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RESUMEN

El mezquite en México constituye uno de los recursos forestales y flora nacional
mas importantes del norte de México. Las vainas son el fruto del mezquite, estas
cuentan con un alto contenido de carbohidratos. Los productos que actualmente se
generan de la vaina derivan de procesos artesanales en donde no existe un control
de las condiciones de operacion. 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. El objetivo de este trabajo consisti6 en 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.

Se inicio con la obtencion de la harina de vaina de mezquite (HVM) y el extracto de
vaina de mezquite (EVM) mediante una molienda, procesamiento y su posterior
andlisis bromatolégico para detectar su composicién quimica y contenido de
nitrogeno. Para la etapa de fermentacién para la produccion de bioetanol se
utilizaron 6 grupos experimentales, grupo 1y 2: control (HVM o EVM); grupo 3y 4:
HVM o EVM fortificado con una fuente organica de nitrégeno y grupo 3: HVM o0 EVM
fortificada con una fuente inorgénica de nitrégeno. Con base a los resultados se
realizd un disefio experimental Box-Behnken 32 para definir las condiciones de

operacion que favorecieran al sistema para su posterior traslado a nivel biorreactor.

En el caso de la produccién de una cerveza artesanal se realizé conforme a un
estilo de cerveza que favorece la percepcién de las notas frutales del mezquite. Se
obtuvieron 2 productos: cerveza sin adicion y con adicién de EVM. Los productos
fueron sometidos a un proceso de analisis sensorial y contenido polifendlico. Los
resultados sugieren el uso de vainas de mezquite como materia prima prometedora

en procesos biotecnologicos debido a su composicion nutricional.

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

alcohdlica, Prosopis leavigata, Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Mesquite in Mexico constitutes one of the most important forest resources and
national flora in northern Mexico. The pods are the fruit of the mesquite, they have
a high sugar content. The products that are currently generated from the pod are
derived from artisanal processes where there is no control of the operating
conditions. It is a raw material that is rarely used, most of it is considered organic
waste, or it is limited to being used as livestock feed. The objective of this work
consisted of taking advantage of the use of mesquite pod in fermentative processes
to produce bioethanol and beer-based beverages such as craft beer and

bioenergetic products such as bioethanol.

It began with obtaining mesquite pod flour (HVM) and mesquite pod extract (EVM)
through grinding, processing and subsequent bromatological analysis to detect their
chemical composition and nitrogen content. For the fermentation stage for the
production of bioethanol, it will be used in 6 experimental groups, group 1 and 2:
control (HVM or EVM); group 3 and 4: HVM or EVM fortified with an organic nitrogen
source and group 3: HVM or EVM fortified with an inorganic nitrogen source. Based
on the results, a Box-Behnken 33 experimental design was carried out to define the
operating conditions that would favor the system for its subsequent transfer to the

bioreactor level.

In the case of the production of a craft beer, it was carried out according to a style
of beer that favors the perception of the fruity notes of mesquite. Two products were
obtained: beer without addition and with addition of EVM. The products were
subjected to the organoleptic test and polyphenolic analysis. The results suggest
the use of mesquite pods as a promising raw material in biotechnological processes

due to its nutritional composition.

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

leavigata, Saccharomyces cerevisiae.

Vi



INDICE

L= INTRODUGCCION ...ttt e e e e et e e e e e e e e e eeees 12
[1.- MARCO TEORICO ..oooe oottt e et e et e et e e e e e eeins 15
2.1. Fermentacion alCONOICA ... .. ..o e 15

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

SaCChArOMYCES CEIBVISIAR ...uiieeeeeieeeiiei e e et e e e e e e e e e e e e e 16
2.2. Aplicaciones del bioetanol ... 18
2.2.1. El bioetanol en la industria de las bebidas alcohdlicas.............ccccccoe..... 18
2.2.2. El bioetanol como combustible ............cccccviiiiiiiii 21
1= JUSTIFICACION ..ottt ettt et et eteeaeeae e, 23
IV .= HIPOTESIS. ...ttt 23
V.- OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS.......oiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 23
VI.- MATERIALES Y METODOS........oiiiieeee et 24
6.1. Recoleccion de la materia prima y pretratamiento..........cccccceevvvvvvieeeeennn. 24
6.2. Cuantificacion y caracterizacion de los carbohidratos presentes en la harina
y extracto de vaina de MEZQUILE ...........cceiiriiiiiiiii e 24
6.3. Cuantificacion del contenido de NitrOgeN0 ........ccoveeeeeiiiiiiiiiiiie e, 25
6.4. Microorganismos UtiiZados............ccooveeeiiiiiiiiiicc e 25
LT \V =T [ o e [N o U111 1o S 25
6.6. Determinacion de una fuente de carbono y nitr6geno .............ccccvvveeeeeeeenn. 25
6.7. Disefio de experimentos Box-Behnken...........ccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 25
6.8. Traslado de las condiciones a un reactor en lote..........ccccccevvevviiiiiiieennnnnnn. 26
6.9. Produccidn de cerveza arteSanal............ccouvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeee 26
6.11.1. Andlisis sensorial de la Cerveza........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 27
6.11.2. Determinacion de polifenoles totales ..o 27
VII. - RESULTADOS Y DISCUSION ...t 28

7.1. Variacion en el contenido de carbohidratos y nitrégeno presentes en la
HVM Y €1 EVM ..ottt s 28

7.2. La concentracion de bioetanol obtenida es reproducible a nivel biorreactor

7.3. 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
(o]0 F= 1 aT0] =T 0] 1T 1SRRI 30



IX. BIBLIOGRAFIA

VIl



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Localizacion del mezquite por regiones en México. .....................

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

Altiplano PotoSINO A& MEXICO. ......uuuiiiiiieiiiiiiiiiiiiii e

Figura 3. Metabolismo fermentativo en las levaduras ...............cccccvvvennnnnnes

Figura 4. Proceso de lavado, desinfeccidn, seleccion y secado de la

VaAINA A€ MEZOUITE ...ceeiiieiiiiiieiieeie ettt

Figura 5. Descripcidbn de los ensayos de fermentacion para la

produccion de Do tanOl ..o

Figura 6. Proceso de produccién de cerveza estilo Blonde Ale y

CEIVEZA CON BV MM A L.

Figura 7. Derivados de la vaina de mezquite. a) harina de vaina de

mezquite, b) extracto de vaina de Mezquite............coevvveiiiiieeeiieeeiiiiiee e

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

BV M B e

Figura 9. Cinéticas de consumo de carbohidratos y produccion de
bioetanol empleando S. cerevisiae, en medios de fermentacion
suplementados con 2 fuentes de nitrégeno: (NH4)2SOs4, 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........

Figura 10. Gréficas de superficie de respuesta que representan el
contenido de bioetanol en funcion de las variables evaluadas mediante
el DOE Box-Behnken: A) en funcion del tipo de cepa y agitacion B) en
funcién de concentracion de azUcares y agitacion, y C) en funcion de

concentracion de azucares y tipo de CePa. ......cccevvveveiviiiiie e

...... 3

...... 4

e 38



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas nutrimentales de tres variantes de vaina de
mezquite (Prosopis leavigata) en el Altiplano Potosino, México...............c......... 5

Tabla 2. Contenido de carbohidratos en materias primas utilizadas en
Proces0S DIOtECNOIOGICOS ...eeviiiiiiiiiiiiiie e 6

Tabla 3. Efecto de las condiciones de operacion y cepa utilizada en la
produccion de DIOetanOl. ..........oooi i 9

Tabla 4. Enzimas requeridas para la descomposicién de

carbohidratos presentes enlamalta. .............oooeeeeii 10
Tabla 5. Caracteristicas de cervezas por Familia, estilo Ale.............ccccceeennne 11
Tabla 6. Caracteristicas de cervezas por Familia, estilo Lager...........cc........... 12

Tabla 7. Preparacion de la HVM, EVMA y EVMB para su andlisis por

Tabla 8. Disefio experimental Box-Behnken: factores y niveles....................... 22

Tabla 9. Disefio experimental Box-Behnken niveles codificados de
(0= 1o F= 7= 4 = ] =S RP 22

Tabla 10. Formulaciéon de la cerveza estilo Blonde Ale...........ooeeveiiiiiiiinien... 24

Tabla 11. Aspectos considerados para la evaluacion de cerveza

artesanal de acuerdo con BICP 2012.........cooiiieiiiiiiiiiiiiiee e e e e eeeenns 26
Tabla 12. Clasificacion de cerveza de acuerdo con el puntaje obtenido
coN resPecto & BICP 2012.........oo i 26
Tabla 13. Produccion de bioetanol y consumo de carbohidratos
solubles al ULIliIZar HVIML. ........oi e e e 30
Tabla 14. Produccion de bioetanol y consumo de carbohidratos
Solubles al UIliZar HVIML. ........ie et e e 32
Tabla 15. Produccién de bioetanol y consumo de carbohidratos
solubles al UtIliZar EVIMB. .......cooooiiiiieiiiciie e e e e e 32
Tabla 16. Rendimiento y productividad de bioetanol al utilizar HVM. .............. 33
Tabla 17. Rendimiento y productividad de bioetanol al utilizar EVMB ............. 34



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

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

Tabla 20. Produccion de bioetanol experimental y predicho utilizando
el DOE Box-Behnken. Variables independientes no codificadas:
agitacion (X1), cepa de levadura (X2), concentracion inicial de
VAU or: (TSI 0 ) R

Tabla 21. Resultado del analisis organoléptico de acuerdo con BJCP

Xl

............ 35

............ 36



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 construcciéon 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 biorremediacion de suelos

contaminados por metales pesados como el cobre (5).
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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 produccién 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 produccion 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-Lépez 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 segmentacién y coloracién 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).
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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 4.03b 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 azucares del fruto para producir bebidas alcohélicas 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 operacion. 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 biolégicos como la fermentacion alcoholica y asi la
obtencion de bebidas tradicionales como la cerveza o productos como el bioetanol
(Tabla 2) (13).
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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 fermentacion 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 azicares en alcohol etilico y dioxido

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 fermentacion 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
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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
2 NAD+ 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 transformacion de glucosa en etanol
es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO: 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 produccion de bioetanol al utilizar

Saccharomyces cerevisiae

Hay varios factores que influyen en la producciéon de bioetanol que incluye
condiciones operacionales como temperatura, pH y concentracién de in6culo, 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
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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 mas 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 concentracion inicial de azlcar

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

Por otro lado el uso de una concentracidén excesiva de azlcar provocara una tasa
de fermentacion constante. Esto se debe a que la concentracién de azlcar supera
la capacidad de absorcion de las células microbianas. Generalmente, la tasa
maxima de produccion de etanol se logra cuando se utilizan azlucares 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 formacién de subproductos como el glicerol,
acido acético y el acido férmico. El rango de pH éptimo de S. cerevisiae es 4.0-5.0
(24). La velocidad de agitacién 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 agitacion comunmente utilizada para la fermentacién 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 1x10’ 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).
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Tabla 3. Efecto de las condiciones de operacién y cepa utilizada en la producciéon 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, 48 h 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, 28 500.0  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, 120 rpm, 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 formula
quimica es C2HsOH, lleva el prefijo "bio" porque se produce mediante la

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

Los usos més 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 producciébn 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
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agua contenida en las bebidas fermentadas mediante destilacion. En México la
cerveza es la bebida alcohdlica fermentada méas vendida y popular (28).

La cerveza es una bebida fermentada hecha de granos malteados (generalmente
cebada), lapulo, levadura y agua. Tiene una composicion 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 coccidn las enzimas presentes y/o activas convierten los

carbohidratos de la malta en azlcares 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
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(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 5y 6), que difieren en sabor y diversas

caracteristicas organolépticas (31).

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

Familia y Color Aromay sabor debido a?
Ejemplo olor Malta Lapulo ABVE  IBUA
. Ambar a .
British . cobre Medio a medio- alto Me_dlo a 48-5.8 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 medio a mu Bajoa 71112 2050
Belgian Style 0SCUTO y clremosa y dulce. | medio ’ ’
Dark Strong Ale 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 4.0-4.8 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 médio 46-5.6 25-52
Altbier oscuro 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).
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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  Marrén 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
0SCuro 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 Dulz_ura de la malta es muy baja a muy bajo 4.1-51 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 combustién 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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Al guemar etanol, se debe aumentar la duracién 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 continuacion
(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, monoxido de carbono e hidratos de carbono en
comparacion con los combustibles fosiles.

¢ 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 méas amplios, mayor velocidad de llama,
mayor calor de vaporizacion y menor tiempo de ignicién, 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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[Il.- 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 region, con un alto contenido de azucares solubles,
para utilizarla como materia prima en procesos de fermentacion alcohdlicay de esta
manera obtener productos de alto valor agregado como el bioetanol y cerveza

artesanal.

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 nitrégeno 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.
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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.

VI.- MATERIALES Y METODOS

6.1. Recoleccion de la materia prima y pretratamiento

La recoleccion de vainas de mezquite se realizé en los meses de junio y julio. Todas
las vainas recolectas llevaron el mismo proceso: lavado, desinfeccion, seleccion y
secado de la vaina. Una vez la vaina seca estd se someti0 a dos procesos
diferentes. El primero consistié en el pulverizado de la vaina y posterior tamizado
para obtener HVM. El segundo fue un proceso de triturado, la vaina triturada se
hirvio por 2 h con el objetivo de solubilizar en agua su contenido de carbohidratos.
El sobrenadante del primer hervido se recolecté y nombro EVMB. Para aprovechar
todos los azlcares residuales del bagazo restante, se sometié a un segundo

hervido y el sobrenadante obtenido se le nombré como EVMA.

6.2. Cuantificacion y caracterizacion 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).

Para la caracterizacion de los azlcares presentes en las muestras, se tomé 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 patrén para cada molécula.
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6.3. Cuantificacién del contenido de nitrégeno

El contenido de nitrégeno en las muestras con HVM y EVMA se determiné por el
método de Microkjeldahl el cual consiste en 3 etapas: digestion, destilacion y
valoracion acido base.

El objetivo es romper todos los enlaces de nitrdgeno de la muestra y convertirlo en
amoniaco. Los equivalentes de &cido consumido durante la titulacion

corresponderan a los equivalentes de amoniaco destilados.

6.4. Microorganismos utilizados

Se utilizaron cuatro tipos de cepas de S. cerevisiae: 3 comerciales (Fermentis,

Francia) y una cepa Wild-type.

6.5. Medios de cultivo

La fuente de carbono presente en el medio de cultivo se obtuvo de la materia prima
procesada: HVM o EVM a diferentes concentraciones. Todos los medios, matraces
y biorreactor utilizados se esterilizaron previamente en autoclave a 121 °C, 103 kPa

durante 15 min.

6.6. Determinacion de una fuente de carbono y nitrégeno

En el primer ensayo 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 nitrégeno y grupo 3: HVM o EVM fortificada con una fuente inorganica. El pH
inicial del proceso fermentativo fue de 4 y un tiempo de fermentacién de 48 h. Todos

los ensayos fueron realizados por triplicado.

6.7. Disefio de experimentos Box-Behnken

Se realiz6 un disefio experimental Box-Behnken de tres factores a tres niveles que
consistié en 15 experimentos. 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
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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 = ao + a1X1 + a2X2 + a3X3 + a4_Xf + a5X22 + a6X§ + a7X1X2 + a8X1X3 + a9X2X3

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, 0 y +1.

Este disefio permitié establecer las condiciones del proceso fermentativo para su

traslado a nivel biorreactor.

6.8. 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 realizo el traslado del

proceso a nivel biorreactor

6.9. Produccion de cerveza artesanal

Se eligio un estilo de cerveza artesanal que contara con un perfil balanceado entre
malta y lapulo, un aroma dulce y frutal ideal para adicionar diferentes estilos de

notas frutales como las del mezquite.

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 azucar 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).
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6.11.1. Analisis sensorial de la cerveza

Las cervezas con y sin extracto de mezquite fueron evaluadas por panelistas
capacitados. La evaluacion 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 11. Aspectos considerados para la evaluacion de cerveza artesanal.

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

6.11.2. Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles en cerveza se asocia a un menor riesgo de accidente
cardiovascular y disminucién 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. El método utilizado fue el de Folin-Ciocalteu.
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VII. - RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Variacion en el contenido de carbohidratos y nitrdgeno 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 azlcares de 11.4 % y para la HVM tamizada aument6 3.4 veces (38.26 %).

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

B
10 °Bx 18 °Bx

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

Los azlcares 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%

/

y

Sacarosa
91 % —

b) EVM
A70% B:13.44 %

Dextrosa
23%

Sacarosa
o
Fructosa 93%

1%

\\ Fructosa
7%

\. Sacarosa
76%

Figura 8. Contenido de carbohidratos en HVM tamizada, EVMA y EVMB.
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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 produccién 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 HVM y el EVM.
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Figura 9. Cinéticas de consumo de carbohidratos (CC) y produccion de bioetanol (PE)
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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7.2. La concentraciéon de bioetanol obtenida es reproducible a nivel
biorreactor

El traslado del proceso de fermentacion se realiz6 a nivel biorreactor con base en
las condiciones previamente seleccionadas de la metodologia de superficie de
respuesta que favorecen la produccién de bioetanol. La concentracion de etanol
obtenida se encuentra dentro del rango de tolerancia de la levadura utilizada. Los
resultados de rendimiento al emplear la especie P. leavigata fue 23 % mayor que
cuando se utiliza la especie Ceratonia siliqua de acuerdo a lo reportado por Roukas

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

7.3. 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 genero una cerveza

artesanal adicionada con extracto de vaina de mezquite.

La cerveza control se posicioné en la categoria de “muy buena” concluyendo que
se encuentra dentro de los parametros del estilo Blonde Ale seleccionado, con fallas
menores; mientras que para la cerveza con mezquite los resultados indican que es

una cerveza “excelente” y su estilo esta acorde al estilo seleccionado.
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