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RESUMEN

Las vainas de mezquite son frutos del arbol de mezquite (Prosopis laevigata), tipico
de las regiones aridas y semiaridas de México. En San Luis Potosi, la produccion
anual varia de 200 a 2200 kg por hectarea siendo un alimento destinado para el
ganado y algunas poblaciones rurales, convirtiéndose asi en un residuo de baja
demanda y las grandes cantidades producidas afio tras afio se convierten en
desecho. En este estudio, se establecieron procesos fermentativos para la
produccion de bioetanol y cerveza para incrementar el valor agregado de esta

materia prima que posee un alto contenido de azucares (13-50 %).

Para aumentar la produccién de bioetanol a partir del extracto de vainas de
mezquite, se implement6 un disefio Box-Behnken de tres factores que incluye: la
concentracion inicial de azlcares (20-29 g L), la velocidad de agitacién (120-200
rom) y el tipo de cepa de levadura (Saccharomyces cerevisiae: Wild-type 166,
SafeAle BE -256 ™, Safspirit Grain ™). La produccion de bioetanol alcanzada fue
de 7.86 g L con un rendimiento de 0.27 g g y una productividad de 0.22 g L* h't
en condiciones anaerobicas a 20 °C, pH de 4, concentracién inicial de azucar de 29

g Lty 120 rpm utilizando la cepa Saccharomyces cerevisiae SafeAle BE-256 ™.

Para la cerveza artesanal se seleccion6 el estilo Blonde Ale fortificado con extracto
de vaina de mezquite. Las caracteristicas organolépticas conforme a los
pardmetros del Beer Judge Certification Program 2012 fueron: color ambar, aroma
dulce y afrutado. El contenido de alcohol determinado fue de 5 %, pH 4 y 389.73
mg L en contenido polifendlico. Este trabajo presenta una alternativa atractiva para
generar productos con mayor valor agregado utilizando vainas de mezquite, para
fomentar en un futuro la implementacién de pequefias y medianas empresas en

poblaciones rurales.

Palabras clave: bioetanol, Box-Behnken, cerveza artesanal, fermentacién

alcoholica, Prosopis leavigata, Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Mesquite pods —characterized by their high sugar content (13-50 %)-— are fruits of
the mesquite tree (Prosopis laevigata), typical of arid and semiarid regions of
Mexico. In San Luis Potosi, the annual production varies from 200 to 2200 kg per
hectare, becoming a staple food for small livestock species and some human
populations often located in structurally-challenged regions with few alternative
forms of employment. Moreover large quantities produced become only waste. In
this study, we stablish fermentative processes to produce bioethanol and beer-

based beverages as worthwhile strategy to take advantage of this carbon source.

A three-factor Box-Behnken design was studied to study the effect of the initial sugar
concentration (20-29 g L7), stirring rate (120-200 rpm) and yeast strain
(Saccharomyces cerevisiae: Wild-type 166, SafeAle BE-256™, Safspirit Grain™),
to increase the production of bioethanol from mesquite pods extract as a
fermentative medium. The production of bioethanol was 7.86 g L™, with a yield of
0.27 g g-1 and a productivity of 0.22 g L* h'l in anaerobic conditions at 20 °C, 29 g
Lt initial sugar concentration, 160 rpm, pH 4, using the strain Saccharomyces
cerevisiae SafeAle BE-256™.

Blonde Ale was the style craft beer selected and it was supplemented with extracts
from mesquite pods. The organoleptic test within the parameters of BJCP 2012
showed a characterized golden color, sweet and fruity aroma ideal for adding
different styles of fruity notes such as mesquite. The physical and chemical
attributes were: 5 % alcohol content, pH 4, and 389.73 mg L polyphenolic content.
This approach presented an attractive alternative to generate products with greater
commercial value using mesquite pods, as new opportunities for farmers to help

them set up small and medium-sized businesses.

Keywords: bioethanol, Box-Behnken, craft beer, alcoholic fermentation, Prosopis

leavigata, Saccharomyces cerevisiae.
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l.- INTRODUCCION

El mezquite es un arbol nativo de Asia, Africa y América, comprende 44 especies
distribuidas ampliamente en las regiones aridas y semiaridas (1). En México el
mezquite se encuentra en algunos de los estados colindantes a la costa del
Pacifico, Golfo de México, regiones del noroeste y centrales del pais como San Luis
Potosi (Figura 1) (2).

ﬁ Costa del Pacifico

Regidén Centro y Noreste

Regién del Golfo de
México

0 125 250 375

Kilémetros

Figura 1. Localizacion del mezquite por regiones en México.

El mezquite, pertenece al género Prosopis, a la familia Leguminosae (Fabaceae) y
a la subfamilia Mimosoideae, constituye uno de los recursos forestales y flora
nacional mas importantes del norte de México por sus usos como forraje, material
de construccién y combustible (3). Las zonas en donde se encuentra proporcionan
areas de recreacion humana, refugio de fauna silvestre, fuente de néctar para
abejas y otros insectos. La funcion ecologica del mezquite es muy importante ya
gue es un excelente fijador de nitrégeno, lo cual mejora la fertilidad del suelo y
controla la erosion (4). Ademas, es viable para la biorremediacién de suelos

contaminados por metales pesados como el cobre (5).



En San Luis Potosi, México, existen 3 especies: P. laevigata (especie mas
abundante de México y en el estado), P. glandulosa var. Torreyana y P. juliflora se

encuentran en la Zona Media y el Altiplano con una superficie de 193,800 ha. (6).

La zona con mayor distribucion y aprovechamiento de este recurso es el Altiplano
Potosino (7). La produccion anual varia de 200 a 2200 kg por hectarea (8). Los
municipios donde se recolectan grandes cantidades de vaina son: Matehuala,
Cedral, Villa de Guadalupe, Charcas, Venado, Moctezuma, Ahualulco y Cerritos (9).
En el municipio de Matehuala, se ha estimado la produccién de siete mil toneladas

por afio de vaina de mezquite (10).

En el Altiplano Potosino se han identificado tres variantes de la especie Prosopis
leavigata segun el color, tamafio y forma de acuerdo con Garcia-Lopez et al. (7)
(Figura 2).

Figura 2. Variantes A, B y C de vainas de Prosopis leavigata en el Altiplano Potosino de México.

La variante A tiene una longitud promedio de 13.35 cm, con segmentacion poco
pronunciada, coloracion amarillenta con tonalidades moradas o rojizas, es la
variante mas comun y abundante. La variante B posee una longitud mayor de 14.53
cm, con gran segmentacion y coloracion amarillenta, en ciertas ocasiones morada
0 rojiza. La variante C mide 13.05 cm de largo, con pericarpio grueso y poca
segmentacion, de coloracion amarillenta o paja. Respecto a su contenido nutricional
no presentan diferencias estadisticamente significativas con respecto a
carbohidratos (Tabla 1).



Tabla 1. Caracteristicas nutrimentales (% MS) de tres variantes de vaina de
mezquite (Prosopis leavigata) en el Altiplano Potosino, México. Tomado de
Garcia-Lopez et al. (7).

Variante MS PC FC FDN FDA Cenizas Grasa CHO

A 90.402 8.84b 17.592  29.10% 20.192 4.03° 4.002 49.202

B 90.782 10.282 16.882  27.09%8 19.922 4.202 3.902 48.102

C 90.602 8.14b 15.01° 17.68> 17.68P 3.61¢ 3.802 48.902
EEM 0.17 0.31 0.45 0.38 0.38 0.04 0.02 0.82

MS: materia seca; PC: proteina cruda; FC fibra cruda; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente &cido;
CHO: carbohidratos (extracto libre de nitrégeno); EEM: error estandar de la media; >¢ Medias con diferente letra
en una columna son diferentes (Tukey, p<0.05). Los datos representan porcentajes.

Las vainas se consideran como el fruto del mezquite, en promedio pesan 12 g,
estan formadas por tres partes principales: mesocarpio que conforma el 56 %,
endocarpio con el 35 % y semilla con el 9 %. Los frutos de Prosopis spp. tienen un
alto contenido en carbohidratos (13-50 %), fibra (27-32 %) y proteina (8.1 %) (1).

Los usos como producto alimenticio que se le han dado son: jugo, pinole, queso y
piloncillo. En este contexto, la vaina seca se tritura para obtener harina que puede
ser mezclada con agua y consumirse inmediatamente, en atole o como harina para
reposteria (11). El jugo extraido del fruto se mezcla con harina de maiz para formar
una bebida conocida como avenate. Y de manera relevante, se ha aprovechado la
fermentacién de los azlcares del fruto para producir bebidas alcohdlicas como son
la afiapa y la chicha (1).

Los productos que actualmente se generan de la vaina derivan de procesos
artesanales en donde no existe un control de las condiciones de operacién. Es una
materia prima que se utiliza escasamente, en su mayoria se considera desperdicio

organico, o bien se limita a ser utilizada como alimento de ganado (12).

Algunos estudios han demostrado que la harina de vaina tiene un mayor contenido
de carbohidratos solubles en comparacion a materias primas que son usualmente
utilizadas en procesos biotecnoldgicos lo que la convierte en una posible fuente
sustentable para procesos bioldgicos como la fermentacion alcohdlica y asi la
obtencion de bebidas tradicionales como la cerveza o productos como el bioetanol
(Tabla 2) (13).



Tabla 2. Contenido de carbohidratos en materias primas utilizadas
en procesos biotecnoldgicos. Modificada de Senatore et al. (14).

Materia prima Carbohidratos (%) Almidon (%)
Cafia de azucar 55 --

Maiz 63-69 60-66
Sorgo dulce 65-80 60-75
Trigo 84 58
Remolacha azucarera 66 --
Harlna_de vaina de 49 3
mezquite

Il.- MARCO TEORICO

2.1. Fermentacion alcohdlica

Los carbohidratos presentes en la vaina de mezquite (fructosa y sacarosa) pueden
ser utilizados en fermentacién alcohdlica. Este tipo de fermentacién parte de
materias primas ricas en carbohidratos, que son metabolizados en condiciones
anaerobias por levaduras, también por algunas bacterias como Zymomonas mobilis
y algunos otros microorganismos para convertir azucares en alcohol etilico y diéxido

de carbono. La reaccion general es (15):

C.Hy,0, — 2 C,HsOH + 2 CO,

Los microorganismos comunmente empleados son levaduras, especificamente
Saccharomyces cerevisiae por sus rendimientos de etanol que llegan alcanzar
hasta 90 %, con respecto a la cantidad de fuente de carbono utilizada y las
condiciones de operacion. La tolerancia a etanol en promedio de este
microorganismo es del 10 % v/v (16), (17). También es capaz de resistir inhibidores
quimicos como el furfural, acido vanilico y el hydroximetil furfural, provenientes de

hidrolizados lignocelulésicos y melazas (18).

El proceso de fermentacién comienza con la descomposicion de los azUcares por
levaduras para formar moléculas de piruvato. Este proceso es conocido como
glucdlisis. Durante la glucdlisis, una molécula de glucosa produce dos moléculas
de acido piravico. Luego el acido piravico se transforma en acetaldehido mediante

la enzima piruvato-descarboxilasa y en seguida el acetaldehido se convierte a dos



moléculas de etanol y de diéxido de carbono por medio de la enzima alcohol-
deshidrogenasa (Figura 3) (16).

CO,
. NADH NAD+
Piruvato Acetaldehido Q2 ~ Etanol
descarboxilasa alcohoV”
piruvato ‘ deshidrogenasa
coy resenas doshtagonass
¢ &——pNADY NAD(P
NADH NAD(F)
NAD(P)
Acetil-coA \4

. sintetasa . ‘e
Acetil-CoA < Acido acético

AMP ATP

Figura 3. Metabolismo fermentativo en las levaduras. Tomado de Villadsen et al. (19).

El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacién de glucosa en etanol
es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO2 a partir de 1 g de glucosa (20). Uno de
los objetivos del proceso es alcanzar este rendimiento ya que la levadura utiliza la
glucosa para la produccién de otros metabolitos; por lo que el rendimiento con
respecto al etanol observado varia entre 90 % y 95 % del tedrico, es decir, de 0.469
a0.485 g g*. Los rendimientos en la industria varian entre 87 y 93 % del rendimiento
tedrico (21).

2.1.1. Factores que influyen en la produccién de bioetanol al utilizar

Saccharomyces cerevisiae

Hay varios factores que influyen en la produccion de bioetanol que incluye
condiciones operacionales como temperatura, pH y concentracion de inéculo, que
estan directamente relacionados con el tipo de microorganismo y cepa a utilizar.

Por otro lado, la agitacion, la concentracion de azucares, y el tiempo de



fermentacién, favorecen el suministro suficiente de sustrato, su consumo y la

permeabilidad de los nutrientes (22).

Como se coment6 anteriormente, S. cerevisiae, es la levadura méas estudiada. El
rango de temperatura ideal para la fermentacion es entre 20 y 35 °C (23). La
concentracion inicial de azucar también se ha considerado un factor importante en
la produccién de etanol. Se puede obtener una alta productividad y rendimiento de
etanol en la fermentacion por lotes utilizando una concentracién inicial de azucar

alta, lo que requeriria un tiempo de fermentacion mas prolongado.

Por otro lado el uso de una concentracidén excesiva de azUcar provocara una tasa
de fermentacion constante. Esto se debe a que la concentracion de azucar supera
la capacidad de absorcion de las células microbianas. Generalmente, la tasa
maxima de produccién de etanol se logra cuando se utilizan azlcares fermentables

en una concentracion de 150 g Lt (22).

Durante el proceso de fermentacion el pH disminuye y favorece el crecimiento de
la levadura, la tasa de fermentacion y la formacion de subproductos como el
glicerol, acido acético y el acido formico. El rango de pH 6ptimo de S. cerevisiae es
4.0-5.0 (24). La velocidad de agitacion confiere homogeneidad al cultivo y permite
mejorar la transferencia de masa entre los nutrientes presentes en el medio y el
interior de las células. La tasa de agitacibn comunmente utilizada para la

fermentacion es de 150 a 200 rpm (25).

La concentracion de indculo no produce efectos significativos en la concentracion
final de etanol, pero utilizar concentraciones de 1x10* a 1x107 células mL* favorece
la tasa de consumo de azucar y la productividad (25). Es por ello que el control de
las variables de operacion es un punto importante para mejorar los rendimientos

del etanol, asi como la levadura utilizada (Tabla 3).



Tabla 3. Efecto de las condiciones de operacion y cepa utilizada en la produccion de
bioetanol. Modificada de Mohd Azhar et al. (25).

CA CE PE

Tipo de Levadura  Materia Prima Parametros . ) b
P LY @LY) (gL'h?

S. cerevisiae RL-11 Café molido 30°C, 200 rpm,48h  195.0 11.7 0.49
S. cerevisiae MTCC 173  Sorgo 30°C,120rpm,96 h  200.0 68.0 0.94
S. stipitis CBS 6054 Cafia gigante 30 °C, 150 rpm, 96 h 334 8.2 0.17
S. cerevisiae KL 17 Galactosa y 30°C, 200 rpm, 28 5000  96.9 3.46
glucosa
S. pombe CHFY0201 Almidén de yuca 32 °C, 120 rpm, 66 h 95.0 72.1 1.16
S. cerevisiae CHY1011 Almiddn de yuca 32°C,120rpm,66 h  195.0 89.1 1.35
S. cerevisiae ZU-10 Maiz 30 °C, 180 rpm, 72 h 99.0 41.2 0.57
S. cerevisiae RPRT90 Campanilla 30 °C, 150 rpm, 28 h 72.1 29.0 1.03
S. cerevisiae CHFY0321 Almidén de yuca 32°C, 120 rpm, 65 h 195.0 89.8 1.38

CA: Concentracion de azlcares; CE: Concentracion de Etanol; PE: Productividad de Etanol

2.2. Aplicaciones del bioetanol

El bioetanol es un liquido incoloro, volatil, con un olor caracteristico, su férmula
quimica es C2HsOH, lleva el prefijo "bio" porque se produce mediante la

fermentacién alcohdlica de materias primas ricas en carbohidratos (26).

Los usos mas comunes del bioetanol son industriales, domésticos y medicinales.
El mercado del bioetanol puede subdividirse en tres, de acuerdo con sus destinos
fundamentales como: combustible, uso industrial y bebidas. El uso como
combustible representa 61 % de la produccion mundial, ya sea para mezclar o
reemplazar petroleo y derivados, alrededor de 23 % se destina a la industria
procesadora (cosméticos, farmacéuticos, quimica, entre otras) y el 16 % restante

se destina a la industria de bebidas (27).

2.2.1. El bioetanol en la industria de las bebidas alcohdlicas

La industria de bebidas alcohdlicas consiste en la produccion y distribucion de
bebidas que contienen una concentracion igual o superior a 1 % de su volumen de
etanol en su composicion. Existen dos tipos de bebidas alcohdlicas: las
fermentadas (vino, cerveza, sidra, etc.), que proceden de frutas o cereales y las

destiladas (brandy, tequila, vodka, etc.) que se obtienen al eliminar una parte del



agua contenida en las bebidas fermentadas mediante destilacion. En México la
cerveza es la bebida alcohdlica fermentada mas vendida y popular (28).

La cerveza es una bebida fermentada hecha de granos malteados (generalmente
cebada), lapulo, levadura y agua. Tiene una composicidon compleja, que contiene
una gran cantidad de compuestos que varian ampliamente en la naturaleza 'y en el
nivel de concentracion. Ademas del agua y el etanol, los principales componentes

de la cerveza son la glucosa y los arabinoxilanos (29).

La fuente de carbohidratos en la cerveza son los cereales con alto contenido de
almidon, principalmente cebada malteada, pero también se pueden usar otros como

el trigo, arroz, maiz, avena, sorgo y jarabes de azUcar.

Durante el proceso de coccién las enzimas presentes y/o activas convierten los

carbohidratos de la malta en azucares solubles (Tabla 4) (29).

Tabla 4. Enzimas requeridas para la descomposicion de carbohidratos presentes en la
malta (29).

Tipo Enzima Sustrato Funcién
a-Amilasa Almidon Rompe los enlaces a(1,4) glucosidicos.
. . Almiddén y malto- Une el penultimo enlace a(1,4)
Amilasas B-Amilasa

oligosacéridos

glucosidico al extremo no reductor.

Carbohidrasas

Dextrina limite
a-Glucosidasa

Endo-B-glucanasa

Exo-B-glucanasa

Endo-B-xilanasa
B-Xilopiranosidasa
a-L-
Arabinofuranosidasa

Amilopectina 'y

dextrinas ramificadas.

Oligosacaridos y
maltosa

B-Glucano

Oligasacaridos
liberados por endo-f3-
glucanasas.
Arabinoxilanos
Arabinoxilanos

Arabinoxilanos

Une los enlaces a(1,4) glucosidicos.

Exoenzima que libera glucosa.

Libera oligosacaridos de los 3-D-
glucopiranosil

Produce glucosa a partir de
oligosacaridos de B-glucano

Une enlaces de 3-1,4 xilano

Rompe polimeros de xilano

Libera unidades de a-L-
arabinofuranosil a partir de pentosanos

Carboxipeptidasas

B-Glucano
solubilasa

B-Glucano

Rompe los enlaces éster entre
proteinas y B-glucanos, liberando B-
glucano.

Las levaduras Ale se elevan cerca de la superficie de la cerveza durante la
fermentacién (fermentacion superior, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae), la

temperatura de fermentacion oscila entre 10 y 25 °C. Las levaduras Lager



(Saccharomyces pastorianus) se precipitan en el fondo de la cerveza, fermentan

mas lentamente, y su temperatura 6ptima esta entre 7-15 °C (30).

El uso de estos tipos de levaduras ha permitido establecer diferentes estilos de

acuerdo con el proceso fermentativo (Tabla 5 y 6), que difieren en sabor y diversas

caracteristicas organolépticas (31).

Tabla 5. Caracteristicas de cervezas por Familia, estilo Ale (32).

Familiay Color Aromay sabor debido a?
Ejemplo olor Malta Lapulo ABVE  IBU“
. Ambar a ;
British . cobre Medio a medio- alto Me(_:ho a 48-58 30-45
Extra Special medio-alto
. profundo
Bitter
North Tostado a cereal u otros de De medio
American Paja a oro malta pélida a niveles bajos a bajo a 41-51 15-25
Golden/Blonde medios-bajos. medio
Ale
Belgian And i ) .
Ambar Media a alta puede ser rica, ;
French . Bajo a
Belgian Style medio a muy cremosa y dulce. medio 7.1-11.2 20-50
Dark Strong Ale oscuro Con el suave sabor a malta
tostada
Irish Roio cobre a Dulzura de malta a caramelo No
Irish-Style Red 10 - bajo con una ligera presencia de presente 40-438 20-28
marron rojizo :
Ale cebada tostada o malta tostada. en medio
German Cobre a Aroma tostado tipico de las Baio a
German-Style marrén maltas debe estar presente en mejdio 4.6-5.6 25-52
Altbier 0oScuro niveles bajos con un poco de

nuez.

1 The American SRM; Standard Reference Method (Método de Referencia Estandar) 2 Términos relativos de intensidad de
acuerdo con Brewers Asociation. Estos atributos pueden incluir amargura, sabor, aroma, cuerpo, malta, dulzura u otros. En
orden de intensidad creciente, las descripciones utilizadas incluyen: ninguno, muy bajo, bajo, medio-bajo, medio, altura
media, elevado, muy alto. 3 ABV: Alcohol By Volumen (Alcohol por Volumen); # IBU: International Bitterness Unit (Unidades
Internacionales de Amargor).



Tabla 6. Caracteristicas de cervezas por Familia, estilo Lager (32).

Aroma y sabor debido a?

Ejemplo Color? Malta Lapulo ABV3 IBU*
Origen Europeo
European-Style ~ Marron claro  Bajo a medio con aromas y Muv baio a
Dark Lager. a marrén sabores a chocolate, tostado y ba'g ! 4.8-5.3 20-35
0SCcuro malta !
Bohg_rrlan-Ster Malta ligeramente tostada, Medio-baio a
lisener Paja a oro ligeramente tostada, a pan medio ! 4.1-51 30-45
tostado
Origen Norteamericano
American-Style . No presente
Lager. Paja a oro Dulzyra de la malta es muy baja a muy bajo 4151 5.15
a baja
Ansealrrllr(:irgsgle Marrén claro  Bajo aroma y sabor a malta Muv baio a
9 a muy puede incluir bajos niveles de ba'g ! 4.1-5.6 14-24
oscuro caramelo !
Otro Origen
Tropical-Style
X . La dulzura
Light Lager Paja a oro La dulzura de la malta esta de la malta 4.1-51 0-18

ausente

estd ausente

1 The American SRM: Standard Reference Method (Método de Referencia Estandar). 2 Términos relativos de intensidad
de acuerdo con Brewers Asaciation. Estos atributos pueden incluir amargura, sabor, aroma, cuerpo, malta, dulzura u otros.
En orden de intensidad creciente, las descripciones utilizadas incluyen: ninguno, muy bajo, bajo, medio-bajo, medio, altura
media, elevado, muy alto. 3 ABV: Alcohol By Volumen (Alcohol por Volumen). 4 IBU: International Bitterness Unit
(Unidades Internacionales de Amargor).

2.2.2. El bioetanol como combustible

El bioetanol se considera un combustible oxigenado de combustion limpia debido a

su contenido de oxigeno y su alto indice de octanaje (106-110, 12.72 % mayor al

de la gasolina), es bastante efectivo al usarse como combustible de mezcla

oxigenada, porgue su presion de vapor Reid es baja, es decir, sus proporciones no

aumentan la volatilidad de las sustancias con las que se suele mezclar como la

gasolina, a diferencia del metanol (33).

El bioetanol se puede usar en motores de combustion interna, solo o mezclado con

gasolina, dependiendo de su pureza; asi, cuando esta puro (99.5 %), se puede

mezclar, realizando breves modificaciones al motor; si es impuro (95-96 %), no se

mezcla (34) y es necesario realizar modificaciones para fortalecer el piston, la biela,

el cigiienal e incluso los asientos de las valvulas y las valvulas.
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https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#151
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#151
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#78
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#78
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#95
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#95
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#103
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#103
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#105
https://www.brewersassociation.org/edu/brewers-association-beer-style-guidelines/?fbclid=IwAR1yhQGoJj4UiojHy6FXd-l5-HHrc5ZiD0cCi0HnXZpFO7fWYO3QnI91T0c#105

Al guemar etanol, se debe aumentar la duracion de la inyeccion (para aumentar el
volumen de combustible inyectado) para proporcionar la misma cantidad de
energia. Esto implica cambios en el circuito de admision de combustible y los

inyectores para tener un mayor flujo de combustible.

Los motores que funcionan con 100 % de etanol tienen dificultades para arrancar a
temperaturas ambiente de -15 °C. Por tanto, el uso de etanol requiere un sistema

de calentamiento (35).

El bioetanol en mezclas con gasolina se utiliza en concentraciones de 5 0 10 %
(v/v). Otra alternativa para el uso del bioetanol como combustible es transformarlo
mediante el proceso Huls de produccion de éteres terbutilicos (36) y puede ser

utilizado como aditivo de la gasolina (37).

Las ventajas del uso de bioetanol como combustible se describen a continuacién
(38).

e Tiene un mayor indice de octano, lo que evita el golpeteo del motor, la
ignicién temprana y conduce a un alto valor antidetonante.

e Su mayor contenido de oxigeno permite una combustion mas limpia y reduce
las emisiones de hollin, monéxido de carbono e hidratos de carbono en
comparacion con los combustibles fosiles.

e Ayuda a reducir hasta un 80 % las emisiones de CO: del ciclo de vida en
comparacion con los combustibles fosiles.

e Tiene limites de inflamabilidad mas amplios, mayor velocidad de llama,
mayor calor de vaporizacion y menor tiempo de ignicion, lo que mejora la
combustién de combustible en comparacién con los combustibles fosiles.

e Es biodegradable y no contiene compuestos aromaticos, olefinas y diolefina
(33).
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2.3. Antecedentes directos

En estudios previos se determind y caracterizdé por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC) que el contenido total de carbohidratos en la harina de vaina
de mezquite (HVM) era de 56 %, de este porcentaje, el 86 % corresponde a

sacarosa y el 14 % restante a fructosa (39).

Ademas, se realizé una fermentacion por 120 h por triplicado empleando medio Mz
(harina de vaina de mezquite/H20; en una relacion 1:4 p/v) el cual se suplemento
con (NH4)2SOs4 como fuente de nitrégeno para la levadura Saccharomyces
cerevisiae Safspirit Grain™ (FERMENTIS, Francia), con el objetivo de utilizar una
materia prima inusual en procesos fermentativos (HVM) y asi evaluar la produccion

de bioetanol a nivel matraz mediante una fermentacién anaerobia.

Se establecieron cinéticas de consumo de sustrato y produccion de bioetanol. La
concentracion de carbohidratos iniciales fue de 22.33 g L. La presencia de
bioetanol se detectd desde las 24 h. A las 30 h alcanzé su maxima produccion de
7.59 g L con un rendimiento de 0.40 g etOH g azlcar’ y productividad de 0.25 g
etOH h' (39).

Se determiné que la HVM contiene azlcares fermentables que son asimilables por
la levadura S. cerevisiae, generando la posibilidad de emplearla en futuros

procesos fermentativos para la obtencion de productos de valor agregado.

[1l.- JUSTIFICACION

La vaina de mezquite no suele ser aprovechada como biomasa debido al
desconocimiento de su uso y/o aplicaciones que pudiera tener con respecto a su
contenido nutricional, por lo que las grandes cantidades producidas se convierten
solo en desechos. Lo anterior impulsa a buscar opciones de aprovechamiento de
la vaina, recurso abundante en la regién, con un alto contenido de azucares
solubles, para utilizarla como materia prima en procesos de fermentacién alcohdlica
y de esta manera obtener productos de alto valor agregado como el bioetanol y

cerveza artesanal.
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IV.- HIPOTESIS

Los azucares fermentables disponibles en las materias primas derivadas de la vaina
de mezquite como la harina o el extracto, permiten obtener productos de alto valor
agregado como el bioetanol y una bebida alcohdlica con caracteristicas

organolépticas distintivas a las generadas en el mercado.

V.- OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo General

Fomentar el aprovechamiento del uso de vaina de mezquite en procesos
fermentativos para la produccion de bebidas alcohdlicas como la cerveza artesanal

y productos bioenergéticos como el bioetanol.
Objetivos Especificos:

e Establecer el proceso de pretratamiento de la vaina de mezquite para
generar sustratos necesarios para los procesos fermentativos.

e Determinar del contenido de nitrdgeno y carbohidratos totales en la
harina de vaina de mezquite (HVM) y en el extracto de vaina de mezquite
(EVM).

e Seleccionar la materia prima HVM o EVM con base en el rendimiento de
bioetanol.

e Establecer las condiciones operacionales como agitacion, concentracion
de azucares iniciales y tipo de cepa que permitan aumentar los
rendimientos en los ensayos de fermentacion.

e Establecer el comportamiento cinético de S. cerevisiae en un cultivo en
lote bajo diferentes condiciones de operacion.

e Trasladar el cultivo a nivel biorreactor, determinar rendimiento y
produccion de bioetanol bajo condiciones controladas.

e Producir cerveza estilo Blonde Ale artesanal adicionada con EVM con

caracteristicas organolépticas distintivas a las generadas en el mercado.
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VI.- MATERIALES Y METODOS

6.1. Recoleccion de la materia prima y pretratamiento

La recoleccidon de vainas de mezquite se realizé en el municipio de Matehuala,
S.L.P., municipio seleccionado con base en la evidencia histérica y arqueobotanica
de una cultura de uso del mezquite y abundancia del recurso durante el verano de
2019 y 2020 (7). En julio de 2020 se hizo una tercera recoleccion en la ciudad de
San Luis Potosi, S.L.P., vainas que fueron destinas exclusivamente al proceso de

elaboracion de cerveza.

Todas las vainas recolectadas llevaron el mismo proceso: un lavado y desinfeccion
con cloro al 2 %. Un secado de las vainas por 3 dias al sol para eliminar el exceso
de agua, posteriormente se seleccionaron, descartando las vainas infectadas o

perforadas.

Una vez seleccionadas se realiz6 un segundo proceso de secado por 6 h a 60 °C
en un horno a gas de 8 bandejas FTT-240G (Tedesco, Brasil) (Figura 4). Las vainas

secas se separaron en dos partes iguales para su posterior uso.

oL 2Ty ]
Secado1

Recoleccién Lavado y
desinfeccién

Seleccién

Secado 2 + Tipo devaina elegida
proceso Q Tipo de vaina descartada

Figura 4. Proceso de lavado, desinfeccidn, seleccién y secado de la vaina de mezquite.
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6.2. Molienda y obtencion del extracto a partir de vainas de mezquite

La primera parte de vainas secas se introdujeron a una pulverizadora K20 (Micron,
México). La harina obtenida se paso por un tamiz de acero inoxidable No. 30 (Fisher
Scientific, EUA) con un tamafo de poro de 600 um para descartar particulas de

tamarfio indeseable.

La harina tamizada fue empaquetada inmediatamente al alto vacio después de su
procesamiento (Koch Ultravac, EUA) para ser utilizada mas adelante como fuente

de carbono en medio de fermentacion.

Para la obtencion del extracto de vaina de mezquite (EVM) se trituré la segunda
parte de las vainas secas en un molino R-14 (Cabrera, México) después, la harina
obtenida fue disuelta en agua utilizando una relacion 1:4 p/v, se hirvieron durante
2.5 h, tiempo en el que alcanz6é una concentracion de 18 °Bx. Por otro lado, el
triturado humedo resultante se enjuagé adicionando agua para recuperar residuos
de azucares solubles, se dejo hervir hasta alcanzar 10 °Bx.

Al extracto con la concentracion de 18 °Bx se le nombré como EVMB, mismo que
fue destinado para los ensayos en la produccion de bioetanol, mientras que el de

10 °Bx indicado como EVMA se emple6 para la produccion de cerveza.

6.3. Cuantificaciéon de los carbohidratos presentes en la harina y extracto de

vaina de mezquite

Los azUcares solubles presentes en la harina y el extracto de vaina de mezquite se
determinaron por HPLC 1260 infinity (Agilent Technologies, EUA). Se utilizé una
columna HC-75 compatible con solventes organicos y su mecanismo de separacion
fue por exclusion iénica. La columna HC-75 para HPLC por intercambio cationico
es compatible con detectores de indice de refraccion (RI) y UV-visible. La
temperatura de la columna empleada fue de 60 °C a una presion de 124 kPa. Como
fase movil se utiliz6 agua desionizada previamente filtrada. La preparacion de cada

muestra dependi6 de su estado liquido o sélido (Tabla 7).
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Tabla 7. Preparacion de la HVM, EVMA y EVMB para su analisis por HPLC.

Muestra Preparacion Dilucién

Solucién acuosa de HVM tamizada a una
Extracto de Vaina concentracion de 1 g mL. Mezclar hasta disolver.

HVM de Mezquite Centrifugar por 5 min a 13000 rpm Yy recuperar 1:100
sobrenadante.
. 15 mL de muestra en un tubo eppendorf.
EVMA y Extracto de Vaina Centrifugar por 5 min a 13000 rpm y recuperar 1:50

EVMB de Mezquite Ay B sobrenadante.

Para la caracterizacion de los azlcares presentes en las muestras, se tomo en
cuenta los reportes previos de deteccion de azucares y de etanol (40) para
identificar los tiempos de retencion (Anexo 11.1) de moléculas como la sacarosa,
dextrosa, fructosa y etanol. Ademas de realizar lineas patron para cada molécula:
sacarosa (0.005, 0.05, 0.5, 1 mg mL; Sigma, EUA), dextrosa (0.005, 0.05, 0.5 mg
mL-1; Reproquifin, México) y fructosa (0.01, 0.1, 0.3 mg mL™; Sigma, EUA).

6.4. Cuantificacion del contenido de nitrégeno

En un tubo de Kjeldahl se agregé 0.5 g de HVM sin tamizar o 1 mL para HVMB, 1
g de catalizador para proteinas (91 % K2S0O4; 9 % CuSOa4-5H20, Sigma, EUA)y 2.5
mL de acido sulfarico concentrado (Jalmek, México), posteriormente el tubo se
introdujo en el digestor Kjeldahl TE-008/50-04 (Tecnal, Brasil) por
aproximadamente 1 h a 250 °C hasta obtener un cambio de coloracion de café
oscuro a verde/amarillo claro. Los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente,

durante este tiempo se mantuvieron en el digestor.

Para la destilacion se emple6 el micro destilador Kjeldahl DEK-1 (Sev-Prendo,
México), previamente precalentado y conectado al condensador. Se instal6 el tubo
con la muestra, se colocdé un matraz de 125 mL en la salida de la manguera de
destilacion, el matraz contenia 5 mL de solucion de acido borico saturada y 2 gotas
de indicador de rojo de metilo. Ademas se agregd 10 mL de NaOH (Jalmek, México)
al 60 % en el dosificador del equipo. El punto final de la destilacion fue al recuperar

un volumen minimo de 50 mL con una coloracion verde en el destilado.

El contenido se titul6 empleando HCI 0.1 N (Jalmek, México), en agitacion, hasta

obtener un cambio de coloracion a rosa o violeta.
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6.5. Microorganismos utilizados

Se utilizaron cuatro tipos de cepas de S. cerevisiae: SafeAle BE-256™, Safspirit
Grain™, Safale US-05™ (estas tres provenientes Fermentis, Francia) y Wild-type

166 (Stock del Laboratorio de Ingenieria de Biorreactores, UASLP).

6.6. Medios de cultivo

La fuente de carbono presente en el medio de cultivo se obtuvo de la materia prima
procesada: HVM o EVM,; las concentraciones utilizadas de sustrato fueron: 15, 20,
25y 29 g L%, de acuerdo con los ensayos realizados para la determinacién de la
composicién de medio apropiada, asi como para la determinacion de las mejores
condiciones de operacién utilizando un disefio experimental (DOE) Box-Behnken
(BB). Todos los medios, matraces y biorreactor utilizados se esterilizaron
previamente en autoclave a 121 °C, 103 kPa durante 15 min.

El nimero de células de levadura utilizadas para los cultivos fue de 106 células mL-
L. para ello se utilizé un cultivo de S. cerevisiae Wild-type 166, se tomé una asada
de la caja de cultivo y se transfiri6 a 8 mL de caldo YPD (10 g L' de extracto de
levadura, 20 g L de triptona, IBI Scientific, EUA; 20 g L-! de dextrosa, Sigma, EUA)
en tubos falcon de 15 mL para su crecimiento y activacién durante 12 horas, 25 °C,
120 rpm. Posteriormente se utiliz6 como pre-indculo. Las levaduras liofilizadas S.
cerevisiae BE-256™ y Safpirit Grain™ fueron rehidratadas antes de la
fermentacién, utilizando 10 mL de medio de cultivo en condiciones anaerébicas

durante 20 miny a 25 °C.

6.7. Determinacion de una fuente de carbono y nitrégeno

En el primer ensayo se realiz6 en 100 mL de volumen de trabajo en matraces de
250 mL, se utilizaron 6 grupos experimentales (Figura 5), grupo 1y 2: control (HVM
o EVM); grupo 3y 4: HVM o EVM fortificado con una fuente organica de nitrogeno
(extracto de levadura al 10 % p/v) y grupo 3: HVM o EVM fortificada con una fuente
inorganica de nitrogeno (sulfato de amonio al 0.2 % p/v, Golden Bell, México). El
pH inicial del proceso fermentativo fue de 4 y un tiempo de fermentacion de 48 h.

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.
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Medio de cultivo a partir de harina de vaina tamizada y extracto de mezquite
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tanto
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a Totales %* H,0 H,0
HVM 38.26 392.05g 39.20g
tamizada
EVMB 13.44 433.02mL 43.3mL
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* De acuerdoa los
carbohidratos totales por HPLC

T0 Muestra al inicio
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(g ]

A%, Concenfracion
s de azicares

Con EVMB*
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Matraces con airlock’s para favorecer el sistema anaerobio.
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= ENAYO 3. TRASLADO
NIVEL: BIORREACTOR
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r

Biorreactor Applikon, EUA.
MEDIO Y CONDICIONES**

**Medio con la fuente de carbén y condiciones seleccionadas
a partir del ensayo 2.

Figura 5. Descripcion de los ensayos de fermentacion para la produccion de bioetanol.

18



6.8. Disefio de experimentos Box-Behnken

Se realiz6 un disefio experimental Box-Behnken de tres factores a tres niveles que
consistid en 15 experimentos (Tabla 8 y 9). Este disefio es adecuado para evaluar
el efecto de variables sobre una respuesta con base en el analisis de superficies de
respuesta y modelos polinomiales de segundo orden y tiene la ventaja de disminuir
el nimero de experimentos a realizar. El disefio consta de tres puntos centrales y
un conjunto de puntos que se encuentran en los puntos medios de cada borde del
cubo multidimensional que define la region de interés. El ajuste a un modelo de

segundo orden tiene la siguiente forma:
Y = ag+ a;X; + ay X, + azXs + a,Xi + asXz + agXs + a; X, X, + agX1 X3 + agX, X5

donde Y es la respuesta seleccionada, a, — aq son los coeficientes de regresion y
X1,X, X3 son los factores o variables estudiados. El disefio experimental Box-
Behnken es semejante al disefio ortogonal. Por lo tanto, los niveles de los factores
estan espaciados uniformemente y codificados para configuraciones bajas, medias

y altas, como -1, 0y +1.

Este disefio permitid establecer las condiciones del proceso fermentativo para su
traslado a nivel biorreactor. Para ello, se estudi6 el efecto de las variables:
concentracion inicial de aztcar (20-29 g L"), velocidad de agitaciéon (120-200 rpm)

y tipo de cepa de levadura utilizada durante el proceso de produccién de bioetanol.

El medio de cultivo utiliz6 como fuente de carbono el EVMB, suplementado con
sulfato de amonio. Las fermentaciones se realizaron durante 48 h, en matraces de
250 mL con un volumen de 100 mL de medio de cultivo a 20 °C y pH 4. Se tomaron
muestras a las 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36 y 48 h. El disefio experimental y el analisis
estadistico se establecieron utilizando el software Minitab™ v16.0 (Minitab Inc.,
EUA).
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Tabla 8. Disefio experimental Box-Behnken: factores y niveles

Factor Simbolo Niveles codificados
-1 0 +1
Agitacion (rpm) X1 120 160 200
Cepade S.
cerevisae X2 Wild Type 166 BE-256™ Safspirit Grain™
Sustrato (g L) X3 20 25 29

Tabla 9. Disefio experimental Box-Behnken niveles codificados de cada

variable.
Variables Independientes

Corrida X1 X2 X3
1 -1 0 -1
2 -1 0
3 -1 -1 0
4 -1 0 1
5 0 1 -1
6 0 0
7 0 0
8 0 -1 -1
9 0 0 0
10 0 -1 1
11 0 1 1
12 1 0 -1
13 1
14 1 -1
15 1 0

6.9. Traslado de las condiciones a un reactor en lote

Con base en las condiciones operacionales establecidas utilizando la metodologia
de superficie de respuesta (RSM) del ensayo anterior, se realizé el traslado del
proceso a nivel biorreactor. Las fermentaciones se realizaron en 0.3 L de medio de

fermentacion utilizando como fuente de carbono el EVMB.
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Se utilizé6 un biorreactor de 1 L (Applikon, EUA) y el sistema de control PID
adaptativo “ez-control™” (DeltaV, EUA). Las condiciones fueron: temperatura 20
°C, pH 4 y agitaciéon 120 rpm. Se tomaron muestras a las 0, 12, 24 y 36 h para

evaluar la produccién de bioetanol y el consumo de carbohidratos solubles.

6.10. Calculos y analisis estadisticos

6.10.1. Cuantificacion del consumo de carbohidratos solubles y produccion
de bioetanol

A partir de las muestras recuperadas para los tiempos 0, 12, 24 y 36 h en todos los
ensayos de fermentacion realizados, estas se analizaron por HPLC bajo las mismas
condiciones anteriormente descritas para la determinacién de carbohidratos en la
HVM y EVM.

Cada muestra se centrifugd durante 5 minutos a 13000 rpm; el sobrenadante fue
recuperado y se diluyé con agua desionizada previamente filtrada que se utilizd
como solvente en una proporcién de 1:50 para las muestras recolectas de 0 a 12
h, después de las 12 h la dilucién fue de 1:20. Fue necesario la realizacion de 4
lineas patron (como disolvente se empled agua desionizada previamente filtrada):
(0.01, 0.05, 0.5, 1, 1.2 mg mL™1) de etanol (Golden Bell, México), sacarosa (0.005,
0.05, 0.5, 1 mg mL™?), dextrosa (0.005, 0.05, 0.5 mg mL™?) y fructosa (0.01, 0.1, 0.3

mg mL1) y de esta manera determinar la concentracién de estos compuestos.

6.10.2. Rendimientos del bioetanol y productividad.

El rendimiento aparente de formacion de etanol con respecto de los carbohidratos
(41), se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

p gETOH

s gCH

Donde: Yg es el rendimiento de producto/sustrato; g ETOH son los gramos de

etanol producidos y g CH son los gramos de carbohidratos consumidos durante la
fermentacion.

La productividad fue el cociente entre la produccién de bioetanol (g L) y el tiempo
de fermentacion (h).

21



6.10.3. Analisis estadistico

Los datos de produccion de etanol, consumo de sustrato y productividad fueron
evaluados mediante el analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey (p <
0.05) utilizando el software STATISTICA v10 (StatSoft, EUA).

6.11. Producciéon de cerveza artesanal

Se eligié un estilo Blonde Ale para la produccién de cerveza artesanal por su
caracteristico color dorado, su perfil balanceado entre malta y IGpulo. Un aroma
dulce y frutal ideal para adicionar diferentes estilos de notas frutales como las del
mezquite (Tabla 10) (42).

Tabla 10. Formulacion de la cerveza estilo Blonde Ale (43).

Maceracion: tiempo 1 h a 67 °C Hervido: tiempo 1 h
Mg:;,oo;rgs Cantidad (kg) Variedad de | Alfa acidos Cantidad (g)
ingredientes 9L 4L lapulo (AA) 19L | 4L

Malta Base 2H 4.1 0.86 .
Will % 2 .
Malta Caramelo 0.15 0.0315 flamette 5% 8 5-90
EVM Proporcion 1:10 de acuerdo con los kg
totales de Malta
Fermentacion Embotellado

Cepade Cantidad (g) Tempera- . . L

Levadura 9L AL tura Tiempo | Densidad Carbonatacion
Safale US-05™ | 1159 | 2.42 25°C | 14dias | 1011%¢ | ZSVois.detOe dddiasa

Para la elaboracién de la cerveza (Figura 6), los azlcares fueron extraidos
mediante maceracion de la malta previamente molida al ponerla en contacto con
agua a 60 °C por una hora. El lixiviado obtenido se calento y al alcanzar el punto
de ebulliciéon se agregd 4 g de lupulo (Vic Secret, Australia), se hirvié por 60 min, al
finalizar, el sistema se enfri6 con apoyo de un serpentin de cobre hasta alcanzar
una temperatura de 20-25 °C, el mosto se paso a un fermentador de 20 L al que se
le adicioné la levadura Safale US-05™ a este proceso se le conoce como
fermentacién primaria, tiene una duracion de 15 dias a temperatura ambiente, se

realiza en ausencia de luz.
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| PRODUCCION
| DE CERVEZA

!

1. MoLiENDA

-

MOLER EL GRANO DE LA MALTA
PARA EXTRAER LOSAZUCARES
FERMENTABLES (AF)

3. HERVOR

IGUALES

2. MACERACION

" 67°C

MEZCLAR EL GRANO CON EL
AGUA PARA APORTAR
COLOR Y EXTRAER LOS AF

MOSTO 1.
CONTROL
DIVIDIREL
MOSTO EN 2 MOSTO 2.
PARTES AGREGAR

—|  @ce

HERVIR EL MOSTO Y
ANADIR EL LUPULO

5. CARBONATACION
(NATURAL)

4. FERMENTACION

" 25°C

ANADIR AZUCAR,
ENFRIAR Y MEZCLAR EL EMBOTELLAR Y
MOSTO CON LA LEVADURA SELLAR.

Figura 6. Proceso de produccion de cerveza estilo Blonde Ale y Blonde Ale con EVMA.
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La carbonatacion se hizo de forma natural con el CO2 que se genera en una
segunda fermentacion durante 15 dias a temperatura ambiente y poca iluminacion.
Para esto, se afiadieron 6 g aztcar L™ al fermentador, se mezcl6 para homogenizar,
se dejo reposar por 20 min, finalmente el fermentado se trasladé a botellas de vidrio
ambar de 355 mL y se sellaron con corcholatas utilizando una maquina selladora

manual (Homebrewers Outpost, EUA).

6.11.1. Analisis sensorial de la cerveza

Las cervezas Blonde Ale con y sin extracto de mezquite fueron evaluadas utilizando
los parametros del “Beer Judge Certification Program” 2012 por panelistas
capacitados de la empresa “La Lengendaria”, San Luis Potosi. La evaluacién
consiste en 5 aspectos que equivalen a puntajes como se muestra en la Tabla 11,
el maximo puntaje acumulado es de 50 puntos. Dependiendo de los puntos

recolectados es la forma en la que se califica la cerveza (Tabla 12).

Tabla 11. Aspectos considerados para la evaluacion de cerveza artesanal de acuerdo con
BJCP 2012.

- e Puntaje
Aspecto Caracteristicas especificas intaj
maximo
Aroma Malta, lapulo, los ésteres y otros aromaticos 12
Apariencia Color, turbidez, espuma. 3
Malta, lapulo, caracteristicas de fermentacion, balance,
Sabor . 20
final/retrogusto
. Cuerpo, carbonatacion, calentamiento, cremosidad,
Sensaciones en boca . . 5
astringencia.
Impresion General Placer general 10

Tabla 12. Clasificacion de cerveza de acuerdo con el puntaje obtenido con respecto al BJCP
2012.

Rangos de Puntos  Clasificacién Comentarios
45-50 Sobresaliente Ejemplo de clase mundial del estilo
38-44 Excelente Ejemplifica el estilo bien, requiere afinamientos

menores

30-37 Muy buena Generalmente dentro del estilo, algunas fallas menores
21-29 Buena Pérdida de marcas del estilo y fallas menores
14-20 Regular Sabores extrafios o deficiencias mayores del estilo
0-13 Problemética Sabores y aromas extrafios mayores son dominantes
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6.11.2. Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles en cerveza se asocia a un menor riesgo de accidente
cardiovascular y disminucion de la mortalidad. La fuente principal de polifenoles
proviene de la malta (70-80 %) y el ltpulo (30 %) (44). Para determinar si el EVMA
aumenta el contenido de polifenoles en cerveza, se cuantificaron estos en los dos
tipos de cerveza (Blonde Ale y Blonde Ale con EVMA). El método utilizado fue el de
Folin-Ciocalteu. Los estandares empleados fueron: 0, 50, 100, 150, 200 y 250 mg
L1 de solucién de &cido galico (Sigma, EUA) en metanol-agua 50:50 v/v (Golden

Bell, México).

Se tomaron 25 pL de cada muestra y estandar (1:10 v/v) se agregd 250 pL del
reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma, EUA), 2.25 mL de agua miliQ previamente filtrada
y esterilizada, asi como 2 mL Na2COz 1 M (Golden Bell, México). Las soluciones se
calentaron a 45 °C durante 15 minutos y se determiné la absorbancia a 750 nm en
un lector de microplaca IMARK (Bio-Rad, EUA). El contenido fendlico total se

representa en equivalentes de acido galico (mg mL™1).
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VII. - RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Variacion en el contenido de carbohidratos y nitrogeno presentes en la
HVMy el EVM

Se trabajo especificamente con 3 derivados de la vaina de mezquite (Figura 7). La
concentracion de carbohidratos fue de 7 % y 13.44 % para el EVM A y B,
respectivamente; con respecto de la HVM sin tamizar se obtuvo una concentracion
de azucares de 11.4 % y para la HVM tamizada aumento 3.4 veces (38.26 %). En
trabajos anteriores, la concentracion de carbohidratos determinada fue del 56 %
(39). Garcia-Lépez et al. (7) evaluaron la composicion quimica de 3 variantes de
vainas de Prosopis leavigata del Altiplano Potosino, determinando que su contenido
en carbohidratos vario de 48.10 a 49.20 %.

a) Harina de vaina de mezquite b) Extracto de vaina de mezquite
(HVM) TAMIZADA (EVM)

18 °Bx

Figura 7. Derivados de la vaina de mezquite. a) harina de vaina de mezquite, b) extracto de vaina
de mezquite.

La variacion de 22 y 32 % en el contenido de carbohidratos en este trabajo con lo
reportado por Garcia-Lopez et al. (7) y lo obtenido en la tesis de licenciatura
Hernandez (39) sugiere que el contenido de carbohidratos es funcién del lugar de
recoleccion y como lo reporta Ruiz (9) se ve afectado por el tipo de suelo y las
condiciones de creciemiento del arbol. Ademas Cerdn et al. (12) indican que el
grado de madurez influye en las caracteristicas fisicoquimicas del derivado en polvo
de la vaina, observando valores mas altos de proteinas en un estado verde y una

cantidad mas alta de carbohidratos en vainas maduras.
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Los azUcares identificados para los derivados de vaina de mezquite fueron:
sacarosa en mayor proporcion (en un rango de 76-93 %), seguido de fructosa (7-9
%) y en el caso del EVMA la presencia de dextrosa (23 %) (Figura 8).

a) HVM

TAMIZADA 38.26 %

Fructosa
9%

/

Sacarosa
91%

b) EVM

A:7.0% B:13.44 %
Dextrosa
23%

Sacarosa

Fructosa__ | 93 %

1%

\ Fructosa
7%

Sacarosa

76 %

Figura 8. Contenido de carbohidratos en HVM tamizada, EVMA y EVMB.

El perfil de azucares de las vainas utilizadas fue similar al indicado por Pefia et al.
(45). Sin embargo, existen reportes en Prosopis alba, donde se ha encontrado la

presencia de xilosa (46).

A partir de estos resultados se seleccion6 la HVM tamizada y el EVMB por su mayor
contenido de carbohidratos como materias primas para la produccién de bioetanol.
El EVMA fue utilizado como aditivo en la produccién de cerveza de mezquite estilo
Blonde Ale.

El contenido de nitrdgeno observado en la HVM sin tamizar fue 5.5 veces mayor
que en el EVMB; de manera que el contenido de nitrégeno en la HVM proveniente
de P. leavigata es 1.17 veces mayor al rango reportado por Garcia-Lopez et al. (7),

para la misma especie y 1.48 veces mayor para otras especies (Tabla 13) (46).
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Estos resultados sugieren que durante el tratamiento térmico utilizado para la
obtencion del EVMB Uunicamente solubilizd el 2.18 % del porcentaje total de

nitrdgeno reportado para la HVM en este trabajo.

Tabla 13. Contenido de nitrégeno en la HVM sin tamizar y EVMB obtenidos
de forma experimental y los descritos en la literatura para la vaina de mezquite.

Materia Prima Contenido de nitrégeno
HVM sin tamizar* 12.0%
EVMB* 2.18 %
Vaina de Mezquite* 8.14-10.28 % (7)
Vaina de Mezquite®? 6.0 a 8.11 % (46)

* Especie Prosopis leavigata; ¥* Otras Especies del género Prospis

Ingledew (47) reportd que si el nitrégeno amino libre esta por debajo de 150 mg L
en los cereales utilizados como materia prima, conduce a fermentaciones lentas o
incluso inconclusas. Concluyé que la mayoria de los cereales utilizados en la
produccién de etanol son deficientes en la fuente de nitr6geno. Por ello, se

recomienda adicionar esta fuente como suplemento para remediar esta deficiencia.

7.2. El extracto de vaina de mezquite es la materia prima seleccionada para la
produccion de bioetanol

Las cinéticas de consumo de sustrato y de produccion de bioetanol se muestran en
las figuras 9A y 9B, se observa que el consumo de azucares se llevo a cabo en las
primeras 24 h mientras que la generacion de etanol se realiza a partir de las 12 h.
La produccion de bioetanol es similar en los cultivos utilizando la HYM y el EVM con
una tasa promedio de produccién de 3.20 g L%, lo anterior con base en ANOVA

utilizando el método de Tukey con un nivel de confianza del 95 %.

Se propone una relacion directamente proporcional entre la generacion de biomasa
con respecto del consumo de sustrato; mientras que la produccion de bioetanol
corresponde a una cinética de formacion de producto no asociada al crecimiento
celular, al asumir que el sustrato es Unicamente destinado al crecimiento celular en
la fase exponencial, y una vez alcanzada la fase exponencial tardia (12 h) el etanol
se acumula. Los resultados de las graficas descritas estan resumidos en las Tablas
14y 15.
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Figura 9. Cinéticas de consumo de carbohidratos (CC) y produccién de bioetanol (PE)

Tiempo (h)

++«<h -+ CC Ext Levadura — @ = CC (NH,),SO, —&— CC Control

-++«A:+-- PE Ext Levadura — @ —PE (NH,),SO, —&— PE Control

6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo (h)

+++ofe+++ CC Ext Levadura —i— CC Control —@— CC (NH4)2504

+«-+Ae -+ PE Ext Levadura —i#— PE Control = ® —PE(NH,),S0,

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00

Bioetanol (g L)

Bioetanol (g L)

empleando S. cerevisiae, en medios de fermentacion suplementados con 2 fuentes de nitrégeno:
(NH4)2S04, extracto de levadura y un medio control (EVMB o HVM sin fuente de nitrégeno)

utilizando como fuente de carbono A) HVM y B) EVMB. Ext= extracto.
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Tabla 14. Produccién de bioetanol y consumo de carbohidratos solubles al utilizar HVM.

_ Carbohidratos solubles (g L?) Bioetanol (g L)
Tle(rr?)po (NH4)2S04 Iean)L((;Ljra (NH4)2S04 IevEei((;jra
0 10.44+2.02 1256+043  10.70+0.64 | 0.00+0.0 0.00+0.0 0.00 + 0.0
3 6.56 +0.26  8.32+1.23 7.67 +0.88 0.00+0.0 0.000.0 0.00 + 0.0
6 591+0.07  7.66+1.08 6.40 + 0.07 0.00+0.0 0.000.0 0.00 + 0.0
9 478+1.26  7.72+0.60 7.08 +1.02 0.00+£0.0 0.000.0 0.00 + 0.0
12 4.49+538 6.74+212 6.14 £ 0.77 0.00+0.0 0.00+0.0 0.00 £ 0.0
24 0.69+0.04  0.65+0.07 1.26 + 0.85 3.35+0.26 3.25+0.77  2.99+0.54
36 0.61+0.08  0.56 +0.00 054+0.08 |336+012 315+019 3.02+0.16
48 0.60+0.13  0.62+0.21 064+001 |361+021 348+050  3.69+0.63

8Ext= extracto; Control= (HVM sin fuente de nitrégeno adicional). (Tukey, p < 0.05).

Tabla 15. Produccién de bioetanol y consumo de carbohidratos solubles al utilizar

EVMB.
Carbohidratos solubles (g L) Bioetanol (g L)
Tie(?:)po (NH4)2S04 Iean)élttjra (NH2)2504 Ieanﬁ Lj ra
0 7114052 7.12+045 7.81+0.76 |0.00+0.00 0.00+0.00  0.00%0.00
3 6.00+0.68 6.33+0.17 6.80+0.54 |0.00+0.00 0.00+0.00  0.00%0.00
6 471+1.79 590+0.12 6.65+0.66 | 0.00+0.00 0.00+0.00  0.00 +0.00
9 477+1.05 561+0.34 561+050 |0.00+0.00 0.00+0.00  0.00 0.00
12 3414278 494+065 459+043 |000+000 0.00+000  0.00%0.00
24 0.41+0.07 0.50+17 059+0.04 |288+033 330£032 3.24+0.33
36 0.38+0.09 043+0.07 0.46+0.06 |262+0.18 258+0.32 2.79+0.21
48 0.44+0.07 0.46+0.02 0434002 | 2.74+022 277+0.28 2.81+0.15

8Ext= extracto; Control= (EVMB sin fuente de nitrégeno adicional). (Tukey, p < 0.05).
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En las Tablas 16 y 17 se muestran los valores de rendimiento y productividad del
bioetanol generado, utilizando como materias primas la HVM y el EVMB,
respectivamente, valores que corresponden a los tiempos de producciéon de 24, 36
y 48 h. La mayor produccion de bioetanol fue a las 24 h en todos los cultivos
analizados. Ademas, se observdé que no existen diferencias estadisticamente
significativas en los rendimientos de etanol con respecto de sustrato, al adicionar
las fuentes de nitrégeno inorganica u organica, cuando se utilizé como fuente de
carbono la HVM.

Sin embargo, el rendimiento de etanol fue mayor cuando se utiliz6 el EVMB como
fuente de carbono y la adicién de las fuentes de nitrogeno. Fue posible identificar
diferencias estadisticamente significativas al comparar los rendimientos de etanol
utilizando la HVM contra los rendimientos de etanol utilizando el EVMB, a las 24 h;
siendo 1.8 y 1.4 veces mas rendimiento al utilizar EVMB con la adicién de sulfato
de amonio y extracto de levadura, respectivamente. Por lo tanto, este resultado
sugiere que la adicion de una fuente extra de nitrégeno inorganico aumenta el

rendimiento en el proceso de produccién de bioetanol.

Tabla 16. Rendimiento y productividad de bioetanol al utilizar HVM.

Rendimiento (g etOH g aztcar?) Productividad (g etOH L1h™?)

Tiempo Ext? Ext?
(h) (NH2)2S0s | oy adura (NHa2SOs | o\ adura
24 0.344+0.10 0.273+0.06 0.317+0.02 0.140+0.01 0.135+0.03 0.124 +0.02
36 0.431+0.08 0.262+0.02 0.298+0.00 0.093+0.00 0.087+0.01 0.084 +0.00
48 0.367 +0.10 0.292+0.05 0.367+0.06 0.075+0.00 0.073+0.01  0.077 +0.01

3Ext= extracto; Control= (EVMB sin fuente de nitrégeno adicional). (Tukey, p < 0.05).
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Tabla 17. Rendimiento y productividad de bioetanol al utilizar EVMB.

Rendimiento (g etOH g azucar?) Productividad (g etOH L1h?)

Tiempo Ext? Ext?
(h) (NH.)2S0s | o adura (NHa2S0s | oy adura
24 0.429+0.03 | 0.499 +0.04 0.449+0.04] 0.120+0.01 0.138+0.01  0.135+0.01
36 0.390+0.04 0.386+0.04 0.380+0.02 0.073+0.01 0.072+0.01  0.078 +0.01
48 0.410+0.04 0.416+0.01 0.381+0.03 0.057+0.00 0.058+0.01  0.059 + 0.00

aExt= extracto; Control= (EVMB sin fuente de nitrégeno adicional). El recuadro en rojo sefiala los datos en los
que se observo diferencia estadisticamente significativa. (Tukey, p < 0.05).

Se ha demostrado que el agregar una fuente adecuada de nitrégeno, el tiempo de
la fermentacidén se optimiza, aumentando el transporte de azucares, provocando
una tasa acelerada de fermentacion (48). Cabe sefalar, que el ion amonio ha sido
reportado como un estimulador potencial de la produccion de etanol mediada por
Saccharomyces cerevisiae (49), en este trabajo también se sustenta que el sulfato
de amonio mejoré los rendimientos de bioetanol. Almeida (50) reporta que la
disponibilidad de nitrdgeno durante la fermentacion ayuda a mantener una alta tasa
glicolitica y en consecuencia, la conversion del azucar en etanol favoreciendo el

rendimiento.

7.3. La cepa S. cerevisiae BE-256™, una baja velocidad de agitaciéon y una
concentracion de 29 g L de fuente de carbono favorecen la producciéon de
bioetanol

Debido a que esta reportado que el tipo de cepa, asi como las condiciones de
operacion son factores que afectan la produccién y los rendimientos de etanol, se
evaluaron tres diferentes cepas S. cerevisiae y se variaron las condiciones de
operacion como agitacion y concentracion de azucares, mediante un disefio

experimental Box-Behnken (BB).

La Tabla 18 representa a los coeficientes de regresion para el modelo cuadrético
de la produccién de bioetanol a las 24 h de fermentacion, asi como los valores de
la prueba de Fisher y de probabilidad. Los resultados del anadlisis de la falta de
ajuste para el modelo matematico indican que el modelo no predice adecuadamente
el proceso de produccién de bioetanol, ademas el coeficiente de correlaciéon
ajustado fue de 0.63. Guan y Yao (51) sugirieron que R? deberia ser al menos 0.80

para el buen ajuste de un modelo.

32



Se realizd un segundo analisis de varianza para la produccion de bioetanol con un
tiempo de fermentacion de 36 h (Tabla 19). El valor F para este modelo fue 15.79 y
al comparar con la F de tablas, sugiere un buen ajuste del modelo con una
probabilidad p < 0.05 por lo que representa adecuadamente el efecto que tienen las

variables sobre la produccion de bioetanol.

Para este segundo modelo, el coeficiente de correlacion fue de 0.9048, es decir que
el 90.48 % de la variacion en la produccién de etanol es explicada por el polinomio,

misma que se atribuye Unicamente a los factores independientes.

Tabla 18. Coeficientes de regresion de las variables independientes no
codificadas en la produccién de bioetanol a las 24 h.

Término Coef? Fb p¢
ao (Xo) -6.53638 3.73 0.080
Lineales
a1 (X1) 0.0347689 0.27 0.629
az (X2) -0.988295 0.11 0.749
as (Xs) 0.625765 26.91 0.004
Cuadraticos
as (X1?) -2.78E-04 2.48 0.176
as (X29) 0.150004 0.28 0.618
as (X3?) -1.40E-02 0.98 0.367
Interacciones
a7 (X1 X2) 3.46E-03 0.26 0.632
as (X1 X3) 1.82E-03 1.47 0.279
a9 (X2X3) -0.00407586 0.00 0.949

3Coef: coeficiente estimado, °F: F de la prueba de Fisher, °p: valor de la probabilidad. Si p <
0.05, indica que el término es significativo. El coeficiente de correlacion (R?) fue de 0.8704,
R? (ajustado) fue de 0.6372 y el error estandar de 0.5423
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Esta observacion implicd que el modelo resultdé adecuado para la representacion
de la relacion real entre los factores seleccionados. Por lo tanto, el modelo
cuadratico obtenido en este estudio podria utilizarse en la prediccion tedrica para la

produccion de bioetanol.

Tabla 19. Coeficientes de regresion de las variables independientes no
codificadas en la produccién de bioetanol a las 36 h.

Término Coef? P> p°©
ao (Xo) 5.74039 15.79 0.004
Lineales
a1 (X1) -0.0298789 4.03 0.101
az (X2) -2.82668 2.15 0.202
as (Xs) 0.0785271 126.82 0.000
Cuadraticos
as (X1?) 0.000112323 0.89 0.390
as (X2?) 0.16295 0.73 0.432
as (X3?) 2.49E-03 0.07 0.805
Interacciones
a7 (X1 X2) -5.00E-04 0.01 0.917
as (X1 X3) -4.73E-04 0.22 0.661
ag (X2X3) 0.099822 6.04 0.057

3Coef: coeficiente estimado, °F: F de la prueba de Fisher, °p: valor de la probabilidad. Si p <
0.05, indica que el término es significativo. El coeficiente de correlacion (R?) fue de 0.9660,
R? (ajustado) fue de 0.9048 y el error estandar de 0.366805.

La ecuacion final en términos de factores no codificados para el modelo cuadratico

de superficie de respuesta de Box-Behnken se expresa en la siguiente ecuacion:

Y(etOH) = 5.7403 — 0.0298X, — 2.8266X, + 0.0785X; + 0.00011X2 + 0.1629X2
+2.49x1073X2 — 5.00x107*X, X, — 4.73x107*X, X5 + 0.0998X,X,

La anterior ecuacion es valida para X1 en el intervalo de 120-200 rpm, X2 utilizando
solo las cepas S. cerevisiae BE-256™, Safspirit Grain ™y la Wild-type 166, X3 con
rangos de concentraciéon de azucares iniciales de 20 a 29 g L%, 20 °C y 36 h de
fermentacion.

La Tabla 20 desglosa los valores experimentales y predichos para la produccion de

bioetanol a las 36 h, utilizando el modelo cuadratico anteriormente descrito.
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Tabla 20. Produccién de bioetanol experimental y predicho utilizando el DOE Box-Behnken.
Variables independientes no codificadas: agitacion (X1), tipo de cepa de levadura (Xz2),
concentracion inicial de azlcares (Xs).

Variables Independientes Variable Dependiente %
Experimento X1 X2 X3 Produccidn de Bioetanol (g L™?) Error
(rpm) (gLY) Experimental Predicho
1 120 0 20 3.99 4.08 2.03
2 120 2 25 6.14 6.17 0.45
3 120 1 25 5.98 5.65 5.99
4 120 0 29 6.94 7.17 3.17
5 160 3 20 3.73 3.62 2.97
6 160 0 25 5.13 5.29 3.08
7 160 0 25 5.10 5.29 3.55
8 160 1 20 3.92 414 5.26
9 160 2 25 5.64 5.29 6.63
10 160 1 29 6.02 6.16 241
11 160 3 29 7.70 7.44 3.47
12 200 0 20 3.92 3.72 5.18
13 200 3 25 5.25 5.59 6.06
14 200 1 25 5.17 5.14 0.54
15 200 0 29 6.59 6.47 1.81

Se compararon los valores experimentales y predichos. La desviacion relativa del
modelo fue inferior al 6.7 % (Tabla 20). De acuerdo con el analisis de varianza
(Tabla 19) se observo que la variable con un efecto significativo en la produccion
de bioetanol es la concentracion de azucares (Xs), y corresponde a un efecto de

primer orden, con una p < 0.05.

Para observar la interaccion y el comportamiento entre las variables se realizaron
graficas de contorno (Figuras 9A, 9B, 9C). Es posible observar con las graficas, que
la produccién de bioetanol se favorece al utilizar la cepa 3 que corresponde a S.
cerevisiae BE-256™ utilizando una concentracion de azlcar de 29 g Lt y una
velocidad de agitaciéon de 120 rpm. Por otro lado, la produccién de bioetanol
disminuye al utilizar niveles de concentracién de azlcares menores a los 22 g L
independientemente del tipo de cepa y agitacion, asi como cuando la agitacion se
incrementa (> 130 rpm) o al cultivar con las cepas Safspirit Grain™ y la Wild-type

166 de S. cerevisiae.
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Figura 10. Graficas de superficie de respuesta que representan el contenido de bioetanol en
funcion de las variables evaluadas mediante el DOE Box-Behnken: A) en funcién del tipo de cepa
y agitacion B) en funcion de concentracion de azlcares y agitacion, y C) en funcién de
concentracion de azlcares y tipo de cepa
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7.4. La concentraciéon de bioetanol obtenida es reproducible a nivel
biorreactor

El traslado del proceso de fermentacidn se realiz6 a nivel biorreactor con base en
las condiciones previamente seleccionadas de la metodologia de superficie de
respuesta que favorecen la produccion de bioetanol (concentracion de azlucares de
29 g L, agitacion de 120 rpm vy utilizando la cepa S. cerevisiae BE-256™). La
produccion de bioetanol maxima alcanzada fue de 9.96 % v/v es decir 7.86 g L™,
con un rendimiento de 0.27 g g y una productividad de 0.22 g L't h'.

El efecto que tiene el etanol en la célula es una combinacién de inhibicion del
crecimiento celular y una disminucion de la viabilidad, por lo que puede actuar como
un inhibidor de la fermentacién a partir de un 8 % de etanol (20). La produccién de
etanol suele estar dentro del 10-14 % (v/v) (52).

La levadura utilizada S. cerevisiae BE-256™ tiene un rango de tolerancia a etanol
de 9 al 11 % (53), la concentracion que se obtuvo de 9.96 % se encuentra dentro
del rango especificado. La produccién de bioetanol reportada al utilizar otras
materias primas de acuerdo con la Tabla 3 es superior a la alcanzada en este
trabajo debido a que el contenido de azucares empleados fue 10 veces mayor. Sin
embargo, es importante resaltar que la magnitud de etanol producido esta en
funcién de la magnitud de azuares utilizados, estequiométricamente la relacion es:
por cada g de glucosa se producen 0.51 g de etanol. De tal forma que entre mas
azucares se empleen, la produccién de etanol en teoria debe de aumentar, por lo
gue el dato de produccién de etanol no es comparativo si no se emplea la misma

cantidad de azUcares.

Uno de los parametros que nos permite hacer una comparacion es el rendimiento
sustrato/producto. El rendimiento es la cantidad de producto sintetizado por
cantidad de sustrato consumido. Un rendimiento del 0.51 nos indica un
aprovechamiento del sustrato del 100 %. En la realidad es dificil lograr este
rendimiento, porque la levadura utiliza la glucosa para la produccion de otros

metabolitos. El rendimiento experimental varia entre 90 % y 95 % del teorico (21).
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Otros grupos de trabajo han producido bioetanol utilizando el mismo género
Prosopis pero diferente especie: Ceratonia siliqua (mejor conocido como
algarrobo), tipica de los paises riberefios de la Cuenca mediterranea y América
Latina (54), cuyos rendimientos reportados por Roukas (55) y Germec et al. (56)
varian entre 40+£1.8 % y 48.59 %. El rendimiento que se alcanz6 en este trabajo
para el ultimo ensayo de fermentacion a nivel reactor fue del 52 %. Un rendimiento
hasta 23 % mayor al de los grupos de trabajo mencionados anteriormente pero 45

% menor con respecto al rendimiento experimental esperado (90 y 95 %).

7.5. La cerveza artesanal de mezquite posee un porcentaje de alcohol acorde
al estilo de cerveza Blonde Ale y califica como excelente con base en el
analisis organoléptico

Con el fin de proporcionar valor agregado a la materia prima obtenida de la VM se
generd un segundo bioproducto de interés comercial y cuyo proceso es facil de
montar, con base en un proceso artesanal. En este contexto, se gener6 una cerveza
tipo Blonde Ale adicionada con extracto de vaina de mezquite con el fin de

proporcionar a esta bebida, el aroma dulce y notas frutales del mezquite.

Para ello, a un cultivo en lote se le agregdé EVMA y como control se utilizé la receta
original de las cervezas tipo Blonde Ale (Tabla 10). La concentracién de alcohol
obtenida en la cerveza con EVMA fue de 4 % que fue ligeramente mayor a la
cantidad de alcohol presente en la cerveza control (3.6 %), ambos porcentajes de
alcohol se encuentran dentro del rango del estilo de cerveza Blonde Ale
correspondiente a 3.8-5.5 % (32).

La cerveza Blonde Ale con mezquite y control fueron evaluadas por 5 panelistas
externos a nuestra institucion y que pertenecen a la empresa de cerveza “La
Legendaria” de la ciudad de San Luis Potosi. Los resultados del analisis

organoléptico se resumen en la Tabla 21.

En promedio, la cerveza control obtuvo una calificacion de 37 puntos que de
acuerdo con el formato de evaluacion 2012 de BJCP (Anexo 13.1) se posiciona en
la categoria de “muy buena” (30-37) concluyendo que se encuentra dentro de los

pardmetros del estilo Blonde Ale seleccionado, con fallas menores; mientras que la
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cerveza con mezquite obtuvo un puntaje de 39.2 puntos, siendo 5.6 % mejor en
calificacion comparada con la cerveza control. Estos resultados indican que es una
cerveza “excelente” (38-44 puntos), y su estilo esta acorde al estilo Blonde Ale

seleccionado.

Tabla 21. Resultados del analisis organoléptico de acuerdo con el BJCP 2012

Tipo de Cerveza Blonde Ale Control Blonde Ale con Mezquite
Panelista

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Factor*
Aroma (12) 9 10 9 10 8 7 11 9 9 10
Apariencia (3) 2 3 3 2 2 1 3 3 2 2
Sabor (20) 17 15 10 15 13 15 16 13 16 15
Sensacion en la boca (5) 4 4 4 3 3 35 4 5 4 4
Impresién General (10) 7 8 6 8 8 6 9 6 8 9
Total (50) 42 40 32 37 34 38 43 36 39 40

* Los nimeros en paréntesis corresponden a los puntos maximos para cada Factor con respecto a la
puntuacion Total (50).

7.6. El extracto de vaina de mezquite aumenta el contenido polifenélico en la
cerveza Blonde Ale

Andlisis reportados por Habschied et al. (57) indican que el contenido de polifenoles
en cerveza varia ampliamente en rango de 480-855 mg L. Esta variacion depende
de la malta y los IUpulos utilizados, siendo la malta la que aporta mayor cantidad de
polifenoles (80 %). Por lo tanto, la relacion malta-lupulo depende en gran medida
del tipo de cerveza elaborada. La cantidad de polifenoles totales determinados en
la cerveza de mezquite (389.73 mg L) se encuentra por debajo del rango
mencionado de 480-855 mg L%, sin embargo, a comparacion de la cerveza control
(311.73 mg L?) el contenido fue 20 % mayor.

Estudios recientes correlacionan el consumo de alimentos ricos en polifenoles con
la prevencion de muchas enfermedades modernas asociadas con el estrés
oxidativo (57). Para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa
entre las cervezas generadas se requiere realizar un ensayo con al menos 3 lotes
distintos, ya que en este caso solo fue posible analizar un solo lote para cada tipo
de cerveza (Blonde Ale y Blonde Ale con EVMA).
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VIIl.- CONCLUSIONES

La vaina de mezquite es un producto que por su alto contenido de carbohidratos
puede aprovecharse en fermentaciones alcohdlicas para la obtencion de bioetanol

y bebidas tradicionales como la cerveza artesanal.

La concentracion de carbohidratos alcanzada es de 7 % y 13.44 % para los EVM A
y B, respectivamente; con respecto a la HVM sin tamizar la concentracion de
azucares es 11.4 % y para la HVM tamizada aument6 3.4 veces (38.26 %). Debido
a las diferencias del contenido de azucares en la literatura, asi como en los reportes
de nuestro grupo de trabajo; se sugiere que el contenido de carbohidratos esta en

funcién del lugar de recoleccion.

El contenido de nitrégeno en la HVM de P. leavigata es 1.16 veces mayor a lo
reportado en otros trabajos y cuando la HVM es sometida a una extraccion liquido-
sélido mediante tratamiento térmico para la obtencion del EVMB, Unicamente se
solubiliza el 2.18 % del porcentaje total de nitrdgeno presente en la HVM.

Con respecto a la produccion de bioetanol se presenta una cinética de formacién
no asociada, al utilizar como fuente de carbono el EVMB de P. leavigata. Ademas,
la adicién de una fuente extra de nitrdgeno inorganico en el EVMB aumenta el

rendimiento de bioetanol.

Es posible representar la produccion de bioetanol mediante un modelo de primer
orden debido a que el andlisis del DOE indica que Unicamente la concentracioén de
azucares tiene un efecto significativo en la produccion de etanol, sin embargo de
acuerdo con las graficas de contornos es importante que la velocidad de agitacion
se mantenga en 120 rpm o a valores inferiores y que se utilice la cepa S. cerevisiae
BE-256™.

La cerveza con extracto de vaina de mezquite es una propuesta innovadora que
estd acorde con el estilo Blonde Ale, y que ademas posee polifenoles que se
relacionan con la prevenciéon de muchas enfermedades modernas asociadas con el

estrés oxidativo.
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X.- ANEXOS
10.1 Cromatogramas y tiempos de retencién para sacarosa, dextrosa, fructosa

y etanol por HPLC
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10.2. Lineas Patron de etanol, sacarosa, dextrosay fructosa
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