formando dimeros, trimeros, tetrdmeros, etc. Esto con el finde generar

proteinas biologicamente activas (Consejo de educacion Técnico profesional, 2020).

2.1.6.2. Clasificacion

La complejidad y diversidad son caracteristicas de las proteinas por lo que resulta dificil
clasificarlas; sin embargo, diversos métodos hacen posible que se puedan diferenciar segun su
composicion, estructura, sensibilidad, solubilidad y funcionalidad. Segiin su composicion se

clasifican en:

e Proteinas simples: conocidas también como holoproteinas, estan formadas tinicamente
por aminoacidos. Se dividen en globulares (prolaminas, gluteninas, albiminas, hormonas y
enzimas) y fibrosas (colagenos, queratinas, elastinas y fibroinas) (Luque, 2011; Pennacchiotti,
1998).

e Proteinas conjugadas: Estin compuestas por una parte proteica y una fraccion
denominada grupo protético. Dependiendo de este Ultimo se pueden dividir en glucoproteinas,

lipoproteinas, nucleoproteinas y cromoproteinas (Luque, 2011).
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2.1.6.3. Funciones

Las proteinas como muestra la Tabla 6 tienen diferentes e importantes funciones que van
desde su rol catalitico (enzimas) hasta su funcién en la motilidad corporal (actina, miosina),

mecanico (elastina, coldgeno), de transporte y almacén (hemoglobina, mioglobina, citocromos),

proteccion (anticuerpos), reguladora (hormonas), etc (Martinez & Martinez, 2006).

Tabla 6

Funcion de las diferentes clases de proteina

Clase de . .
, Funcion Ejemplos
proteina
Proporciona componentes El coldgeno forma tendones y cartilago. La
Estructural p P g y. . £
estructurales queratina conforma el pelo, piel, ufias, etc.
L Permite el movimiento de La miosina y la actina contraen las fibras
Contractil

los musculos

Transporta sustancias

De transporte esenciales por el

organismo
De )
) Almacenan nutrientes
almacenamiento
Regula el metabolismo
Hormonal corporal y el sistema
nervioso
) Cataliza reacciones
Enzima

bioquimicas en las células

Reconoce y destruye

De proteccion i N
sustancias extrafias

musculares

La hemoglobina transporta oxigeno. Las
lipoproteinas transportan lipidos.

La caseina almacena proteina en la leche. La
ferritina contiene hierro y se almacena en el
bazo y el higado.

La insulina regula el nivel de glucosa en la
sangre. La hormona del crecimiento regula el
crecimiento corporal.

La sacarasa cataliza la hidrolisis de la
sacarosa. La tripsina cataliza la hidrolisis de
proteinas.

Las inmunoglobulinas estimulan las respuestas
inmunitarias

Fuente. Consejo de educacion Técnico profesional, (2020).
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2.1.7. Diseiio Factorial 23

El disefio factorial es una técnica experimental utilizada para analizar simultineamente el
efecto de dos o mas variables independientes sobre una variable dependiente. Kirk (2013)
sostiene que los disefios factoriales permiten identificar condiciones bajo las cuales los efectos de

un factor dependen del nivel de otro, lo que enriquece la interpretacion de los resultados.

Segun Montgomery (2017), el disefio factorial 2° es uno de los mas empleados en
investigacion aplicada, ya que facilita identificar condiciones Optimas de operacion y
comprender como los factores influyen de manera conjunta, ademas permite evaluar con pocos

ensayos los efectos principales y las interacciones de primer y segundo orden entre los factores.

El andlisis estadistico se realiza mediante ANOVA, donde se calcula la significancia de
los efectos, el valor de o (alfa), que representa el nivel de significancia o la probabilidad de
cometer un error tipo I, es decir, rechazar la hipotesis nula cuando en realidad es verdadera

(Hernandez, Fernandez & Baptista, 2014).

En este sentido, el disefio factorial 23 se convierte en una herramienta fundamental para el
estudio sistematico de procesos experimentales con tres variables de interés, permitiendo
conclusiones confiables por su capacidad para reducir recursos, tiempo y costos sin sacrificar

calidad en los hallazgos.
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3.1. Materia Prima

La materia prima utilizada consistié en dos cepas de levadura gastada (Saccharomyces
cerevisiae), SafAle US-05 y SafAle BE-256 recuperadas del fermentador conico después de
haber finalizado el proceso de fermentacion principal, provenientes de la empresa Cusco Beer

Company S.A.C.

El desarrollo experimental se realizd en las instalaciones de la cerveceria Cusco Beer
Company S.A.C. y la operacion de secado en el Laboratorio Tecnologia de la Facultad de

Ingenieria de Procesos, Escuela profesional de Ingenieria Quimica.

3.2. Materiales, equipos e instrumentos

Para el desarrollo del trabajo experimental se utiliz6 la Estufa Kyntel, modelo: K-V45F
N° serie 1823 de aire por conveccion, empleada para el secado de las muestras, tal como se

indica en la Tabla 7.
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Tabla 7

Equipos utilizados en el trabajo de investigacion

Equipo Funcion
Estufa de aire por Deshidrata la biomasa celular eliminando la humedad perseverando el
convencion contenido proteico.

En la tabla 8 se describen los materiales empleados en el desarrollo del trabajo de

investigacion

Tabla 8

Materiales utilizados en el trabajo de investigacion

Materiales Marca Insumo/Reactivo Funcion

Levadura . . . ,

i ) Biomasa de partida, contiene las células
residual (S. Fermentis Insumo ) o .
. vivas para multiplicar y reproducirlas.
cerevisiae)
Disolvente puro y libre de
Agua de Proporcionado por la puro’y

Insumo contaminantes para preparar el sustrato

Osmosis empresa )
y lavar la levadura residual.

Nutriente comercial que aporta
Nutriente SpringFerm™ Insumo aminodcidos, vitaminas y minerales
para el crecimiento celular.

Oxigeno ., e
Proporcionado por la Favorece la respiracion aerobica celular
grado Insumo .,
. i empresa en la fase de propagacion.
industrial
‘ | Sustrato primario para iniciar
Proporcionado por la . s :
Dextrosa P P Reactivo facilmente el metabolismo de las

empresa
levaduras.
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Sacarosa
Sulfato de
zinc

Fosfato de
amonio

Sulfato de
magnesio

Bicarbonato
de sodio

Acido citrico

Cartavio S.A.

IQSA peruana
SAC

Molinos & Cia

J.T. Baker

Portugal

RZBC

Reactivo

Reactivo

Reactivo

Reactivo

Reactivo

Reactivo

Sustrato secundario que también ayuda
en el aumento de biomasa celular.

Mejora la viabilidad y estabilidad
celular.

Ayuda en la sintesis de proteinas y el
ATP.

Participa en la sintesis de ADN, ARN y
proteinas.

Regulador de pH manteniendo las
condiciones estables para el
crecimiento.

Regulador de pH y sirve de
intermediario en el ciclo de Krebs.

Los instrumentos utilizados durante el desarrollo experimental se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9

Instrumentos utilizados en el trabajo de investigacion

Instrumentos Funcion
) Se utiliza para controlar y ajustar la acidez del medio de cultivo para
Medidor de pH p Y ajus] . p
asegurar el crecimiento 6ptimo de levaduras.
, Permite monitorear la temperatura del sustrato en la reproduccion celular y el
TermoOmetro
secado.
medir la densidad o gravedad especifica de un liquido, es decir, cuanta masa
Densimetro tiene un liquido por unidad de volumen, comparandola generalmente con la

Balanza analitica

Mortero

Vasos de
precipitado

Recipiente de

del agua.

Sirve para pesar con precision los reactivos, sales y azucares para garantizar
el medio de cultivo.

Para triturar y homogenizar la levadura proteica seca.

Recipientes utilizados para contener la levadura seca ya triturada.

Se utiliza para almacenar temporalmente la levadura residual himeda y evita




64

plastico la contaminacion.

3.3. Identificacion de variables

La Figura 10 presenta el modelo de disefio experimental utilizado como referencia visual
en esta investigacion, se detallan los parametros de la experimentacion para garantizar la

homogeneidad en las pruebas del estudio.

Figura 10

Diserio experimental
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LEVADURA REPRODUCGION CELULAR SECADD
AL R =
— | p=1050g/ml |— | TaleBC
— Ts2=80°C
— Ts1=60°C
—p Ts2=80°C
BE-256
9 pH=5.5 Tf=35 °C
Us-05 P B
—» Ts1=60°C
—» Ts2=60°C
— Ts1=40°C
—» p=1080g/ml |—
— Ts2=60°C
Nota. Donde Tf es temperatura de fermentacion, Ts es temperatura de secado.

3.3.1. Variables independientes

Esta identificacion se realizd en base a la informacién descrita por Tortora et al., (2007)
donde se observa los rangos de temperatura, pH y densidad del sustrato para un mejor
rendimiento en el suplemento proteico. La Tabla 10 indica los niveles de cada variable

independiente.
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3.3.1.1. Cepa de levadura

Se considera una variable independiente porque permite determinar cudl de las dos
produce mayor cantidad de proteina. Se utilizd6 dos cepas distintas, SafAle US-05 (cepa

americana) y SafAle BE-256 (cepa belga).

3.3.1.2. Densidad de reproduccion

Se considera variable independiente a la densidad de reproduccion porque influye en la
capacidad para generar biomasa de la levadura. Se consideraron dos densidades diferentes (1.050

g/mly 1.080 g/ml) para determinar con cual se puede generar un mayor crecimiento.

3.3.1.3. Temperatura de secado

Es considerada como otra variable independiente, debido a que afectan a la estabilidad y
la calidad de las proteinas. Se seco a dos temperaturas de 60 y 80 °C. se utilizd estos valores
debido a que Yusta et al., (2017) emplearon un secado de tipo convectivo a 60 °C y este no
presento alteraciones en la composicion de su muestra, mientras que la temperatura de 80 °C se

utilizé para comprobar si la proteina de levadura se desnaturaliza.

3.3.2. Variable de respuesta

La variable dependiente es la cantidad de proteina expresada en porcentaje, es importante
porque es el ingrediente principal del producto final y por consecuencia es considerada el
principal objeto de estudio. Ademas, se observa como cada variable independiente puede afectar

el resultado. El contenido proteico fue analizado por el método proximal.



Tabla 10

Niveles de las variables independientes.

Niveles
Variables independientes Unidad de medida
) Q)
Cepa de levadura - US-05 BE-256
Densidad de reproduccion g/ml 1.050 1.080
Temperatura de secado °C 60 80

3.4.0btencion del suplemento proteico
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El proceso de experimentacion se representa de forma general en la Figura 11 mediante el

diagrama de bloques, la descripcion detallada se desarrolla en los apartados 3.4.1. al 3.4.3.



Figura 11

Diagrama de bloques del proceso de experimentacion
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3.4.1. Extraccion de levadura gastada

Una vez culminado el proceso de fermentacion, la cerveza fue trasvasada a un madurador
y el residuo remanente es la biomasa que esta compuesta por levadura residual, lupulo y resto de

cerveza; a partir de esta biomasa se extrajo la levadura gastada.

Por diferencia de densidades el lupulo decanta hacia la base del fermentador tipo conico,
lo que ayuda a descartarla primero. Después sale la levadura gastada, esta se separa a un
recipiente de 20 L donde se le agregd agua de osmosis para continuar separando las fases en una

camara de frio que esta a temperaturas entre 4 y 7 °C por 48 horas.

Pasado este tiempo se vuelve a separar las fases (agua, lipulo remanente y levadura
residual) con el fin de obtener un producto no tan amargo. Se extrajo el agua y lupulo; y se

volvi6 a realizar el método anterior para extraer la mayor cantidad de lupulo restante.

Finalmente, se extrajo un total de 6 kg por cepa de levadura. Adicional a ello, se tomod
dos muestras de 120 g cada una para analizar las unidades formadoras de colonia por gramo

existentes.

3.4.2. Reproduccion de levadura residual

Tras finalizar la etapa de extraccion se comenzo con la reproduccion de levadura residual.
En la Tabla 11 se muestra la cantidad de experimentos y las condiciones a las que se realizaron.

Se hicieron dos réplicas de cada ensayo para aumentar la confiabilidad de la investigacion.

Las densidades similares a 1.050 g/ml favorecen el crecimiento celular equilibrado,
mientras que densidades mayores, comparables a 1.080 g/ml, permiten evaluar el limite superior

de disponibilidad de sustrato y su impacto en la acumulacion de biomasa y viabilidad celular.
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La utilizacion de dos cepas de Saccharomyces cerevisiae (BE-256 y US-05) permitio
evaluar el efecto de la variabilidad genética sobre la produccion de biomasa, considerando
diferencias en composicion celular y actividad enzimatica enddégena. Asimismo, la seleccion de
temperaturas de secado de 60 y 80 °C respondié a la necesidad de analizar el impacto del

tratamiento térmico sobre el contenido proteico del producto final.

Tabla 11

Numero de experimentos realizados

Densidad del Temperatura de Cantidad de
Cepa de
Ensayo N° sustrato secado proteina
levadura
(g/ml) ((®) (%)
ly9 US-05 1.050 60
2y 10 BE-256 1.050 60
3y 1l US-05 1.080 60
4y 12 BE-256 1.080 60
5yI13 US-05 1.050 80
o6y 14 BE-256 1.050 80
7y 15 US-05 1.080 80
8y 16 BE-256 1.080 80

3.4.2.1. Primera alimentacion

3.4.2.1.1. Preparacion del sustrato

Este proceso inici6 con la preparacion del sustrato, como se muestra en la Tabla 12 fue
preparada con una proporciéon 70 % de sacarosa y 30 % de dextrosa, la cual ambas cepas de
levadura pueden fermentar ambos azucares de manera eficiente. La dextrosa (glucosa) es

asimilada de forma inmediata, favoreciendo el inicio de la fermentacion, mientras que la
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sacarosa es hidrolizada progresivamente por la enzima invertasa en glucosa y fructosa,
permitiendo un suministro sostenido de sustrato. El uso de mezclas de monosacaridos y
disacaridos ha sido reportado como una estrategia valida para lograr fermentaciones estables y
controladas, lo que justifica el empleo de proporciones combinadas como la utilizada en este

estudio (D’ Amore et al., 1989; Walker & Stewart, 2016).

La adicion de nutrientes minerales y vitaminicos al medio de cultivo se fundamenta en
que la suplementacion con fuentes de nitrogeno, sales minerales y vitaminas mejora
significativamente el crecimiento, viabilidad y rendimiento de biomasa de Saccharomyces
cerevisiae, al favorecer la actividad enzimatica y el metabolismo celular (Pereira et al., 2020). Se
realiza una mezcla homogénea hasta llegar a las densidades, pH y temperatura adecuada para

darle las condiciones adecuadas para introducir la levadura extraida.

Tabla 12

Insumos para preparar el sustrato

Tipo Ensayo N° Densidad inicial Vol. agua Dextrosa Sacarosa Nutrientes

1-2-9-10 1.050 g/ml 375 ¢ 875¢g
US-05
3-4-11-12 1.080 g/ml 450 g 1050 g
2L lg
5-6-13-14 1.080 g/ml 450 g 1050 g
BE-256

7-8-15-16 1.050 g/ml 375¢ 875¢g




3.4.2.1.2. Mezcla del sustrato con la levadura residual
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La Tabla 13 detalla como se dividio los 6 kg de levadura residual extraida en 8 muestras

por replica de 750 g cada una, que se mezcld junto con 500 ml de sustrato en un fermentador de

4 litros. Asimismo, se indica las condiciones iniciales para comenzar el proceso de crecimiento

exponencial de la levadura.

Tabla 13

Mezcla de levadura residual con el sustrato preparado

Densidad
Tipo Ensayo N° V sustrato P muestra pH ensiaa 2 Peso
del proceso
1 6.07 32.5°C 1.050 g/ml 1290.0 g
2 5.95 333°C 1.051 g/ml 12900 g
I L
9 500 m 708 o4 325°C 1,049 grml ™M 12000 g
Usa0s 10 591 33.8°C 1.049 g/ml 1290.0 g
3 6.18 33.4°C 1.079 g/ml 13100 g
4 5.96 32.9°C 1.081 g/ml  13100¢g
500ml 750 3L/
1 o & 6 335°C 1.080g/ml M 13100¢
12 6.01 33.8°C 1.080 g/ml 13100 ¢
5 6 32.6°C 1.080 g/ml 13100 g
6 5.99 33.8°C 1.079 g/ml . 13100¢
500ml 750 3L/
13 . £ 601 322°C 1.082g/ml ~ " 13100 g
BE2se 14 5.96 32.6°C 1.081 g/ml 13100 ¢
7 6 322°C 1.050 gml 1290.0 ¢
8 6.02 32.6°C 1.050 g/ml . 12900 g
I L
15 00mlb 708 5o 3000 1049 gmt ™ 12000 ¢
16 5.95 32.7°C 1.051 g/ml 1290.0 ¢




73

3.4.2.1.3. Medicion de condiciones finales

Pasado 24 h de la primera alimentacion la Tabla 14 indica las condiciones a las que
terminé el proceso de crecimiento (pH, temperatura, densidad y la cantidad de muestra obtenida)

antes de comenzar con la segunda alimentacion.

Tabla 14

Condiciones finales

Tipo Ensayo N° Densidad del proceso pH T Peso

1 1.012 g/ml 463 332°C 12627 g
2 1.014 g/ml 4773 33.5°C 12642 ¢

9 1.016 g/ml 493 33.0°C 1268.7 g

US.05 10 1.020 g/ml 5.05 33.0°C 12702 g
1.038 g/ml 47 33.0°C 1288.6¢

4 1.042 g/ml 448 332°C 12929 ¢

11 1.049 g/ml 5.25 33.4°C 1299.1¢

12 1.040 g/ml 55 33.1°C 12915 ¢

5 1.040 g/ml 56 32.9°C 12913 ¢

6 1.040 g/ml 53 33.0°C 12909 ¢

13 1.055 g/ml 51 33.5°C 1298.5¢

BE.256 14 1.045 g/ml 5.5 32.5°C 12949 ¢
1.014 g/ml 54 325°C 12647 ¢

8 1.018 g/ml 5.35 33.2°C 1269.4 ¢

15 1.025 g/ml 5.26 32.9°C 12757 ¢

16 1.010 g/ml 536 33.5°C 1260.6 g

3.4.2.2. Segunda alimentacion

3.4.2.2.1. Preparacion del sustrato

La preparacion del sustrato se utilizd el mismo procedimiento empleado en la primera
alimentacion para asi obtener a una mezcla homogénea hasta llegar a las densidades, pH y

temperatura adecuada para agregar al fermentador como se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15

Cantidad de insumos para preparar el sustrato

Tipo Muestra Densidad* Vol agua Dextrosa Sacarosa Nutrientes

US-05 1-2-9-10 1.050 g/ml 405 g 945 ¢
3-4-11-12 1.080 g/ml 5L 480 g 1120 g g

BE-256 5-6-13-14 1.050 g/ml 405 g 945 ¢
7-8-15-16 1.080 g/ml 480 g 1120 g

3.4.2.2.2. Adicion del sustrato

La Tabla 16 resume la segunda adiciéon de 500 ml de sustrato al fermentador de 4 litros.
Asimismo, indica las condiciones iniciales para comenzar el proceso de crecimiento exponencial

de la levadura y la nueva masa obtenida.

Tabla 16

Adicion de sustrato al fermentador tipo conico

Tipo Ensayo N° V sustrato Densidad del proceso pH T 07) Peso
I 1.047 g/ml 6.01 30.8°C 1807.7 g
2 001 1049 g/ml 596 32.1°C . 18092¢
9 1051 g/ml 5.90 31.1°C 1813.7 g
us.os 10 1052 g/ml 6.02 32.7°C 18152 g
3 1.079 g/ml 5.97 32.9°C 1853.6 g
001 1.080 g/ml 598 302°C . 18579¢
11 1082 g/ml 6.04 32.9°C 1864.1 g
12 1088 g/ml 5.91 30.1°C 1856.5 g
5 1.079 g/ml 6.05 31.6 °C 18563 g
6 1.080 g/ml 5.99 31.5°C 18559
500 ml 3L/
13 . 1.081 g/ml 6.00 31.3°C ~ " 18635 g
BE2se 14 1.080 g/ml 6.05 31.5°C 1859.9 g
1.049 g/ml 5.92 322°C 1809.7 g
1051 g/ml 5.94 32.9°C _18l44¢g
500 ml 3L/
15 - 1.052 g/ml 6.02 32.4°C ~ T 18207 g

6 1.048 g/ml 5.96 31.6°C 1805.6 g
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3.4.2.2.3. Medicion de condiciones finales

Una vez concluido el segundo periodo de 24 h se tiene las condiciones a las que termind
el proceso de crecimiento (pH, temperatura, densidad y la cantidad de muestra obtenida) antes de

comenzar con la tercera alimentacion, como se detalla en la Tabla 17.

Tabla 17

Condiciones finales

Tipo Ensayo N° Densidad del proceso pH T Peso

1 1.015 g/ml 6.05 32.7°C 1780.1 g
2 1.008 g/ml 5.95 33.0°C 1775.5 ¢
9 1.010 g/ml 5.60 32.5°C 17769 g
US.05 10 1.012 g/ml 5.77 32.6°C 1778.8 ¢
3 1.043 g/ml 5.52 33.0°C 18272 ¢
4 1.049 g/ml 5.58 32.7°C 1832.5¢
11 1.038 g/ml 5.60 32.7°C 1826.5 ¢
12 1.050 g/ml 6.08 32.8°C 18362 ¢
5 1.051 g/ml 570 33.0°C 18292 g
6 1.040 g/ml 571 32.8°C 18272 ¢
13 1.054 g/ml 525 32.5°C 18375 ¢
I 1.042 g/ml 5.74 32.9°C 18292 ¢
7 1.016 g/ml 537 32.5°C 1781.6 g
8 1.010 g/ml 5.55 32.9°C 1776.1 g
15 1.002 g/ml 5.52 32.5°C 17718 ¢

16 1.004 g/ml 5.57 33.0°C 17745 ¢
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3.4.2.3. Tercera alimentacion

3.4.2.3.1. Preparacion del sustrato

La preparacion del sustrato se utilizd el mismo procedimiento empleado en la primera
alimentacion para asi llegar a una mezcla homogénea y poder obtener condiciones deseadas

descritas en la Tabla 18.

Tabla 18

Cantidad de insumos para preparar el sustrato

Tipo Muestra Densidad* Vol agua Dextrosa Sacarosa Nutrientes

1-2-9-10 1.050 g/ml 510 g 1190 g
US-05
3-4-11-12 1.080 g/ml 549 ¢ 1281 g
2L lg
5-6-13-14 1.050 g/ml 510 g 1190 g
BE-256
7-8-15-16 1.080 g/ml 549 g 1281 g

3.4.2.3.2. Adicion del sustrato

Se adicion6 500 ml de sustrato al fermentador. A su vez, en la Tabla 19 se indican las
condiciones iniciales para comenzar nuevamente el proceso de crecimiento exponencial de la

levadura y la Tabla 20 indica las condiciones finales, una vez terminada la tercera alimentacion.



Tabla 19

Adicion de sustrato al fermentador de tipo conico

Tipo Ensayo N° V sustrato Densidad del proceso pH T 0, Peso

1 1.051 g/ml 5.95 32.6°C 2330.1¢g

2 1.050 g/ml 6.02 32.1°C 23255¢
500 ml 3 L/min

9 1.052 g/ml 5.94 32.5°C 23269 ¢

10 1.050 g/ml 6.03 32.9°C 23285 ¢

US-05

3 1.079 g/ml 5.90 32.7°C 23972 ¢

4 1.080 g/ml 6.02 33.0°C 24025 ¢
500 ml 3 L/min

11 1.079 g/ml 6.08 32.5°C 2396.5 g

12 1.081 g/ml 5.90 32.6 °C 2406.2 g

5 1.080 g/ml 6.03 32.7°C 23992 g

6 1.079 g/ml 5.98 32.1°C 23972 g
500 ml 3 L/min

13 1.082 g/ml 5.94 32.7°C 24075 g

14 1.080 g/ml 5.98 32.0°C 23992 g

BE-256

7 1.052 g/ml 6.08 32.0°C 23316 ¢

8 1.050 g/ml 6.10 33.0°C 2326.1 g
500 ml 3 L/min

15 1.048 g/ml 6.01 32.8 °C 2321.8 g

16 1.049 g/ml 6.09 33.0°C 23245 ¢
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Tabla 20

Condiciones finales.

Tipo Ensayo N° Densidad del proceso pH T Peso

1 1.020 g/ml 584 48.1°C 22915 ¢

2 1.016 g/ml 5.77 47.5°C 2288.8 ¢

9 1.028 g/ml 5.56 48.0°C 23053 g

US-05 0 1.022 g/ml 5.68 47.9°C 2299.7 g
1.042 g/ml 547 47.7°C 23589 ¢

4 1.046 g/ml 5.47 48.5°C 2368.5 ¢

11 1.054 g/ml 5.43 48.0°C 2370.5 ¢

12 1.040 g/ml 5.81 48.1°C 2364.4 ¢

5 1.046 g/ml 6.25 482°C 23639 ¢

6 1.050 g/ml 6.28 48.0°C 2366.5 g

13 1.042 g/ml 6.07 48.2°C 23669 g

BE.256 1 1.044 g/ml 6.10 48.2°C 2367.1¢
1.016 g/ml 6.16 48.3°C 22964 g

8 1.022 g/ml 6.11 47.8°C 2303.5 ¢

15 1.020 g/ml 6.13 47.9°C 2299.9 g

16 1.026 g/ml 6.09 47.8°C 2304.7 g

3.4.2.4. Autolisis

Concluido este ultimo periodo de crecimiento, se calent6 en bafo maria los
fermentadores hasta llegar a una temperatura promedio de 48 °C, se midieron las condiciones a
las que se empez6 este proceso y se dejo a una temperatura constante por 24 horas, la Tabla 21

muestra las condiciones finales
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3.4.2.5. Enfriado

El enfriado comenzo una vez finalizado el proceso de autolisis, esta etapa durd 72 h a una
temperatura promedio de 4.5 °C, en este tiempo las fases de la mezcla se separaron y de esa

forma facilité la extraccion de la levadura residual.

La Tabla 21 indica las condiciones de cada fermentador (1 — 16) antes de separar la

levadura residual de la parte liquida.

Tabla 21

Condiciones finales antes de extraer la levadura residual

Tipo Ensayo N° Densidad del proceso pH T Peso

1 1.015 g/ml 5.95 5°C 22834¢g

2 1.011 g/ml 5.96 5°C 2281.7¢g

9 1.020 g/ml 5.77 5°C 2290.4 g

US-05 10 1.015 g/ml 587 5°C 2291.8¢g
1.037 g/ml 563 5°C 23532¢

1.038 g/ml 5.64 4°C 2360.5¢g

11 1.040 g/ml 5.72 4°C 23579¢g

12 1.034 g/ml 6.05 5°C 23569 ¢g

5 1.038 g/ml 6.41 5°C 23554¢

6 1.039 g/ml 639 5°C 23550 ¢g

13 1.036 g/ml 621 4°C 23588 ¢

BE.256 1 1.037 g/ml 6.25 5°C 23588 ¢
1.010 g/ml 6.09 4°C 22830 ¢g

8 1.014 g/ml 6.14 5°C 2287.4¢g

15 1.014 g/ml 6.05 4°C 22859 ¢

16 1.017 g/ml 6.17 4°C 22899 ¢

3.4.3. Secado

En esta etapa se elimind la parte liquida restante de la mezcla de levadura residual en una

estufa de aire convectivo a temperaturas de 60 °C y 80 °C para llegar a una humedad promedio
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del 6.5 % (Colina, 2010). Previamente, el equipo fue sometido a un procedimiento de limpieza y
desinfeccion, elevando la temperatura a 85 °C durante 5 minutos y aplicando alcohol etilico al
70 % para garantizar condiciones higiénicas antes del secado. La Tabla 22 indica la cantidad

obtenida por cada muestra puesta a secar.

Tabla 22

Cantidad total de levadura residual seca

Tipo EnsayoN° T PL total* PL usado* Peso Seco

1 60°C 18034g 137g 37g
2 80°C 1716.7g 118¢ 2g

9 60°C 18104g l4lg 38 ¢g

US.05 10 80°C 17058g 122g 3¢
60°C 18212g 1l5g 3l g

4 80°C 1780.5g 126g 34 ¢

11 60°C 18479g l4lg 38 ¢g

12 80°C 17809g l44g 39¢g

5 60°C 18194g 133g 36¢g

6 80°C 1757.0g llg 30¢g

13 60°C 18528¢g  148g 40 g

BEgse_ 14 80°C 17908¢  137g 37 g
60°C 1773.0g 148¢ 40 g

8 80°C 18344g 137g 37¢g

15  60°C 17659g 115g 3l g

16  80°C 17929g l4lg 38 g

Nota. PL total*: Peso de levadura nutricional total; PL usado*: Peso de levadura utilizada para
secar.
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3.4.4. Hipotesis estadistica del diseiio factorial

3.4.4.1.Factor A (cepa de levadura)

e Ho (Hipotesis Nula): La cepa de levadura no influye significativamente en el
contenido de proteina.
e H; (Hipdtesis Alterna): La cepa de levadura influye significativamente en el

contenido de proteina.
3.4.4.2.Factor B (densidad de sustrato)

e Ho (Hipotesis Nula): La densidad del sustrato no influye significativamente en el
contenido de proteina.
e H; (Hipdtesis Alterna): La densidad del sustrato influye significativamente en el

contenido de proteina.
3.4.4.3.Factor C (temperatura de secado)

e Ho (Hipdtesis Nula): La temperatura de secado no influye significativamente en el
contenido de proteina.
e H; (Hipotesis Alterna): La temperatura de secado influye significativamente en el

contenido de proteina.

3.4.5. Formulacion

En un disefio factorial 2°, se estudian 3 factores: donde A (Cepa de levadura), B
(Densidad del sustrato) y C (Temperatura de secado), cada uno con 2 niveles (bajo y alto) donde

su interaccion da como producto un modelo mateméatico con 8 combinaciones cada una de las
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réplicas. En la Ecuacion 3 muestra el modelo estadistico del analisis factorial de dos niveles con

tres factores en unidades no codificadas:
Y (proteina) = Xo + Xi1A + X2B + X3C + X4AB + X5AC + XsBC + X7ABC (3)
Donde:
Y: variable dependiente (variable de respuesta)
Xi: media global o promedio general
A: variable independiente (cepa de levadura)
B: variable independiente (densidad de reproduccion)
C: variable independiente (temperatura de secado)

3.5. Balance de materia

El balance de materia se realiza para evaluar todo el proceso realizado para obtener la
proteina unicelular, tomando en cuenta los datos desde la extraccion de la biomasa del

fermentador hasta el secado de la levadura gastada.

3.5.1. Cepa US-05

3.5.1.1. Extraccion y lavado de la levadura residual

La Figura 12 indica la estructura del balance de materia de la extraccion de la biomasa
residual del fermentador conico, la Figura 13 y Figura 14 muestran los datos de la Tabla 9 donde
indican los resultados de los lavados de la cepa US-05. Los resultados se pueden observar en la

Tabla 29 del APENDICE 1.
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Figura 12

F1
L—p» Extraccion - »  E1=?

—p P1

Extraccion de biomasa residual del fermentador conico

Figura 13
El T
F2
—> Lavado 1 ——»  L1=?
> M

Primer lavado de la cepa SafAle US-05 luego de la extraccion de biomasa residual

Figura 14

Segundo lavado de la cepa SafAle US-05

L1 T
F2

L—» Lavado 2 —»  12=?

—> P2
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3.5.1.2. Primera alimentacion

Tomando en cuenta los datos de las Tablas 12, 13 y 14; ademads de la ecuacion 1 y el
comportamiento de la biomasa, que se encuentra en una concentracion de 79x10° (SafAle US-05)
como se observa en el APENDICE 3; podemos realizar un balance de materia para la primera
alimentacion al reactor una densidad de 1.050 g/ml que se observa en las Tablas 30 y para una

densidad de 1.080 g/ml en las Tablas 31 descrita en el APENDICE 1.

La Figura 15 indica la estructura del balance de materia las adiciones de sustrato para que

la biomasa siga creciendo.
Figura 15

Estructura del balance de materia para las alimentaciones.

LEVADURA RESIDUAL (levadura + agua) LEVADURA
SUSTRATO (azucar + agua)_’ REACTOR ) PROTEICA
OXIGENO
DIOXIDO DE
—>

CARBONO
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3.5.1.3. Segunda alimentacion

Para la segunda alimentacion se tomaron los datos obtenidos de las Tablas 15, 16 y 17;
asi como la estructura mostrada en la Figura 15 y la Ecuacién 1. Se obtuvieron los siguientes
resultados en el balance de materia observados en las Tablas 32 y 33 para la cepa de levadura

US-05 cuyos resultados estan en el APENDICE 1.
3.5.1.4.Tercera alimentacion

Para la segunda alimentacion se tomaron los datos obtenidos de las Tablas 18, 19 y 20;
asi como la estructura mostrada en la Figura 15 y la Ecuacion 1. Los resultados del balance de
materia se encuentran en el APENDICE 1 y se muestran en las Tablas 34 y 35 para la cepa de

levadura US-05.
3.5.1.5.Autdlisis

La autolisis de la levadura se realizo con la finalidad de provocar la ruptura de las
estructuras celulares y la liberacion de los componentes intracelulares, principalmente proteinas,
mediante la accion de enzimas enddgenas presentes en la biomasa. Para ello, la levadura
previamente obtenida fue sometida a condiciones controladas de temperatura y tiempo,
favoreciendo la hidrolisis de macromoléculas celulares como proteinas, polisacaridos y acidos
nucleicos. De manera general, el proceso de autdlisis puede representarse mediante la siguiente

ecuacion global:

Biomasa de levadura + H.O — Fraccidon soluble (aminoécidos, péptidos, azlcares,

nucleoétidos y minerales) + Fraccion insoluble (pared celular residual)
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Debido a que la autdlisis corresponde a un conjunto de reacciones enzimaticas complejas
y no a una reaccion quimica Unica, la ecuacion se presenta de forma general y no estequiométrica.
El balance de materia del proceso se efectud con base en los pesos iniciales y finales obtenidos

experimentalmente en cada etapa, aplicando el principio de conservacion de la masa.

Para el proceso de autolisis se tomaron en cuenta los datos obtenidos de las Tablas 21 y
22. Se obtuvieron los siguientes resultados en el balance de materia observados en las Tablas 36

y 37 para la US-05 expuestas en el APENDICE 1.
3.5.1.6.Secado

De acuerdo a los datos presentados en el analisis proximal (APENDICE 5) se realiz6 el
balance de materia para la operacion unitaria de la estufa por aire convectivo. La Figura 16
indica la estructura tomada para el balance y la Tabla 38 indica la cantidad de agua evaporada

para cada experimento, los resultados se muestran en el APENDICE 1.
Figura 16

Estructura del balance de materia para el secado de levadura proteica

AIRE SECO (agua)T

LEVADURA LIQUIDA LEVADURA SECA
E—
PROTEICA (levadura agua)) SECADO PROTEICA (levadura + agua)

——AIRE HUMEDO (agua)
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3.5.2. Cepa BE-256

3.5.2.1. Extraccion y lavado de la levadura residual

La Figura 17 indica el balance de materia de la extraccion de la biomasa residual del
fermentador conico. La Figura 18 y Figura 19 muestran los datos de la Tabla 9 donde indican los
resultados de los lavados de la cepa US-05 cuyos resultados se muestran en el APENDICE 2 en

la Tabla 39.

Figura 17

F2
L—p Extraccion ——— »  E2=?

> P

Extraccion de biomasa residual del fermentador conico.

Figura 18

Primer lavado de la cepa SafAle BE-256 luego de la extraccion de biomasa residual.

F2
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Figura 19

L1 T
F2

L » Lavado 2 ——» L2

n
~J

—> P2
Segundo lavado de la cepa SafAle BE-256 residual y parte liquida).

3.5.2.2. Primera alimentacion

Tomando en cuenta los datos de las Tablas 12, 13 y 14; ademads de la ecuacion 1 y el
comportamiento de la biomasa, que se encuentra en una concentracion de 46x10° (SafAle BE-
256) como se observa en el APENDICE 3; podemos realizar un balance de materia para la
primera alimentacion al reactor, en las Tabla 40 se muestra a una densidad de 1.050 g/ml y para

una densidad de 1.080 g/ml en las Tabla 41 cuyos resultados se muestran en el APENDICE 2.

La Figura 15 indica la estructura del balance de materia las adiciones de sustrato para que

la biomasa siga creciendo
3.5.2.3. Segunda alimentacion

Se tomaron los datos obtenidos de las Tablas 15, 16 y 17; asi como la estructura mostrada

en la Figura 15 y la Ecuaciéon 1. Se obtuvieron los resultados en el balance de materia
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presentados en las Tablas 42 y 43 para la cepa de levadura BE-256 a las diferentes densidades,

los resultados se muestran en el APENDICE 2.
3.5.2.4. Tercera alimentacion

Para la segunda alimentacion se tomaron los datos obtenidos de las Tablas 18, 19 y 20;
asi como la estructura mostrada en la Figura 15 y la Ecuacion 1. Los resultados del balance de
materia se muestran en las Tablas 44 y 45 para la cepa de levadura BE-256. Los resultados

obtenidos se muestran en el APENDICE 2.
3.5.2.5. Autolisis

Para el proceso de autolisis se tomaron en cuenta los datos obtenidos de las Tablas 21 y
22. Se obtuvieron los siguientes resultados en el balance de materia observados en las Tablas 46

y 47 para la BE-256. Los resultados se muestran en el APENDICE 2.
3.5.2.6.Secado

De acuerdo a los datos presentados en el analisis proximal (APENDICE 5) se realiz6 el
balance de materia para la operacion unitaria de la estufa por aire convectivo. La Figura 16
indica la estructura tomada para el balance y la Tabla 48 indica la cantidad de agua evaporada

para cada experimento y los datos se presentan en el APENDICE 2.
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4.1. Resultados
4.1.1. Obtencion de levadura viable a partir de la biomasa del fermentador.

Los suplementos proteicos aportan proteinas esenciales que pueden ser limitadas en
dietas basadas solo en vegetales. Este suplemento tiene diversos beneficios para el desarrollo
muscular; asimismo, es de facil digestion y absorcion ya que se formula sin alérgenos comunes.
Por estas razones y teniendo en cuenta las bondades ampliamente descritas en el capitulo II, este

suplemento es una alternativa de proteina vegetal.

Tras la extraccion de la biomasa del fermentador, se obtuvo un sedimento denso de color
marron claro, con olor caracteristico a fermento y aspecto pastoso homogéneo con poca

presencia de lupulo, el cual fue recolectado para su posterior tratamiento.

Con la finalidad de evaluar la viabilidad de la levadura a partir de la biomasa recuperada
del fermentador, se realizd un analisis de viabilidad en laboratorio Louis Pasteur, determinandose
el conteo de Unidades Formadoras de Colonia por gramo (UFC/g) en las muestras analizadas.
Los resultados del andlisis microbiologico (APENDICE 3) mostraron que la levadura es viable
ya que su conteo fue de 97x10° para la cepa SafAle US-05 y de 46x10° para la cepa BE-256 por
lo tanto denota una buen calidad y estado para reproducir nuevas colonias, es decir, que las cepas
de levadura estan vivas y metabolicamente activas. lo que confirma que el proceso de
recuperacion permitié conservar la viabilidad y la capacidad de crecimiento celular de la

levadura.
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Adicionalmente, se cuantifico la cantidad de levadura residual obtenida luego de los
lavados aplicados a la biomasa decantada. La Tabla 23 describe las cantidades de biomasa
extraida después de los lavados, la cual representa una opcidon mas sostenible y rentable para la
recuperacion de levadura residual con fines proteicos, conservando la integridad del producto

final y reduciendo la presencia de impurezas y sabores no caracteristicos.

Tabla 23

Cantidad de levadura residual extraida después de los lavados

SafAle US-05 SafAle BE-256
1° enjuague 2°enjuague 1°enjuague 2°enjuague
Biomasa* retirada 3.75kg 4.79 kg 4.19 kg 5.98 kg
Levadura residual extraida  13.36 kg 11.57 kg 17.65 kg 14.67 kg

Agua de osmosis agregado 3kg 3kg 3kg 3kg

Nota. *Incluye levadura residual, lapulo residual y parte liquida.
4.1.2. Reproduccion de levadura viable por el método starter.

Con el fin de evaluar la capacidad de reproduccion y recuperacion de biomasa proteica de
las cepas de levadura SafAle US-05 y SafAle BE-256, inicialmente se realizo el analisis del
contenido proteico sin reproduccion previa, a partir de una base de 100 g de muestra, en el
Laboratorio de Analisis Quimico de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
(APENDICE 4). Los resultados iniciales indicaron un contenido de proteina de 36.26 g para la

cepa US-05 y 43.60 g para la cepa BE-256, expresados en base seca.

Posteriormente, ambas cepas fueron sometidas a un proceso de reproduccion empleando
el método starter, bajo condiciones controladas de operacion. El cultivo se desarrollé a una

temperatura promedio de 32.5 °C, pH promedio de 6 y una oxigenacion del sustrato de 3 L/min,
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aplicada en intervalos de 2 horas previas a cada adicion de sustrato al fermentador (Sonnleitner
& Kippeli, 1986). El sistema fue alimentado en tres ocasiones, con intervalos de 24 horas entre

cada alimentacion, para de favorecer el crecimiento celular y la acumulacion de biomasa.

Tabla 24

Resumen de la cantidad de levadura obtenida

Replica Muestra IS\?E (?u(:; Desnussiilrz;(iodel Cantidad de levadura
1 US-05 1.050 g/ml 588.298 ¢
2 BE-256 1.050 g/ml 637.807 g
3 US-05 1.080 g/ml 538.322 ¢
4 BE-256 1.080 g/ml 574.566 g
! 5 US-05 1.050 g/ml 596.956 g
6 BE-256 1.050 g/ml 615372 ¢
7 US-05 1.080 g/ml 500.678 g
8 BE-256 1.080 g/ml 576.606 g
9 US-05 1.050 g/ml 552.580 g
10 BE-256 1.050 g/ml 623.016 g
11 US-05 1.080 g/ml 512985 ¢
12 BE-256 1.080 g/ml 557.283 g
: 13 US-05 1.050 g/ml 545451 ¢
14 BE-256 1.050 g/ml 604.899 g
15 US-05 1.080 g/ml 518477 g
16 BE-256 1.080 g/ml 557.354 ¢
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Finalizado el proceso de reproduccion, se peso la levadura proteica obtenida, expresada
en gramos, considerando dos niveles de densidad del sustrato (1.050 y 1.080 g/ml) y dos réplicas
experimentales por tratamiento. Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 24. Para la cepa
US-05, la biomasa final oscild entre 500.678 g y 596.956 g, mientras que para la cepa BE-256
los valores registrados se encontraron en el rango de 557.283 g a 637.807 g, dependiendo de la

densidad del sustrato y la réplica evaluada.

Posteriormente, la biomasa obtenida fue sometida a un proceso de enfriamiento en
camara de frio a una temperatura aproximada de 4 °C durante 24 horas (Somani et al., 2019), con
la finalidad de favorecer la decantacion celular. Este tratamiento permitié la separacion del
sobrenadante, posibilitando la recuperacion de la biomasa concentrada para su posterior

evaluacion.

4.1.3. Resultados del efecto de la temperatura de secado sobre la humedad final y el

contenido proteico de la levadura nutricional

La levadura residual obtenida tras el proceso de reproduccion fue sometida a secado por
conveccion en una estufa de aire forzado, empleando temperaturas de 60 °C y 80 °C, con la
finalidad de evaluar su efecto sobre la humedad final y la retencion del contenido proteico de la
levadura nutricional obtenida. La Tabla 25 muestra la cantidad de levadura proteica seca

obtenida.

Los resultados mostraron que ambas temperaturas permitieron alcanzar valores de
humedad compatibles con productos deshidratados, observandose una menor humedad final en

las muestras secadas a 80 °C en comparacion con aquellas secadas a 60 °C. Sin embargo, al
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analizar el contenido proteico en base seca, se evidenciaron diferencias atribuibles a la

temperatura aplicada durante el secado.

A una temperatura 60 °C, la cantidad de levadura proteica seca obtenida vari6 entre 31 g
y 40 g, observandose valores mayores en algunas combinaciones de cepa y densidad,
especialmente para la cepa BE-256 a una densidad de 1,080 g/ml. En general, esta temperatura
permitid obtener cantidades elevadas de producto seco, evidenciando un secado eficiente sin

pérdidas aparentes de material proteico.

Tabla 25

Cantidad de levadura seca proteica

Replica Muestra Cepa de Densidad del Cantidad de.
levadura sustrato levadura proteica
1 US-05 1.050 g/ml 37.00 g
2 BE-256 1.050 g/ml 36.00 g
3 US-05 1.080 g/ml 31.00 g
4 BE-256 1.080 g/ml 40.00 g
! 5 US-05 1.050 g/ml 32.00 g
6 BE-256 1.050 g/ml 30.00 g
7 US-05 1.080 g/ml 34.00 g
8 BE-256 1.080 g/ml 37.00 g
9 US-05 1.050 g/ml 38.00 g
10 BE-256 1.050 g/ml 40.00 g
11 US-05 1.080 g/ml 38.00 g
2 12 BE-256 1.080 g/ml 31.00 g
13 US-05 1.050 g/ml 33.00 g
14 BE-256 1.050 g/ml 37.00 g

15 US-05 1.080 g/ml 39.00 g
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16 BE-256 1.080 g/ml 38.00 g

Por otro lado, a 80 °C, los valores de levadura proteica seca oscilaron entre 30 gy 39 g.
Si bien se obtuvieron cantidades comparables a las registradas a 60 °C, no se evidencid un
incremento consistente en la cantidad de proteina seca asociada al aumento de la temperatura de

secado.

Las muestras secadas a 60 °C presentaron una mayor retencion del contenido proteico, en
comparacion con las muestras sometidas a 80 °C, lo cual sugiere que temperaturas mas
moderadas favorecen la conservacion del contenido proteico de la levadura nutricional. Estos
resultados indican que la temperatura de secado influye tanto en la eliminaciéon de humedad

como en la cantidad de proteina retenida en el producto final.

La Tabla 26 indica la cantidad el porcentaje de proteina en base seca (sin presencia de
humedad) que esta presente en el suplemento proteico después del proceso de secado de acuerdo
al método AOAC utilizado para el andlisis fisicoquimico de las muestras de levadura seca

realizados en el laboratorio de analisis quimico.

Tabla 26

Cantidad de proteina seca

Densidad  Temperatura Porcentaje de proteina

Muestra Cepa de del sustrato de secado Répli nli Desviacion
levadura éplical  Réplica 2 estandar (%)
(g/ml) °O) (%) (%)
1 US-05 1.050 60 29.77 32.34 1.82
2 BE-256 1.050 60 28.91 32.53 2.56

3 US-05 1.080 60 21.76 25.01 2.30
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4 BE-256 1.080 60 27.94 27.87 0.05
5 US-05 1.050 80 23.45 30.39 4.91
6 BE-256 1.050 80 30.78 36.28 3.89
7 US-05 1.080 80 21.42 28.82 5.23
8 BE-256 1.080 80 30.40 30.41 0.01

4.1.4. Resultados de la obtencion de un suplemento proteico a partir de residuos de

levadura de cerveza

Se realizé un analisis factorial de tipo 22, considerando tres factores: cepa de levadura,
densidad del sustrato y temperatura de secado, cada uno evaluado a dos niveles, como se muestra
en la Tabla 44. La variable de respuesta analizada fue el porcentaje promedio de proteina

obtenido para cada combinacion experimental.

En la Figura 20 se presenta el diagrama de Pareto de los efectos estandarizados
correspondientes a las variables evaluadas y sus interacciones. Se observa que la variable C
(temperatura de secado) no supera el valor critico de significancia (o = 0.05), al igual que las
interacciones que la involucran, lo que indica que estos efectos no resultaron estadisticamente

significativos para la variable de respuesta analizada.

El analisis de varianza (ANOVA) realizado para los tres factores evaluados indico que la
cepa de levadura (A) y la densidad del sustrato (B) presentaron un efecto significativo sobre el
porcentaje de proteina, con valores de p iguales a 0,04 en ambos casos (Tabla 27/28). En
contraste, la temperatura de secado (C) y las interacciones dobles y triples no mostraron efectos
estadisticamente significativos (p > 0.05). El modelo lineal presenté un valor F de 4.12 con un

nivel de significancia cercano al limite establecido (p = 0.05).
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Figura 20

Diagrama de Pareto de las tres variables de estudio y sus interacciones realizado en Minitab

V20
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Tabla 27

Analisis de varianza de las tres variables de estudio y sus interacciones realizado en el

programa Minitab v20
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 7 161.38 23.054 2.26 0.14
Lineal 3 126.13 42.042 4.12 0.05

Cepa de levadura

(A)

1 64.64 64.642 6.33 0.04

Densidad del sustrato
1 59.37 59.367 5.81 0.04

(B)
Temperatura de secado

1 2.12 2.117 0.21 0.66

(©)
Interacciones de 2 términos 3 25.71 8.568 0.84 0.51
A*B 1 3.12 3.115 0.30 0.60
A*C 1 14.86 14.861 1.45 0.26
B*C 1 7.73 7.728 0.76 0.41
Interacciones de 3 términos 1 9.55 9.548 0.93 0.36
A*B*C 1 9.55 9.548 0.93 0.36

Error 8 81.73 10.216

Total 15 243.10
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La Tabla 28 presenta el analisis de varianza correspondiente al modelo reducido,
obtenido tras descartar los efectos no significativos, manteniéndose unicamente los factores que
influyen sobre la variable de respuesta, con el fin de simplificar el modelo estadistico. En este
analisis, la cepa de levadura y la densidad del sustrato permanecen como factores significativos,
mientras que la temperatura de secado no muestra un efecto estadisticamente significativo sobre

el porcentaje de proteina.

Tabla 28

Anadlisis de varianza realizado en el programa Minitab v20

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 2 124.01 62.004 6.77 0.010
Lineal 2 124.01 62.004 6.77 0.010

Cepa de levadura
1 64.64 64.642 7.06 0.020
(A)

Densidad del sustrato
1 59.37 59.367 6.48 0.024

(B)
Error 13 119.09 9.161
Falta de ajuste 5 37.37 7.474 0.73 0.620
Error puro 8 81.73 10.216

Total 15 243.10
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De manera concordante, la Figura 21 muestra el diagrama de Pareto de los efectos
estandarizados, donde se observa que los factores cepa de levadura y densidad del sustrato

superan el valor critico de significancia, confirmando su influencia sobre la variable de respuesta

analizada.

Figura 21

Diagrama de Pareto elaborado en el programa Minitab v20
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La Figura 22 Muestra la grafica de efectos muestra que tanto la cepa utilizada como la
densidad del sustrato presentan pendientes pronunciadas, lo que indica que ambos factores
influyen significativamente en el contenido de proteina. La diferencia entre los niveles es
considerable, confirmando los resultados del ANOVA donde ambos factores resultaron

estadisticamente significativos.

Se observa que cuando se cambia la cepa de levadura, la pendiente es positiva y
pronunciada y la cantidad de proteina aumenta de 26.62 % a 30.64 % lo que indica que la cepa

de levadura tiene un efecto significativo.

Por el contrario, la densidad del sustrato, presenta una linea con pendiente negativa lo que
indica que al aumentar la densidad de 1.050 g/ml a 1.080 g/ml disminuye la cantidad de proteina

final de 30.56 % a 26.7 %.

Figura 22

Grdfica de efectos principales para la proteina.
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La gréfica de contorno muestra la interaccion entre la cepa de levadura y la densidad del
sustrato sobre el contenido de proteina. En la Figura 23 se observa que las zonas de mayor
intensidad de color (verde oscuro) corresponden a mayores concentraciones proteicas que rondan
entre el 30% y 33% y la disposicion diagonal de las bandas indica una posible interaccion entre

ambos factores, donde la cepa y la densidad resultaron estadisticamente significativas (p < 0.05).

Figura 23
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Grdfica de contorno.

La grafica de superficie evidencia una tendencia creciente del contenido proteico en
funcién de la cepa y la densidad del sustrato. Se observa una tendencia ascendente lo que
confirma la influencia significativa de ambos factores, mientras que la ausencia de curvaturas
pronunciadas sugiere un comportamiento predominantemente lineal dentro del rango evaluado.
En la Figura 24 se observa que al aumentar la densidad del sustrato hacia el nivel de 1.050 g/ml,
la proteina incrementa, de igual manera la inclinacién también muestra que la cepa SafAle BE-

256 genera mayor contenido proteico.
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Figura 24

Grdfica de superficie.

4.2. Discusion
4.2.1. Discusion de la obtencion de levadura viable mediante decantacion basica

La obtencién de levadura viable mediante decantacion basica permitid recuperar una
biomasa limpia y funcional, adecuada para su posterior reproduccion y secado, manteniendo la
integridad celular y la composicion proteica de la levadura residual de cerveza. Este enfoque se

diferencia de métodos industriales reportados en la literatura, los cuales priorizan la ruptura
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celular y la maximizacion del rendimiento extractivo, generalmente asociados a mayores

requerimientos técnicos y energeéticos.

En estudios como los de Biz et al. (2020) y Otero et al. (2000), la levadura residual es
sometida a procesos de centrifugacion intensiva, tratamientos térmicos o disrupcion celular
mediante autolisis, con el fin de obtener extractos y derivados alimentarios. Si bien estos
métodos permiten recuperar compuestos solubles de interés, implican la pérdida de viabilidad
celular, lo cual limita su aplicaciéon cuando se requiere una biomasa activa para procesos

posteriores de propagacion.

En comparacion, el método de decantacion bésica aplicado en la presente investigacion
permitio separar eficientemente la levadura del sobrenadante sin recurrir al uso de calor ni a
fuerzas mecénicas intensas. La ausencia de tratamientos térmicos reduce el riesgo de
desnaturalizacion de proteinas, aspecto relevante considerando que el contenido proteico
constituye el principal pardmetro de evaluacion del suplemento desarrollado. Esta observacion es
consistente con lo reportado por Delphine et al. (2023) y Lukaszewicz et al. (2024), quienes
resaltan la importancia de preservar la composicion original de la biomasa para mantener su

valor nutricional.

Asimismo, a diferencia de los procedimientos descritos por Sceni (2021), donde la
aplicacion de tratamientos térmicos previos incremento la resistencia de la pared celular a la
ruptura, o de los métodos evaluados por Jacob et al. (2019), que emplearon autdlisis y
ultrasonido para liberar componentes intracelulares, el presente estudio priorizé la obtencion de

una biomasa integra y metabolicamente funcional. Esta estrategia permitido conservar la
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capacidad reproductiva de la levadura, condicidon necesaria para evaluar posteriormente el efecto

de la cepa y de la densidad del sustrato sobre la produccion de biomasa y el contenido proteico.

Desde un enfoque biotecnoldgico, la preservacion del estado fisiologico de la levadura
resulta coherente con lo sefialado por Lange y Heijnen (2001), quienes demostraron que la
composicion de la biomasa microbiana depende directamente de las condiciones de crecimiento
y del equilibrio metabodlico de las células. Al evitar tratamientos agresivos durante la etapa de
recuperacion, se favorecid la obtencion de una levadura con caracteristicas adecuadas para su

aprovechamiento en procesos de valorizacion nutricional.

De este modo, la etapa de recuperacion mediante decantacion bésica se integra como un
procedimiento que prioriza la calidad del material bioldgico obtenido, en concordancia con el
enfoque del estudio, orientado al desarrollo de un suplemento proteico a partir de residuos de

levadura de cerveza.

4.2.2. Discusion de la reproduccion de levadura viable mediante el método starter con

retroalimentacion constante

La reproduccion de la levadura viable mediante el método starter con retroalimentacion
constante permitio incrementar significativamente la biomasa a partir de la levadura recuperada,
manteniendo su viabilidad y funcionalidad para aplicaciones alimentarias. El control continuo de
variables criticas como pH, temperatura y oxigenacion favorecidé un entorno metabdlicamente
estable, condiciéon determinante para la multiplicacion celular y la sintesis de componentes

estructurales, entre ellos las proteinas.

En el presente estudio, la biomasa logré multiplicarse hasta cinco veces en un periodo

aproximado de 72 horas, lo que evidencia la eficiencia del método starter como estrategia de
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propagacion controlada. Este resultado adquiere relevancia al compararse con estudios como los
de Otero et al. (2000) y Biz et al. (2020), en los cuales la valorizacion de la levadura residual se
centra principalmente en procesos de disrupcion celular y secado, sin detallar etapas previas de
reproduccion celular orientadas a maximizar la biomasa viable. En dichos trabajos, la levadura es
tratada directamente como un subproducto a estabilizar, mas que como un material bioldgico

activo susceptible de crecimiento.

De manera similar, Sceni (2021) reconoce el valor funcional de la levadura cervecera
residual; sin embargo, su enfoque se orienta a la liberacion de proteinas mediante tratamientos
térmicos y homogeneizacion a alta presion, sin profundizar en estrategias de crecimiento previo
que permitan incrementar la biomasa antes de la ruptura celular. En contraste, el método starter
aplicado en esta investigacion permitié escalar la biomasa conservando su integridad celular, lo
que resulta particularmente relevante cuando el objetivo es la obtencion de un suplemento

proteico y no unicamente extractos solubles.

El uso de retroalimentacion constante durante el proceso de reproducciéon favorecidé una
cinética de crecimiento mas eficiente, reduciendo posibles desviaciones metabodlicas asociadas a
limitaciones de oxigeno o variaciones bruscas de pH. Este enfoque se alinea con lo reportado por
Lange y Heijnen (2001), quienes demostraron que el estado fisiologico de la levadura y su
composicion bioquimica estan estrechamente ligados a las condiciones de cultivo y al equilibrio

de nutrientes durante el crecimiento celular.

Adicionalmente, el empleo del enfriamiento como pretratamiento previo a etapas
posteriores representd una estrategia eficiente y de bajo costo para estabilizar la biomasa

reproducida sin comprometer su integridad estructural ni su valor nutricional. A diferencia de lo
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reportado por Biz et al. (2020) y Otero et al. (2000), quienes optaron por secado directo o
disrupcion celular como métodos de estabilizacion, el uso del frio permitid preservar la
viabilidad de la levadura, aspecto clave para garantizar la consistencia del material bioldgico

empleado en las etapas experimentales siguientes.

Desde esta perspectiva, la reproduccion de la levadura mediante el método starter no solo
permitid incrementar la cantidad de biomasa disponible, sino que también contribuyd a mantener
caracteristicas fisioldgicas adecuadas para evaluar, en las fases posteriores, el efecto de variables
como la cepa, la densidad del sustrato y la temperatura de secado sobre el contenido proteico del

producto final.

4.2.3. Discusion de la influencia de la temperatura de secado en la estabilidad del

contenido proteico de la levadura nutricional

La temperatura de secado constituye una variable critica en la obtencion de levadura
nutricional, ya que influye directamente tanto en la eliminacion de humedad como en la
estabilidad del contenido proteico del producto final. En la presente investigacion, el secado por
conveccion utilizando una estufa de aire forzado permitié evaluar el comportamiento de la
biomasa a temperaturas de 60 °C y 80 °C, evidenciando diferencias en la concentracion de

proteina obtenida segun la cepa de levadura empleada.

Los resultados mostraron que el secado convectivo a 80 °C favorecid una mayor
concentracion de proteina en la biomasa, alcanzandose valores de hasta 36.28 % en la cepa
SafAle BE-256. Este comportamiento sugiere que, bajo determinadas condiciones, una mayor
temperatura de secado puede contribuir a una reduccion mas eficiente del contenido de humedad,

concentrando la fraccion proteica en el producto final. No obstante, este efecto no fue uniforme
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para todas las cepas evaluadas, lo que indica que la respuesta al secado térmico depende de
caracteristicas intrinsecas de cada cepa, como la composicion de la pared celular y su resistencia

al estrés térmico.

En comparacion con métodos més intensivos, como el secado por atomizacion reportado
por Otero et al. (2000) o los modelos cinéticos de secado aplicados por Biz et al. (2020), el
secado convectivo empleado en este estudio representa una alternativa tecnologica mas simple y
de menor costo. Mientras que dichos autores se enfocan en la optimizacion del proceso de secado
desde una perspectiva industrial y matematica, el presente trabajo pone énfasis en el efecto
directo de la temperatura sobre la estabilidad del contenido proteico, considerando la levadura

como un ingrediente nutricional y no inicamente como un material a estabilizar.

Si bien temperaturas elevadas pueden asociarse con riesgos de desnaturalizacion proteica,
los resultados obtenidos sugieren que, en cepas como SafAle BE-256, el secado a 80 °C no
comprometié de manera significativa la estabilidad del contenido proteico. Este comportamiento
coincide parcialmente con lo reportado por Sceni (2021), quien sefiala que la respuesta de la
levadura a tratamientos térmicos depende del estado fisioldgico previo y de la resistencia
estructural de la célula. De manera similar, Jacob et al. (2019) destacan que la variabilidad entre
cepas de Saccharomyces influye de forma determinante en la conservacion de macromoléculas

durante procesos de secado y tratamiento térmico.

Asimismo, los resultados obtenidos a 60 °C mostraron una mayor retencion relativa del
contenido proteico en algunas condiciones experimentales, lo que sugiere que temperaturas
moderadas pueden favorecer la preservacion de las proteinas al minimizar procesos de

desnaturalizacion. Sin embargo, la menor eficiencia en la eliminacion de humedad a esta
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temperatura limita la concentracion final de proteina, evidenciando un compromiso entre

estabilidad proteica y eficiencia del secado.

Desde este enfoque, la evaluacion de la temperatura de secado permitié identificar
diferencias relevantes en la respuesta de la biomasa, aportando informacion clave para el disefio
de procesos orientados a la obtencién de levadura nutricional. La influencia observada de la
temperatura, en interaccion con la cepa utilizada, refuerza la necesidad de considerar las
caracteristicas bioldgicas del material al definir las condiciones de secado, en concordancia con
lo planteado por Yusta et al. (2017) y Achigar (2017), quienes destacan la importancia de ajustar

selectivamente los factores criticos del proceso en funcidn del objetivo nutricional del producto.

4.2.4. Discusion de la obtencion de un suplemento alto en proteinas a partir de residuos de

levadura de cerveza

La obtencion de un suplemento alto en proteinas a partir de residuos de levadura de
cerveza fue abordada mediante un disefio factorial que permitié evaluar de manera simultanea la
influencia de la cepa de levadura, la densidad del sustrato y la temperatura de secado sobre el
porcentaje de proteina del producto final. Este enfoque experimental facilito la identificacion de
los factores que contribuyen de forma mads relevante al rendimiento proteico, asi como la

evaluacion de posibles interacciones entre las variables del proceso.

El analisis factorial aplicado evidenci6 diferencias en el porcentaje de proteina obtenido
bajo distintas condiciones de reproduccion celular y secado, permitiendo analizar tanto los
efectos individuales de cada factor como las interacciones dobles y triples. Sin embargo, de
acuerdo con el andlisis de varianza presentado en la Tabla 24, Ginicamente la cepa de levadura y

la densidad del sustrato mostraron un efecto estadisticamente significativo sobre la variable de
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respuesta, mientras que la temperatura de secado y las interacciones asociadas a este factor no
presentaron significancia estadistica. Estos resultados indican que la variabilidad del contenido
proteico del suplemento estd principalmente asociada a las condiciones de propagacion celular

mas que a la etapa térmica de estabilizacion.

El modelo factorial inicial present6 un coeficiente de determinacion R? de 66.38 % y un
R? ajustado de 36.97 %, lo que sugiere la presencia de sobreajuste debido a la inclusion de
términos no significativos. En este contexto, la simplificacion del modelo estadistico, excluyendo
la temperatura de secado y las interacciones dobles y triples conforme al principio de jerarquia,
permitié una interpretacion mas clara de los efectos relevantes, reduciendo la complejidad del

modelo sin perder capacidad explicativa.

Los resultados del modelo reducido confirman que la cepa de levadura y la densidad del
sustrato son los factores que influyen significativamente en el contenido proteico del suplemento
obtenido. La mayor respuesta observada al emplear una densidad de sustrato de 1.050 g/mL
sugiere condiciones mds favorables para la reproduccion celular y la sintesis de biomasa, lo cual
concuerda con lo sefialado por Lange y Heijnen (2001), quienes destacan que la disponibilidad
de nutrientes y el balance metabdlico influyen directamente en la composicion de la biomasa
microbiana. Asimismo, la cepa SafAle BE-256 mostré un mayor potencial para la generacion de
proteina, lo que refuerza la importancia de la seleccion de la cepa como variable critica en
procesos de valorizacion de levaduras residuales, tal como lo reportan Jacob et al. (2019) y

Bertolo et al. (2021).

Si bien la temperatura de secado no resultd estadisticamente significativa segin el

analisis de varianza, se observaron diferencias descriptivas en los valores de concentracion de
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proteina entre las temperaturas evaluadas. En particular, el secado a 80 °C mostrd valores
puntuales de mayor concentracion proteica en determinadas combinaciones experimentales, lo
que puede atribuirse a una mayor eficiencia en la eliminaciéon de humedad y a un efecto de
concentracion del componente proteico. No obstante, estas variaciones no fueron suficientes para
atribuir un efecto significativo a este factor dentro del modelo estadistico, lo que sugiere que su

influencia es secundaria frente a las variables asociadas a la reproduccion celular.

El modelo reducido present6 un coeficiente de determinacion R? de 51.01 % y un R?
ajustado de 43.47 %, indicando que la variabilidad observada en el contenido de proteina es
explicada principalmente por los factores cepa de levadura (A) y densidad del sustrato (B). Estos
valores son considerados aceptables en experimentos de naturaleza biologica, donde intervienen
multiples fuentes de variacion, tales como diferencias metabdlicas entre células, condiciones
microambientales y posibles pérdidas durante el proceso de secado, tal como lo senala

Montgomery (2017).

La ecuacion reducida obtenida (Ecuacion 3), de comportamiento lineal, describe la

relacion entre los factores significativos y la variable de respuesta mediante la ecuacion:

El coeficiente positivo asociado a la cepa de levadura indica que el incremento del nivel
de este factor favorece la produccion de proteina, mientras que el coeficiente negativo
correspondiente a la densidad del sustrato sugiere un efecto inverso sobre la variable de respuesta
dentro del rango evaluado. Esta relacion concuerda con lo reportado por Yusta et al. (2017) y
Albarracin (2020), quienes sefialan que determinadas condiciones de propagacion influyen

directamente en la concentracion y preservacion del contenido proteico de la biomasa de
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levadura, y que ajustes finos en las variables de cultivo pueden resultar mas determinantes que

modificaciones en etapas posteriores del proceso.

En este contexto, el analisis integrado de los resultados experimentales y del modelo
estadistico permite comprender el comportamiento del sistema estudiado y aporta informacion
relevante para el disefio de procesos mas eficientes de propagacion y secado de levaduras. Este
enfoque se alinea con lo propuesto por Achigar (2017) y Yusta et al. (2017), quienes
recomiendan el ajuste selectivo de los factores criticos del proceso, priorizando aquellos con
mayor impacto sobre la variable de interés, en lugar del control simultaneo de todas las variables

del sistema.



115

CONCLUSIONES

Se obtuvo un suplemento proteico a partir de residuos de levadura de cerveza artesanal
con un contenido de proteina en base seca comprendido entre 30.78% y 36.28%,
empleando procesos de decantacion, reproduccion celular y secado convectivo. Estos
valores confirman que la biomasa residual cervecera puede ser valorizada como materia
prima para suplementos nutricionales con alto contenido proteico.

El método de decantacion basica permitié recuperar levadura viable con conteos
microbioldgicos de 97 x 106 UFC/g para la cepa SafAle US-05 y 46 x 10° UFC/g para la
cepa SafAle BE-256, demostrando una eficiencia de recuperacion adecuada y la
conservacion del estado fisioldgico de la levadura para su posterior propagacion.

La reproduccion de la levadura mediante el método starter con retroalimentacion
constante, operando a 32.5 °C, pH 6 y oxigenacion de 3 L/min, permiti6é incrementar la
biomasa hasta un rango de 500.678 g a 637.807 g en un periodo de 72 horas, siendo la
cepa SafAle BE-256 la que presentd mayor produccion de biomasa a una densidad de
sustrato de 1.050 g/mL.

El andlisis factorial y el ANOVA indicaron que la cepa de levadura (p = 0.020) y la
densidad del sustrato (p = 0.024) influyeron significativamente en el porcentaje de
proteina obtenido, mientras que la temperatura de secado (60 °C y 80 °C) no presentd un
efecto estadisticamente significativo (p = 0.66), evidencidndose que la temperatura de

60 °C tampoco genero diferencias significativas en comparacion con 80 °C sobre el
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contenido proteico. El modelo estadistico reducido presentd un R? ajustado de 43.47%, lo
que indica que la variabilidad del contenido proteico estd principalmente asociada a las
condiciones de propagacion celular. No obstante, la combinacion BE-256 — 1.050 g/mL —
80 °C presento los mayores rendimientos proteicos observados, con valores de 30.78% y

36.28%.
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RECOMENDACIONES

Promover la implementacion del proceso desarrollado a nivel piloto o semiindustrial
en cervecerias artesanales, con el fin de valorizar la biomasa residual generada
durante la fermentacion y producir suplementos proteicos para consumo humano,
fortaleciendo el aprovechamiento integral de los subproductos de la industria
cervecera.

Evaluar y establecer condiciones de cultivo controladas durante la etapa de
reproduccion de la levadura, considerando variables como pH, temperatura,
oxigenacion, densidad del sustrato, fuentes de carbono y estrategias de alimentacion
dentro del método starter, con la finalidad de incrementar la produccion de biomasa y
el contenido proteico del suplemento, especialmente en cepas con alto potencial como
SafAle BE-256.

Ampliar el rango de temperaturas, asi como evaluar métodos de secado de mayor
eficiencia como la liofilizaciéon, secado por atomizacién y secado al vacio, con la
finalidad de optimizar la remocion de humedad, mejorar la retencion del contenido
proteico y preservar las propiedades nutricionales de la levadura nutricional obtenida.
Ampliar el rango de temperaturas, asi como evaluar métodos de secado de mayor
eficiencia como la liofilizacidon, secado por atomizaciéon y secado al vacio, con la
finalidad de optimizar la remocion de humedad, mejorar la retencion del contenido

proteico y preservar las propiedades nutricionales de la levadura nutricional obtenida.
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APENDICE 1: tablas de los balances de materia para la cepa US-05.

Tabla 29

Balance de materia de la extraccion, primer lavado y segundo lavado de la cepa US-05

Extraccion Primer lavado Segundo lavado

27.41 kg 17.11 kg 16.36 kg
Entrada
- 3kg 3 kg
17.11 kg 16.36 kg 14.57 kg
Salida

10.30 kg 3.75kg 4.79 kg




Tabla 30
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Balance de materia de la primera reproduccion de la cepa US-05 a densidad constante de

1.050 g/ml
Experimento Entrada Salida Peso (g)
Azulcar Levadura 209.357
Sustrato .
Agua 227.5 Levaduraresidual Agua 1016.787
1 Levadura AzGcar  36.557
Levadura residual
Agua
CO, 124.922
(O))
Azicar Levadura 201.707
Sustrato
Agua 227.5 Levaduraresidual Agua 1010.775
2 Levadura Azucar 51.718
Levadura residual
Agua
CO, 118.059
0))
Azicar Levadura 178.756
Sustrato
Agua Levadura residual ~ Agua 992.74
9 Levadura Aziucar  97.204
Levadura residual
Agua
COs 97.467
(O]
Azulcar Levadura 171.106
Sustrato .
Agua 227.5 Levaduraresidual Agua  986.728
10 Levadura Aztcar 112.365
Levadura residual
Agua
CO, 90.604

Oz
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Tabla 31

Balance de materia de la primera reproduccion de la cepa US-05 a densidad constante de

1.080 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azucar 375 Levadura 179.266
Sustrato .
Agua 185 Levaduraresidual Agua 950.641
3 Levadura 70.125 AzOcar 158.693
Levadura residual
Agua  679.875
CO, 97.925
(0)) 76.525
Azlcar 375 Levadura 157.336
Sustrato
Agua 185  Levaduraresidual Agua 933.407
4 Levadura 70.125 Azucar 202.156
Levadura residual
Agua  679.875
CO, 78.249
(0)) 61.148
Azlcar 375 Levadura 125.716
Sustrato
Agua 185  Levadura residual Agua  908.559
11 Levadura 70.125 Aziocar 264.825
Levadura residual
Agua  679.875
CO, 49.878
0)) 38.978
Azucar 375 Levadura 164.476
Sustrato .
Agua 185 Levaduraresidual Agua 939.018
12 Levadura 70.125 AzOcar 188.005
Levadura residual
Agua  679.875
CO, 84.656

02 66.155
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Tabla 32

Balance de materia de la segunda reproduccion de la cepa US-05 a densidad constante de

1.050 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azucar 337.5 Levadura 350.124
Sustrato .
Agua 207.5 Levaduraresidual Agua 1334.905
. Levadura 209.357 Aziacar  95.071
Levadura residual Agua 1016.787
Azucar  36.557 CO2 126.3
0)) 98.699
Azuicar 337.5 Levadura 373.579
Sustrato .
Agua 207.5 Levaduraresidual Agua 1353.336
5 Levadura 201.707 AzlGcar  48.585
Levadura residual Agua 1010.775
Azucar  51.718 CO2 154.209
0)) 120.509
Azuicar 337.5 Levadura 366.438
Sustrato .
Agua 207.5 Levaduraresidual Agua 1347.725
9 Levadura 178.756 Azlacar  62.736
Levadura residual ~ Agua 992.74
Azucar  97.204 CO2 168.395
0)) 131.594
Azuicar 337.5 Levadura 356.743
Sustrato .
Agua 207.5 Levaduraresidual Agua 1340.106
0 Levadura 171.106 Aziacar  81.951
Levadura residual Agua  986.728
Azucar  112.365 CO2 166.559

Oz 130.16




Tabla 33
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Balance de materia de la segunda reproduccion de la cepa US-05 a densidad constante de

1.080 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azlcar 400 Levadura 313.908
Sustrato
Agua 165 Levaduraresidual Agua 1221.446
; Levadura 179.266 Aziucar 291.847
Levadura residual Agua  950.641
Azucar 158.693 CO2 120.804
0)) 94.404
Azlcar 400 Levadura 286.873
Sustrato
Agua 165  Levadura residual Agua 1200.2
A Levadura 157.336 Aziucar 345428
Levadura residual Agua  933.407
Azucar 202.156 CO2 116.224
0)) 90.825
Azlcar 400 Levadura 316.122
Sustrato
Agua 165  Levaduraresidual Agua 1223.184
" Levadura 125.716 Aziucar 287.194
Levadura residual Agua  908.559
Azucar 264.825 CO 171.1
0)) 133.503
Azlcar 400 Levadura 268.002
Sustrato
Agua 165 Levaduraresidual Agua 1185.371
. Levadura 164.476 Azucar 382.826
Levadura residual ~ Agua  939.018
Azucar 188.005 CO, 92.887
0)) 72.588
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Tabla 34

Balance de materia de la tercera reproduccion de la cepa US-05 a densidad constante de 1.050

g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Aztcar 425 Levadura 546.987
Sustrato .
Agua 125  Levaduraresidual Agua 1614.604
. Levadura 350.124 Aztcar  129.909
Levadura residual Agua  1334.905
Azucar  95.071 CO2 176.631
0)) 138.031
Aztcar 425 Levadura 560.751
Sustrato .
Agua 125  Levaduraresidual Agua  1625.42
5 Levadura 373.579 AzlGcar 102.628
Levadura residual Agua  1353.336
Azucar  48.585 CO2 167.936
0)) 131.236
Azlcar 425 Levadura 476.594
Sustrato .
Agua 125  Levaduraresidual Agua 1559.288
9 Levadura 366.438 AzOcar 269.417
Levadura residual Agua  1347.725
Azucar  62.736 CO2 98.835
0)) 77.236
Azuicar 425 Levadura 505.155
Sustrato .
Agua 125  Levaduraresidual Agua 1581.732
0 Levadura 356.743 Azlacar 212.814
Levadura residual  Agua  1340.106
Azucar  81.951 CO2 133.159

Oz 104.059
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Tabla 35

Balance de materia de la tercera reproduccion de la cepa US-05 a densidad constante de 1.080

g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azucar 457.5 Levadura 509.246
Sustrato .
Agua 112.5 Levaduraresidual Agua 1487.447
; Levadura 313.908 AzOcar 362.208
Levadura residual Agua  1221.446
AzGcar 291.847 CO, 175.262
Oz 136.961
Azuicar 457.5 Levadura 460.229
Sustrato .
Agua 112.5 Levaduraresidual Agua  1448.98
A Levadura 286.873 AzlGcar 459.222
Levadura residual ~ Agua 1200.2
Azucar  345.428 CO2 155.7
Oz 121.596
Azuicar 457.5 Levadura 448.724
Sustrato .
Agua 112.5 Levaduraresidual Agua 1439.885
" Levadura 316.122 AzOcar 481.891
Levadura residual Agua 1223.184
Azucar 287.194 CO2 119.012
Oz 92.974
Azuicar 457.5 Levadura 480.226
Sustrato .
Agua 112.5 Levaduraresidual Agua 1464.454
. Levadura 268.002 AzlGcar  419.72
Levadura residual Agua 1185.371
Azicar 382.826 CO2 190.6

Oz 148.801




Tabla 36
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Balance de materia del proceso de autdlisis de la cepa US-05 a densidad constante de 1.050

g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Aztcar - Levadura 588.298
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1647.067
. Levadura 546.987 Aziacar  48.036
Levadura residual Agua 1614.604
Azucar  129.909 CO2 37.065
0)) 28.965
Azuicar - Levadura 596.956
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1653.871
5 Levadura 560.751 Azacar  30.873
Levadura residual Agua  1625.42
AzGcar 102.628 CO, 32.484
0)) 25.385
Azuicar - Levadura 552.58
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1618.999
9 Levadura 476.594 AzlGcar 118.821
Levadura residual Agua  1559.288
Azucar  269.417 CO2 68.177
0)) 53.278
Azuicar - Levadura 545.451
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1613.397
0 Levadura 505.155 Azlacar 132.952
Levadura residual Agua  1581.732
Azucar 212.814 CO2 36.154
0)) 28.253
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Tabla 37

Balance de materia del proceso de autdlisis de la cepa US-05 a densidad constante de 1.080

g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Aztcar - Levadura 538.322
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1510.295
; Levadura 509.246 Azlacar 304.583
Levadura residual Agua  1487.447
Azucar  362.208 CO2 26.087
0)) 20.386
Azuicar - Levadura 500.678
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1480.756
A Levadura 460.229 Azacar 379.057
Levadura residual Agua  1448.98
Azucar  459.222 CO2 36.292
0)) 28.361
Azuicar - Levadura 512.985
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1490.383
" Levadura 448.724 AzlGcar 354.533
Levadura residual Agua  1439.885
AzGcar 481.891 COz 57.6657
0)) 45.057
Azuicar - Levadura 518.477
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1494.512
. Levadura 480.226 AzOcar 343911
Levadura residual Agua  1464.454
Azucar  419.72 CO2 34.319

Oz 26.819




Tabla 38

Balance de materia para la operacion de secado para la cepa SafAle US-05
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Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
. Levadura 34.569 . Levadura 34.569
Levadura residual Levadura residual
gua 102.431 Agua 2.431
1
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 100
. Levadura 29.238 . Levadura 29.238
Levadura residual Levadura residual
) Agua  88.762 Agua 2.762
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 86
. Levadura 35.180 . Levadura 35.180
Levadura residual Levadura residual
9 Agua  105.820 Agua 2.820
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 103
i Levadura 30.693 i Levadura 30.693
Levadura residual Levadura residual
10 Agua  84.307 Agua 2.307
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 82
. Levadura 28.439 . Levadura 28.439
Levadura residual Levadura residual
3 Agua  86.561 Agua 2.561
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 84
. Levadura 31.668 . Levadura 31.668
Levadura residual Levadura residual
4 Agua 94332 Agua 2.332
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 92
) Levadura 35.397 ) Levadura 35.397
Levadura residual Levadura residual
1 Agua  105.603 Agua 2.603
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 103
. Levadura 36.446 . Levadura 36.446
Levadura residual Levadura residual
12 Agua  107.555 Agua 2.555
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 105
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APENDICE 2: tablas de los balances de materia para la cepa BE-256.

Tabla 39

Balance de materia de la extraccion, primer lavado y segundo lavado de la cepa US-05

Extraccion Primer lavado Segundo lavado

26.82 kg 18.84 kg 17.65 kg
Entrada
- 3kg 3kg
18.84 kg 17.65 kg 14.67 kg
Salida

7.98 kg 4.19 kg 5.98 kg
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Balance de materia de la primera reproduccion de la cepa BE-256 a densidad constante de

1.050 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azacar 312.5 Levadura 246.632
Sustrato .
Agua 227.5 Levaduraresidual Agua 961.296
7 Levadura 117.6 AzOcar 56.772
Levadura residual
Agua 632.4
CO, 115.771
(0)) 90.471
Azlcar 312.5 Levadura 222.661
Sustrato
Agua 227.5 Levaduraresidual Agua  942.46
8 Levadura 117.6 AzOcar 104.279
Levadura residual
Agua 632.4
CO, 94.264
(0)) 73.664
Azlcar 312.5 Levadura 190.531
Sustrato
Agua 227.5 Levaduraresidual Agua 917.211
15 Levadura 117.6 Aziocar 167.958
Levadura residual
Agua 632.4
CO, 65.436
0)) 51.136
Azacar 312.5 Levadura 267.583
Sustrato .
Agua 227.5 Levaduraresidual Agua  977.76
16 Levadura 117.6 AzOcar 15.249
Levadura residual
Agua 632.4
CO, 134.569
(0)) 105.161
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Tabla 41

Balance de materia de la primera reproduccion de la cepa BE-256 a densidad constante de

1.080 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azulcar 375 Levadura 212.971
Sustrato .
Agua 185 Levaduraresidual Agua  892.345
5 Levadura 117.6 Aztcar 185.984
Levadura residual
Agua 632.4
CO2 85.57
(O)) 66.87
Azicar 375 Levadura 215.011
Sustrato
Agua 185  Levaduraresidual Agua  893.948
6 Levadura 117.6 Aziacar 181.941
Levadura residual
Agua 632.4
CO; 87.4
O] 68.3
Azicar 375 Levadura 176.251
Sustrato
Agua 185  Levaduraresidual Agua  863.489
13 Levadura 117.6 Azucar 258.76
Levadura residual
Agua 632.4
CO, 52.623
(O)) 41.123
Azulcar 375 Levadura 194.468
Sustrato .
Agua 185  Levaduraresidual Agua 877.805
14 Levadura 117.6 Azhacar 222.655
Levadura residual
Agua 632.4
CO2 68.968

Oz 53.896
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Tabla 42

Balance de materia de la segunda reproduccion de la cepa BE-256 a densidad constante de

1.050 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Aztcar  337.5 Levadura 389.944
Sustrato .
Agua 207.5 Levaduraresidual Agua 1281.414
Levadura 246.632 Aztcar 110.242
7
Levadura residual Agua  961.296
Azucar 56.772 CO2 128.583
0)) 100.483
Aztcar  337.5 Levadura 417.994
Sustrato .
Agua 207.5 Levaduraresidual Agua 1303.457
o Levadura 222.661 Azucar  54.65
Levadura residual Agua  942.46
Azucar 104.279 CO2 175.258
0)) 136.958
Aztcar  337.5 Levadura 439.924
Sustrato .
Agua 207.5 Levaduraresidual Agua  1320.69
. Levadura 190.531 Aziucar  11.186
5
Levadura residual Agua 917.211
Azucar 167.958 CO2 223.763
0)) 174.863
Aztcar  337.5 Levadura 428.442
Sustrato .
Agua 207.5 Levaduraresidual Agua 1311.372
6 Levadura 267.583 Aziucar  34.686
Levadura residual Agua  977.76
Azucar 15.249 CO2 143.6

Oz 112.524
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Tabla 43

Balance de materia de la segunda reproduccion de la cepa BE-256 a densidad constante de

1.080 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azlcar 400 Levadura 351.183
Sustrato .
Agua 165 Levaduraresidual Agua 1165.955
Levadura 212.971 Aztcar 312.062
5
Levadura residual Agua  892.345
Azucar 185.984 COs 124.007
0)) 96.907
Azlcar 400 Levadura 361.383
Sustrato .
Agua 165 Levaduraresidual Agua 1173.97
. Levadura 215.011 Azucar 291.847
Levadura residual Agua  893.948
Azucar 181.941 COs 131.329
0)) 102.629
Azlcar 400 Levadura 308.899
Sustrato .
Agua 165 Levaduraresidual Agua 1132.736
3 Levadura 176.251 Aziucar 395.866
Levadura residual Agua  863.489
Azucar 258.76 CO, 119.015
0)) 93.006
Azlcar 400 Levadura 351.311
Sustrato .
Agua 165 Levaduraresidual Agua 1166.039
" Levadura 194.468 Aziucar  311.85
Levadura residual Agua  877.805
Azucar 222.655 COs 140.705

Oz 109.956
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Tabla 44

Balance de materia de la tercera reproduccion de la cepa BE-256 a densidad constante de

1.050 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Aztcar 425 Levadura 569.466
Sustrato .
Agua 125  Levaduraresidual Agua 1547.487
Levadura 389.944 Azlcar 179.447
7
Levadura residual Agua 1281.414
Azucar 110.242 CO2 161.072
0)) 125.872
Aztcar 425 Levadura 533.261
Sustrato .
Agua 125  Levaduraresidual Agua 1519.036
5 Levadura 417.994 Azlacar 251.203
Levadura residual Agua  1303.457
Azucar  54.65 CO2 103.42
0)) 80.819
Azlcar 425 Levadura 551.615
Sustrato .
Agua 125  Levaduraresidual Agua  1533.46
| Levadura 439.924 AzlOcar 214.825
5
Levadura residual Agua  1320.69
Azucar  11.186 CO2 100.213
0)) 78.313
Aztcar 425 Levadura 529.423
Sustrato .
Agua 125  Levaduraresidual Agua 1515.725
6 Levadura 428.442 AzlGcar 259.551
Levadura residual Agua 1311.372
Azucar  34.686 CO2 90.603

Oz 70.803
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Tabla 45

Balance de materia de la tercera reproduccion de la cepa BE-256 a densidad constante de

1.080 g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Aztcar 457.5 Levadura 531.215
Sustrato .
Agua 112.5 Levaduraresidual Agua 1419.929
Levadura 351.183 Azlacar 412.756
5
Levadura residual Agua 1165.955
Azucar  312.062 CO2 161.53
0)) 126.23
Aztcar 457.5 Levadura 517.955
Sustrato .
Agua 112.5 Levaduraresidual Agua 1409.508
. Levadura 361.383 AzOcar 439.037
Levadura residual Agua  1173.97
Azucar 291.847 CO2 140.481
0)) 109.781
Azlcar 457.5 Levadura 515.967
Sustrato .
Agua 112.5 Levaduraresidual Agua 1407.955
3 Levadura 308.899 AzOcar 442.979
Levadura residual Agua 1132.736
Azicar  395.866 CO2 185.787
0)) 145.186
Aztcar 457.5 Levadura 515.023
Sustrato .
Agua 112.5 Levaduraresidual Agua 1407.188
" Levadura 351.311 AzlOcar 444.889
Levadura residual Agua 1166.039
Azucar  311.85 CO2 146.887

Oz 114.787




Tabla 46
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Balance de materia del proceso de autdlisis de la cepa BE-256 a densidad constante de 1.050

g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azucar - Levadura 637.807
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1601.191
Levadura 569.466 AzlGcar  44.002
7
Levadura residual Agua  1547.487
Azucar  179.447 CO2 61.317
0)) 47917
Azuicar - Levadura 615.372
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1583.561
5 Levadura 533.261 AzlGcar  88.467
Levadura residual Agua 1519.036
Azucar  251.203 CO2 73.672
0)) 57.572
Azlcar - Levadura 623.016
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1589.569
| Levadura 551.615 Azacar  73.316
5
Levadura residual Agua  1533.46
Azucar 214.825 CO2 64.063
0)) 50.063
Aztcar - Levadura 604.899
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1575.036
6 Levadura 529.423 Azlacar 109.965
Levadura residual Agua 1515.725
Azucar  259.551 CO2 67.719
0)) 52.92




Tabla 47
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Balance de materia del proceso de autdlisis de la cepa BE-256 a densidad constante de 1.080

g/ml
Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
Azucar - Levadura 574.566
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua  1453.995
Levadura 531.215 Azlacar  326.84
5
Levadura residual Agua  1419.929
Azucar 412.756 CO2 38.895
0)) 30.395
Azuicar - Levadura 576.606
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1455.597
. Levadura 517.955 Azlacar 322.797
Levadura residual Agua  1409.508
Azucar  439.037 CO2 52.623
0)) 41.123
Azuicar - Levadura 557.283
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1440.422
3 Levadura 515.967 Azlacar 361.096
Levadura residual Agua  1407.955
Azucar 442979 CO2 37.07
0)) 28.969
Azuicar - Levadura 557.354
Sustrato .
Agua - Levadura residual Agua 1440.452
" Levadura 515.023 Aziacar 360.994
Levadura residual Agua  1407.188
Azucar  444.889 CO2 37.98
0)) 29.68




Tabla 48

Balance de materia para la operacion de secado para la cepa SafAle BE-256
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Experimento Entrada Peso (g) Salida Peso (g)
. Levadura 32.839 . Levadura 32.839
Levadura residual Levadura residual
gua 100.161 Agua 3.161
5
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 97
. Levadura 27.915 . Levadura 27.915
Levadura residual Levadura residual
6 Agua  83.085 Agua 2.085
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 81
. Levadura 36.728 . Levadura 36.728
Levadura residual Levadura residual
13 Agua 111.272 Agua 3.272
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 108
i Levadura 34.210 i Levadura 34.210
Levadura residual Levadura residual
14 Agua 102.790 Agua 2.790
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 100
. Levadura 37.188 . Levadura 37.188
Levadura residual Levadura residual
” Agua 110.812 Agua 2.812
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 108
. Levadura 34.958 . Levadura 34.958
Levadura residual Levadura residual
g Agua 102.042 Agua 2.042
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 100
) Levadura 28.470 ) Levadura 28.470
Levadura residual Levadura residual
5 Agua  86.530 Agua 2.530
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 84
. Levadura 34.990 . Levadura 34.990
Levadura residual Levadura residual
16 Agua 106.010 Agua 3.010
Aire seco Agua - Aire humedo Agua 103




150



151

APENDICE 3: Analisis de levadura residual de las unidades formadoras de colonias.
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APENDICE 4: Anélisis proximal de las muestras iniciales de levadura residual liquida
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APENDICE 5: Anélisis proximal de las muestras finales (M1 — M16)
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APENDICE 6: Constancia de autorizacion

La empresa CUSCO VER COMPANY S.A.C., identificada con RUC 20602653677, con
domicilio en urbanizacion Larapa Mza. D-2 Lote 4, deja constancia que tiene
conocimiento de las actividades realizadas por los bachilleres Paola Kasandra Perez Paco
y Julio Cesar Chaman Abiega, estudiantes de la carrera de Ingenieria Quimica,
relacionadas con la toma de muestras y el desarrollo de la primera parte de la fase

experimental de su trabajo de investigacion titulado:

“OBTENCION DE UN SUPLEMENTO PROTEICO ALIMENTICIO A PARTIR DE LOS
RESIDUOS DE LEVADURA DE CERVEZA DE LA EMPRESA CUSCO BEER COMPANY
S.A.C.”

Asimismo, autoriza el uso académico de las muestras y de la informacién generada, las
cuales fueron empleadas exclusivamente para fines de investigacion universitaria, sin afectar

la confidencialidad de los procesos productivos de la empresa.

Se deja constancia que la informacion obtenida sera utilizada unicamente con fines
académicos y cientificos, en el marco del desarrollo y sustentacion del mencionado trabajo

de investigacion, no comprometiendo intereses comerciales ni operativos de la empresa.

La presente constancia se expide a solicitud de los interesados, para los fines

académicos que estime convenientes.

Cusco, 08 de enero de
2026
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APENDICE 7: Imégenes de la experimentacion

1. Primera alimentacion de sustrato a la levadura gastada.



161

2. muestra después de terminar las 3 alimentaciones de sustrato
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3. Recipientes de vidrio donde se realizo las alimentaciones
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4. Levadura proteica seca
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