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éQué es lo mas importante en la elaboracion
de CERVEZA?

1° EL CERVECERO/A

2° LIMPIEZA y SANITIZACION

3> UNA BUENA FERMENTACION



1° EL CERVECERO/A

Control

Capacitacion ; ‘t\LA\ﬂ

— -



2° LIMPIEZA y SANITIZACION

Desinfeccion
Quimica
Producto Soda Caustica (NaOH), | Ac. Fosforico Ac. Peracético
+ quelantes, buffers (peroxiacético)

Cuando? Siempre Piedras, oxalato de calcio, Siempre
depende tipo de agua
Concentracion?* 0,8—-2,0% (1%) 0,5-1,5% 0,2-0,5% (0,25%)
Temperatura 40-80°C (>60°C) 20-70°C 10-30°C (20°C, evap)
Tiempo 20-60min (accién 15-30 min 2-30 min
mecanica)

Enjuage Si (60°C) Si (60°C) No



3> UNA BUENA FERMENTACION




¢Queé es una LEVADURA?

H O n O Gemacion
g Reproduccion Asexual

Saprofito, oportunistas, UnicelularJ
ambientes humedos

\ (1 célula = 1 individuo)

. '®  Microscopicos (3-10 pm)



¢ Qué significa ser UNICELULAR?

Esquema de la estructura interna de una célula de levadura

¢Sencillo? S o genei o) s cnio

no nuc
ela membrana nuclear, Este modelo
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NO difiere mucho de una célula humana

Muy susceptibles a cambios del ambiente... fisico y quimico
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¢Queé hacen? X

CONICET
U N C O

3 consumidor
secun ario

consum |dor/"’\

pnmano consumidor

gglltamww

dena ]
mentarla

CJ Hongos y bacterias

DESCOMPONEDORES

Descomposicion de materia organica
para... comer y reproducirse Levaduras



¢ Para qué las usamos?

Vinos
7A

|
I7

!
X1

& _

Cerveza Champagne

Salsa Soja

Biocombustibles

Bebidas destiladas:
Whisky, Vodka,
Tequila, Pisco, etc.

OTROS: Compuestos quimicos, vacunas,
hormonas, prebidticos, etc.
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Leva d u ra S > 1800 especies conocidas

I—} Saccharomyces (hongo del aztcar)

Saccharomyces cerevisiae (ALES, pan, vino)
Saccharomyces pastorianus (LAGERS) l,?

Hibrido (Ale + ?)

u

Levaduras domesticadas = Levaduras cerveceras

Adaptadas a las condiciones
de fermentacion a través de |la
constante re-utilizacion y
seleccion por los maestros
Cerveceros




Levaduras Domesticadas

Mosto Cervecero

o [

® ® Maltosa (60-70%)
©- OO Maltotriosa (15-20%)

Domesticadas
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LEVADURAS
CERVECERAS
¢ De donde vienen?



Principales levaduras de Cerveceria

Levaduras Ale

S. cerevisiae
Agente fermentacion originario (6000 A.C)

Gran numero de cepas y variabilidad

Levaduras Lager

S. pastorianus

Aparicion mas reciente (cientos de afios) en
relacidn a la practica de fermentacion a
menores temperaturas (Baviera).

Hibrido entre una levadura ALE y una levadura
adaptada al frio: S. eubayanus ‘
Posee ventajas selectivas a bajas temperaturas.

Dos variantes principales (Saaz y Frohberg)

Bajo numero de cepas y variabilidad

Levadura mas estudiada



Taxonomia de Levaduras LAGER

Grupo Saaz

@smn‘@4 Grupo Frohberg

S. carlbergensis

S. cerevisiae

S. bayanus var. bayanus
S. uvarum

S. bayanus

S. bayanus var. uvarum



Origen del proceso Lager, Cerveza Lager, y levadura Lager ""

DOMESTICATION t=cERC-eeat (5
] TE =G & -
= ' Proceso evolutivo influenciado - e —
.. - por los humanos para satisfacer : :
Inicio sus necesidades. AISI?T\EEIEQO de

produccion cepa LALER pura
cerveza Lager y distribucion en

' rincipales

t Proto-Lager Levadura Lager cpervecF()erl'as

Levadura S. pastorianus |

r

\ 4 1] - <S. bayanus?
S. cerevisiae Saccharomyces S. uvarum

adaptada al Frio

Levadura Hibrida
(Allopoliploide)

+S. uvarum?
+S. kudriavzevii?

~1500 -> 1883




INITRTOM A

Resultados de la busqueda en hemisferio sur -y

UN €O
S. uvarum |

CONICET
=ihel ﬁ %
S..uvarum

S. kudriavzevii . .
S. kudriavzevii

S.-cerevisiae L 4
i S. cerevisiae

S. paradoxus

s\, S.paradoxus

Ampaio
(Portugal)

Corteza, suelo y Cyttaria {7 =
en Nothofagus ]
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Descubriendo el progenitor faltante de la levadura Lager \X‘

CON
] N

> Es la cepa patago6nica el progenitor faltante?

Secuencia genomica usando Next Generation Sequencing Technology |
(Ilumina GAII, 36bp single-paired end, 13x cobertura).

Cepa patagoénica

U | ..ATGCCTGATTTCTTTAATTGGGCCTAATCATC...  S. bayanus? IR
- i}

‘ 99,5 % homologia O de

Madison, EEUU

| ECETCRETCTARTICICCCTANCAIGIN > Genoma no S. cerevisiae
U | | ...AGGGCCTTGATATGTGATTGTGTTTATTCATC... | S. cerevisiae

S. pastorianus
Levadura Lager W34/70

Se describe como S. eubayanus

S. eubayanus es el progenitor faltante de la levadura Lager




INITBIOMA

Genomic map of brewing strains and related species -

(Dunn & Sherlock, 2008) M‘ I
‘“ I 3y ALE y vinos .
. . t Some Belgian ALE strains? .

Grupo 1 Grupo 2 ! . S. kudriavzevii

(Saaz) (Frohberg) ol (Gonzalez et al., 2008; unpublished)
‘ Y /S, cerevisiae

S. pastorianus
! o S. eubayanus S. uvarum . !
S. bayanus
,hj \‘ﬂ,

é¢Genéticamente | \
diverso? .
(Libkind et al., 2011)

M CBS 380" NBRC 1948



Muestreo adicional en Patagonia (Argentina)

Lanln ¢ | Nahuel Huapi
4 §ites, 20 strams

. Nahuel Hua 1
* 20 sntes 128 strams

Perito Moreno

Alerces
2 sitesy 10 Strains

“'

£{>'-~.'PeritoMoreno
. BSIte, 1 strain

Glacmres
* 7 SItes 23 strains

Tlerra del' Fuego
12 sites

““t
32 strainms®
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Diversidad y biogeografia de S. eubayanus -
o |

S. eubayanus S S. eubayanus presenta alta

g diversidad genética (~1%), y

N una gran abundancia en

Patagonia lo que sugiere que es
WYel==&S una especie establecida en la
2= [COERI el egion hace mucho tiempo.
ESPECIE NATIVA

Tipo
10-15 Kb SNPs La/s hibridizacion/es ocurrieron con
un pool genético muy pequefio de S.
; T R ‘g eubay_anuszllo cual apo_y,a la hipét,e_sis
4 Sites, 20 sigains @ de migracion. Poblacion especifica
* | 'Nahuel Hu —
¢ ZOSne: 15‘8 Al P 2unno detectada.
Alercgs : ™ =
2 su;s(’ 10'Strains COD
e =l Gran variabilidad genética
Iisite, 1 strain . o _
Loxacms para relevamiento de

P §1tes 23 strains

propiedades
fermentativas

T1er(a del[ Fuego
12 site ,‘,‘ 100|
32 straims<s 57




LEVADURAS
CERVECERAS
é¢Ingrediente?



Levaduras cerveceras: Cémo transformar un ingrediente
en una herramienta vital para la mejora de la calidad,
productividad, rentabilidad y diferenciacion productiva

Ingredientes:

Agua, Malta, LupuloyLevaduras

...oxigeno, sales, adjuntos...

«... es el alma de la cerveza».
nisroma  «El cervecero hace el mosto y la levadura la cerveza»
N «...pongo la levadura y la dejo hacer su magia»

CONICET _ o
U NC O Expresiones comunes que minimizan el rol del cervecero!



INIBIOMA

DEPOSITO
DE AGUA

LEVADURA CERVECERA = INGREDIENTE?

Proceso de elaboracion de cerveza
(Rol de la levadura cervecera)

\‘ LrA S

=

MACERADOR

IV LAl Ll

COCINADOR

/
!] N, x
g ) !

L

1

Levadura
cervecera

Y
i

Re-utilizacion

. 2

|

MADURADOR

S

- Alcohol

- o,

- >500 compuestos
que aportan al
aroma y sabor

r

FILTRO

ENVASADO



é¢Ingrediente?

- Participacion activa

e =) Rol transformante
pero transitoria

- Ser vivo (unicelular) =

INIBIOMA

Proceso biotecnologico

Necesidades fisioldgicas...

Comer y Reproducirse

- Se multiplica =) Subproducto -> Reutilizacion*

A la levadura no le

interesa hacer cerveza



’ éIngrediente? R

Debe ser manipulada/conducida...

_ PN Herramlenta

_/

Y e e

éQuién la maneja?

g VOS




LEVADURAS
CERVECERAS
¢de donde las obtengo?



Fuentes de levadura:

Laboratorio especializado

ﬂ

Levadura re-utilizada

-Propia

-Otra cerveceria

Levadura seca

"ACTIVATOR

PURE, MTCHABRLE YEASTY FOR BREWING

Levadura liquida




INIBIOMA vo\ﬂlo‘?

- FUENTES DE LEVADURA CERVECERA g\\_l ff@
CONICET A %\R E
U N C O ©

Rol en el flavor: aroma y sabor de la cerveza

Levadura seca '

Diferenciacion productiva

ACTIVATOR

FURE, PITOMBLE YEASY FOR SRIWINS

Coegorias_|secas | Liouidas

Ale 2-3 25

Lager 1-2 15

Especiales 1-3 19 e
10%

100% importadas
disponibilidad
Myl LERACHELIE
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- <y

CONICET
U N C O

Levaduras secas vs. liquidas

Levadura seca

Pureza
Re-utilizacion
Precio

Comportamiento

Variedades

Almacenamiento

Uso

Baja o media
Limitada
Bajo (10v menos)

Menor floculacion
y esteres

Limitada (10%)

Prolongado (afos)

Principiantes

Levadura liquida

Alta
ok
Alto?*
Ok

llimitada >100

Reducido
(sem./meses)

Avanzados

0 Bl o

(S =Y b g




LEVADURAS
CERVECERAS
Consejos de hidratacion



Pasos de rehidratacion (1) O
(Levadura Ale) .

INITBTOMA

Esparcir la levadura en la superficie
de agua limpia y esterilizada a

30-35°C (Ale), 20-25°C (Lager)
No mezclar !!!

Dejar reposar 15 Min. sin mover a
30 — 35 °C (tapado)

La presencia/ausencia de espuma
no es indicador de vitalidad

Sanitizar todos los elementos que
entren en contacto con el agua o la
levadura con alcohol 70% vy
exponer lo menos posible al aire.



INITBTOMA

Pasos de rehidratacion (2) - <y

CONICET
(Levadura Ale) UNCO

e Después de 15 Min. mezclar
gentilmente hasta que la levadura
esté en suspension

* Dejar reposar 5 min.

 Atemperar gradualmente, cada 5
min agregando alicuotas de
mosto, evitando los cambios de
temperatura mayores a 7°C.

e Sanitizar todos los elementos que
entren en contacto con el agua o
la levadura con alcohol 70% vy
exponer lo menos posible al aire.




INIBTOMA

Pasos de rehidratacion (3) - <y

CONICET
(Levadura Ale) UNCO

, * Una vez atemperado inocular
inmediatamente

e Tiempo total proceso: 30-60 min

e Aireacion del mosto no es
necesaria®

e Tasa de inoculacion:
0,8-1g/L(Ale)
El doble para Lagers




LEVADURAS
CERVECERAS
Liquidas de
Laboratorios
especializados



Fuentes de Ievad ura: Levadura re-utilizada

Laboratorio especializado

FINIBIOMA

-Propia

-Otra cerveceria

BCONICET
u N c Ol

-LaLear P ACTIVATOR

PURE, MTCHABRLE YEASTY FOR BREWING

|

100 Balline ¥ omet Calle
Dowges 33 Erartly vew alste 1 palens ot muat

By s4ivigreind S awn Pusen

Levadura liquida

Levadura seca



Conservacion de levaduras y provision de indculo liquido
Estabilidad genética

Propagacion a escala
Pureza (20 — 50Lts)
Banco de levaduras (>100) Propagacion a escala
; = (5 ml = 7Lts)
Crlo-conservaaorﬂ l |
\
B EFL

SV
Conservacion Propagau.on Propagacion
Laboratorio Semi-piloto

., vy MR- - fin ACTIVATOR
Propagacion | [ 1l T T
Piloto ‘ Mk T
(50-100Lts) TS s 15 o




Propagacion a escala piloto

Banco de levaduras . (20 - 100 Lts)
Propagacion a escala Lab

Crio-conservaci6+ ' [' (5 ml = 7Lts)

-
‘ b
.

Conservacion Propagacion Propagacion
Laboratorio Lab/cerveceria
MABB
HOY —_——
Micros
MABB Equipamiento

Capacitacion + equipamiento  Micros

MABB: Lab. Microbiologia Aplicada y Biotecnologia Bariloche (INIBIOMA, CONICET — UNComahue)



Levadura re-utilizada

Fuentes de levadura:

Laboratorio especializado

g

-Propia

-Otra cerveceriz

"ACTIVATOR

PURE, PITCHABLE YEAST POR BREWING

100 Balline ¥ omet Calle
Drw g 33 Srartly e alste 1 gulan

By obrigirstnd S awt Musen

Levadura liquida
Levadura seca



- Vos re-utilizas?. — Noooo, Yo uso siempre levadura fresca-

Recuperando un arte milenario....



Qué cambia cuando re-utilizo?

% Insumos/tipo levadura Liquida

44,2 77,1 77,4
Levadura 45,5 4,2 3,8
Lapulo 5,9 10,4 10,5
4,4 8,3 8,4

Reutilizacion No Si Si

Micro-cerveceria de 15.000 Lts mensuales, solo materia
prima. Precios julio 2014.
* empleada segun indicaciones fabricante (dosis).
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- <y

CONICET
U N C O

Levaduras secas vs. liquidas

Levadura seca

Pureza
Re-utilizacion
Precio

Comportamiento

Variedades

Almacenamiento

Uso

Baja o media
Limitada
Bajo (10v menos)

Menor floculacion
y esteres

Limitada (10%)

Prolongado (afos)

Principiantes

Levadura liquida

Alta
ok
Alto?*
Ok

llimitada >100

Reducido
(sem./meses)

Avanzados

0 Bl o

(S =Y b g




Re-utilizacion de levaduras ,

Colectar lo antes posible... en caliente

-Atenuacion deseada
-Remocion de acetaldehido y precursores diacetilo

Inicio de enfriado

Para uso inmediato: Antes de llegar a los 10-12°C

Para almacenado en frio: Cosechar al 1er - 2do dia

Control de temperatura en el cono (independiente!) & ,
Levadura = aislante

x /Baja floculacidn, posibles mutantes respiratorias
J Floculacidn y atenuacién promedio é

Baja atenuaciodn, alta floculacién, células muertas
Trub y restos lupulo

Estratificacion



°1: -4 INIRTOMA
Re-utilizacion de levaduras S
| ¢Cuantas veces?: 3-5 (8-10) SOS 'Eh(l)
. Mosto
Airlock o Oxigeno .,
equivalente Nutrientes | [noculacion

n v ¢Cuanto?
R
__1

Valores Referencia:

Alcohol 70% 0,8-1 Kg/100L

Ac. Peracético

Re-Limpio y re-Sanitizado Almacenado en frio (1-2°C)

<1 semana 6

C—

NO dejar crema y colocar nuevo mosto!




Uitilizando levadura liquida:
Cosecha de levaduras




LEVADURAS
CERVECERAS
¢ Cuanto uso?



Tasa de inoculacion

éPor qué la cantidad de levadura es importante?

Sub-inoculacion

INICIO

FINAL

INIBITOMA

- <y

CONICET
U N C O

Exceso crecimiento levadura para alcanzar densidad critica

0o O
bb O O Mayor estrés osmotico levadura ‘

% O O
D D 0 Retraso inicio fermentacion (Lag: 24-48 hs) }Contaminacién!!
O

Freno en fermentacion

Menor atenuacion (azucares residuales) } Contaminacion!!

Alcoholes superiores, esteres, diacetilo, comp. azufrados

Baja calidad de levadura para re-utilizacion (Células estresadas!)




Tasa de inoculacion % Células nuevas

D Células viejas

éPor qué la cantidad de levadura es importante?

Sobre-inoculacion

0o O Fermentaciones muy rapidas y violentas
O .
INICIO [0) OO DO|  Autolisis por muerte de levaduras
57 %o
Voo
Bajos esteres
FINAL Falta de cuerpo, baja retencion espuma
Aromas y sabores por autolisis levadura (goma, sulfuro)
INITBTOMA
Ny \
\/’\ .} ] ] e s , . .
CONICET I Baja calidad de levadura para re-utilizacidn (Células Viejas!) I

U N C O



Tasa de inoculacion % Células nuevas

D Células viejas

éPor qué la cantidad de levadura es importante?

Inoculacion apropiada

bO 'e) OO Fermentaciones eficientes y rapidas (Lag <12 hs)
o) L L
INICIO 0 0 DO Unas pocas duplicaciones (2-4 divisiones)
b b O 7 . V4
V0o v | Minimo estrés levadura ’
Cervezas de fermentacion limpia libres de off-flavors
FINAL Aromas y sabores deseados

INIBIOMA

D
\/\
CONICET Alta calidad levadura para re-utilizacion (jovenes y no estresadas)

U N C O




Tasa de inoculacion

O Células nuevas

éPor qué la cantidad de levadura es importante? O Células viejas
De menos Apropiada De mas
Oop O Op O 0o O
(@) O (@)
INICIO bbgo 00 B0 © bOOO 00
2° %0 ©° 9% V- vo
Doy Doy V0%

1

FINAL Cerveza

1

Levadura

Pensar en buscar una mejora calidad de levadura redunda en una mejor calidad de cerveza



Efecto de usar menor cantidad de levadura
Levadura Ale - Rehidratada

= 20C 1g/l.
14 - 20C 0.5¢g/
1N
121
0
o
I
o
S Retrasos de al menos 24 hs
S para alcanzar atenuacion
o
4
_ Si, < 48 hs y ya alcanzé la atenuacion deseada!
0 I I I I I
0 24 48 72 96 120
Tiempo [h]




Densidad de levaduras en diferentes fuentes

Fuente | Células/mL

Cerveza (terminada) <1 millén

Mosto inicio 5-15 millones
fermentacion

Mosto final 25-60 millones
fermentacion

Crema «slurry» 1 -3 mil millones

Tipo de Levadura
Tamafio v forma de fermentador Valor referencia:
y 0,8-1 Kg cada 100 Its

Temperatura y tiempo de cosecha

Mucha variabilidad!!



¢ Cuanta levadura tengo?

Comparacion de métodos para evaluar cantidad de levadura

Método___|Inversion _| Tiempo | Contras __ Ventajas _

" Placa de cultivo Media (Lab) >24hs Esterilidad, personal ~ Cuento
d (UFQC) entrenado. Vivas
S
Camara Neubauer Media(.#) 30 min Requiere Tinciones
entrenamiento vitales
Turbidez Alta 30 min Calibrar, particulas no  Simple
(espectrofotometria) levadura
Automaticos Muy alta <10 min  Nodiferencia viables, Preciso
Coulter counter gemas ni floculos.
Citometro de flujo
INTBIOMA &
(\ * Rango de inversion necesario: 3.500-6.0005 !
CONICET e~

U N C O



TASAS INOCULACION

Cantidades sugeridas de levaduras para inoculacion | 10 millones cel./ml

ALE: 18-19 °C

Ceélulas ainocular = 0,75 millones de células* x mL mosto x grados Plato mosto

\ J

|
6
LAGER: 10-12°C 0,75x 10

Células ainocular = 1,5 millones de células* x mL mosto x grados Plato mosto

\ J

|
1,5 x 10°

Valores recomendados a la hora de re-utilizar levadura.

En el caso de utilizar startes frescos obtenidos apropiadamente, los valores recomendados
pueden reducirse a la mitad.

Efecto Temperatura
INTBTOMA

ialll
(x\ Valores de referencia!!!
CONICET 12° Plato = 1.048
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LEVADURAS CERVECERAS
¢Y si tomamos el control?




équeé puedo controlar y como?

Cepa de levadura “ Caracteristicas organolépticas deseadas

-Cantidad y calidad de levadura a inocular

-Temperatura fermentacion

-Nutrientes mosto
-Micronutrientes (vitaminas, Zn, etc.) +
-Oxigeno

-Hidratacion (seca)

-Sanitizacion

-pH (5.2)

Analisis Sensorial

Herramienta de comunicacion

Desempefio
“

INIBTOMA

k/\
CONICET Factor
UN C O



Ventajas del microscopio

- Evaluacion de calidad y cantidad de levaduras (x400-x600)

- Origen turbidez
- Deteccidon contaminaciones con bacterias (x1000) y levaduras salvajes

' - 2o o DS O
K ;ﬂ. . ,I-
o . ¥ o
he 49,
‘o o) o
b | I of PW
o L’ \C-L Crs )
‘\’ \ ‘ 1
a
3Ly C (& c:"‘ o O “ e
[ e « o
‘ o6 O O
i ' O
_ m o e 8 SAANY
INIRITOMA _ & 0 o e 9
P - O
p\ 2 O O -~ C ~
CONICET ~ o O r "E;.

U N C O -~

€



Galeria Imagenes

TNk Cristal Oxalato de calcio Cristal Oxalato de calcio

MO Permite diferenciar turbidez en producto terminado...




Galeria Imagenes

INIBTOMA
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Precipitado frio
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Temperaturas de fermentacion

Tipo de levadura

¢Cual es la temperatura optima? ‘ Estilo de cerveza

Temperaturas optimas de
fermentacion:

Flavor buscado

Temperaturas optimas de
fermentacion para
elaboracion de cerveza

Levadura Ale: ~32°C
Levadura Lager: ~ 27°C

Con inoculacidn apropiada*™:

Temp.
Inoculacién

-104°C

Temperatura

Temp.
fermentacion

Levadura Ale: 18-20°C
Levadura Lager: ~ 10°C

Crecimiento celular moderado

Mejor contribucion al Flavor de la cerveza

Tiempo

Enfriado Produccion de
Temp. 1.9°C aromas y sabores
maduracién (1- ) 1eras 36 hs INIBIOMA
-
Mejorar estabilidad fisica TR



INIBIOMA

Nutrientes del mosto N

Un mosto «pura malta» deberia proveer todos los
nutrientes necesarios para la fermentacion excepto:

1) Oxigeno (O,)

Las levaduras no son organismos estrictamente anaerobios, necesitan
oxigeno para reproducirse.

Fundamental para la sintesis de acidos grasos y ergosterol, compuestos
indispensables para la constitucion de membranas celulares adecuadas (estrés).

, . Exterior
Valores deseables de Oxigeno Disuelto: 8-10 ppm

Fundamental para asegurar una buena
calidad de levadura para reutilizar

Es dificil alcanzarlo sin oxigeno Puro




Métodos de Objetivo: agregar la cantidad adecuada de oxigeno

para la cantidad de levadura inoculada y el

OXige nacion crecimiento que quiero que tenga.

Splash/agitacion Aire O, Puro

Riesgo de contaminacion Estéril

Micros: No mas de 4 ppm
Imposible airear en exceso Riesgo de sobre-oxigenar

Caseros: £ 8 ppm L. , ;e
Economico Mas caro pero practico

Ejemplos:
Witodo aireacion | O,ppm
Agitacion, 5 min. 2,71
O, Puro, 30 seg. 5,12
O, Puro, 60 seg. 9,20
O, Puro, 120 seg. 14,08

20 Lts mosto, 1.077 a 24°C. (1Lt/min con piedra aireadora de 0,5 micrones)
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Nutrientes del mosto

INIBIOMA
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Un mosto «pura malta» deberia proveer todos los
nutrientes necesarios para la fermentacion excepto:

1) ZINC

Aditivos nutricionales
para levaduras:

— Division celular

— Co-factor enzimas responsables produccion alcohol

Fuente balanceada de nitrégeno, minerales (Zn) y

vitaminas.

X 500 Grs = 4005

1 gr (80 ctvs) para 100lts

Alternativa:
-Agregado de 0,1-0,2 ppm zinc (ZnCl2 o ZnS04) (en fermentador).

Ultimos
minutos
hervor,
Whirpool




LEVADURAS
CERVECERAS
¢Como las eligo?



Caracteristicas generales levaduras cerveceras

Tpo | Favor | T | Aen. | Floc, | B lev.secas

ALE Inglesa Mas frutada 18-21 63-70% Alta S-04, Windsor
(manzana, pera)

ALE Menos frutada, 20-23 73-80% Media US-5
Americana resalta lapulo

ALE Alemana Limpio, Sulfuroso, 18-20 72-78% Alta ?
(Kolsch/Alt)  poco frutado

Belgas Frutado complejo, 20-26 78-85% Media Belle Saison
clavo (+)

Hefeweizen = Banana, clavo(-) 18-20 72-76% Baja WB-06, Munich

LAGER Limpio, Sulfuroso, 10-13 72-80% Media/ W34/70
poco frutado Alta

Otras variables!



FLOCULACION

- Nutrientes y factores de crecimiento

Inducida por la falta de nutrientes y por condiciones de estreés.
Falta de Oxigeno en inicio de Fermentacion

(No actua directamente: Acidos grasos insaturados y esteroles)

- Edad y tamano de las levaduras

Células viejas (mas cicatrices y arrugadas) floculan mas e intensamente

L Mas arrugadas, mas grandes®, mas floculinas

*Incrementa
sedimentacion

Residuos Manosa B
pared celular %




FLOCULACION

OtrOS: pH; maneJO de |evadura5: Wall mannose residues Fip protein Flo protein
;. o . s _(recepton) (non active) acve)
(Lav. acido, T° conservacion, S L. o /

forma de cosecha),

Presencia de Calcio (100-200ppm)!!

Caracter variable:
Numero de re-utilizaciones!

/ziﬂzi
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Otras variables

Influencia cepas sobre IBU Ratio
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Otras variables:

¢ Mortalidad /Viabilidad?

Viabilidad vs. Vitalidad

J 4

R o, | cvaduras vivas Condicidn fisioldgica ’ é‘
A’ de las Levaduras vivas

.8

Cultivo en placa (UFC)
INo existe método estandar!
Tincion VItaI Test poder de acidificacién#

INIBTOMA

- <y

CONICET % Proximos cursos!!!
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Tincion Vital — Azul metileno

Colorantes vitales: Tifien diferencialmente células vivas y muertas

. #*
Convencional
> Azul de metileno - Alcalino

Citrato

> Violeta de metileno /Q[ m _CHs
CH3 - CH3

> Azul Tripan

3,7-b|s(D|methyIam|no)—

> Azul de anilina
phenothiazin-5-ium chloride

> Fluorescentes

INTBITOMA

CONICET * Recomendado por la American Society for Brewing Chemists (ASBC)



Tincion Vital — Azul metileno &‘

Reaccion en Ceélula viva

Célula Viva

N
L
H3.C..IT'I 5 I,I:I,CH:-;

CH3 Cl- CHsz

H
|
N
> |
{H3C)oN S yH[CHg,)z

Leuco-metileno
(Incoloro)

Azul de metileno
(Azul)

INIBTOMA
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Tincion Vital — Azul metileno s

Reaccion en Célula Muerta

Célula Muerta

. Azul de metileno
Azul de metileno (Azul)

(Azul)

INTBIOMA



Tincion Vital — Azul metileno i

Consideraciones a la hora de contar:

Azul palido (Viva!)

INIBTOMA
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Tincion Vital — Azul metileno

Limitaciones de |la técnica (edad de las levaduras):

Célula Joven

N Muerta
H3C~NJI:::I:S:I:::1§ﬁfCH3
éH3

cl- CHs
Azul de metileno

(Azul) Sobre-estimacion de

Viabilidad por debajo
del 90%

Azul de metileno
(Azul)

Célula Vieja
Muerta

\ 4

CH3 CHB

Azul de metileno
(Azul)

Se recomienda NO

L @D

utilizar levaduras
con viabilidad £ 90%

INIBTOMA

Valor de referencia!l!




LEVADURAS CERVECERAS
nutricion y subproductos



Glucosa/Fructosa, Maltosa y Maltotriosa

N Y\

Sacarosa

s Piquato :

B COMPUESTOS
DE SABOR

e Alcoholes superiores

COMPUESTOS @
DE

CRECIMIENTO
e Lipidos

, - NADH NAD+
Acetaldehl'qo

Q Nl;\DH
> NAD+

Etanol

e Aminoacidos e Esteres

e Acidos nucleicos e Compuestos de azufre
* Precursores diacetilo

e Acetaldehido

EFECTO TEMPERATURA
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\_ GLUCOSA

Piruvato ; Glucolisis
Plruvalo u i
v o
Glucosa mg @‘, |

ADP - Glucosa 6-fosfato

Fructosa 6-fosfato

Fosfoenolplruvato
2-fosfoglicerato
Piruvato
H® :
Piruvato- 3-fosfoglicerato
co, descarboxilasa
H o

Y

CH, Ferm. Alcoholica

Acetaldehido

®
NADHH™ Alcohol-

nap® deshidrogenasa

H”>(°“ Importancia de Zn y Mg,
- Temperatura

Etanol




Compuesto de | Subproducto ¢Por qué se Puntos criticos de control en
sabor de: produce? proceso y nutricion
Diacetilo (VDK) Sintesis de Las proteinas 1. Cepade levadura
aminoacidos celulares 2. Cosecha prematura
il g valina y leucina (estructurales, 3. Oxigeno insuficiente 4
;_;';“g:.\\;m 1.”,};‘,,%;' tran_sporte, 4. [Zinc] ms_.uﬂmente;/ |
7 il « L{% enzimas) 5. Tasa de inoculacion bajaf
%\g\ ' ’I" [ 6. Temperatura* M ¥
TR Pediococcus y 7. > FANM
Lactobacillus
Esteres (ej. La sintesis de Blogues de 1. Cepa de levadura (estres)
acetato de etilo, acidos grasos y construccion de 2. Presion hidrostatica*
acetato isoamilico, | esteroles membrana 3. Factores que aumenten
caproato de etilo, crecimiento levadura
caprilato de etilo) 4. Mayor relacion C/
5. Temperatura
e - 6. Tiempo
255 ‘, 7. Densidad inicial ‘"
‘ 8. > claridad del mosto
Acetaldehido Glucolisis Energia (ATP) 1. Cepa de levadura
2. Mayor claridad mosto* M
Gl Zymomonas 3. FAN de malta
\ ) 4. Exceso Oxigeno disuelto
uy 5. Presién gas M
6. Separacion prematura leva<i
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Compuesto de
sabor

Subproducto de:

¢,Por qué se
produce?

Puntos criticos de control
en proceso y nutricion

Alcoholes
superiores (Ej.
alcohol isoamilico,
alcohol amilico
activo, alcohol de
isobutilo y N-propil
alcohol)

Sintesis de
aminoacidos
(las vias
anabolicas y
catabdlicas)

Las proteinas
celulares
(estructurales,
transporte,
enzimas)

o ghwWNE

Cepa de levadura (Ale)
Sobre-oxigenacion

> Temperatura Ferm. 4
> Presion hidrostatica ¥
> FAN 4

Vitalidad y viabilidad de
levadura 4

7. Mala nutricionf
Sulfidicos y Sintesis de los Las proteinas | 1. Cepa de levadura
Sulfurosos aminoacidos celulares 2. Bajo vigor leva 2 >
bW N | Mmetionina y (estructurales, | 3. Deficiencia vitam./zinc
. £%- cisteina transporte, 4. Contacto de cobre* ®
< enzimas) 5. Mosto con trub M
v 6. Cosecha tardia de

levadura M




LEVADURAS CERVECERAS
¢A que las sometemos?

La fermentacion



¢A queé se enfrenta la levadura?

Anaerobiosis Shock frio
Estrés Oxidativo y Osmoético

Estrés nutricional y por etanol

T [ fr
\ >N -(E ucosay fructosa Densidad Ievaduras Al Muerte
) V.S e
s autolisis
® \ 2 Densidad mosto * - //’_\"\\( )
= ' ® e 2 Maltosa
€ \ S .
(1] (o) e i
(@) . e 5
- -

Temperatura -
—_

\ -
-~
. Etanol -
N\ — —
- i o= -
— - — - - —
Tiempo
Densidad levaduras w— o w— OXigeno
« « =« =  Densidad mosto Temperatura




Etapas de la fermentacion

Anaerobiosis

Shock frio

Estres Oxidativo y Osmotico Estrés nutricional, por etanol, pH

e ——  —

(4hs-4dias) |

Cantidad

EXPONENCIAL 1ESTACIONARIA

(3-10 dias)

-Remueve acetaldehido y precursor diacetilo.
-Recupera reservas energéticas (re-utilizar)

—- R — -

Tiempo
- Densidad levaduras w— o w— OXigeno —

----- Densidad mosto Temperatura

— - Etanol



LEVADURAS CERVECERAS
¢Ya atenud y ahora...?

Maduracion



ACONDICIONAMIENTO - MADURACION

El proceso de acondicionamiento /maduracion de la cerveza es
funcidn de... la levadura cervecera

Una vez finalizada la fase de atenuacion, fermentacion primaria: CERVEZA VERDE

- La mayoria de los azucares fueron convertidos a alcohol.
- Se han producido todos los otros subproductos (36-72hs).

$

Levadura empieza a reprocesarlos

MADURACION EN CALIENTE

- Reduccidon de precursores diacetilo (acetolactato, pentanodione)
- Acetaldehido
- Alcoholes superiores -> esteres. (Temp+)



Acondicionamiento y Maduracion en frio

-0°C-

En algunos casos con un solo Ninguna cerveza deberia

dia alcanza pero depende de o — .. = congelarse a-1°C
la temperatura!!) (0,42°C — cada 1% alcohol)

- Sedimentacidon de levadura (se lleva taninos y polifenoles)
- Precipitacion de polifenoles y proteinas del Chill haze

> Genera sabores suaves e integrados, mejora estabilidad
fisica del producto y reduce chill haze



CONCLUSIONES

1) En la elaboracidon de cerveza lo mas importante es el cervecero, luego su
capacidad para limpiar y sanitizar, después obtener fermentaciones eficientes y
controladas a partir de un manejo adecuado de las levaduras.

2) Las Levaduras son hongos unicelulares muy susceptibles al ambiente y lo unico
que buscan es..., al unico que le gusta hacer cerveza es a...

3) Las Levaduras cerveceras son ejemplos de microbios domesticados por el
hombre con caracteristicas tecnoldgicas determinadas por su continua seleccion y
re-utilizacion.

4) La levadura Lager es un hibrido entre una levadura Ale y una especie que se
descubrio en Patagonia que le aporta su capacidad de fermentar en frio.

5) El descubrimiento de S. eubayanus abre las puertas para la denominacion de

” 1 t;
-
T— -

origen en Cervezas Argentinas.



CONCLUSIONES

5) La Levadura es una herramienta para transformar el mosto en cerveza, y sélo el
cervecero puede conducirla para obtener una Cerveza de excelente calidad.

6) Existen pros y contras para cada formato de levadura, cada uno tiene su forma
de manejo que permite minimizar contaminaciones vy pérdidas de
viabilidad/vitalidad. La hidratacion no debe tomarse a la ligera...

7) La re-utilizacion de levaduras es una practica mas que recomendable que
influye positivamente en muchos aspectos de la produccion. ¢Por qué no?.

8) Menos es mas a la hora de re-utilizar: no innovar, manipular lo menos posible

9) Tomar control de los principales parametros fermentativos es clave para
alcanzar calidad de cerveza y poder traslucir la parte creativa del proceso.

10) El flavor de la cerveza esta en gran parte determinado por el conjunto de
compuestos de sabor y aroma (buenos y malos) producidos por la levadura en su

busqueda por....



Cervecero, Levaduras y Estrés

» Las levaduras cerveceras por su naturaleza unicelular vy
por las condiciones de fermentacién sufren multiples
tipos de estrés que generan la sintesis de productos
secundarios indeseables. La reduccion del estrés de las
levaduras a través de una correcta manipulacion y control
del proceso es fundamental para lograr cervezas de
calidad... entre muchas otras cosas!.

Estrés Felicidad
‘LEVADURA » tCONSUMIDOR » t
‘ ESTRES  m) f FELICIDAD

Aplicable a todo ser vivo.... también a las LEVADU

Felicidad

CERVECERO
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