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Autor : 

Cordonez Suntasig Kleber Trajano 

RESUMEN 

El presente trabajo tuvo como objetivo principal aislar, seleccionar e identificar una cepa de 

alta producción de alcohol a partir de la elaboración de cerveza de quinua (Chenopodium 

quinoa) en un medio de cultivo (Sabouraud dextrosa), en donde se determinó que el sedimento 

contiene diferente tipo de levadura al término de la fermentación alcohólica de la cerveza. El 

producto fue envasado en tres diferentes recipientes esterilizados el primero contenía 

sedimentos de la parte superior, el segundo contenía sedimentos de la parte media y el tercero 

contenía sedimentos de la parte inferior, donde está la mayor parte de levadura, mediante los 

ensayos correspondientes al tema se pudo identificar que la cepa alcohólica es de género 

ñSaccharomycesò provenientes de la fermentación de la cerveza de quinua. La biomasa asilada, 

seleccionada e identificada del mejor tratamiento en el análisis de las características 

organolépticas, variables respuesta que se utilizó (% de alcohol, color, olor, tamaño, y contorno 

de la cepa). La parte experimental tuvo una duración de 30 días, en el cual se realizó la 

elaboración de la cerveza, fermentación de la misma y el aislamiento, selección e identificación 

de la cepa alcohólica. Se utilizó un medio de cultivo general ya que en investigaciones el mejor 

medio para el desarrollo es el (Sabouraud dextrosa), en el aislamiento primario es donde se 

seleccionó las 6 mejores colonias, las cuales se volvieron a resembrar para obtener cepas puras, 

se aplicó a diferentes temperaturas y tiempos de crecimiento, una vez transcurrido el tiempo se 

seleccionó la de mayor porcentaje de alcohol para la obtención de biomasa de la cepa alcohólica 

de género Saccharomyces. Se determinó que entre la levadura comercial el costo es mayor y la 

levadura obtenida el costo es menor tanto en la elaboración como en la presentación en el 

mercado, en cuanto a la fermentación la levadura obtenida es de mayor fermentación y el tiempo 

de acción se redujo. 

Palabras claves: colonias, cepas, levaduras, fermentación, sedimentos.  
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FACULT Y OF AGRICULTURAL SCIENCES AND NATURAL RESOURCES . 

THEME E: ISOLATION, SELECTION AND IDENTIFICATION OF A STRAIN OF HIGH 

ALCOHOL PRODUCTION FROM THE ELABORATION OF QUINUA BEER 

(Chenopodium quinoa). 

Author : 

Cordonez Suntasig Kleber Trajano 

ABSTRACT 

This research work had as main objective isolate, select and identify a stump of high alcohol 

production from the elaboration of quinoa beer (Chenopodium quinoa) in a farming medium 

(sabouraud dextrosa), where it was determined that the sediment contains different type of yeast 

at the end of the alcoholic fermentation of the beer. The product was packaged in three different 

sterilized containers, the first contained sediments of the upper part, the second contained 

sediments of the middle part and the third contained sediments of the lower part, where is the 

most part of yeast, through the corresponding trials about the topic, it was possible to identify 

that the alcoholic strain is of genus ñSaccharomycesò coming from the fermentation of the 

quinoa beer. The isolated biomass, selected and identified from the best treatment in the analysis 

of the organoleptic characteristics, variable responses that were used (% alcohol, color, smell 

and outline). The experimental part had a duration of 30 days, in which the elaboration of the 

beer was carried out, fermentation of it and the isolation, selection and identification of the 

alcoholic strain. A medium of general cultivation was used since in research the best medium 

for development is the (Sabouraud dextrosa) in the first isolation  is where the 6 best colonies 

were selected, which were reseeded to obtain pure strains, was applied to different temperatures 

and growth times, once the time elapsed, the one with the highest percentage of alcohol was 

selected to obtain biomass of the alcoholic strain of the genus Saccharomyces. It was 

determined that among the commercial yeast the cost is higher and the yeast obtained the cost 

is lower both in the preparation and in the presentation in the market, as for the fermentation 

the obtained yeast is of greater fermentation and the time of action was reduced. 

Keywords: colonies, strains, yeasts, fermentation and sediments.  
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1. INFORMACIÓN  GENERAL  

 

Título del Proyecto: ñAISLAMIENTO, SELECCIčN E IDENTIFICACIčN DE UNA 

CEPA DE ALTA PRODUCCIÓN DE ALCOHOL A PARTIR DE LA ELABORACIÓN  

DE CERVEZA DE QUINUA ( Chenopodium quinoa)ò. 

 

Fecha de inicio: Abril 2017 

Fecha de finalización: Marzo 2018 

Lugar de ejecución: 

Barrio: Salache Bajo 

Parroquia: Eloy Alfaro 

Cantón: Latacunga 

Provincia: Cotopaxi 

Institución: Universidad Técnica de Cotopaxi. La parte experimental se realizó en el ñCEASAò 

- Laboratorios de  microbiología de la carrera de Ingeniería Agroindustrial. (Anexo 1) 

Facultad que auspicia: Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales. 

Carrera que auspicia: Carrera de Ingeniería Agroindustrial 

Proyecto de investigación vinculado: ñIndustrializaci·n de granos andinosò. 

Equipo de Trabajo:  

Investigadores:(Anexo 2) 

Tutor:  Quim. Jaime Orlando Rojas Molina. (Anexo 2.1) 

Investigador: Kleber Trajano Cordonez Suntasig (Anexo 2.2) 

Área de Conocimiento: Ingeniería, Industria y construcción. 

Línea de investigación: Investigación, producción, desarrollo de tecnologías y estudios de 

inversión de proyectos agroindustriales. 

Sub línea de investigación: biotecnología agroindustrial y fermentativa (Productos y 

coproductos, tecnología de alcoholes, vinos y vinagres, yogurt, etc.) 
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2. JUSTIFICACIÓN  DEL PROYECTO  

En la elaboración de la cerveza artesanal de quinua se realizó en dos etapas fermentativas, la 

primera se realizó en el transcurso de 15 días los cuales se obtiene una cerveza joven ya que la 

levadura en el transcurso de este tiempo solo consume el oxígeno contenido en el mosto y es 

de esta manera que se va multiplicando hasta alcanzar el punto ideal de la primera fermentación, 

continuando con el proceso ya las levaduras empiezan a digerir los azucares esto por la falta de 

oxígeno que no hay en el mosto, y de esta manera la cerveza se empieza a madurar y a obtener 

las características que se desea, como en la del sabor principalmente, el tiempo que se demoraría 

son aproximadamente de 15 a 20 días.  

El principal microorganismo que realiza este proceso de fermentación es la levadura 

sacharomyces cerevisae, siendo la de gran poder fermentativo o alcoholigenas ya que en esta 

fase se terminan con los azucares disponibles en el mosto, también en el proceso de 

fermentación se pueden encontrar especies de pureza fermentativa y de producción media y 

baja en grados alcohólicos. 

Levaduras iniciadoras de la fermentación: son levaduras apiculadas, son de bajo poder 

fermentativo como lo es la kloeckeraapiculata. Levaduras de poder fermentativo medio y alto: 

son levaduras de más del 5% de alcohol que producen como son Sacharomyces cerevisae var. 

Ellipsoideus, Saccharomyces pastorianus. Levaduras con elevado poder fermentativo: que 

producen más del 5% y pueden llegar hasta 11% de alcohol y son Saccharomyces bayanus, 

Saccharomyces oviformis, y Saccharomyces Ellipsoideus. 

Llegando al final de la fermentación es en donde se puede evidenciar los sedimentos que son 

levaduras inactivas y que caen junto con sólidos utilizados en la elaboración de la cerveza. De 

hecho, este sedimento se puede volver a utilizar con las técnicas correctas de almacenamiento, 

como también se puede volver a cultivar y hacer que crezcan y se multipliquen para ser 

utilizadas posteriormente en otra cerveza. 

Siendo esta la manera de aislar, seleccionar e identificar una cepa con alta capacidad alcohólica 

para que los procesos de fermentación sean rápidos, de manera que aporten el sabor propio de 

la materia utilizada en la elaboración de la cerveza artesanal. Y también el de obtener cepas que 

no se contaminen y la podamos conservar por más tiempo sin que se altere su composición y 

baje el rendimiento en el momento de fermentar una cerveza. 
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3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO.  

El grupo de beneficiarios de este proyecto, lo conforman las personas que obtendrán algún tipo 

de beneficio de la investigación realizada. Se puede identificar dos tipos de beneficiarios: 

Directos e indirectos. 

3.1.Beneficiarios directos 

Entre los beneficiarios directos podemos mencionar a la UNIVERSIDAD TÉCNICA DE 

COTOPAXI ya que de esta manera dicha institución facilitara con procesos para la elaboración 

de proyectos similares en la elaboración de cerveza artesanal. De esta manera podrán utilizar 

este material como guía de apoyo para sus trabajadores, pasantes como también para otros 

estudiantes que realicen prácticas en los laboratorios académicos. 

Siendo los principales beneficiarios los estudiantes de la carrera de Ingeniería Agroindustrial. 

 

3.2. Beneficiarios indirectos. 

Mediante la realización de este asilamiento, selección e identificación de una cepa de alta 

producción de alcohol los beneficiarios indirectos son los productores de cerveza artesanal, que 

tendrán este material como un respaldo para generar conocimientos e incentivar a una 

proyección de campo ocupacional. 

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN  

Bajo rendimiento en el proceso de fermentación alcohólica, debido a la utilización de levadura 

comercial S-33, ya que la misma se demora en fermentar de 11 a 15 días, viendo en la 

investigación es de aislar, seleccionar e identificar cepas de alta producción de alcohol de 

lavaduras propias de la quinua que mejoren la fermentación y la calidad de la cerveza con 

levaduras propias, reduciendo el tiempo de fermentación a 6 días en la cual se obtendrá una 

cerveza joven. 

Con el fin que la cerveza artesanal que se realiza en el país tenga características organolépticas 

propias de la materia prima que se está utilizando, esto para la elaboración de la misma ya que 

está relacionada con procesos propios de la carrera de ingeniería agroindustrial. 



4 

 

 

 

La Universidad Técnica de Cotopaxi cuenta con laboratorios de microbiología, pero en los 

mismos no se ha realizado este tipo de proyectos que ayuden y mejoren los procesos 

productivos en la elaboración de productos similares y para que de esta manera cuenten con un 

protocolo de producción e investigación en los productos que se realizan dentro de la 

institución. 

5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo General: 

Realizar el aislamiento, selección e identificación de una cepa de alta producción de alcohol a 

partir de la elaboración de cerveza de quinua (Chenopodium quinoa), en los Laboratorios de 

microbiología de la Carrera de Ingeniería Agroindustrial de la Universidad Técnica de 

Cotopaxi. 

5.2. Objetivos Específicos: 

¶ Elaborar cerveza artesanal de quinua (Chenopodium quinoa), siguiendo los parámetros 

establecidos en la tesis que se realizó en la Universidad Técnica de Cotopaxi, 

Industrialización de granos andinos, cerveza artesanal de quinua. 

¶ Aislar una cepa de alta producción de alcohol que realizan el proceso de fermentación 

de la cerveza artesanal de quinua (Chenopodium quinoa). 

¶ Seleccionar la cepa de alta producción de alcohol en función a la fermentación 

alcohólica de la cerveza artesanal de quinua (Chenopodium quinoa). 

¶ Identificar una cepa de alta producción de alcohol que entra en el proceso de 

fermentación de la cerveza artesanal de quinua (Chenopodium quinoa). 

¶ Analizar costos de producción entre la levadura comercial y la levadura obtenida a partir 

de la elaboración de la cerveza de quinua (Chenopodium quinoa). 
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6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACIÓN  A LOS OBJETIVOS 

PLANTEADOS 

Tabla 1. Sistema de tareas en relación a los objetivos planteados. 

SISTEMA DE TAREAS EN RELACIÓN  A LOS OBJETIVOS PLANTEADOS  

Objetivo Actividad 
Resultado de la 

actividad 

Métodos de 

verificación  

 

Elaborar cerveza artesanal de quinua 

(Chenopodium quinoa), siguiendo 

los parámetros establecidos en la 

tesis que se realizó en la Universidad 

Técnica de Cotopaxi , 

Industrialización de granos andinos, 

cerveza artesanal de quinua ñATIYò 

 

Dotación de la 

materia prima, 

materiales e insumos 

necesarios. 

Elaboración de 

cerveza artesanal de 

quinua. 

Materias primas, 

materiales e insumos 

necesarios listos para ser 

empleados en el proceso 

de obtención de la 

tecnología. 

Cerveza artesanal de 

quinua. 

Oficios 

Cotización o proforma 

Facturas 

Fotos 

Muestras del producto 

 

Aislar una cepa de alta producción 

de alcohol que realizan el proceso 

de fermentación de la cerveza 

artesanal de quinua (Chenopodium 

quinoa). 

 

Preparación de los 

agares para cada 

muestra 

Mosto listo para realizar 

ensayos 

El material esterilizado. 

Fotos 

Informe de resultados 

 

 

Seleccionar la cepa de alta 

producción de alcohol en función a 

la fermentación alcohólica de la 

cerveza artesanal de quinua 

(Chenopodium quinoa). 

 

De cada muestra se 

obtendrá cepas de 

levaduras que 

fermentan 

De cada cepa hay que ir 

seleccionando las más 

fuertes 

Fotos 

Informe de resultados 

 

 

Identificar una cepa de alta 

producción de alcohol que entra en 

el proceso de fermentación de la 

cerveza artesanal de quinua 

(Chenopodium quinoa). 

 

 

La identificación se 

daría por diferentes 

métodos. 

 

Se realizara por 

diferentes pruebas para 

cada agar puesto en 

muestra 

Informe de resultados 

Fotos 

 

Analizar costos de producción entre 

la levadura comercial y la levadura 

obtenida a partir de la elaboración 

de la cerveza de quinua 

(Chenopodium quinoa). 

 

Comparar costos de  

levadura comercial 

y la levadura 

obtenida. 

Precio y beneficios de 

cada levadura para 

verificar si es factible la 

elaboración del proyecto 

Proformas de la 

levadura comercial. 

Precio de producción 

de la cepa obtenida 

Elaborado por: Autor  

 

 

 

 

 

 

 

7. FUNDAMENTACIÓ N CIENTÍFICO  TÉCNICA  

7.1.  Antecedentes: 
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Con respecto al tema de investigación ñAISLAMIENTO, SELECCIčN E IDENTIFICACIčN 

DE LOS MICROORGANISMOS (LEVADURAS) UTILIZADOS EN EL PROCESO DE 

FERMENTACIÓN DE LA CERVEZA DE QUINUA (Chenopodium quinoa)ò. Se ha 

encontrado las siguientes investigaciones. 

Sólo 26 % de las levaduras aisladas pertenecieron al género Saccharomyces y dentro de éstas 

se seleccionaron ocho cepas (SR19, SR25, SR26, SR27, OB10, OB11, N42 y N05). La cepa 

nativa N05 produjo el mayor grado alcohólico, eficiencia de fermentación y conversión azúcar-

etanol, comparable con el de la cepa comercial K1. Los valores de pH, ATT, AV y azúcares 

residuales obtenidos en las microvinificaciones de las ocho cepas evaluadas están dentro de los 

intervalos normales y dentro de los límites establecidos por los organismos reguladores de la 

calidad en vinos. La técnica de amplificación mediante PCR del dominio D1/D2 y su 

secuenciación permitió una identificación confiable de los microorganismos estudiados. 

Miranda-Castilleja, Dalia E. et al. Con el tema de investigación: Aislamiento, selección e 

identificación de levaduras Saccharomyces spp. nativas de viñedos en Querétaro, México. 

De las fermentaciones espontáneas producidas en laboratorio con la uva cosechada, de los tres 

viñedos se aislaron 198 cepas de levaduras. Las correspondientes al género Saccharomyces, de 

acuerdo con la prueba efectuada en medio lisina (52 equivalente a 26 %) (Mercado et al., 2007). 

Los porcentajes encontrados en este estudio concuerdan con lo reportado por quienes 

observaron un mayor porcentaje de cepas no Saccharomyces en aislamientos realizados en 

frutos. Además, Saccharomyces predomina principalmente en ambientes de bodega (Jolly et al. 

2003). 

Los criterios de interés general para seleccionar cepas de levaduras enológicas incluyen buena 

eficiencia fermentativa, baja producción de SO2 y H2S, resistencia al factor killer o bien 

presencia de éste y tolerancia a niveles altos de etanol y SO2 (Pretorius, 2000). Durante el 

proceso de selección deben considerarse las necesidades particulares de la región y, una vez 

evaluadas las bondades tecnológicas generales, considerar criterios particulares como la 

adaptación a bajas temperaturas y producción de aromas (Torija et al., 2003), mostos con 

concentraciones altas de azúcares (Mercado et al., 2007) o requerimientos bajos de nitrógeno 

asimilables (Manginot et al., 1998). 

Para la identificar las levaduras se usó PCR amplificando el dominio D1/D2 del gen que 

codifica para la subunidad 26S del ARN en las levaduras. Para la extracción de ADN se usó la 
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técnica con calor y purificación con fenol-cloroformo (Silva et al., 2012). Para la reacción de 

PCR se usaron los oligonucleótidos universales NL1 

(GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) y NL4 (GGTCCGTGTTTCAAGACGG) con las 

condiciones: 2 min a 95 °C, 35 ciclos (30 s a 95 °C, 1 min a 56.75° y 1 min a 72 °C) y 10 min 

a 72 °C (Cano et al., en 2004). Los productos obtenidos fueron enviados a la Unidad 

Universitaria de Secuenciación Masiva de ADN de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. Los resultados se introdujeron en el banco de datos mediante el programa Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), para buscar homología con secuencias de levaduras 

reportadasò. (Guam§n y Carbajal, 2009). 

7.2.  Fundamentación teórica 

 

7.2.1. Generalidades de la cerveza 

Tabla 2. Generalidades de la cerveza. 

REQUISITO  
NTE INEN 2262 

LABOLAB  

PARÁMETRO UNIDAD  MÉTODO  RESULTADO 
MÍNIMO  MÁXIMO  

Grado alcohólico %(v/v) 1,0 10,0 INEN 2322 4.33 

Acidez (exp.  como 
ácido láctico ) 

%(m/m) - 0.3 INEN 2323 0.43 

Carbonatación 
Volúmenes 

de CO2 
2,2 3,5 INEN 2324 3.29 

Ph  (20º C)  3,5 4,8 
PEE/LA/10 
INEN 2325 

4,21 

Hierro (mg/dm3) - 0,2 INEN 2326 0.08 

Cobre (mg/dm3) - 1,0 INEN 2327 < o= 0.02 

Zinc (mg/dm3) - 1,0 INEN 2328 < o= 0.03 

Arsénico (mg/dm3) - 0,1 INEN 2329 < o= 0.02 

Plomo (mg/dm3) - 0,1 INEN 2330 < o= 0.10 

Recuento de mohos (upm/ml) - 10 
PEEMi/03 

INEN 1529-10 
< 10 

Recuento de 
levaduras 

(upm/ml) - 10 
PEEMi/03 

INEN 1529-10 
1.2x105 

Elaborado por: Autor 

 

Los resultados de los análisis físico- químicos de la cerveza artesanal de quinua ATIY, dice que 

es una bebida alcohólica de 4.33 por lo que cumple la norma, lo que se le ubica dentro del estilo 

larger (4-5% alcohol). La carbonatación cumple los parámetros permitidos con un 3,29. En 

cuanto al pH es de 4,21 lo cual está en control a la activación de microorganismos e influye en 

la acidez de 0.43 la cual es la única que no entra en los parámetros permitidos. El contenido de 
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metales como hierro, cobre, zinc, arsénico, plomo, son los correctos. Esto se debe a que todo el 

proceso estuvo con estrictas medidas de higiene, con esto se evitó la contaminación del 

producto, lo cual indica que está al límite en el recuento de mohos, en cuanto a las levaduras 

hay un nivel alto por lo que las cervezas artesanales terminan su proceso de fermentación en la 

botella, ya que esto es la diferencia de una cerveza artesanal de una cerveza que es pasteuriza 

en la industria que la procesen, son sus sedimentos que quedan aún en la cerveza después de 

haber realizado el trasiego Según (Hidalgo y Tulcanaza, 2016). 

 

En el análisis organoléptico se tuvo un color amarillo turbio, la razón principal, es que la bebida 

antes de ser analizada fue agitada, y al tratarse de una cerveza tipo artesanal esta va a tener 

sedimentos, los cuales se hicieron presentes al momento de evaluar el color. Este tipo de cerveza 

no se la consume directamente de la botella, se la coloca en un vaso para poder servir y evitar 

la turbidez de la misma permitiendo de esta manera que los sedimentos se queden al fondo de 

la botella. Esta es una práctica muy común. De acuerdo con la INEN 2262 vigente las cervezas 

claras (rubias o rojas) presentar un color < 20 unidades EBC, de acuerdo a los análisis que se 

realizó en el color del producto obtenido, la cerveza artesanal de quinua es un cerveza clara con 

un EBC de 8. El olor, el sabor y el aspecto de la bebida son característicos, lo cual permitió 

deducir que al momento de salir al mercado el consumidor no va a tener rechazo, o una 

respuesta negativa, ya que está familiarizado con las características y las sensaciones que se 

experimenta al consumir una cerveza Según (Hidalgo y Tulcanaza, 2016). 

 

7.2.2. Fermentación 

 

La fermentación se lleva a cabo en dos pasos fermentación primaria y fermentación secundaria 

o maduración. El mosto se somete a temperaturas que van desde los 15 a 22º C, para cervezas 

ale y para cervezas lager, desde 7 a 15ºC, en esta etapa las levaduras se metabolizan los 

carbohidratos del mosto para la generación de etanol y CO2 (Linko, 1998). 

 

En el caso de la cerveza artesanal se producen dos fermentaciones la primera en el fermentador 

Sparkling donde se genera cierta cantidad de alcohol, aproximadamente unos 3 º GL y la 

segunda fermentación ocurre dentro de la botella ya que gracias a la adición extra de azúcar se 

genera más alcohol y gas (Aparicio, 2000). 
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El proceso de maduración consiste en someter al mosto fermentado a bajas temperaturas que 

van desde los 4 a 10º C, por un tiempo de 5 a 10 días. La maduración proporciona a la cerveza 

las características finales de olor, color, sabor y brillantez. Se entiende por poder de 

fermentación o poder alcoholígeno la capacidad que tienen las levaduras para producir el 

máximo porcentaje de etanol al fermentar un mosto estéril con contenido de azúcares, igual o 

superior a 212 g/L de azúcar (12º Bè). La fermentación del mosto conduce a la producción de 

8 a 15% (v/v) de etanol, obteniéndose un rendimiento alcohólico de un 1% v/v de alcohol por 

cada 17 gramos de azúcar fermentado(Hidalgo y Tulcanaza, 2016). 

 

7.2.3. Sedimentos  

 

Las células de levadura, suspendidas en la cerveza fermentada tienden agruparse o flocular y 

formas masas sólidas, las cuales podrán ir a la superficie de la cerveza o sedimentarse en el 

recipiente, según sean de floculación de fondo o de superficie. (Santillán et García Garibay, 

1998).  

 

7.2.4. Aislamiento 

 

El aislamiento de las especies bacterianas, es decir la separación de unas especies de otras, se 

logra mediante diferentes t®cnicas. Por ejemplo, por el m®todo de ñsiembra por estr²a cruzada 

en placaò, las c®lulas quedan separadas individualmente, al inocular (al sembrar) un medio 

sólido con agar, contenido en cajas de Petri; en esta técnica, durante la incubación, las células 

microbianas individuales al reproducirse rápidamente, en 18 a 24 horas producen masas visibles 

a simple vista, denominadas colonias.  

 

Cada colonia que se observe diferente, presumiblemente es un cultivo puro de una sola especie 

de bacterias. Si dos células microbianas procedentes del inóculo original quedan muy cerca una 

de la otra sobre el medio de agar, las colonias que resultan quedan mezcladas o muy juntas. 

Posteriormente, transfiriendo una sola colonia aislada a un medio nuevo, se obtiene el desarrollo 

de un cultivo puro bacteriano. El aislamiento y la obtención de cultivos puros, facilitando de 

este modo, el estudio, caracterización, aplicación y control de los mismos (Villegas L, 2013) 
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Para el aislamiento y selección de levaduras se recomienda el uso de medio de cultivo 

Sabouraud dextrosa es el que presenta mejores características. (Álvarez y Cola, 2014) 

 

7.2.5. Selección 

 

La selección de levaduras se basa en conocer el comportamiento de las mismas, evaluar si se 

ajustan a las necesidades tecnológicas, y brindar un proceso predecible y seguro. La selección 

de una cepa de levadura asegura el mantenimiento de las propiedades sensoriales típicas. Una 

característica importante de la selección de levaduras es que luego de fermentar las células se 

depositen en el fondo del recipiente de manera de facilitar las posteriores tareas de separación. 

En este trabajo se observó que el 100 % de las levaduras en estudio presentaron sedimento a 

partir de las 24 hs de activación. (Villegas L., 2013). 

 

7.2.6. Identificación 

 

Las cepas seleccionadas deberían ser sometidas a pruebas moleculares para confirmar los 

ensayos de identificación. También sería adecuado conocer su comportamiento en 

fermentaciones a mayor escala y evaluar las características tecnológicas y cualitativas durante 

este proceso y una vez finalizado el mismo. Para fines comerciales, además de lo citado 

anteriormente, es importante que se estudiaran en procesos de multiplicación masiva y 

desecación, ya que este proceso es un punto crítico para la selección de levaduras. El uso de 

métodos de la biología molecular basados en análisis genéticos y de la taxonomía molecular 

permite la rápida y precisa identificación a nivel de especies o cepas, pero requiere instrumental 

específico, costoso y personal altamente especializado. Como se ha explicado anteriormente, 

aunque la especie principal y responsable de la fermentación alcohólica es Saccharomyces 

cerevisiae, en las fermentaciones espontáneas, también se encuentran otras especies, sobre todo 

en las primeras fases del proceso. Para la identificación de cepas de Saccharomyces se utilizan 

técnicas de Biología Molecular, concretamente, el análisis de los perfiles de restricción del 

ADN mitocondrial (RFLPs), (Villegas L., 2013). 

 

7.3.  Generalidades de las levaduras 

Las levaduras son organismos unicelulares importantes en el sector biotecnológico e industrial. 

Son esenciales en la producción de algunos alimentos y bebidas, tales como pan, cerveza, vino 
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y sidra. También pueden estar involucradas en la degradación de algunos alimentos, por 

procesos de fermentación o contaminación durante la poscosecha de frutas (Senses-Ergul, 

2005). 

7.3.1. Clasificación 

Las levaduras son microorganismos que se encuentran clasificados dentro de los Ascomicetos 

y Basidiomicetos, no obstante las levaduras no forman un grupo muy definido, ya que no son 

una entidad taxonómica natural que guarde uniformidad morfológica (Kreger, 1984, citado por 

sarmiento 2003). 

7.3.2. Temperatura 

La temperatura de crecimiento de la mayoría de las levaduras está comprendida entre 5 y 37°C. 

El valor óptimo se sitúa hasta los 28°C. Sin embargo estas temperaturas no son rigurosamente 

las óptimas de crecimiento de las levaduras cuando se encuentran en sus ambientes naturales 

(Bu´lock, 1991, citado por Villamil 1999). 

De modo general las levaduras no son microorganismos termofílicos, sin embargo la 

termodestrucción comienza desde los 52°C, siendo las células en la fase exponencial más 

sensibles que las células en la fase estacionaria (Parry, 1986, citado por Sarmiento 2003). 

7.3.3. Activi dad de Agua 

La mayor parte de las levaduras comúnmente encontradas crece mejor en medios que disponen 

de gran cantidad de agua. Algunas levaduras son osmotolerantes y soportan una actividad de 

agua (Aw) del orden de 0.65 (Zygosacharomyces rouxii), valor al que ningún otro 

microorganismo puede desarrollarse (Villamil, 1999). 

Muchas levaduras crecen en presencia de concentraciones de solutos, como azúcares o sal, 

superiores a aquellas en que crecen la mayoría de las bacterias. Los valores de Aw pueden variar 

cuando cambian las propiedades nutritivas del substrato, pH, temperatura, disponibilidad de 

oxígeno y presencia de sustancias inhibidoras (Villamil, 2003). 

7.3.4. Oxígeno 

Todas las levaduras son aeróbicas, cuando el oxígeno está presente, éstas crecen eficientemente 

a partir de carbohidratos del medio para producir la biomasa y CO2. Sin embargo cuando no 
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hay oxígeno éste disminuye, las levaduras cambian a metabolismo anaerobio o fermentativo, 

que se traduce en la formación de menor cantidad de biomasa y producción de alcohol (Brock. 

1997, citado por Sarmiento 2003). 

7.3.5. pH 

El pH óptimo para el crecimiento de las levaduras varía de 4,5 a 6,5 aunque muchas especies 

toleran grandes variaciones de pH 2.8 - 3 a 2 - 8,5. Entre estos, los valores del pH intracelular 

varía entre 5.8 a 6.8 (Jagnow, 1991, citado por Villamil 1999). 

7.3.6. Nutrición  

Las levaduras para su crecimiento necesitan fuentes de carbono orgánico  y  nitrógeno mineral 

u orgánico. Algunas además necesitan de varias vitaminas (tiamina, biotina, inositol, ácido 

pantoténico, etc.) y otros factores de crecimiento (Villamil, 1999). 

Todas las levaduras utilizan la D-glucosa, la D-fructosa y la D-manosa. El carbono se puede 

suministrar en forma de azúcares, aldehídos, sales de algunos ácidos orgánicos, glicerina o 

etanol y ocasionalmente, en otra forma dependiendo del tipo de levadura (Villamil, 1999). 

7.3.7. Clasificación e Identificación 

Varias levaduras tienen la habilidad de fermentar azúcares y producir dióxido de carbono tales 

como Kluyveromyces, Saccharomyces y Zygosaccharomyces, que fermentan la glucosa 

principalmente, mientras que otras levaduras como Rhodosporifium y Sterigmatomyces no 

fermentan ningún azúcar perceptiblemente (Kurtzman, 1999).  



13 

 

 

 

8. PREGUNTAS CIENTÍFICAS  O HIPÓTESIS  

 

8.1.  Hipótesis Nula 

 

HO: El tiempo y la temperatura en el crecimiento de la levadura NO influyen significativamente 

en el aislamiento, selección e identificación de una cepa de alta producción de alcohol para la 

elaboración de cerveza artesanal y el aislamiento de la levadura. 

 

8.2.  Hipótesis Alternativa 

 

H1: El tiempo y la temperatura en el crecimiento de la levadura SI influyen significativamente 

en el aislamiento, selección e identificación de una cepa de alta producción de alcohol para la 

elaboración de cerveza artesanal y el aislamiento de la levadura. 

 

9. METODOLOGÍAS  Y DISEÑO EXPERIMENTAL:  

 

9.1. Metodología 

 

Ubicación de la investigación 

La investigación se llevó a cabo en la provincia de Cotopaxi, Cantón Latacunga, Parroquia Eloy 

Alfaro, en la Universidad Técnica de Cotopaxi en la Facultad de Ciencias Agropecuarias y 

Recursos Naturales en el Laboratorio académico de Investigación de Industria de Frutas y 

Hortalizas y en el Laboratorio de Microbiología de la carrera de Ingeniería agroindustrial. 

9.1.1. Métodos utilizados: 

 

a) Método deductivo:  

El método deductivo se empleó en la recopilación de toda información necesaria para el 

marco teórico, antecedentes, etc. La cual nos ayudó a despejar dudas y saber que la 

investigación planteada si llegaría a tener frutos.  
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b) Método estadístico: 

Se utilizó en el desarrollo del diseño experimental y de esta manera obtener resultados 

confiables para saber cuál fue el mejor tratamiento. 

9.1.2. Tipos de investigación: 

 

a) Investigación exploratoria.  

 

La investigación exploratoria es aquella que se realiza sobre un tema no muy conocido, 

el cual no ha sido muy investigado por lo que sus resultados constituyen una visión 

aproximada de dicho tema. Este tipo de investigación se utilizó desde el momento en 

el que se planteó el tema, el problema y variables, buscando, e investigando conceptos, 

criterios en manuales, y alternativas que permitan el desarrollo del tema a investigar. 

 

b) Investigación analítica. 

 

Se realizó al momento de realizar los diferentes análisis microbiológicos, al igual que 

la selección del mejor tratamiento por el porcentaje de alcohol. 

 

c) Investigación descriptiva.  

 

La investigación descriptiva se basa en la descripción exacta de todas las actividades, 

objetos, procesos, y personas involucradas en el proyecto. Este tipo de proyecto 

describe de manera minuciosa y concreta el proceso que se realizó para el aislamiento, 

selección e identificación de cepas de producción de alcohol. 

 

d) Investigación experimental.  

 

La investigación experimental consiste en la manipulación de una variable 

experimental no comprobada, en condiciones rigurosamente controladas, con el fin de 

describir de qué modo o por que causa se produce una situación o acontecimiento en 

particular. Este tipo de investigación se utilizó para determinar las características 
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morfológicas de las cepas alcohólicas aisladas, seleccionadas e identificadas. También 

se aplicara un chi cuadrado. 

 

e) Investigación de laboratorio.  

 

Dado que el objetivo es tener una cepa alcohólica, se realizó la primera fase en un 

ambiente controlado que es el laboratorio académico de la carrera de ingeniera 

agroindustrial,  con relación a este se creó un ambiente esterilizado para la elaboración 

de la cerveza artesanal de quinua esto nos ayuda a obtener mayores y mejores 

resultados en la reproducción de la cerveza, es de tipo experimental y emplea 

metodología cuantitativa, en cuanto a la segunda fase se trabajara en los laboratorios 

de microbiología de la carrera mencionada con el mismo afán de tener un ambiente 

estéril para que no se contamine el aislamiento selección e identificación de las cepas 

alcohólicas y de esta forma tener buenos resultados. 

 

f) Investigación bibliográfica. 

 

Esta investigación fue de mucha importancia porque constituyó el fundamento teórico 

y los antecedentes de investigaciones referentes al aislamiento, selección e 

identificación de la cepa alcohólica. 

 

9.1.3. Técnicas de investigación: 

 

a) Observación: 

 

La técnica de la observación es una técnica de investigación que consiste en observar 

personas, fenómeno, hechos, casos, objetivos, acciones, situaciones, etc. con el fin de 

obtener información que requiere el proyecto. Es por lo cual se relaciona el investigador 

y el hecho del proyecto a investigar. 

 

Esta técnica se utilizara con la finalidad de identificar las baterías Gram + Y Gram- 

mediante la tinción del Gram, además de observar el gran número de colonias en el 
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aislamiento y posteriormente en el comportamiento de ensayos de fermentación de 

cerveza en el laboratorio en mínimas cantidades. 

 

9.2. Proceso de obtención de cerveza artesanal de quinua. 

 

9.2.1. Materiales del proceso 

 

Para elaborar el producto: 

 

¶ Termómetro 

¶ Botellas para cerveza 330 ml 

¶ Tapas de botella 

¶ Mesa de trabajo 

¶ Tela lienzo 

 

Materiales de investigación: 

 

¶ Lápices 

¶ Libreta de apuntes  

¶ Memoria flash 

 

9.2.2. Equipos 

 

¶ Balanza 

¶ Cocina industrial 

¶ Molino 

¶ Enfriador de placas 

¶ Refrigerador 

¶ Ollas de acero inoxidable 

¶ Chapadora 

¶ Refractómetro doble lectura 
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9.2.3. Materia prima, insumos. 

 

¶ Quinua INIAP TUNKAHUAN  

¶ Lúpulo cascada 

¶ Clarificante 

¶ Azúcar 

 

9.2.4. Materiales para el proceso de asilamiento selección e identificación. 

 

Materiales de laboratorio 

 

¶ Tubos de ensayo de 10 ml. 

¶ Gradillas. 

¶ Pipetas de 1, y 10 ml. 

¶ Cajas Petri de vidrio 

¶ Mechero de bunsen 

¶ Asas 

¶ Portaobjetos 

¶ Cubreobjetos 

¶ Goteros 

 

Materiales de oficina  

 

¶ Computadora 

¶ Hojas de papel 

¶ Anillados 

¶ Impresora 

¶ Marcadores 

 

Equipos  

 

¶ Autoclave 

¶ Balanza  
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¶ Centrifuga 

¶ Cuenta colonias 

¶ Destilador de agua 

¶ Incubadora 

¶ Microscopio óptico 

¶ Plancha de calentamiento 

 

Reactivos.  

 

¶ Agar Sabouraud dextrosa 

¶ Agua destilada 

¶ Agua de peptona 

¶ Azul de metileno 

¶ Cristal de violeta 

¶ Dextrosa 

¶ Peptona micológica 

¶ Lugol 

¶ Safranina 

¶ Fenolftaleína 

 

Implementos 

 

¶ Cofia 

¶ Mascarilla 

¶ Mandil 
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9.3. Procedimiento para elaborar la cerveza 

 

¶ Recepción de la materia prima. 

 

Se trabajó con una variedad mejorada de quinua, INIAP TUNKAHUAN, por su bajo contenido 

de saponina, proveniente del proyecto Sistemas de Producción de Granos Andinos de las 

Comunidades de la Provincia de Cotopaxi, la misma que debió cumplir con los requerimientos 

de la norma INEN 1673. 

 

Se inició con el pesado de la materia prima, en este caso se va a trabajar con 5000 g de grano. 

Se separó las impurezas tales como palos, restos de hojas y otros. 

 

Se realizó un ligero lavado del grano para remover la saponina que posee el grano. A través de 

este lavado también se logró remover las bolsas en las que se encuentran algunos de los granos, 

palos y hojas de la planta de quinua y otras impurezas (insectos muertos, restos de plumas de 

aves). 

 

El nivel de espuma que se alcanzó en el lavado fue de 0,7 mm, esta actividad duro un periodo 

de tiempo de 20 minutos. En este caso se obtuvo un total de 8,8%. La humedad se la midió 

antes y después del lavado, cuando el grano estaba seco. Se encontraba en un rango de 11,5%. 

 

Las características organolépticas del grano: color, sabor y olor fueron propias, lo cual nos 

indica que el grano está libre de pesticidas y otros químicos que puedan afectar al proceso de 

elaboración del producto. 

 

¶ Recepción de insumos 

El lúpulo empleado corresponde a una variedad cascada con un contenido de 6-8% de Alfa- 

Ácidos, beta ácidos 5-5,5%, este producto se conserva en congelación. El clarificante que se 

adquirió fue una variedad disponible en el mercado. 

Se adquirió las unidades mininas de venta: lúpulo 18 g y de clarificante 10 g. El proceso de 

obtención de cerveza Artesanal de quinua, estuvo basado en mantener las PCH (Practicas 

Correctas de Higiene), para garantizar la calidad del producto obtenidoò. 
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¶ Malteado. 

Un grano malteado es aquel que ha cumplido las 4 fases de este proceso como son: remojo, 

germinado, secado- tostado y desgerminado.  

 

El objetivo de maltear un grano, es que las reservas nutritivas que posee dentro de él, se 

transformen en sustratos idóneos necesarios para la maceración, y de esta manera 

aprovecharemos los azucares que contiene el grano andino. 

 

¶ Remojo. 

En la primera fase el grano se adecuo con el fin de desprender la saponina que posee ya que 

esta es la principal causa de amargor en el grano. Para el remojo se tomó como parámetro un 

tiempo de 8 horas, por el tamaño del grano de acuerdo con los resultados de los análisis de, 

gana una humedad ideal para la germinación (35-40%) (Valenzuela, 2007). 

 

Se estableció una relación de 1:1 para el remojo de la quinua es decir por cada kilogramo se 

empleara 1 litro de agua en condiciones normales por un tiempo de 8 horas y de esta manera 

conseguiremos una humedad adecuada, el remojo fue realizado en baldes agregando 5 kilos de 

quinua, con 5 litros de agua. 

 

¶ Germinación 

Cumplidas las 8 horas de remojo del grano, se retiró de los recipientes y se colocó en unas 

bandejas para el germinado, las mismas que previamente fueron forradas con fundas plásticas 

para controlar un poco las condiciones de germinado pues se limitó la cantidad de aire para el 

numero de semillas. 

 

Las semillas se las dejo por un tiempo de dos días, y fueron mecidas al finalizar el primer día, 

esto permite eliminar el CO2 que se produjo como resultado de la respiración de la quinua, la 

temperatura se manejó en un invernadero apto para el germinado de semillas, se puede 

germinar en máquinas de germinación, y evitar un excesivo crecimiento de raicillas. 
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Para la germinación también se utilizó agua destilada con el fin de humedecer el grano y no 

permitir que se seque o se pueda dañar el grano  de esta manera pueda ir desarrollando la 

germinación, un exceso exagerado en el hidratado del grano empezar a podrir el grano, este 

proceso se realizó tres veces al día. Es importante realizar este proceso con agua destilada ya 

que si utilizamos agua del grifo, esta puede contaminar el grano. 

 

En este tiempo de germinación la cantidad de azucares simples que son importantes para la 

maceración llegan al porcentaje adecuado. Se controló el porcentaje de germinación y el 

porcentaje de crecimiento para establecer una relación directamente proporcional. 

 

¶ Secado y tostado del grano 

Se considera un punto de gran importancia en el malteado ya que las enzimas que posee el 

grano son vulnerables al calor, por lo cual las temperaturas se controlaron de manera 

cuidadosa. 

 

Primero se inicia con una fase de 50ºC, el grano alcanzo una humedad de 17% en este punto 

las enzimas se estabilizan pues llegan a su ñPunto de rupturaò de acuerdo a (Hornsey, 1999). 

Luego se eleva la temperatura a 80°C, hasta alcanzar una humedad de 5-8%. El grano en este 

punto disminuye su peso en este caso. 

 

Se realizó a la primera temperatura para tener una malta base la cual nos permite tener un grano 

con enzimas que nos ayuden en el proceso de fermentación, en cuanto a la segunda temperatura 

que se sometió el grano es para tener una malta especial la cual ya nos da el color característico 

de una cerveza. Aquí se disminuye su peso y también los enzimas en cuanto a la primera 

temperatura de secado. 

 

Una vez terminado el secado se deja enfriar el grano para facilitar el rompimiento de la raíz. 

El grano tostado se somete a fricción, con lo que se logra romper la raíz que se encuentra 

quebradiza. 

 

¶ Molienda 
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La molienda del grano se la realiza para conseguir la presencia de la mayor cantidad de 

azucares presentes en el mosto. 

 

Si se desea trabajar con grano triturado, se debe emplear cascara de arroz que nos ayude como 

filtro natural que vaya atrapando las partículas que quedan suspensas que puede ser del mismo 

grano, esto por el tamaño del grano. 

 

¶ Macerado 

Se trabajó con agua clorada: para este caso se deja un día antes de trabajar con ella en un lugar 

abierto, de esta manera el cloro se evapora. 

 

La malta dispone de diferentes enzimas como las proteasas, las alfa amilasas y las betas 

amilasas las mismas que cumplen una función dentro de la maceración pues dependen 

directamente de la temperatura del agua. Las proteasas convierten las proteínas macro 

moleculares en amino ácidos micro moleculares. 

 

Los aminoácidos (50-55°C) son el alimento de la levadura para hacer rápida y eficiente la 

fermentación. Además, no se requiere muchas proteínas macro moleculares ya que estas 

causan una elevada turbidez en la bebida. La beta amilasa (62-64°C) es la enzima más 

importante porque convierte el almidón de la malta en maltosa o azúcar fermentable este se 

convertirá en alcohol que es el alma de la cerveza. La alfa amilasa (70-72°C) también convierte 

el almidón en azucares no fermentables, las dextrinas. (Villegas, 2003). 

 

Se mezcló la malta molturada con agua a 64°C grados permitiendo un buen desarrollo de las 

enzimas primordiales, la cantidad de azúcar que se formo fue excelente el resultante tenía un 

sabor muy dulce, se dejó reposar durante una hora, evitando cualquier pérdida de temperatura, 

ya que es ahí en donde existe un buen desarrollo de las betas amilasas. Con la malta de quinua 

se trabaja en una relación 1:3 con agua para el macerado. 

 

 

 

¶ Recirculado y lavado del grano. 
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Es la separación del líquido resultante de la maceración, llamado mosto que contiene los 

azucares de la malta disuelta en él, y los restos como las cáscaras y fibras. Una vez que el 85% 

del mosto haya salido, se añade agua a 75°C aproximadamente el otro 50% Este paso se realiza 

para lavar hasta el último vestigio de azúcar sobrante en los granos y cáscaras. 

 

Se emplea agua a 75°C, para desactivar la beta amilasa, por las estructuras moleculares de los 

azucares, nos podría reconvertir dextrinas en alcoholes, lo que queremos evitar, este aumento 

de temperatura nos da como resultado una buena viscosidad que sirve para que fluya mejor el 

mosto en la filtración (Villegas, 2003),. 

 

¶ Lupulado 

Una vez macerado el mosto se sometió a temperaturas de hervor, para añadir el lúpulo en una 

relación de 18g en 20 litros de mosto, este proceso se distribuye en tres fases. 

 

El mosto ha de cocerse aproximadamente una hora, la cocción se realiza por diversos motivos. 

Los principales son: para su esterilización, para coagular las proteínas y poder eliminarlas 

posteriormente y para obtener el amargor del lúpulo. En el hervor se produce una pérdida del 

volumen del mosto en un 9%. 

 

El lúpulo enriquece al mosto al proporcionarle características notables de amargor y aroma a 

la cerveza. Si se añade al principio de la cocción dará sólo amargor porque los aromas se 

volatilizarán con el transcurso de la cocción. Si se añade al final sólo dará aroma y no amargor 

porque para obtener este se necesita que se isomericen los ácidos alfa del lúpulo mediante 

cocción prolongada. 

 

El amargor es una característica que posee la cerveza la cual se forma en gran medida a un 

grupo de compuestos llamados iso- alfaïácidos provenientes del lúpulo (Baxter y Hughes, 

2001). 

 

El amargor tiene una medida internacional los IBU (International Bitterness Units) en Estados 

Unidos o EBU (European Bitterness Units) en Europa, permite calcular la cantidad de alfa- 
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ácidos extraídos del lúpulo y convertidos en sustancias amargas solubles durante la ebullición 

del mosto dentro del estanque de mejor cocción (Swistowiez, 1977). Un EBU es igual a un 

miligramo de alfa-ácido por cada litro de cerveza y un IBU se expresa en onzas por galón. 

 

Se empleó lúpulo Cascada, que da excelentes en el amargor y aroma a la cerveza. Se realizó 

una primera adición de lúpulo de 6 g, al inicio de la cocción para obtener el amargor fue 

añadido de 15 minutos y 1 minuto del final de la cocción. Se obtuvo una cerveza con 10 IBU 

con una buena densidad 1.015. 

 

¶ Clarificado 

 

Luego de hervir se debe bajar la temperatura. Mientras más rápido se lo hace el sabor de la 

cerveza es más agradable, se baja a una temperatura dependiendo el tipo de levadura que se va 

a usar. Para enfriar se puede emplear intercambiadores de calor. Se dejó precipitar las proteínas 

coaguladas y los restos de lúpulo. 

 

Se empleó un intercambio de temperatura para bajar a 27°C y al mismo tiempo se realizó un 

filtrado, en donde se separó los restos de lúpulo y proteína. Se colocó el clarificante 

dependiendo de la ficha técnica en este caso se utilizó 2g por cada 20 litros de mosto, el cual 

ayuda a la coagulación de proteínas, esta operación se la llevo a cabo en los recipientes en 

donde se coloca el mosto para que se realice la inoculación. 

 

¶ Inoculado 

La levadura fermenta el mosto consumiendo el azúcar y produciendo alcohol y dióxido de 

carbono. El control de temperaturas es esencial para conseguir cervezas de calidad.  

 

Se realizó un fermentado natural, sin levaduras adicionadas. 

 

¶ Fermentado 

La fermentación se divide en dos fases principales, en la primera la levadura consume 

únicamente el oxígeno contenido en el mosto para multiplicarse, y en la segunda a falta de 
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oxígeno, empieza a consumir los azúcares. La situación ideal es disponer de un mosto muy 

oxigenado para que se reproduzca y multiplique la levadura lo máximo posible. 

La fermentación se lleva a cabo en dos etapas: 

 

V La primera fermentación se lleva a cabo en el transcurso de 15 días en donde se 

obtiene una cerveza joven. 

V La fermentación secundaria, es la encargada de madurar la cerveza y asentar su 

sabor, esta se realiza en un periodo de 15 días al interior de la botella. 

¶ Trasvase 

Consiste en separar el líquido de los sedimentos formados por la fermentación. Una vez 

fermentado el mosto. Contiene todavía una serie de subproductos que provienen de la 

fermentación. 

 

La cerveza se filtra para eliminar la levadura que queda en suspensión y las proteínas que se 

han coagulado. Cuanto más largo haya sido el período de almacenamiento menos materia habrá 

suspendida y más fácil será la filtración. 

 

¶ Embotellado 

Se realiza en botellas de vidrio oscuras de 330 ml. Las botellas deben ser oscuras, porque hay 

compuestos de la cerveza que son fotosensibles. En la cerveza artesanal la fermentación 

termina en la botella por lo cual antes de realizar el embotellado se colocó azúcar en los 

envases. 

 

La glucosa ayuda a producir moléculas de CO2. Es importante conocer que cantidad de CO2 

se produce en relación a la cantidad de glucosa, pero se debe tener en cuenta que no toda la 

glucosa se transforma en etanol y CO2 hay un porcentaje que se convierte en biomasa 

(Valenzuela, 2007). En sus análisis empíricos llego a la conclusión que por cada 2,16g de 

glucosa se va a producir 1g de CO2 (Mesones, 2000). Una vez terminado se tapan las botellas 

para su venta. Se lo deja reposar por 15 días, con el fin de que cumpla el ciclo de maduración. 

 

Se colocó 6 gr por litro una cantidad de azúcar que nos van ayudar a llegar a una correcta 

carbonatación la cual debió encontrarse disuelta, por dos motivos para que puedan ser 
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consumidas por las levaduras, y para garantizar que esté libre de microorganismos, facilitando 

la dosificación equitativa en todas las botellas. 

 

¶ Etiquetado 

Se colocó las etiquetas luego del envasado. 

 

¶ Almacenado 

Las botellas se las almacena a una temperatura de 4ºC para que las levaduras solo consuman 

el azúcar y se forme CO2, al final de este proceso los sedimentos caen al fondo de la botella y 

las levaduras están inactivas.  
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DIAGRAMA DE BLOQUES  DE LA ELABORACIÓN DE LA CERVEZA  

 
Figura 1. Diagrama de bloques de la elaboración de la cerveza. 
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9.4.  Procedimiento para el aislamiento, selección e identificación de cepas de levaduras. 

Recolección y transporte de la muestra 

Las muestras son colocadas en botellas esterilizadas y desinfectadas para que los sedimentos 

no se contaminen, usando agua clorada y alcohol antiséptico en todo momento del trasiego de 

la cerveza, se rotulo con la fecha y hora del envasado. Las muestras de sedimentos, se obtuvo 

de la fermentación alcohólica, se bajó a temperatura de refrigeración para detener la 

fermentación, también hay que tomar en cuenta que los sedimentos no se deben pasteurizar y 

peor congelar porque con estos pasos estamos eliminando levaduras que entraran en acción en 

el aislamiento. 

Homogenización de los sedimentos: 

Los sedimentos se homogenizaran en la centrifugadora por el lapso de 5 minutos, al terminar 

el tiempo seguir  manteniendo la cadena de refrigeración a una temperatura de 4 ºC. 

Propagación de células de levadura: 

Un banco de diluciones permitió un doble objetivo, el aislamiento de colonias y el recuento de 

los microorganismos que tienen el cultivo inicial. Se trabajó con cinco tubos de ensayo con 

suero fisiológico estéril, se colocó en los tubos de ensayo 9 ml cada uno, sobre una gradilla. 

Mediante una pipeta estéril se tomó 1 ml de cultivo mixto y se lo deposito en el primer tubo de 

ensayo. Agitar hasta conseguir una suspensión homogénea. Luego se tomó otra pipeta estéril y 

de este primer tubo transferir 1 ml al segundo tubo, agitar y repetir la operación transfiriendo 1 

ml del segundo al tercer tubo, hasta el quinto tubo de ensayo. 

Para realizar el aislamiento se tomó de los tubos de ensayo con una dilución ρπ ya que con 

esta se obtuvo mejores resultados para el recuento de las cepas de levadura. 

  

Aislamiento de levaduras 

 

El aislamiento consiste en la extracción de los microorganismos obtenidos a partir de los 

sedimentos de la fermentación de cerveza artesanal, utilizando un medio de cultivo (Sabouraud 

Dextrosa) mediante la técnica de estría cruzada en cajas Petri e incubando a una temperatura de 

36ºC y un tiempo de 48 horas. 
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Preparación del medio de cultivo. 

Tabla 3. Preparación del medio de cultivo 

Medio de cultivo Sabouraud 

Dextrosa 

Agua destilada 1L 

Agar 62 g 

Peptona micológica 10 g 

Dextrosa 40 g 

Elaborado por: Autor 

El agar SDA (glucosado de Sabouraud), es un medio de cultivo para todo tipo de 

microorganismos entre los cuales esta los hongos y las levaduras, este medio contiene peptonas 

y una elevada concentración de glucosa para favorecer el crecimiento y desarrollo de levaduras. 

Medio SDA (Sabouroad Dextrose Agar) 

 

¶ Añadir 62g del medio SDA (Sabouroad Dextrose Agar) peptona micológica 10g, 

dextrosa 40g en 1 litro de agua destilada, calentar y agitar hasta que haya una disolución 

total y autoclavar a 121°C, durante 15 minutos. 

¶ Limpiar y desinfectar la cámara de flujo laminar con alcohol, para proceder a dispensar 

el medio en las cajas Petri. 

¶ Encender los mecheros de alcohol o Bunsen para obtener esterilidad. 

¶ Colocar 15 ml del medio SDA (Sabouroad Dextrose Agar) en cada caja Petri, previo a 

la siembra. 

 

Técnica de estría cruzada 

 

¶ Dividir cada una de las cajas Petri por la parte de atrás en cuatro cuadrantes. Esterilizar 

el asa con calor en el mechero. 

¶ Dejar enfriar el asa y tomar la muestra del banco de diluciones a ρπ. 
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¶ Inocular la muestra haciendo 4 o 5 estrías simples muy juntas de lado a lado sobre el 

primer cuadrante de la caja, cerrar la caja. Flamear el asa de inoculación y hacer girar 

la caja Petri un cuarto de vuelta. 

¶ Abrir nuevamente la caja y con el asa de siembra esterilizada y fría, tocar la superficie 

del de estrías recién hechas en un punto alejado del inicio. 

¶ Hacer un segundo grupo de estrías como en el caso anterior. 

¶ Realizar el mismo procedimiento en el tercer cuadrante y en el último cuadrante, sin 

flamear el asa de siembra hará una estría más abierta (simple). 

¶ Las cajas se incuban a 36°C durante 48 horas. 

Tabla 4 Técnica de estría cruzada 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

F 

Elaborado por: Autor 

Selección de levaduras 

 

¶ Para la selección de levaduras resistentes al alcohol, se sembraron las levaduras en 

medio SDA con concentraciones de etanol al 6%, 8% y 10%. El procedimiento que se 

realizó fue el siguiente: 

¶ Esterilizar el asa y tomar una pequeña colonia de cada cultivo y realizar un rayado en 

las cajas Petri que contienen SDA con concentraciones de etanol al 6%, 8% y 10%. 

¶ Colocar las cajas selladas a una temperatura de 27ºC, 32ºC y 36ºC. 

¶ Controlar el crecimiento de las colonias durante 48 y 72 horas. 



31 

 

 

 

Caracterización de las levaduras aisladas 

El aislamiento se realizó en 24 cajas Petri, de las cuales se seleccionaron 6 colonias aisladas de 

cada cepa. 

CARACTERIZACIÓN DE LA PRIMERA COLONIA SELECCIONADA 

Tabla 5 Caracterización de la primera colonia seleccionada 

CARACTERIZACIÓN DE LA PRIMERA COLONIA SELECCIONADA 

Forma Redondeada 

Color  Blanco cremoso 

Tamaño (mm) 4 mm 

Borde Plana 

Elevación Circular  

Aspecto Opaco                   ______ Brillante                        __X___ 

Consistencia Dura         ______ Suave      ___X___ Elástica     ______ 

FOTOGRAFÍA 
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DESCRIPCIÓN 

Su forma es redondeada, en cuanto a su apariencia es de color blanco cremoso con un tamaño 

de 4 mm, en el cual varia de 2 a 10 mm  en cuanto a levaduras, su aspecto brillante con una 

consistencia suave, de borde plana, de elación circular. Son características del genero 

Sacharomyces.  

Elaborado por: Autor 

CARACTERIZACIÓN DE LA SEGUNDA COLONIA SELECCIONADA 

Tabla 6 Caracterización de la segunda colonia seleccionada 

CARACTERIZACIÓN DE LA SEGUNDA COLONIA SELECCIONADA 

Forma Redondeada 
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Color  Blanco brillante 

Tamaño (mm) 2,5 mm 

Borde Plana  

Elevación Circular  

Aspecto Opaco                   ___X___ Brillante                         ______ 

Consistencia Dura         ______ Suave      ___X___ Elástica    ______ 

FOTOGRAFÍA 

       

 

DESCRIPCIÓN 

Su forma es redondeada, en cuanto a su apariencia es de color blanco brillante con un tamaño 

de 2,5 mm, en el cual varia de 2 a 10 mm  en cuanto a levaduras, su aspecto opaco con una 
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consistencia suave, de borde plana de elevación circular. Son características del genero 

Sacharomyces. 

Elaborado por: Autor 

CARACTERIZACIÓN DE LA TERCERA COLONIA SELECCIONADA 

Tabla 7 Caracterización de la tercera colonia seleccionada 

CARACTERIZACIÓN DE LA TERCERA COLONIA SELECCIONADA 

Forma Ondulada 

Color  Blanco opaco 

Tamaño (mm) 3 mm 

Borde Plana convexa 

Elevación Irregular  

Aspecto Opaco                   ______ Brillante                         __X___ 

Consistencia Dura         ______ Suave      ___X___ Elástica     ______ 

FOTOGRAFÍA 
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DESCRIPCIÓN 

Su forma es ondulada, en cuanto a su apariencia es de color blanco opaco con un tamaño de 

3 mm, en el cual varia de 2 a 10 mm  en cuanto a levaduras, su aspecto brillante con una 

consistencia suave, de borde plana, de elevación irregular. Son características del genero 

Sacharomyces. 

Elaborado por: Autor 
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CARACTERIZACIÓN DE LA CUARTA COLONIA SELECCIONADA 

Tabla 8 Caracterización de la cuarta colonia seleccionada 

CARACTERIZACIÓN DE LA CUARTA COLONIA SELECCIONADA 

Forma Redondeada 

Color  Blanco opaco 

Tamaño (mm) 2 mm 

Borde Plana 

Elevación Circular 

Aspecto Opaco                   ______ Brillante                          __X__ 

Consistencia Dura         ______ Suave      ___X___ Elástica     ______ 

FOTOGRAFÍA 
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DESCRIPCIÓN 

Su forma es redondeada, en cuanto a su apariencia es de color blanco opaco con un tamaño 

de 2 mm, en el cual varia de 2 a 10 mm  en cuanto a levaduras, su aspecto brillante con una 

consistencia suave, de borde plana, de elevación circular. Son características del genero 

Sacharomyces. 

Elaborado por: Autor 
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CARACTERIZACIÓN DE LA QUINTA COLONIA SELECCIONADA 

Tabla 9 caracterización de la quinta colonia seleccionada. 

CARACTERIZACIÓN DE LA QUINTA COLONIA SELECCIONADA 

Forma Lobulada 

Color  Blanco brillante 

Tamaño (mm) 3,5 mm 

Borde Convexa 

Elevación Puntiforme 

Aspecto Opaco                   ______ Brillante                          __X___ 

Consistencia Dura         ______ Suave      ___X___ Elástica     ______ 

FOTOGRAFÍA 
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DESCRIPCIÓN 

Su forma es lobulada, en cuanto a su apariencia es de color blanco brillante con un tamaño 

de 3,5 mm, en el cual varia de 2 a 10 mm  en cuanto a levaduras, su aspecto brillante con una 

consistencia suave, de borde convexa, de elevación  puntiforme. Son características del 

genero Sacharomyces. 

Elaborado por: Autor 
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CARACTERIZACIÓN DE LA SEXTA COLONIA SELECCIONADA 

Tabla 10 Caracterización de la sexta colonia seleccionada. 

CARACTERIZACIÓN DE LA SEXTA COLONIA SELECCIONADA 

Forma Redondeada 

Color  Blanco opaco 

Tamaño (mm) 2 mm 

Borde Plana 

Elevación Puntiforme 

Aspecto Opaco                   ___X___ Brillante                          ______ 

Consistencia Dura         ______ Suave      ___X___ Elástica     ______ 

FOTOGRAFÍA 
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DESCRIPCIÓN 

Su forma es redondeada, en cuanto a su apariencia es de color blanco opaco con un tamaño 

de 2 mm, en el cual varia de 2 a 10 mm  en cuanto a levaduras, su aspecto opaco con una 
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consistencia suave, de borde plana, de elevación  puntiforme. Son características del genero 

Sacharomyces. 

Elaborado por: Autor 

 

CEPAS PURIFICADAS 

Una vez aislada las cepas de levadura se procedió a seleccionar 6 cepas con características 

morfológicas similares para proceder a purificar las cepas. 

Técnica de estría  

¶ Dividir cada una de las cajas Petri por la parte de atrás en cuatro cuadrantes. 

¶ Colocar el medio de cultivo sabouraud dextros, y dejar que se enfrié para que se 

compacte. 

¶ Esterilizar el asa con calor en el mechero. 

¶ Dejar enfriar el asa y únicamente tocar la cepa número 1. 

¶ Inocular la muestra haciendo estrías simples muy juntas de lado a lado sobre el primer 

cuadrante de la caja, cerrar la caja.  

¶ Flamear el asa de inoculación y hacer girar la caja Petri un cuarto de vuelta. 

¶ Abrir nuevamente la caja y con el asa de siembra esterilizada y fría, tocar la superficie 

del de estrías recién hechas en un punto alejado del inicio. 

¶ Hacer un segundo grupo de estrías como en el caso anterior. 

¶ Realizar el mismo procedimiento en el tercer cuadrante y en el último cuadrante, sin 

flamear el asa de siembra hará una estría más abierta (simple). 

¶ Realizar el mismo procedimiento para las cepas número 2, 3, 4, 5 y 6 

¶ Las cajas se incuban a 36°C durante 48 horas. 

¶ Pasado el tiempo de incubación se procede a realizar los distintos análisis para sacar la 

mejor muestra. 

¶ Se procede a llevar la muestra a un laboratorio acreditado en este caso, los Laboratorios 

de la OSP de la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad central del Ecuador, 

el cual vendrá con el respectivo análisis técnico que nos verifique que es la cepa que 

hemos hablado en toda la investigación realizada.  
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CEPAS PURIFICADAS 

Tabla 11. Cepas purificadas 

CEPA PURA Nº 1 CEPA PURA Nº 2 

  

 CEPA PURA Nº 3  CEPA PURA Nº 4 

  

CEPA PURA Nº 5 CEPA PURA Nº 6 
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Elaborado por: Autor 

Identificación macroscópica 

Las tablas 5, 6, 7, 8, 9 y 10, presentaron resistencia alcohólica y capacidad fermentativa, lo que 

se presume que las cepas pertenecen al género Saccharomyces. Una vez comparado tanto 

bibliográficamente como las obtenidas en el laboratorio describen a esta levadura como 

Saccharomyces cerevisiae. 

En las gráficas se puede observar que las cepas obtenidas en laboratorio presentan, forma 

circular, borde plano en su mayoría, textura suave, elevación plana y puntiforme que se 

distingue por el aparecimiento de un pequeño punto protuberante en el centro de la colonia, son 

pastosas y su color crema.  

Son levaduras cerevisiae ya que presentan características morfológicas similares a las descritas 

por los autores quienes describen a las colonias de dicho género como: esférica, elipsoidal, 

cilíndrica o suavemente alagada de apariencia muy diversa, entre lisas a rugosas y de color 

crema a ligeramente café, en ocasiones brillantes u opacas (García, Quintero, & López, 2004). 

Para diferenciar las características morfológicas de las colonias aisladas es necesario purificar 

las colonias y obtener cepas puras para la identificación macroscópica.  

Por esta razón, es importante tener en cuenta los factores que influyen en el crecimiento de las 

levaduras. El crecimiento de levaduras está influenciado por varios factores, tales como; el 

medio de cultivo, la temperatura de incubación, entre otros. (Cáceres & Reyna, 2002). 

El medio más apropiado para la identificación macroscópica es el medio SDA, ya que su bajo 

pH (5.6± 0.2), favorece el crecimiento de levaduras e inhibe el crecimiento de algunas bacterias. 


































































































































