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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la incidencia del extracto de IUpulo
sobre las bacterias acido-lacticas durante el proceso de fermentacion alcohdlica de
melaza empleando levaduras Saccharomyces cerevisiae. La fermentacion
alcohdlica es un proceso biotecnoldgico ampliamente utilizado en la produccion de
alimentos, bebidas y biocombustibles, en el cual las levaduras convierten los
azucares fermentables en etanol y diéxido de carbono. Sin embargo, la eficiencia
del proceso puede verse afectada por la presencia de bacterias acido-lacticas
(BAL), microorganismos que compiten por los azucares disponibles y generan
metabolitos que alteran las condiciones del medio fermentativo. Frente a esta
problematica, el uso de compuestos naturales con actividad antimicrobiana surge
como una alternativa al empleo de aditivos quimicos. En este contexto, el ltpulo
(Humulus lupulus) destaca por sus compuestos bioactivos con capacidad para
inhibir bacterias sin afectar significativamente la actividad de las levaduras.
Metodolégicamente, se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de
la melaza utilizada como sustrato fermentable. Posteriormente, se aplicaron
diferentes concentraciones de extracto de ldpulo mediante un disefio
completamente al azar (DCA) con dos factores y dos niveles cada uno. El factor A
correspondio a la concentracién de extracto de Iupulo (22,22 y 30 mg/L) y el factor
B al contenido de sélidos solubles (16 y 18 °Brix), ademas de un tratamiento testigo,
con el fin de evaluar su efecto sobre el crecimiento de bacterias acido-lacticas y la
eficiencia del proceso fermentativo. Los resultados indicaron que la melaza
presentd una acidez moderada y un pH entre 5,38 y 5,55, condiciones adecuadas
para la fermentacion, ademas de un alto contenido de sélidos solubles (83,25°Brix),
lo que evidencia una elevada disponibilidad de azucares fermentables. El andlisis
estadistico mostré que no existen diferencias significativas entre los tratamientos
(p =2 0,05) respecto a la poblacion bacteriana. No obstante, la eficiencia fermentativa
estuvo influenciada por la concentracion del extracto de ldpulo, ya que el
tratamiento T1 (22,22 mg/L) presentd los mayores valores de grado alcohdlico y
eficiencia de fermentacion, mientras que concentraciones superiores evidenciaron
un efecto negativo sobre el desempefio fermentativo, lo que resalta la importancia
de mantener un equilibrio entre el control microbiano y la actividad metabdlica de
la levadura.

Palabras clave: extracto de lapulo, bacterias acido-lacticas, melaza,
fermentacion alcohdlica.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of hop extract on lactic acid
bacteria during the alcoholic fermentation process of molasses using
Saccharomyces cerevisiae. Alcoholic fermentation is a biotechnological process
widely used in the production of food, beverages, and biofuels, in which yeasts
convert fermentable sugars into ethanol and carbon dioxide. However, the efficiency
of this process can be affected by the presence of lactic acid bacteria (LAB),
microorganisms that compete for available sugars and produce metabolites that
alter the conditions of the fermentation medium.
To address this issue, the use of natural compounds with antimicrobial activity has
emerged as an alternative to chemical additives. In this context, hops (Humulus
lupulus) stand out due to their bioactive compounds capable of inhibiting bacteria
without significantly affecting yeast activity. Methodologically, a physicochemical
and microbiological characterization of the molasses used as a fermentable
substrate was carried out.
Subsequently, different concentrations of hop extract were applied using a
completely randomized design (CRD) with two factors and two levels each. Factor
A corresponded to the concentration of hop extract (22.22 and 30 mg/L), and factor
B to the soluble solids content (16 and 18 °Brix), in addition to a control treatment.
The aim was to evaluate their effect on the growth of lactic acid bacteria and the
efficiency of the fermentation process.
The results indicated that the evaluated molasses showed moderate acidity and a
pH between 5.38 and 5.55, conditions suitable for fermentation. In addition, its high
soluble solids content (=83.25 °Brix) indicated a high availability of fermentable
sugars. Statistical analysis showed no significant differences among treatments (p
= 0.05) regarding the bacterial population. However, fermentation efficiency was
influenced by the concentration of hop extract, as treatment T1 (22.22 mg/L)
presented the highest alcohol content and fermentation efficiency values, while
higher concentrations showed a negative effect on fermentative performance.
These findings highlight the importance of maintaining a balance between microbial
control and yeast metabolic activity.

Keywords: hop extract, lactic acid bacteria, molasses, alcoholic fermentation.
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes del problema

La fermentacion alcohdlica es una tecnologia bioquimica milenaria utilizada
ampliamente en la produccion de bebidas, alimentos y biocombustibles. Este
proceso transforma carbohidratos en etanol y dioxido de carbono, siendo mediado
principalmente por levaduras del género Saccharomyces. Dentro de este grupo,
Saccharomyces cerevisiae se destaca por su alta eficiencia fermentativa, tolerancia
al etanol, baja demanda nutricional y notable capacidad de adaptacion a diversas
condiciones ambientales (Acevedo et al., 2023).

No obstante, este proceso no es exclusivo de las levaduras. Diversos
microorganismos presentes en el sustrato o en el entorno pueden interferir en la
dindmica de fermentacion. En particular, las bacterias &acido-lacticas (BAL),
pertenecientes al orden Lactobacillales, son bacilos Gram positivos, catalasa
negativos, no esporulados y anaerobios facultativos que metabolizan azucares
para producir acido lactico. Estas bacterias suelen estar presentes en frutas,
cereales, tubérculos o superficies de contacto, introduciéndose en los sistemas
fermentativos mediante el microbiota natural del sustrato o por deficiencias en los
protocolos de higiene (Blasko y Ifiaki, 2021).

La coexistencia entre levaduras y BAL ha sido documentada en
fermentaciones mixtas como las del vino, la cerveza, la kombucha y algunos
destilados, donde la interaccion puede ser sinérgica o competitiva. En el contexto
industrial, sin embargo, la presencia de BAL se considera contaminante, ya que
compiten por los azucares fermentables, modifican el pH del medio y producen
metabolitos antimicrobianos como acido acético, peréxidos y bacteriocinas, que
inhiben el crecimiento y el metabolismo de S. cerevisiae (De Oliveira Lino et al.,
2024; Blasko y Ifaki, 2021).

Estudios recientes han evidenciado que ciertas cepas como
Limosilactobacillus fermentum pueden reducir la eficiencia fermentativa en
aproximadamente un 5% en condiciones simuladas, y hasta en un 30% en
procesos industriales contaminados (de Oliveira Lino et al., 2024). Ademas, se ha
observado que estas bacterias alteran parametros fisicoquimicos claves, como la
acidez total del medio, lo cual interfiere con enzimas esenciales de la via glucolitica,
retrasa la produccion de etanol y favorece la formacion de subproductos no
deseados como glicerol y acidos grasos volatiles (Qi et al., 2025).
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Aungue existen investigaciones que exploran la incorporacion de BAL en
fermentaciones mixtas con fines tecnoldgicos o funcionales, estos estudios rara vez
analizan su impacto directo sobre la eficiencia de produccion de etanol. A ello se
suma la escasez de estudios en contextos latinoamericanos, donde muchas
fermentaciones se desarrollan en sistemas artesanales o semindustrializados sin
un control microbiolégico riguroso (Patel et al., 2023).

1.2 Planteamiento y formulacién del problema
1.2.1 Planteamiento del problema

En la produccion de bebidas alcohdlicas, como la cerveza o etanol destilado,
uno de los principales desafios es el crecimiento indeseado de bacterias acido-
lacticas (BAL) por ejemplo, del género Lactobacillus que compiten con la levadura
Saccharomyces cerevisiae por recursos y alteran tanto el rendimiento alcohélico
como el perfil sensorial final. Estas BAL pueden producir acidos (lactico, acético)
que deterioran la fermentacion, disminuyen la viabilidad de la levadura y reducen
el contenido de etanol incluso en un 22 % (Malta, 2023; p. ej. segun estudios con
mostos de maiz) (Garcia, Ruiz, Suarez, y Romero, 2022). Actualmente, el control
tipico incluye aditivos antimicrobianos como antibi6ticos o biocidas, pero su uso se
ve limitado por el desarrollo de resistencias bacterianas, restricciones regulatorias
y crecientes exigencias del consumidor por alternativas naturales (Santos, 2022).
Ante este panorama, los compuestos provenientes del lipulo como los acidos iso-
a y B emergen como candidatos prometedores. Se ha demostrado su capacidad
para inhibir patbgenos como Pediococcus pentosaceus sin afectar la actividad de
S. cerevisiae (Michiuet al., 2024)

No obstante, aunque existen investigaciones sobre la actividad
antimicrobiana del lUpulo en sistemas fermentativos, aun falta evidencia especifica
en el BAL durante fermentacién alcohdlica realizada por S. cerevisiae. Y escasez
de estudios recientes que integren controles, variables sensoriales y rendimiento
etandlico manteniendo la actividad viable de S. cerevisiae. Por tanto, surge una
necesidad clara: evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de lupulo frente a
BAL durante la fermentacion alcohdlica, asegurando que la levadura mantenga su
funcionalidad. Esto podria representar una alternativa sostenible frente a quimicos
sintéticos, alineada con las tendencias hacia practicas mas limpias y seguras en la

industria de alimentos y bebidas.
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1.2.2 Formulacién del problema

¢,Como incide la presencia de bacterias acido-lacticas en la eficiencia del
proceso de fermentacion alcoholica llevado a cabo por levaduras Saccharomyces
cerevisiae, considerando parametros como la produccion de etanol, el consumo de
azucares y la acidez total del medio fermentativo?

1.3 Justificacion de la investigacion

De forma cientifica, es importante explorar mas a fondo las interacciones
entre microbios, especificamente entre Saccharomyces y las bacterias acido-
lacticas durante las fermentaciones alcohdlicas. Aunque a menudo se encuentran
juntas en fermentaciones naturales, su relacion puede oscilar entre ser competitiva
y sinérgica, dependiendo del sustrato, el ambiente y la cantidad de
microorganismos presentes al inicio. Evidencia reciente muestra que las BAL
disminuyen la eficiencia fermentativa al competir por azlcares y generar acidos
organicos que inhiben el metabolismo de S. cerevisiae (de Oliveira Lino et al., 2024;
Qi et al., 2025). Asimismo, estudios en alimentos fermentados reportan
interacciones especificas, donde levaduras inhiben la acidificacion causada por
BAL (Wenkang et al., 2024), lo que refuerza la necesidad de caracterizar estos
mecanismos en fermentaciones industriales.

Desde el punto de vista tecnoldgico, S. cerevisiae es esencial tanto en
alimentos como en bioetanol por su capacidad para fermentar azlcares bajo estrés.
No obstante, su desempeiio se ve afectado por cepas contaminantes de BAL, que
incrementan la acidez y reducen la actividad de la levadura (de Oliveira Lino et al.,
2024). Comprender esta interaccion permitira disefiar modelos predictivos de
rendimiento y definir umbrales criticos de contaminacion, lo cual es clave para
optimizar el pH, la nutricibn microbiana, el tipo de levadura y los protocolos de
limpieza.

En el ambito econémico, la contaminacién por BAL representa pérdidas
significativas: estudios demuestran reducciones de rendimiento del 5% en
sistemas piloto y hasta del 27-30 % en plantas industriales (de Oliveira et al., 2024).
Estas pérdidas no solo afectan la rentabilidad, sino que incrementan costes
operativos y tiempos de produccion por la necesidad de tratamientos correctivos y
descarte de lotes. Desde una perspectiva social, muchas comunidades rurales y
emprendimientos agroindustriales operan en condiciones semiartesanales sin

control microbioldgico riguroso. La contaminacion por BAL ocurre sin detectarse
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hasta que los productos muestran defectos sensoriales o baja graduacion
alcohdlica. La generacion de conocimiento técnico local, basado en evidencias
cientificas, permitira capacitar a estos productores, mejorando la sostenibilidad de
sus practicas.

Finalmente, el componente ambiental es significativo: una fermentaciéon méas
eficiente reduce el desperdicio de materia prima y el consumo de recursos.
Procesos optimizados con controles adecuados contribuyen a los Objetivos de
Desarrollo Sostenible, como el ODS 9 (industria, innovacién e infraestructura) y el
ODS 12 (produccion y consumo responsables) (Rachwat y Gustaw, 2024).

1.4 Delimitacion de la investigacion

Espacio: El trabajo de titulacion se desarrollé en la Universidad Agraria
del Ecuador, Extension Ciudad Universitaria Milagro en el laboratorio de
procesamiento de alimentos.

Tiempo: El periodo de tiempo que tomé el desarrollo del trabajo de
titulacion fue de 8 meses.

Poblacién: Este trabajo de investigacion fue dirigido a la poblacién en
general, exceptuando personas alérgicas.

1.3 Objetivo general

Evaluar la incidencia del extracto de lapulo sobre las bacterias acido-lacticas
en el proceso de fermentacion de melaza con levaduras (Saccharomyces
cerevisiae).

1.4 Objetivos especificos

Caracterizar fisicoquimica y microbiol6égicamente la melaza utilizada como
sustrato en el proceso de fermentacion, mediante analisis de laboratorio.

Evaluar la incidencia del extracto de Ildpulo, aplicado a diferentes
concentraciones, sobre el crecimiento de bacterias acido-lacticas durante el
proceso fermentativo.

Determinar la eficiencia del proceso de fermentacibn de melaza con
Saccharomyces cerevisiae, en presencia del extracto de lipulo como agente

antimicrobiano.
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1.5 Hipotesis
El extracto de lapulo presenta un efecto antimicrobiano significativo sobre el
crecimiento de la poblacién de las bacterias acido-lacticas durante el proceso de

fermentacion alcohdlica mediante levaduras (Saccharomyces cerevisiae).
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2. MARCO TEORICO
2.1 Estado de arte

El lGpulo, conocido por su uso en la cerveza, no solo le da amargor y
aroma a la bebida, sino que también posee propiedades antimicrobianas.
Investigaciones recientes han mostrado que los compuestos presentes en el
lGpulo, como los acidos alfa, los flavonoides y los humulonos, tienen un efecto
inhibidor sobre diversas bacterias, incluidas algunas patégenas como
Escherichia coli y Salmonella. Estos elementos modifican la composicion y la
capacidad de absorcion de las membranas celulares de las bacterias, lo que
dificulta su proliferacion. Asimismo, el lupulo podria ser un recurso valioso para
gestionar el microbiota durante la fermentacion, aunque su impacto sobre las
bacterias lacticas sigue siendo objeto de estudio (Lix, 2023).

Las bacterias del tipo acido-lactico; como Lactobacillus y Pediococcus,
son relevantes en la fermentacion alcohdlica, aunque también pueden ocasionar
inconvenientes al modificar el perfil sensorial de los productos o competir con las
levaduras por los recursos nutritivos. Una investigacion realizada por Zhao et al.
2022 revel6 que los extractos de lapulo tienen un efecto antimicrobiano evidente
sobre estas bacterias, o que podria ser ventajoso en la elaboracion de cervezas
y otros productos fermentados. En particular, los acidos alfa presentes en el
lGpulo inhibieron el crecimiento de diversas cepas de bacterias acido-lacticas sin
afectar de manera significativa la actividad de Saccharomyces cerevisiae, la
levadura que lleva a cambio la fermentacion. Este hallazgo indica que el lupulo
podria ser una herramienta efectiva para manejar la contaminacién bacteriana
durante la fermentacion.

Aunque el ldpulo presenta propiedades antimicrobianas frente a las
bacterias, su relacién con la levadura Saccharomyces cerevisiae no esta del todo
definida. Una investigacion de EL-Sherbin y colaboradores (2018) indic6 que el
extracto de lapulo, aunque limita el desarrollo de bacterias acido-lacticas, en
cantidades elevadas podria perjudicar a la levadura, causando una
desaceleracion o incluso la interrupcion del proceso fermentativo. Este es un
punto importante a tener en cuenta, ya que es fundamental gestionar las
bacterias sin perjudicar la actividad de la levadura para asegurar una

fermentacion eficaz. A pesar de estos posibles efectos negativos, el estudio
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continla analizando como modificar las dosis de extracto de ldpulo para
maximizar sus beneficios sin poner en riesgo la viabilidad de la levadura.

El método de obtencién de los componentes del lupulo también afecta su
capacidad para combatir microorganismos. Una investigacion comparativa de
las diversas técnicas de extraccion, como el empleo de etanol y CO, en estado
supercritico, demostr6 que los extractos producidos por estos procesos
presentan distintas cantidades de &cidos alfa, que son los principales
responsables de la efectividad antimicrobiana. Estas técnicas permiten la
obtencion de extractos mas potentes y concentrados para la lucha contra
bacterias, lo que podria abrir nuevas vias para controlar las bacterias acido-
lacticas durante el proceso de fermentacion. No obstante, es necesario seguir
perfeccionando estos métodos para asegurar que no se alteren las
caracteristicas organolépticas del producto final (Thomson, 2020).

La gestion de la microbiota indeseada es esencial en la elaboracion de
cerveza, puesto que las bacterias acido-lacticas pueden modificar tanto el sabor
como la calidad de la bebida. Estudios recientes han indicado que los extractos
de lupulo podrian favorecer una fermentacion mas controlada al suprimir las
bacterias &cido-lacticas sin perjudicar a Saccharomyces cerevisiae. Emplear
lipulo no solo podria ayudar a evitar contaminaciones, sino que también
disminuiria la necesidad de productos quimicos adicionales. Una investigacion
reciente reveld que, aparte de sus propiedades antimicrobianas, los extractos de
lpulo pueden mejorar el perfil sensorial de ciertos estilos de cerveza,
convirtiendo esto en una alternativa atractiva para la industria. (Garcia et al.,
2022).

Aungue muchos estudios sobre el lUpulo se enfocan en la elaboracion de
cerveza, su aplicaciébn en otros productos fermentados también ha sido
investigada. Por ejemplo, en el vino, se ha estudiado la habilidad del lGpulo para
regular las bacterias lacticas, a menudo responsables de defectos en el sabor y
la calidad del vino. Investigaciones recientes han indicado que, similar a su
funcién en la cerveza, los extractos de lapulo podrian ser Gtiles para gestionar el
microbiota sin afectar negativamente a las levaduras, resultando en una
fermentacion mas controlada y un producto final de mejor calidad. Esta area
sigue siendo prometedora y podria generar nuevas aplicaciones para el lupulo

en la elaboracion de otros alimentos fermentados (Lopez, 2022).
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2.1. Bases teo0ricas
2.1.1. Fermentacioén alcohdlica

21.1.1 Concepto y fundamentos de la fermentacién alcohdélica.

La fermentacion etilica es uno de los métodos biotecnolégicos mas antiguos
y comunes, utilizado para convertir aztcares en etanol y diéxido de carbono gracias
a la intervencién de levaduras, en particular Saccharomyces cerevisiae (Dequin,
2018). Este proceso metabolico es esencial en la produccion de bebidas tales como
vino, cerveza y sidra, y también se considera un modelo importante para estudiar
procesos de bioconversion tanto en el ambito industrial como en el académico.

Bioguimicamente, la fermentacion etilica se presenta como un proceso
anaerobico catabdlico donde los carbohidratos, en su mayoria hexosas como
glucosa y fructosa, sufren una descomposicion a través de la glucdlisis,
produciendo piruvato. Este considerado producto luego se transforma en
acetaldehido y, mas adelante, en etanol por medio de enzimas especificas como
la descarboxilasa de piruvato y la deshidrogenasa de alcohol (Piskur et al., 2023).
Este proceso posibilita que las levaduras regeneren el NAD* que es fundamental
para mantener el flujo glucolitico en condiciones sin oxigeno, garantizando asi su
supervivencia y capacidad de fermentacion.

La importancia industrial de este procedimiento se basa en la habilidad de
las levaduras para ajustarse a diversas condiciones ambientales, soportar distintos
niveles de etanol y rivalizar con otros microorganismos, garantizando asi
rendimientos suficientes de alcohol y caracteristicas sensoriales atractivas.
Ademas, la fermentacion alcohdlica abarca no solo factores microbiol6gicos, sino
también aspectos fisicoquimicos y tecnoldgicos que fijan parametros clave como la
temperatura de fermentacién, la disponibilidad de nutrientes, la relacién
carbono/nitrégeno y la concentracion osmoética del entorno (Steensels vy
Verstrepen, 2022).

Es importante saber, en este contexto, que la fermentacién alcohdlica no es
un sistema independiente; por el contrario, se integra en una interaccion dindmica
con levaduras, bacterias y otros microorganismos que estan presentes en el mosto
o el sustrato fermentable. Por ejemplo, las bacterias acido-lacticas pueden convivir
y tener un impacto en la fermentacion primaria, alterando asi la estabilidad

microbioldgica y la composicion quimica del producto final (Padilla et al., 2022).
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Controlar de manera estricta las variables del proceso (Fleet, 2018), mejorar
genéticamente, emplear nutrientes adicionales y seleccionar cepas son técnicas
gue han posibilitado la optimizacion de procesos gracias al dominio de los principios
de la fermentacion alcohdlica. Estos progresos han mejorado la seguridad, la
calidad sensorial y la eficiencia de fermentacion en los productos alcohdlicos, lo
gue ha afiadido valor a la industria agroindustrial y ha creado nuevas posibilidades
para investigacion y desarrollo.

La fermentacion alcohdlica es un ejemplo sobresaliente de como la
biotecnologia puede convertir recursos naturales en bienes de gran valor,
incorporando principios tecnolégicos, microbiolégicos y bioquimicos que posibilitan
su control y mejora con el fin de cumplir con las exigencias de un mercado que
cada vez prioriza mas la sostenibilidad y la calidad.

2.1.1.2 Factores que afectan la fermentacién alcohdlica.

La fermentacion alcohdlica es un proceso bioldgico complicado que se basa
en la interaccion de diversos elementos fisicoquimicos, microbiolégicos y
tecnolégicos. Para asegurar la calidad, seguridad y eficacia de los productos
fermentados, es esencial su comprension. La concentracion de azlcares, la
composicién del sustrato, la temperatura, la presencia de microorganismos que
contaminen o compitan y la aireacion son algunos de estos elementos que
sobresalen. (Pretorius, 2022).

La temperatura es uno de los factores decisivos, pues afecta directamente
la rapidez de crecimiento y la actividad enzimética de Saccharomyces cerevisiae.
Temperaturas ideales propician una fermentacion intensa, en cambio, desviaciones
pueden hacer que el proceso se retrase 0 que se produzcan metabolitos no
deseados, por ejemplo, compuestos sulfurados o alcoholes superiores (Steensels
y Verstrepen, 2022). Por lo tanto, en la industria de la cerveza o el vino, el manejo
térmico es un procedimiento esencial para conservar perfiles sensoriales estables.

La composicidn del sustrato es otro elemento significativo. La formacién de
subproductos secundarios y el rendimiento alcohdlico estan determinados por la
presencia de azucares reductores y no reductores, asi como también de
carbohidratos fermentables como la glucosa, la fructosa o la maltosa (Fleet, 2018).
Asimismo, la carencia de nutrientes fundamentales como el magnesio o el zinc, las

vitaminas del complejo B y el nitrégeno tiene la capacidad de limitar la actividad
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fermentativa, lo que puede resultar en fermentaciones incompletas o interrupciones
imprevistas (Salazar et al., 2023).

El contenido de oxigeno en las fases iniciales también tiene un impacto. A
pesar de que la fermentacion alcohdlica es un proceso anaerobio, se requiere una
pequefia aireacion al principio para sintetizar acidos grasos insaturados y esteroles,
los cuales refuerzan la membrana plasmatica de las levaduras y les permiten
resistir el estrés etandlico (Zhang et al., 2018). La escasez de oxigeno puede limitar
la viabilidad celular y afectar negativamente el proceso fermentativo.

La concentracién de etanol producida a lo largo del proceso es otro elemento
importante. La presencia de etanol en niveles elevados tiene un efecto limitante, ya
gue impacta tanto la actividad de enzimas esenciales como la integridad de la
membrana celular; esto puede interrumpir el proceso de fermentacion antes de que
se terminen los azucares disponibles (Walker y Stewart, 2022).

Por ultimo, la interaccién con otros microorganismos, como bacterias acido-
lacticas u hongos contaminantes, puede alterar significativamente la dinamica de
la fermentacion. Estos microorganismos pueden competir por nutrientes, producir
metabolitos inhibitorios 0 provocar desviaciones organolépticas no deseadas
(Padilla et al., 2022). Por tal motivo, el control microbiolégico y la higiene de los
equipos son estrategias imprescindibles en la industria.

En sintesis, la fermentacion alcohdlica responde a un delicado equilibrio de
variables que deben ser monitoreadas y ajustadas para garantizar resultados
optimos. El dominio de estos factores permite a la industria agroindustrial innovar
y adaptar procesos, asegurando productos con alta calidad, estabilidad y
aceptacion por parte de los consumidores.

2.1.1.3 Rol de las levaduras en la fermentacion (Saccharomyces
cerevisiae).

La levadura Saccharomyces cerevisiae es, sin lugar a duda, el
microorganismo mas relevante en la fermentacion alcohdlica, tanto desde una
perspectiva historica como biotecnolégica. Su domesticacion y aprovechamiento
datan de milenios atras, pero su estudio cientifico ha permitido perfeccionar
procesos industriales hasta niveles de alta eficiencia y control (Pretorius, 2022).
Esta especie se caracteriza por su notable capacidad para transformar azlcares

fermentables en etanol y dioxido de carbono, proceso que no solo genera alcohol,
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sino también una diversidad de compuestos secundarios determinantes para el
perfil sensorial de bebidas como vino, cerveza o sidra (Fleet, 2018).

El rol de S. cerevisiae en la fermentacion se explica a partir de su
metabolismo facultativamente anaerobio. Bajo condiciones anaerobias, la levadura
canaliza la glucosa hacia la via glucolitica y la posterior fermentacion etilica para
mantener el balance redox mediante la regeneracion de NAD* (Piskur et al., 2023).
Esta estrategia metabdlica les confiere una ventaja competitiva frente a otras
especies microbianas, ya que su alta tolerancia al etanol que puede superar el 15%
vlv en algunas cepas inhibe a organismos competidores, asegurando asi su
predominio en el medio fermentativo (Walker y Stewart, 2022).

Otro aspecto fundamental es su contribucion a la generacion de metabolitos
secundarios. Ademas de etanol y CO,, S. cerevisiae produce ésteres, alcoholes
superiores, acidos organicos y compuestos de azufre en concentraciones
controladas que moldean el aroma y sabor del producto final (Steensels y
Verstrepen, 2022). La regulacién de estas rutas metabdlicas depende de la cepa
empleada, las condiciones de cultivo y la disponibilidad de nutrientes como
nitrdgeno y vitaminas (Salazar et al., 2023). De ahi la importancia de seleccionar y
manejar cepas robustas y adaptadas a condiciones especificas.

El control tecnoldgico sobre las levaduras no se limita a su uso como inéculo.
El mejoramiento genético, mediante técnicas de mutagénesis o edicion génica, ha
permitido desarrollar cepas con caracteristicas optimizadas: mayor resistencia al
etanol, menor produccion de compuestos indeseables y mejor rendimiento en
sustratos diversos, como melazas o subproductos agricolas (Pretorius, 2022).
Ademas, la fermentacién con cepas no convencionales o mezclas de levaduras se
explora actualmente como alternativa para diversificar perfiles organolépticos,
respondiendo a la demanda de consumidores por bebidas diferenciadas (Ciani y
Comitini, 2022).

Ademas, el comportamiento de S. cerevisiae dentro de comunidades mixtas
de microorganismos es un tema que interesa, ya que su interaccion con otras
levaduras y bacterias acido-lacticas puede afectar la evolucion quimica y
microbiolégica del proceso (Padilla et al., 2022). Para evitar que se desvie el
proceso de fermentacion y asegurar la calidad del producto final, es vital investigar

estas sinergias o competencias.
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Saccharomyces cerevisiae es el motor biolégico que impulsa la fermentacion
alcohdlica. Su investigacion y administracion posibilitan que el sector agroindustrial
innove de manera constante, mejorando la produccién de bebidas fermentadas con
caracteristicas sensoriales reguladas y estandares de inocuidad cada vez mas
rigurosos.

2114 Interacciones microbianas durante la fermentacion
alcoholica.

La fermentacion alcohdlica no se lleva a cabo en un entorno estéril; al
contrario, es un ecosistema activo donde Saccharomyces cerevisiae convive y
compite con distintas especies de microorganismos, especialmente otras levaduras
y bacterias acido-lacticas (BAL). La calidad sensorial de los productos fermentados,
la estabilidad microbiolégica y la eficacia del proceso se ven fuertemente afectadas
por estas interacciones, que pueden ser antagénicas o sinérgicas (Ciani y Comitini,
2022).

En lo que respecta a la elaboracion de cerveza artesanal y la vinificacion,
las BAL (bacterias acido-lacticas), como Pediococcus, Lactobacillus y Oenococcus
oeni, tienen la capacidad de coexistir con S. cerevisiae. Estas bacterias llevan a
cabo la fermentacién malolactica, que consiste en convertir el &cido mélico en acido
lactico, lo cual reduce la acidez del vino y aflade propiedades organolépticas
atractivas (Bartowsky, 2022). No obstante, un aumento desmedido de BAL puede
producir compuestos indeseables, a saber: acidos volatiles o biogénicos, que
pueden comprometer la estabilidad y la aceptabilidad del producto (Nisiotou y
Nychas, 2022).

La concentracion de etanol, la presencia de nutrientes y la existencia de
compuestos antimicrobianos naturales, como los acidos iso-alfa que provienen del
ltpulo (Rojo et al., 2022), son algunos de los factores que regulan la relacién entre
bacterias y levaduras. S. cerevisiae produce etanol, acidifica el medio y genera
metabolitos secundarios como los acidos grasos de cadena media, lo cual tiene un
efecto inhibidor sobre BAL (Fleet, 2018). Esta oposicibn microbiologica es
beneficiosa para evitar contaminaciones y mejorar la fermentacion principal.

Por otro lado, las interacciones entre S. cerevisiae y levaduras no-
Saccharomyces cobran cada vez mayor relevancia. Especies como Torulaspora
delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima o Pichia kluyveri pueden contribuir

positivamente a la complejidad aromatica, ya que presentan rutas metabdlicas
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complementarias que potencian la produccion de ésteres y terpenos (Padilla et al.,
2020). No obstante, estas especies presentan menor tolerancia al etanol, por lo que
suelen dominar solo en fases iniciales de la fermentacion, siendo posteriormente
desplazadas por S. cerevisiae (Ciani y Comitini, 2022).

La cofermentacion controlada mediante cultivos mixtos intencionalmente
disefiados es una estrategia tecnoldgica que aprovecha estas sinergias para
diversificar perfiles sensoriales y optimizar la cinética fermentativa (Jolly et al.,
2022). Para ello, es fundamental comprender las relaciones de competencia por
nutrientes, produccion de Kkiller factors (toxinas proteicas que eliminan cepas
sensibles) y efectos de inhibicion cruzada entre especies (Fleet, 2018).

Las interacciones de los microorganismos durante la fermentacion
alcohodlica son un elemento para determinar la calidad final de las bebidas
fermentadas. El manejo controlado de estos microorganismos, apoyado en el
conocimiento de sus dindmicas ecologicas, ofrece a la industria agroindustrial
herramientas para innovar en la creacion de productos diferenciados, de mayor
valor agregado y con estandares de inocuidad cada vez mas rigurosos.

2.1.2 Bacterias acido-lacticas (BAL) en procesos fermentativos

2121 Generalidades y caracteristicas de las BAL.

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son un conjunto de microorganismos que
tienen una gran importancia en términos sanitarios y tecnolégicos, y se les
reconoce ampliamente por su intervencion en la fermentacion de las comidas y las
bebidas. Se trata de microorganismos que son Gram positivos, aerotolerantes,
anaerobios facultativos y catalasa negativos; su rasgo mas distintivo es su habilidad
para convertir carbohidratos en acido lactico como producto metabdlico principal
(Zheng et al., 2022). Esta capacidad fermentativa otorga a las BAL un rol crucial
como agentes de bioconservacion, de mejoramiento de la textura y de produccion
de compuestos que regulan el gusto y el olor (Ganzle, 2022). Dentro de este grupo
destacan géneros como Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus y
Lactococcus, cada uno con caracteristicas fisioloégicas y metabdlicas particulares
que definen su aplicacion en procesos fermentativos especificos (Wuyts et al.,
2022). Por ejemplo, Lactobacillus plantarum es ampliamente utilizado en
fermentaciones vegetales y carnicas por su versatilidad y robustez, mientras que

Oenococcus oeni desempeiia un rol protagénico en la fermentacion malolactica de
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vinos, suavizando la acidez y aportando estabilidad microbiolégica (Bartowsky,
2022).

Las BAL pueden ser heterofermentativas u homofermentativas, segun el
metabolismo. Las primeras transforman primordialmente la glucosa en acido lactico
mediante la via de Embden-Meyerhof-Parnas, mientras que las
heterofermentativas producen, ademas, compuestos secundarios como diéxido de
carbono, etanol o acido acético mediante la via de la fosfocetolasa (Ganzle, 2022).
Esta diferenciacion metabdlica explica su influencia en la formacién de perfiles
organolépticos diversos y su capacidad para competir con otros microorganismos
en sustratos fermentables.

La habilidad de generar bacteriocinas, péptidos antimicrobianos de amplio
espectro que suprimen microorganismos o patégenos no deseados, es otra
caracteristica sobresaliente de las BAL. Esto aumenta su uso como cultivos
protectores o iniciadores en sistemas fermentativos (Bali et al., 2022). Este sistema
natural de biocontrol ayuda en gran medida a que los productos alimenticios sean
seguros y su vida util se alargue.

No obstante, en algunos procesos, las BAL pueden considerarse
contaminantes indeseables. En fermentaciones alcohdlicas como la vinificacion o
la cerveceria, un crecimiento no controlado de BAL puede generar metabolitos no
deseados, como acido acético o biaminas, alterando la estabilidad microbiol6gica
y sensorial del producto (Nisiotou y Nychas, 2022). Por ello, su manejo adecuado,
mediante practicas de higiene, control de parametros y uso de compuestos
antimicrobianos como el lupulo, resulta fundamental para evitar contaminaciones.

En suma, las BAL representan un grupo versatil de microorganismos, cuya
correcta gestidbn permite potenciar la calidad, seguridad y funcionalidad de
alimentos y bebidas fermentadas. El estudio y la implementacién estratégica de
esta son, hasta el dia de hoy, bases esenciales de la biotecnologia alimentaria
contemporanea.

2.1.2.2 Metabolismo de las bacterias acido-lacticas.

Uno de los cimientos que apoya el uso amplio de las bacterias acido-lacticas
(BAL) en la fermentacion alimentaria es su metabolismo, ya que este regula la
generacion de metabolitos primarios y secundarios que tienen un impacto sobre la
seguridad, calidad e inocuidad de los alimentos (Ganzle, 2022). Segun Zheng et al.

(2022), su via metabdlica central se fundamenta en la fermentacion de
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carbohidratos, sobre todo hexosas como la glucosa, para conseguir energia en
condiciones microaerofilicas o anaerobias.

Desde el punto de vista bioquimico, las BAL se dividen en
homofermentativas y heterofermentativas, segun la via metabdlica que predomina.
Las BAL homofermentativas, como Lactococcus lactis o Streptococcus
thermophilus, convierten la glucosa a través de la via EMP (Embden-Meyerhof-
Parnas), produciendo acido lactico como el Unico producto principal y escasas
cantidades de subproductos (Wuyts et al., 2022). Este camino posibilita que la
conversion de hexosas en energia se maximice (2 moles de ATP por mol de
glucosa), garantizando asi altos rendimientos de acido lactico y, en consecuencia,
una acidificacién del medio rapida y eficaz.

Por otro lado, las BAL obligadas heterofermentativas, como Oenococcus
oeni 0 Leuconostoc mesenteroides, emplean la ruta heterofermentativa o de la
fosfocetolasa para convertir parcialmente la glucosa en acido lactico; al mismo
tiempo producen diéxido de carbono (Ganzle, 2022) y acetato o etanol. Esta ruta
genera menos ATP (1 mol de ATP por cada mol de glucosa) pero brinda beneficios
ecoldgicos, pues los compuestos secundarios afiaden complejidad sensorial y
tienen efectos antimicrobianos contra especies competidoras (Bartowsky, 2022).

Una caracteristica particular de las BAL es su escaso poder respiratorio, que
se debe a la falta de citocromos y a que no tienen una cadena completa para el
transporte de electrones. Sin embargo, algunas cepas pueden utilizar oxigeno de
forma limitada, incrementando su resistencia al estrés oxidativo mediante la
actividad de enzimas como la peroxidasa y el superoxido dismutasa (Zheng et al.,
2022). Este rasgo les permite sobrevivir en condiciones variables de oxigeno, como
ocurre en la fermentacion de vegetales o productos lacteos.

Ademas de los &acidos organicos, las BAL pueden sintetizar compuestos de
interés tecnoldgico, como diacetilo, acetaldehido y bacteriocinas. Estos metabolitos
secundarios contribuyen al perfil aromatico de quesos, vinos y embutidos, al tiempo
que incrementan la estabilidad microbioldgica del alimento (Bali et al., 2022). El
diacetilo, por ejemplo, aporta notas mantecosas caracteristicas en mantequillas y
yogures, mientras que las bacteriocinas actian como conservantes naturales,
limitando el desarrollo de patégenos como Listeria monocytogenes.

El metabolismo de las BAL no solo sustenta su funcidbn como agentes

acidificantes, sino que las posiciona como microorganismos versatiles capaces de
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modulares caracteristicas sensoriales y de seguridad. Comprender la complejidad
de estas rutas metabdlicas permite optimizar su aplicacion como cultivos
iniciadores o protectores en la industria agroalimentaria contemporanea.

2.1.2.3 Efectos de las bacterias acido-lacticas en la calidad y
seguridad de bebidas alcohdlicas.

En los procesos de elaboracion de bebidas alcoholicas como vinos,
cervezas artesanales y sidras, las bacterias acido-lacticas (BAL) juegan un rol dual:
pueden actuar como agentes benéficos que aportan complejidad sensorial y
estabilidad microbiologica, pero también como contaminantes que comprometen la
calidad e inocuidad del producto final (Nisiotou y Nychas, 2022).

Un efecto positivo ampliamente aprovechado es la fermentacion malolactica,
conducida principalmente por Oenococcus oeni y, en menor medida, por especies
de Lactobacillus y Pediococcus (Bartowsky, 2022). Esta transformacion bioquimica
convierte el acido malico, de sabor &spero, en &cido lactico, mas suave y estable,
reduciendo la acidez y aportando redondez al perfil sensorial del vino. Ademas,
este proceso contribuye a la estabilidad microbiolégica, ya que agota un nutriente
clave para microorganismos indeseables (Lerm et al., 2023).

Sin embargo, cuando el crecimiento de las BAL no es controlado, pueden
surgir problemas significativos. En cervezas, por ejemplo, especies como
Lactobacillus brevis y Pediococcus damnosus son responsables de la turbidez, la
generacion de acidez excesiva y aromas desagradables, como notas a mantequilla
rancia, atribuibles al diacetilo (Rojo et al., 2022).

La generacion de biaminas, como la tiramina y la histamina, que son
metabolitos resultantes de la descarboxilacion de aminoacidos, representa otro
riesgo importante. Su acumulacion en cervezas y vinos puede suponer un peligro
para la salud de aquellos consumidores sensibles a estas sustancias, provocando
reacciones negativas como eritema facial, malestar gastrointestinal y cefaleas (Liu
et al., 2023). Por esta razon, elegir cultivos malolacticos que tengan una capacidad
de formacion de biaminas baja es un procedimiento aconsejable en la enologia
moderna.

Las BAL también tienen la capacidad de producir 4cido acético en niveles
altos, lo que puede dar lugar a sabores avinagrados y a fallas aromaticas
indeseadas. Cuando las condiciones de fermentacion no favorecen que

Saccharomyces cerevisiae sea dominante, es habitual que ocurra este efecto, lo
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que permite que BAL indeseables se multipliquen (Nisiotou y Nychas, 2022). La
ausencia de sulfuroso en vinos, la presencia de oxigeno y una higiene deficiente
son elementos que contribuyen a este tipo de desviaciones.

A pesar de estos riesgos, la gestion adecuada de las BAL mediante buenas
practicas de manufactura, monitoreo microbiolégico y uso de herramientas
biotecnologicas como cultivos iniciadores seleccionados y compuestos
antimicrobianos naturales, por ejemplo, extractos de IUpulo en cervezas permite
maximizar sus beneficios y mitigar efectos negativos (Rojo et al., 2022). Ademas,
la aplicacién de bacteriocinas producidas por ciertas cepas de BAL representa una
estrategia emergente para mejorar la seguridad microbiolégica de las bebidas
fermentadas (Bali et al., 2022).

En definitiva, el impacto de las BAL en la calidad y seguridad de las bebidas
alcohdlicas depende de su manejo controlado. Comprender su metabolismo, sus
interacciones y sus efectos sobre el perfil sensorial y la inocuidad es clave para la
industria agroindustrial, que apuesta cada vez mas por procesos fermentativos
estandarizados, sostenibles y diferenciados.

2.1.24 Estrategias de control de bacterias acido-lacticas en
fermentaciones industriales.

En la industria de bebidas alcohdlicas y otros productos fermentados, la
presencia de bacterias acido-lacticas (BAL) puede ser un factor beneficioso o
problematico, dependiendo de su control. Si bien ciertas especies son esenciales
para procesos como la fermentacion malolactica en vinos, su proliferacion no
deseada puede generar defectos organolépticos, turbidez, formacion de biaminas
y pérdidas economicas (Nisiotou y Nychas, 2022). Por ello, las estrategias para
gestionar su presencia se basan en practicas integrales que combinan medidas
fisicas, quimicas y biolégicas.

Una de las tacticas mas habituales consiste en limpiar y desinfectar con rigor
las superficies de contacto y los equipos. Segun Bokulich y Bamforth (2024), una
limpieza efectiva utilizando detergentes alcalinos, acidos o desinfectantes
especificos disminuye de manera importante la carga microbiana y evita las
contaminaciones cruzadas, sobre todo en bodegas vinicolas y plantas cerveceras.

Otra herramienta esencial es el control de los parametros fisicoquimicos.
Para limitar el desarrollo de BAL contaminantes y beneficiar a levaduras preferibles

como Saccharomyces cerevisiae, se modifican variables tales como la
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temperatura, la disponibilidad de oxigeno y el pH. Por ejemplo, en las fabricas de
cerveza, mantener bajas temperaturas y regular el pH del mosto previene la
presencia de especies no deseadas de Lactobacillus (Garofalo et al., 2022).

En la enologia, es habitual afiadir didoxido de azufre (SO,) para suprimir BAL
no deseadas. El SO, funciona como un agente antioxidante y antimicrobiano,
salvaguardando al vino de contaminaciones y oxidaciones a lo largo de la
fermentacién y el almacenamiento (Bartowsky, 2022). No obstante, las tendencias
actuales indican que su uso se reduce porque los consumidores exigen productos
con menos aditivos.

Para la cerveza, emplear compuestos que provienen del lupulo, por ejemplo
los iso-alfa-acidos, representa una tactica eficaz y natural. Segun Rojo et al. (2022),
estos compuestos tienen propiedades antimicrobianas selectivas que limitan a las
BAL, pero no alteran de forma importante la actividad de las levaduras cerveceras.
Esta ventaja se utiliza particularmente en estilos de cerveza con alto contenido de
lGpulo, como las IPAs.

La seleccion y el uso de cultivos iniciadores dominantes, ya sean bacterias
lacticas especificas o levaduras, representan otra opcidon biotecnolégica. En la
vinificacién, el uso de Oenococcus oeni seleccionado para realizar la fermentacion
malolactica permite desplazar especies contaminantes y garantizar un proceso
controlado (Lerm et al., 2023). Ademas, el desarrollo de cepas de levaduras
productoras de bacteriocinas o killer factors amplia las opciones de biocontrol (Bali
et al., 2022).

En contextos industriales avanzados, la monitorizacibn microbiolégica
mediante técnicas moleculares (PCR en tiempo real, secuenciacion de ADN)
permite identificar y cuantificar rapidamente la poblaciéon microbiana, facilitando la
toma de decisiones oportunas para corregir desviaciones (Nisiotou y Nychas,
2022). Finalmente, la innovacion en materiales y recubrimientos antimicrobianos
para superficies de contacto y sistemas de tuberias se presenta como una linea
emergente para limitar biofilms de BAL en ambientes de produccion de bebidas
(Garofalo et al., 2022).

En conjunto, estas estrategias reflejan la necesidad de aplicar un enfoque
integral de control, adaptado a cada proceso y alineado con la demanda de

productos seguros, estables y con minima intervencion quimica. El conocimiento y
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manejo de las BAL, por tanto, se consolidan como competencias clave en la
biotecnologia y la ingenieria de procesos fermentativos modernos.
2.1.3 Lupulo (Humulus lupulus) y sus compuestos bioactivos

2.1.3.1 Origen, variedades y composicion quimica del [apulo.

El lpulo (Humulus lupulus L.) es una planta trepadora perenne de la familia
Cannabaceae, originaria de regiones templadas del hemisferio norte. Su uso
documentado en la elaboracion de cerveza data de la Edad Media, cuando
comenz6 a emplearse sistematicamente por sus propiedades conservantes y su
aporte de amargor y aroma (Stevens et al., 2022). Hoy en dia, el ltpulo se cultiva
extensamente en paises como Alemania, Estados Unidos, Republica Checa y
China, siendo uno de los insumos agricolas estratégicos para la industria cervecera
(Stewart et al., 2022). En términos botanicos, H. lupulus se caracteriza por ser una
planta dioica, es decir, presenta flores masculinas y femeninas en plantas
separadas. Solo las flores femeninas sin fecundar, conocidas como conos o
inflorescencias, se utilizan en la industria cervecera debido a su alto contenido de
resinas y aceites esenciales responsables de sus propiedades funcionales
(Muranyi, 2023).

La diversidad genética del lupulo ha dado lugar a multiples variedades y
cultivares, cada uno con perfiles especificos de compuestos bioactivos y
caracteristicas sensoriales. Variedades nobles como Saaz, Tetthang y Hallertau
Mittelfriih son reconocidas por su perfil aromatico delicado y bajo contenido de alfa-
acidos, ideales para cervezas de tipo lager y pilsner (Stewart et al., 2022). En
contraste, variedades modernas como Cascade, Citra o Simcoe, originarias
principalmente de Estados Unidos, se caracterizan por sus intensos aromas
citricos, florales y resinosos, con mayores concentraciones de alfa-acidos y aceites
esenciales, favoreciendo estilos lupulados como las IPA (India Pale Ale) (Muranyi,
2023).

La composicion quimica del lupulo es compleja y se organiza principalmente
en tres fracciones: resinas amargas, aceites esenciales y polifenoles. Las resinas
se subdividen en alfa-acidos (humulonas) y beta-acidos (lupulonas). Los alfa-
acidos son precursores del amargor de la cerveza, ya que durante la coccion del
mosto se isomerizan formando iso-alfa-acidos, responsables del sabor amargo y
de propiedades antimicrobianas selectivas contra bacterias Gram positivas, como
las BAL (Pires y Branyik, 2022).
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Los aceites esenciales, que representan aproximadamente el 0,5-3 % del
peso seco de los conos, incluyen una mezcla de terpenos y sesquiterpenos, como
mirceno, humuleno, cariofileno y farneseno, los cuales aportan los perfiles
aromaticos caracteristicos del ltpulo (Stewart et al., 2022). Estos compuestos son
altamente volatiles y su perfil varia significativamente segun la variedad,
condiciones de cultivo y técnicas de poscosecha.

Los polifenoles del lapulo, como flavonoides y taninos, desempefian
funciones antioxidantes y contribuyen a la estabilidad coloidal y sensorial de la
cerveza. Ademas, estos compuestos pueden ejercer efectos bioactivos
beneficiosos, como actividad antioxidante y propiedades antiinflamatorias, lo que
ha motivado investigaciones para su aplicacion en alimentos funcionales y
nutracéuticos (Muranyi, 2023).

En conjunto, el origen, diversidad varietal y riqueza quimica del IGpulo lo
posicionan como un insumo clave no solo para aportar amargor y aroma, Sino
también como fuente de compuestos con potencial antimicrobiano y funcional,
aspecto de creciente interés en el desarrollo de cervezas artesanales innovadoras

y productos fermentados de valor agregado.

2.1.3.2 Principales compuestos antimicrobianos del lupulo (alfa-
acidos, beta-acidos y polifenoles).

El lGpulo (Humulus lupulus L.) destaca no solo por su contribucién sensorial
a la cerveza, sino también por su contenido de compuestos con actividad
antimicrobiana, que desempefian un papel determinante en la estabilidad
microbioldgica del producto final. Los principales responsables de este efecto son
los alfa-acidos, los beta-acidos y ciertos polifenoles, cuyas propiedades han sido
objeto de interés tanto para la industria cervecera como para aplicaciones
biotecnolégicas emergentes (Muranyi, 2023).

En las glandulas de lupulina de los conos femeninos se hallan los alfa-
acidos, entre ellos la cohumulona, la adhumulona y la humulona. Estos compuestos
se isomerizan durante la coccion del mosto, produciendo iso-alfa-acidos. Estos son
los que le dan a la cerveza su amargor caracteristico y tienen una actividad
selectiva contra bacterias Gram positivas, como las 4cido-lacticas (BAL) (Pires y
Branyik, 2022). Esta propiedad es particularmente apreciada en la cerveceria, ya

gue funciona como una barrera natural contra la expansion de contaminantes que
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tienen el potencial de afectar la estabilidad y el perfil sensorial de la cerveza
(Stewart et al., 2022).

Los beta-acidos, entre los que se destacan lupulona, colupulona y
adlupulona, no se isomerizan durante el hervor, pero muestran un potente efecto
bacteriostatico. Aunque poseen menor solubilidad que los alfa-acidos, su actividad
antimicrobiana se activa particularmente en ambientes con pH bajo, como ocurre
en estilos de cerveza con acidez elevada o en condiciones de almacenamiento
prolongado (Muranyi, 2023). Estudios recientes evidencian que los beta-acidos
pueden actuar sinérgicamente con los iso-alfa-acidos, potenciando el efecto
inhibitorio sobre BAL resistentes y otras bacterias contaminantes (Liu et al., 2023).

Adicionalmente, el lapulo es rico en polifenoles, entre los cuales destacan
flavonoides como la xantohumol y el isoxantohumol. Estos compuestos no solo
contribuyen con propiedades antioxidantes, que favorecen la estabilidad oxidativa
de la cerveza, sino que también exhiben actividad antimicrobiana complementaria.
Su modo de accion implica la alteraciéon de la permeabilidad de membranas
bacterianas, la inhibicibn de enzimas clave y la interferencia con la sintesis de
acidos nucleicos (Muranyi, 2023). Esta accion combinada refuerza la eficacia
natural del lGpulo como bioconservante, alineandose con la tendencia de sustituir
aditivos sintéticos por alternativas de origen natural.

Los efectos antimicrobianos de estos compuestos han despertado interés
méas alld de la industria cervecera. Investigaciones recientes exploran la
incorporacion de extractos de IUpulo en otros alimentos y bebidas fermentadas,
como quesos Yy sidras, para controlar microorganismos indeseables sin afectar
cepas tecnolégicamente beneficiosas, como Saccharomyces cerevisiae (Stewart et
al., 2022). Esta aplicacion potencial abre perspectivas para desarrollar productos
con etiquetas “clean label”’, cumpliendo con la demanda de consumidores por
alimentos menos procesados y libres de conservantes sintéticos.

En suma, los alfa-acidos, beta-acidos y polifenoles del lGpulo conforman un
sistema de defensa natural, que, integrado con practicas tecnologicas adecuadas,
fortalece la inocuidad y prolonga la vida atil de bebidas fermentadas. Su
aprovechamiento estratégico representa un ejemplo de cémo compuestos
bioactivos de origen vegetal pueden sustituir aditivos convencionales, generando

valor agregado en la agroindustria actual.
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2.1.3.3 Mecanismos de accién antimicrobiana de los extractos de
lapulo.

Los extractos de ldpulo (Humulus lupulus L.) han sido ampliamente
valorados no solo por su contribucion sensorial en la elaboracion de cervezas, sino
también por su potente efecto antimicrobiano, principalmente frente a bacterias
Gram positivas como las bacterias &cido-lacticas (BAL) (Muranyi, 2023). Este
efecto biopreservante se fundamenta en mecanismos de accion bien
caracterizados, sustentados en la actividad de sus principales compuestos
bioactivos: iso-alfa-acidos, beta-acidos y polifenoles (Liu et al., 2023).

El mecanismo més estudiado es el de los iso-alfa-4cidos, productos de la
isomerizacion térmica de los alfa-acidos (humulonas) durante la coccion del mosto.
Estos compuestos funcionan, sobre todo, modificando la permeabilidad de la
membrana celular de las bacterias y perturbando el traslado de protones y otros
iones vitales. Los iso-alfa-acidos, al provocar una disminucion del gradiente de
protones (PMF, Proton Motive Force), limitan la habilidad de las BAL para conservar
su equilibrio energético, lo que afecta procesos esenciales como la sintesis de ATP
(Stewart et al., 2022).

A pesar de su baja capacidad de isomerizacion y solubilidad, los beta-acidos
muestran una destacada actividad antimicrobiana en entornos acidos, como el que
se encuentra en la cerveza y otras bebidas fermentadas. Estos compuestos se
introducen en la membrana de las células y modifican su estructura lipidica, lo que
causa filtraciones del contenido intracelular y altera sistemas enzimaticos criticos
(Muranyi, 2023). Se ha notado que los beta-acidos tienen un efecto sinérgico con
los iso-alfa-acidos, lo cual extiende el espectro de accion contra cepas de BAL mas
resistentes (Liu et al., 2023).

Asimismo, los polifenoles del lapulo, incluyendo la isoxantohumol, la
xantohumol y otros flavonoides, contribuyen a esta funcion antimicrobiana a través
de varios procedimientos. Tienen el efecto de actuar como quelantes de metales
necesarios para la actividad enzimatica bacteriana, obstruir las vias de sefalizacion
celular y afectar la integridad de la pared celular (Muranyi, 2023). Algunos estudios
sugieren que los polifenoles también pueden generar especies reactivas de
oxigeno (ROS) en contacto con la membrana bacteriana, intensificando el dafio

oxidativo en células sensibles (Liu et al., 2023).
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Un aspecto clave de la accién antimicrobiana de los extractos de lupulo es
su selectividad. A diferencia de conservantes de amplio espectro, los compuestos
amargos del lapulo actuan principalmente sobre bacterias Gram positivas, como
Lactobacillus y Pediococcus, sin afectar significativamente el crecimiento y la
actividad fermentativa de Saccharomyces cerevisiae (Pires y Branyik, 2022). Esta
selectividad explica su rol histérico y actual como bioconservantes naturales en la
cerveceria, donde permiten mantener la pureza microbiolégica del producto final.

En investigaciones recientes, se ha explorado la sinergia entre extractos de
lGpulo y otros métodos de conservacion, como el uso combinado con bacteriocinas,
aceites esenciales y técnicas de biocontrol. Estos métodos persiguen conseguir
una mayor eficacia antimicrobiana, disminuir la cantidad de lapulo que se necesita
y ampliar su uso en alimentos funcionales y bebidas fermentadas que no sean
cerveza (Liu et al., 2023). En resumen, los extractos de lapulo tienen una accién
antimicrobiana que se manifiesta de manera selectiva y a través de varios factores,
incluyendo alteraciones estructurales, interferencias en el metabolismo y la
produccion de estrés oxidativo. Entender estos mecanismos hace posible mejorar
su utilizacion como instrumento biotecnoldgico, o que contribuye a aumentar la
inocuidad de las bebidas fermentadas y fomenta opciones de conservacién mas
sustentables y naturales.

2.1.34 Aplicaciones del Ilapulo en la industria de bebidas
fermentadas.

El lbpulo (Humulus lupulus L.) es de vital importancia y tiene funciones
multiples en la industria de las bebidas fermentadas, sobre todo en la elaboracion
de cerveza, donde su funcion no se limita a dar aroma y amargor. Segun Stewart
et al. (2022), su uso consolidado se debe a que es capaz de mejorar la estabilidad
microbiologica, modificar el perfil sensorial y ayudar a mantener la vida util del
producto final.

La aplicacion mas conocida del lupulo es agregarlo al mosto cervecero en el
proceso de coccion, tiempo en el que los alfa-acidos se isomerizan para crear iso-
alfa-acidos. Estas ultimas son las encargadas de proporcionar el tipico amargor y
una funciébn conservante significativa (Pires Branyik, 2022). Esta accion
antimicrobiana selectiva actla principalmente sobre bacterias Gram positivas,
como Lactobacillus y Pediococcus, frecuentes contaminantes de la cerveza, sin

inhibir la actividad de Saccharomyces cerevisiae (Liu et al., 2023). Gracias a este
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efecto, el lUpulo reemplaza la necesidad de conservantes sintéticos, alineandose
con las tendencias de produccién “clean label”.

En la cerveceria moderna, el lipulo también se emplea en etapas de late
hopping y dry hopping, técnicas que potencian los perfiles aromaticos mediante la
adicion de flores o pellets de Iupulo en fases posteriores de la fermentacion o
durante la maduracion. Este enfoque resalta notas citricas, florales o resinosas,
diversificando la oferta de estilos, como las IPAs (India Pale Ale) y cervezas
artesanales de autor (Muranyi, 2023). La calidad y perfil sensorial del lGpulo influyen
directamente en la diferenciacion de marca y en la preferencia de nichos de
consumidores especializados.

Fuera del ambito cervecero, la funcionalidad del lapulo esta siendo
explorada en la elaboracion de otras bebidas fermentadas, como sidras y vinos
artesanales, donde se evalla su efecto conservante y potenciador de aroma
(Stewart et al., 2022). Por ejemplo, los extractos de ldpulo pueden afiadirse a la
sidra para disminuir el crecimiento de BAL no deseadas y proporcionar una
complejidad aromatica, lo que extiende la variedad de productos Unicos para
mercados gourmet. Segun Liu et al. (2023), los extractos de lapulo tienen el
potencial de ser usados como componentes funcionales en kombuchas y en
bebidas fermentadas no alcohdlicas, gracias a sus caracteristicas antimicrobianas
naturales y a su perfil de polifenoles con actividad antioxidante. Para mantener su
estabilidad y funcionalidad durante el almacenamiento, estos extractos pueden
incorporarse de manera liquida o encapsulada.

Ademas, la inclinacién hacia la sostenibilidad y la innovacion ha estimulado
el uso de subproductos del lupulo, como las fracciones residuales que contienen
polifenoles y beta-acidos en grandes cantidades. Esto se hace con el objetivo de
crear componentes con un escaso impacto ambiental y un elevado valor afiadido.
Estos extractos tienen la capacidad de incorporarse a formulaciones nutracéuticas
o de actuar como agentes biopreservantes en matrices fermentadas alternativas.

El lbpulo se afianza como un recurso polivalente para la industria de las
bebidas fermentadas, ofreciendo funciones bioactivas y caracteristicas sensoriales
Gnicas que mejoran la seguridad y la estabilidad de los productos. Su
implementacion estratégica satisface la necesidad de los clientes que aprecian la

originalidad, la innovacion y lo natural en bebidas de calidad superior.
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2.1.4 Efecto del extracto de lupulo en la fermentacién alcohdlica
2.1.1.5. Interaccion del extracto de lupulo con Saccharomyces
cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae se establece como la especie de levadura mas
importante en la fermentacion alcohdlica debido a su fortaleza, resistencia al etanol
y habilidad para fermentar azucares con eficacia en entornos cambiantes. La
intervencion directa con S. cerevisiae es un elemento que ha sido objeto de interés
técnico y cientifico (Stewart et al., 2022), aunque el empleo de extractos de lupulo
en este procedimiento tiene una influencia especifica sobre el microbiota asociado.

Los compuestos amargos del lupulo, en especial los beta-acidos e iso-alfa-
acidos, tienen una notable selectividad antimicrobiana, lo que significa que su
efecto sobre S. cerevisiae es escaso o incluso neutro (Muranyi, 2023). En cambio,
actuan preferentemente sobre bacterias Gram positivas, como las 4cido-lacticas y
otros contaminantes. Esta propiedad selectiva explica por qué, histéricamente, se
volvié esencial agregar lUpulo para estabilizar cervezas sin alterar la actividad de
fermentacion de la levadura.

Las diferencias a nivel estructural entre las levaduras y las bacterias son la
base de los mecanismos que sostienen esta compatibilidad. Los iso-alfa-acidos
tienen un impacto en la permeabilidad de las membranas que contienen
peptidoglicano, que es caracteristico de las bacterias Gram positivas. En cambio,
S. cerevisiae, al ser una célula eucariota, tiene una membrana plasmatica con una
composicibn mas compleja en términos de lipidos y proteinas y es menos
vulnerable a estos compuestos (Pires y Branyik, 2022). La pared celular de la
levadura, compuesta en gran parte por quitina y glucanos, también funciona como
una barrera de proteccion contra los elementos amargos del lUpulo (Stewart et al.,
2022).

Estudios recientes han evaluado posibles efectos indirectos del extracto de
lGpulo sobre parametros fermentativos. Se ha observado que dosis elevadas de
iso-alfa-acidos podrian generar un leve estrés osmatico o influir en la permeabilidad
de membrana, afectando la cinética fermentativa en condiciones extremas, como
en cervezas altamente lupuladas (Liu et al., 2023). No obstante, S. cerevisiae no
muestra cambios relevantes en su viabilidad celular y en su rendimiento

fermentativo cuando se encuentra en concentraciones industriales normales.
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Un elemento interesante es que algunas partes del lapulo, como los
polifenoles, tienen la capacidad de interactuar de manera positiva con S. cerevisiae.
Estos compuestos ayudan a estabilizar la espuma, optimizar la claridad y funcionar
como antioxidantes, protegiendo a la levadura de dafios oxidativos durante la
fermentacién y maduracion (Muranyi, 2023). Por lo tanto, para maximizar su efecto
funcional sin poner en riesgo la dindmica de fermentacion, es esencial gestionar
adecuadamente la adicion de lupulo, considerando su variedad, el momento y el
meétodo de incorporacion.

La interaccidn entre extractos de IUpulo y S. cerevisiae se ha investigado
incluso en fermentaciones novedosas, como las cervezas con doble dry hopping,
las sidras lupuladas y las kombuchas, que presentan una actividad estable de la
levadura, un perfil sensorial mas intrincado y una proteccion mas elevada contra
microorganismos contaminantes (Stewart et al., 2022).

En sintesis, la relacion entre el extracto de lapulo y S. cerevisiae evidencia
una coexistencia tecnolégicamente ventajosa: mientras el ldpulo actia como
barrera antimicrobiana y modulador sensorial, la levadura cumple su funcion
fermentativa sin alteraciones sustanciales. Esta sinergia consolida al lipulo como
insumo estratégico en la fermentacién alcohdlica moderna y refuerza la posibilidad
de explorar nuevas aplicaciones en productos fermentados innovadores y de alto
valor agregado.

2.1.1.6. Influencia del extracto de lupulo sobre el control de
bacterias acido-lacticas.

El control microbiol6gico de las bacterias acido-lacticas (BAL) es un aspecto
critico en la fermentacién alcohdlica, especialmente en la elaboracién de cerveza
y, cada vez mas, en otros productos fermentados. Dentro de este contexto, el
extracto de lupulo se reconoce como una de las herramientas naturales mas
eficaces para inhibir selectivamente el crecimiento de BAL indeseadas,
garantizando la estabilidad y pureza microbiolégica del producto final (Muranyi,
2023).

Los compuestos activos responsables de esta funcion son principalmente
los iso-alfa-acidos, derivados de la isomerizacion térmica de los alfa-acidos durante
la coccion del mosto. Estos compuestos poseen una actividad antimicrobiana
selectiva contra bacterias Gram positivas, entre ellas géneros como Lactobacillus

y Pediococcus, responsables de contaminaciones comunes en la industria
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cervecera (Pires y Branyik, 2022). Su mecanismo de accion implica la alteracion de
la membrana citoplasmética de las BAL, provocando la pérdida del gradiente de
protones, lo que bloquea procesos metabdlicos esenciales, incluida la sintesis de
ATP (Stewart et al., 2022).

La efectividad de los extractos de lupulo como agentes de control se ve
reforzada por los beta-4cidos, que complementan la accién de los iso-alfa-acidos,
especialmente en cervezas con pH mas bajo y durante etapas de almacenamiento
prolongado. Su menor solubilidad se compensa con una liberacion gradual y
sostenida, prolongando el efecto inhibidor frente a cepas BAL que puedan resistir
concentraciones iniciales de iso-alfa-acidos (Liu et al., 2023). El empleo de extracto
de ldpulo en la practica industrial funciona como un obstaculo natural,
disminuyendo la necesidad de aditivos sintéticos y procedimientos quimicos
agresivos. Esto es importante en la elaboracion de cervezas artesanales, ya que
los consumidores demandan productos con etiqueta limpia (clean label) y se opta
por insumos naturales y por la conservacion de métodos tradicionales (Stewart et
al., 2022).

La efectividad del IUpulo en este contexto cuenta con el respaldo de varios
estudios. Segun Garofalo et al. (2022), la dosificacién apropiada de compuestos
lupulados puede impedir la contaminacion sin afectar el proceso de fermentacion
de Saccharomyces cerevisiae. Asimismo, el efecto antimicrobiano de los extractos
de lapulo se suma sinérgicamente a otras variables de control, tal como un pH
reducido, la existencia de etanol y la escasa disponibilidad de nutrientes en el
transcurso de la fermentacion alcoholica.

En el ambito de la biotecnologia, se estan estudiando extractos
concentrados y fracciones enriquecidas de iso-alfa-acidos para utilizar en matrices
fermentativas alternativas, por ejemplo sidras o bebidas sin alcohol, lo que
aumentaria su capacidad como bioconservante (Liu et al., 2023). Ademas, se
examina la mezcla de extractos de lupulo con bacteriocinas benéficas de BAL para
crear sistemas de control mas especificos y solidos. En resumen, el efecto del
extracto de ldpulo en el control de BAL es uno de los fundamentos para la
estabilidad microbiologica en la industria de las bebidas fermentadas. Su accion
selectiva, combinada con procedimientos de fermentacion que estén bien
planeados, posibilita garantizar productos con una calidad sensorial elevada, una

vida util mas amplia y sin requerir conservantes sintéticos.
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2.1.1.7. Estudios previos sobre el uso de extractos de lupulo como
bioconservante.

En las dltimas décadas, especialmente en la industria de bebidas
fermentadas, ha aumentado el interés por el [Gpulo (Humulus lupulus L.) como un
bioconservante natural. Varios estudios indican que los extractos de ltpulo, debido
a su compleja fraccion de compuestos bioactivos como los beta-acidos, iso-alfa-
acidos y polifenoles, tienen un impacto antimicrobiano selectivo, en particular
contra las bacterias Gram positivas como las bacterias acido-lacticas (BAL)
(Muranyi, 2023). Esta selectividad hace del lUpulo un instrumento esencial para la
conservacion natural, disminuyendo la necesidad de aditivos sintéticos.

Simpson (1993) fue uno de los investigadores precursores en este campo.
Determiné que los iso-alfa-acidos funcionan como una barrera microbiolégica
eficaz en las cervezas, inhibiendo la multiplicacion de Pediococcus y Lactobacillus
sin entorpecer de manera importante la fermentacién alcohdlica realizada por
Saccharomyces cerevisiae. Esta linea de investigacidon senté las bases para
entender como el lUpulo ejerce su accién antimicrobiana, lo cual se ha expandido
y corroborado con técnicas moleculares mas modernas.

Liu et al. (2023) examinaron investigaciones experimentales mas recientes
gue demuestran la efectividad de los extractos enriquecidos de lapulo como
biopreservantes no solo en cervezas, sino también en matrices alimentarias
diferentes. Sus descubrimientos resaltan que, aunque los beta-acidos tienen una
solubilidad menor, conservan una actividad extendida durante el almacenamiento,
lo cual fortalece la estabilidad microbiolégica en toda la cadena de distribucion.

En el sector de la elaboracion de cerveza artesanal, se estudié el uso de
compuestos procedentes del ltpulo. Rojo et al. (2022) mostraron que un adecuado
suministro de beta-acidos e iso-alfa-acidos puede suprimir cepas de Lactobacillus
brevis, las cuales son vistas como uno de los contaminantes mas duraderos en
cervezas con alta lupulacion. Su estudio destaca la importancia de la interaccion
entre el perfil lupulado y variables como el pH, la temperatura de fermentacion y la
concentracion de etanol.

Se han investigado, ademas de la industria de la cerveza, usos de extractos
de Idpulo en otros productos que se fermentan. Garofalo et al. (2022) resaltan la
capacidad del lupulo para regular el BAL en sidras y bebidas fermentadas sin
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alcohol, utilizando sus caracteristicas antimicrobianas sin afectar la actividad de
cultivos iniciadores beneficiosos. Esta tendencia se ajusta a la demanda de
productos con etiqueta limpia (clean label), asi como a la busqueda de ingredientes
funcionales que posibiliten la satisfaccion de estandares de inocuidad y
prolongacion de vida util.

Otra linea prometedora es la combinacién de extractos de lapulo con
bacteriocinas naturales o cultivos protectores, fortaleciendo sistemas de
bioconservacion. Bali et al. (2022) sugieren que esta estrategia podria optimizar la
accion antimicrobiana, reducir dosis necesarias y minimizar impactos sobre
caracteristicas sensoriales, ampliando asi la aplicacion del Idpulo a nuevos
segmentos agroindustriales. En conjunto, estos antecedentes confirman que el uso
de extractos de ldpulo como bioconservante es una practica respaldada por
evidencia cientifica y con proyeccion para diversificarse mas all4 de la cerveza. Su
integracion estratégica ofrece ventajas técnicas, comerciales y ambientales,
alineandose con la innovacion hacia alimentos y bebidas mas seguros, estables y
sostenibles.

2.1.1.8. Implicaciones tecnoldgicas y perspectivas de aplicacion
en la industria agroindustrial.

El uso de extractos de lupulo (Humulus lupulus L.) como agente
bioconservante y modulador sensorial trasciende la cerveceria y empieza a
consolidarse como una estrategia tecnoldgica aplicable a diversas areas de la
industria agroindustrial. Las investigaciones recientes confirman que los
compuestos bioactivos del lapulo, especialmente iso-alfa-acidos, beta-acidos y
polifenoles, poseen efectos antimicrobianos selectivos que, bien gestionados,
pueden sustituir o reducir conservantes sintéticos, alineandose con las tendencias
de sostenibilidad y etiquetado limpio (clean label) ( Liu et al., 2023).

Afadir extractos de lupulo en los procedimientos de fermentacion alcohdlica
ofrece beneficios evidentes. En primer lugar, posibilita la conservacion de la
estabilidad microbiologica, previniendo el crecimiento de bacterias acido-lacticas
(BAL) no deseadas sin interrumpir de manera significativa la actividad fermentativa
de Saccharomyces cerevisiae (Stewart et al.,, 2022). Esta selectividad es
fundamental para elaborar bebidas de buena calidad, pues previene que el
producto final se contamine y comprometa su vida util, la calidad sensorial o la

seguridad.
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Con respecto a la innovacion, la estandarizacién de extractos de IUpulo con
perfiles concretos de beta-acidos e iso-alfa-acidos brinda nuevas oportunidades
para crear ingredientes funcionales que se puedan adaptar a diferentes matrices
agroindustriales. Por ejemplo, Garofalo et al. (2022) resaltan su posible aplicacion
como bioconservante en sidras, vinos naturales y bebidas fermentadas que no
contienen alcohol, utilizando sus propiedades antimicrobianas sin modificar los
rasgos organolépticos que se buscan.

La capacidad de utilizar los subproductos del procesamiento del IUpulo,
como pellets sobrantes o extractos con polifenoles, para fines mas valiosos es otra
consecuencia tecnoldgica. Estos subproductos tienen la posibilidad de ser usados
como conservantes naturales en productos carnicos, alimentos poco procesados o
bebidas fermentadas, lo que contribuye a disminuir los residuos (Muranyi, 2023).

La perspectiva de formulacion combinada es otra linea de desarrollo.
Diversos estudios sugieren que los extractos de lUpulo pueden sinergizarse con
otras estrategias de bioconservacion, como bacteriocinas, cultivos protectores o
empaques activos, para reforzar la seguridad microbioldgica y prolongar la vida util
de alimentos y bebidas (Bali et al., 2022). Esta aproximacion multifactorial optimiza
la eficacia antimicrobiana sin comprometer la naturalidad de la etiqueta del
producto.

Sin embargo, para que estas aplicaciones sean consolidadas a nivel
industrial, es importante enfrentar retos tecnolégicos como la solubilidad de los
compuestos activos, su estabilidad y su funcionamiento en distintas condiciones de
proceso (como el pH, el tiempo de almacenamiento o la temperatura). Estudios
como el de Liu et al. (2023) subrayan lo significativo que es desarrollar
formulaciones estandarizadas o tecnologias de microencapsulacion que aseguren
la liberacién controlada de estos componentes a lo largo de la vida util del producto.

Por ultimo, la vision agroindustrial también incluye un enfoque sostenible. La
practica de cultivar lUpulo puede incorporarse a los modelos de economia circular,
lo que permite promover practicas agricolas responsables y la valorizacion de cada
uno de los subproductos. Esto refuerza su atractivo como insumo esencial para las
industrias que buscan reducir los desechos, innovar tecnolégicamente y responder

a consumidores cada vez mas exigentes e informados.
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La posicién del lupulo como un ingrediente versatil, estratégico y en sintonia
con los desafios de innovacion, sostenibilidad y distincion que la industria
agroindustrial actual enfrenta se fortalece gracias a las perspectivas y las

implicaciones tecnoldgicas del lUpulo como bioconservante.

2.2. Marco legal
2.2.1. NORMA TECNICA ECUATORIANA - NTE INEN 375

BEBIDAS ALCOHOLICAS. ALCOHOL ETILICO DE ORIGEN AGRICOLA.
REQUISITOS

1 OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma fija las condiciones para el uso de alcohol etilico de procedencia

agricola en la produccién de bebidas alcohdlicas.
2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Los siguientes documentos, en su totalidad o en parte, son indispensables para
la aplicacion de este documento. Para referencias fechadas, solamente aplica
la edicidn citada. Para referencias sin fecha, aplica la tltima edicion (incluyendo

cualquier enmienda).
CPE INEN-CODEX CAC/GL-50, Directrices generales sobre muestreo
NTE INEN 338, Bebidas alcohdlicas. Definiciones

NTE INEN 340, Bebidas alcohdlicas. Determinacién del contenido de alcohol

etilico. Método del alcoholimetro de vidrio
NTE INEN 341, Bebidas alcohdlicas. Determinaciéon de la acidez

NTE INEN 2014, Bebidas alcohodlicas. Determinacién de los productos

congéneres por cromatografia de gases
3 TERMINOS Y DEFINICIONES

Para los efectos de esta norma, se adopta la siguiente definicién

contemplada en NTE INEN 338 y la que a continuacion se detalla:
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3.1 alcohol etilico de origen agricola

Producto obtenido mediante la destilacion y la rectificacion de mostos
provenientes Unicamente de la fermentacion alcohodlica de materias primas
de origen agricola de naturaleza azucarada o amilacea, asi como también

de la rectificacion de aguardientes o de destilados alcohdlicos simples.

4 CLASIFICACION

El alcohol etilico de origen agricola se clasifica en:
4.1 Alcohol extraneutro

Alcohol etilico de origen agricola con un grado alcohélico minimo de 96 %
de fraccién volumétrica y cuyo contenido total de congéneres se especifica

en la Tabla 1.
4.2 Alcohol neutro

Alcohol etilico de origen agricola con un grado alcohélico minimo de 95 %
de fraccién volumétrica y cuyo contenido total de congéneres se especifica

en la Tabla 1.
5. REQUISITOS

El alcohol etilico de origen agricola debe cumplir con los siguientes requisitos:
5.1 Tener aspecto transparente e incoloro;

5.2 No tener sabores ni olores extrafios;

5.3 Cumplir con los requisitos fisicos y quimicos establecidos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Requisitos fisicos y quimicos para el alcohol etilico de origen

agricola
Alcohol etilico - Método
Requisito Unidad extraneutro Alcohol etilico neutro de
Min Max Min Max ensayo
Alcohol, fraccion 0 NTE
volumétrica & 96 ) 9 ) INEN 340
Acidez total
AN mg/100 ) ] NTE
como acido cm3 (*) 1.5 3 INEN 341
acético
Esteres, como  mg/100 NTE
) - 1,3 - 5 INEN
acetato de etilo cm3 (*) 2014
Aldehidos, como  mg/100 NTE
- 0,2 - 2 INEN
etanal cm3 (*) 2014
NTE
Furfural mg/100 i 0,01 i 0,01  INEN
cm3 () 2014
NTE
Metanol mg/100 i 1,5 i 10 INEN
cm3 () 2014
Alcoholes mg/100 07 3 IN-II;I
i *% * - ) -
superiores cm3 (*) 2014
6 MUESTREO

El nimero de unidades de muestra y los criterios sobre el nivel aceptable de calidad

pueden determinarse de acuerdo con los planes de muestreo para caracteristicas
quimicas y fisicas establecidas en CPE INEN-CODEX CAC/GL 50 (INEN, 2000).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Enfoque de lainvestigacion
3.1.1 Tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo experimental y descriptiva con un nivel de
conocimiento exploratorio, debido a que se evalud el efecto antimicrobiano del
extracto de ltpulo en la poblacion de bacterias acido-lacticas durante el proceso de
fermentacién alcohdlica mediante levaduras Saccharomyces cerevisiae. Ademas,
se empleo la investigacion descriptiva, se recurrio a revisiones bibliograficas para
complementar y sustentar el ensayo experimental con antecedentes y resultados
de otras investigaciones relacionadas con la tematica en estudio.

3.1.2 Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion fue experimental, utilizando 4 tratamientos por
evaluar, para ellos se control6 las condiciones de fermentacion y se aplico
diferentes concentraciones del extracto, con el fin de observar variaciones en la
inhibiciéon microbiana.

3.2 Metodologia

3.2.1 Variables
3.21.1 Variable independiente
Diferentes concentraciones de extracto de lUpulo ( 22,22 mg/L y 30 mg/L)
Grados Brix del mosto (16 y 18 °Brix)
3.2.1.2 Variable dependiente
e Analisis Fisico — Quimico (pH, grados Brix)
e Analisis Quimico (Azucares reductores, grado alcohélico)
¢ Andlisis microbiolégicos (Bastonetes — carga microbiana)
e Determinacion de densidad y produccion de etanol

3.2.1. Matriz de operacionalizacion de variables
En la Tabla 1 se presenta la matriz de operacién de variable de la presente
investigacion, donde se consider6 como variables dependientes: Azlcares

reductores, pH, Grados Brix, Grado Alcohdlico y muestreo de Bastonetes y en la
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tabla 2, se presentan las variables independientes: Concentracion de lUpulos y

Grados Brix.
Tabla 1.

Variable dependiente

_ _ Nivel de o
Variables Tipo . Descripcion
medida
i Presencia
Azucares o Escala de
Cuantitativo i Ausencia (%)
reductores razén
o Escala de Escala del O al
pH Cuantitativo ]
razon 14
Grado o Escala de
n Cuantitativo ] % de alcohol
Alcoholico razén
Presencia /
Muestreo de o Escala de _
Cuantitativo ] Ausencia de
bastonetes razén _ _
microorganismos
Elaborado por: La Autora, 2026
Tabla 2.
Variable independiente
_ _ Nivel de o
Variables Tipo _ Descripcion
medida
Concentracion de o Escala de Presencia
) Cuantitativo i .
extracto de lapulo razon Ausencia
Grados Bri o Escala de Presencia
rados brix Cuantitativo ] .
razon Ausencia

Elaborado por: La Autora, 2026

3.2.2. Tratamientos

Los porcentajes utilizados en los distintos factores fueron determinados

experimentalmente, a partir de mdultiples ensayos preliminares. La Tabla 5

presenta los tratamientos que dieron lugar a las distintas combinaciones de estos

factores. Al tener estos tratamientos, se pudo analizar cémo varian los efectos
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antimicrobianos en funcion de dos factores: la concentracion del extracto de
lipulo y los grados Brix. Esto ha establecido combinaciones factoriales con los
dos factores mencionados, bajo un arreglo 22+1.

FACTOR A

Tabla 3.

Concentraciones

Concentracion de extracto de

N° . Codificacion
lGpulo
1 22.22 mg/L al
2 30 mg/L a2
Elaborado por: La Autora, 2026
FACTOR B
Tabla 4.
Brix

Grados Brix

N° de Codificacién
alimentacion

1 16 bl

2 18 b2

Elaborado por: La Autora, 2026

Tabla 5.

Tratamientos a evaluar

Concentracién de

Tratamientos . Grados Brix mosto
extracto de ldpulo
albl (1) 1 16
a2bl (2) 2 16
alb2 (3) 1 18
az2b2 (4) 2 18
Testigo Sin extracto de lUpulo 16

Elaborado por: La Autora, 2026

3.2.3. Disefo experimental
Se evaluo el efecto antimicrobiano del extracto de lUpulo frente a bacterias acido-
lacticas durante la fermentacién alcohdlica con Saccharomyces cerevisiae. Para

ello, se trabajo con diferentes concentraciones de extracto (22,2 y 30 mg/L) en
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medios fermentables estandarizados, concentraciones que han sido previamente
empleadas en estudios con parametros fermentativos similares, como los
reportados por Peter Rein (2020) en Produccion de Etanol de Ingenieria de la Cafia
de Azucar. Se utilizaron tanques de fermentacion con una capacidad nominal de 4
litros como unidades experimentales y se inoculéd la levadura bajo condiciones
controladas de temperatura y pH. El proceso se desarroll6 durante 16 horas de
fermentacién con tres concentraciones de mosto (16 y 18 °Brix), durante las cuales
se tomaron muestras para determinar la viabilidad de la levadura, el crecimiento de
bacterias acido-lacticas (UFC/mL), el pH, la densidad y la produccién de etanol. El
tratamiento testigo permiti6 comparar los resultados de los tratamientos aplicados
y verificar si estos producen un efecto significativo. De esta manera, y bajo un
disefio completamente al azar (DCA), se espera identificar la concentracién de
extracto de lupulo capaz de inhibir eficazmente a las bacterias acido-lacticas sin

afectar el desempeiio fermentativo de la levadura.
3.2.4. Recoleccion de datos
3.2.4.1. Recursos

Recursos bibliograficos

Libros

Sitios web

Tesis

Revistas cientificas

Articulos cientificos

Recursos institucionales
e Universidad Agraria del Ecuador

e Laboratorio de procesamiento de alimentos



Recursos materiales
Materia prima e insumos

e Lupulo
e Crema de levadura
e Miel o melaza

e Agua
Materiales de proceso

e Porta objeto

e Cubre objeto

e Camara de Neubauer
e Aceite de inmersion

e Papaina

e Azul de metileno

e Tubos de ensayo

e Pipeta

e Micropipeta
Equipos de proceso

e Diluidor

e Tanque de crema de levadura
e Tanque fermentador

e Centrifuga

e Balanza analitica

e pH-metro

¢ Refractbmetro o Brixémetro

e Micro destilador

e Densimetro
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3.2.4.2. Métodos y técnicas

En la Figura 1 se detalla el diagrama de flujo del proceso de produccion de etanol

Materia prima
P Almacenamiento de la
— b
(SUStrato) materia prima
Y
Agua ) ony:
— Dilucién —— > Mosto (16 - 18 °Brix)
Melaza
Y
3 . . ., Mosto fermentado
Inéculo microbiano —_——> Prefermentacién >
pH2-3
Y
Mosto prefermentado
pH: 4-5
Infeccién €1 x 10° UFC/ s
Sl ————— Fermentacion b Fermento
Viabilidad celular 2 80 %
Acidez: 4-5 mL/L
¥
Fermento : - ;
— .
el lersdur s o % Centrifugacion Biomasa de levadura
Y
Grado alcohdlico de sk Alcohol destilado (> 5
: o —> Destilacién > o
alimentacion GL)

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de produccién de etanol

Elaborado por: La Autora, 2026
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3.2.4.3. Descripcion del proceso

1. Almacenamiento de la materia prima

La recoleccion y el almacenamiento de la materia prima requerida para la
fabricacion fue el primer paso del proceso. En este caso, los elementos
fundamentales que se emplearon para elaborar el mosto son la melazay el agua.
2. Dilucion de grados Brix

La melaza se disolvié en agua para lograr un contenido de azlcar que oscila
entre 16 y 18 grados Brix, lo cual es fundamental para comenzar el proceso de
fermentacion.

3. Prefermentacion

Se realiz6 un procedimiento de prefermentacion, en el que se ajusto el pH a un
rango de 2 a 3. En esta fase, se incorporé un antibidtico para prevenir
contaminaciones, se inoculé la levadura y se afiadié &cido sulfarico.

4. Fermentacién

Se fermentd la mezcla, ajustando el pH entre 4 y 5. Se supervisaron otros
parametros, como la acidez (entre 4 y 5 ml/l), la viabilidad celular (>80) y la
infeccion (no mayor a 10x10°). A lo largo de este proceso, el mosto se transforma
en fermento y genera alcohol.

5. Centrifugacion

Después de la fermentacion, el mosto fermentado paso por un proceso de
centrifugacion para separar la levadura del vino alcohdlico, asegurandose de que

el contenido de levadura en el vino no supere el 3%.
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6. Destilacion

El vino alcohdlico resultante se someti6 a destilacion para aumentar su
concentracion alcohdlica a un grado superior a 5 GL. Esto transforma el vino en
alcohol etilico.

7. Alcohol

Finalmente, se obtuvo el alcohol etilico, que es el producto final del proceso.
Variables de respuesta

Crecimiento de bacterias acido-lacticas (BAL)

En este proyecto se midio cuantas bacterias acido-lacticas crecen durante
la fermentacion, expresado en UFC/mL. Esto es importante porque justamente
quiero comprobar si el extracto de lapulo logra frenar su desarrollo. Si estas
bacterias no se controlan, pueden competir con la levadura por los nutrientes y
hacer que el producto final tenga un sabor acido no deseado.

Viabilidad de la levadura (Saccharomyces cerevisiae)

También se evalu6 qué porcentaje de levaduras se mantienen vivas y
activas a lo largo del proceso. Esta medida es fundamental porque la levadura es
la que realmente hace la fermentacion, transformando los azlcares en alcohol. Si
el extracto de lupulo afectar4 demasiado a la levadura, se dafiaria todo el proceso.

Produccién de etanol

Otra de las variables que se mediran es la cantidad de alcohol que produce
la levadura, que se expresa en porcentaje (% v/v). Este dato me sirve para
confirmar que el proceso esta funcionando bien, porque si la levadura esta sanay
trabajando correctamente, deberia generar el nivel de etanol esperado. Si el
extracto de lupulo afectard mucho su rendimiento, la produccion de alcohol bajaria.

pH del medio fermentativo

Durante la fermentacién se registrara los cambios en el pH, que indican qué
tan acido esta el medio. Esto es importante porque tanto la levadura como las
bacterias dependen de la acidez para crecer. Si el pH baja demasiado puede
significar que las bacterias acido-lacticas estan actuando, mientras que un pH mas
estable muestra que la levadura estéa llevando el control del proceso.

Densidad del mosto/vino
Por ultimo, se evaluara la densidad, que dira cuantos azucares quedan en

el mosto. A medida que la levadura los consume para producir alcohol, la densidad
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baja, y eso me permite seguir el avance de la fermentacion. Relacionar esta caida
de densidad con la produccion de etanol me ayuda a confirmar que el proceso esta
siendo eficiente.
3.3.  Analisis estadisticos

Para la valoracion estadistica de los datos, se utilizo el analisis de varianza
(ANOVA) para establecer diferencias significativas entre los tratamientos
propuestos. Adicionalmente, se aplico el test de Duncan para la comparacion de
medias. Estos andlisis se realizaron al 5% de probabilidad de cometer el error tipo
I. El esquema de ANOVA que se aplico es el que se detalla en la tabla 6.

Tabla 6.

Modelo de analisis de varianza

Fuentes de variacion Grados de libertad Cantidad
Total [(@b+1l)r—1] 19
Factor A (a-1) 1
Factor B (b-1) 1
Interaccion A x B (a-1) (b-1) 1
Testigo vs factorial [(ab+1) — ab] 1
Error experimental (ab+1)(r-1) 15

Elaborado por: La Autora, 2026

Se empled6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) (2*2)+1, considerando
como factores las concentraciones de extracto de lapulo (22.2 y 30 mg/L) con un
testigo y los niveles de °Brix del mosto (16 y 18), utilizando tanques de fermentacion
como unidades experimentales, con al menos tres réplicas por tratamiento. Durante
el proceso fermentativo de 16 horas se tomaron muestras periddicas para
cuantificar la viabilidad de la levadura (S. cerevisiae), el crecimiento de bacterias
acido-lacticas (transformado a logl0 UFC/mL), asi como los cambios en pH,
densidad y produccion de etanol. Los datos obtenidos se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con interaccion (Extracto x Brix). Cuando
se identificaron diferencias estadisticamente significativas, se realizaron pruebas
como la prueba de Duncan. De esta manera se buscO determinar si existian
diferencias significativas entre los tratamientos y establecer la concentracion
minima de extracto de ldpulo capaz de inhibir eficazmente el crecimiento de
bacterias acido-lacticas sin afectar de manera negativa la fermentacion alcohélica

llevada a cabo por Saccharomyces cerevisiae.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de la melaza utilizada
como sustrato en el proceso de fermentacion, mediante analisis de
laboratorio.

Para cumplir con la caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de la
melaza utilizada como sustrato en el proceso de fermentacion, se evaluaron tres
parametros fundamentales: acidez titulable, pH y grados °Brix. Estos indicadores
permitieron determinar la calidad del sustrato y su aptitud para procesos
fermentativos. En la Tabla 7 se encuentran los parametros fisicoquimicos y
microbiolégicos de la melaza.

Tabla 7.

Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de la melaza

Parametros Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticiéon 3
pH 5.55 5.47 5.38

Brix (muestra 79.7 79.8 80.1
diluida)

Brix (muestra 83.10 83.18 83.25

pura)
Acidez 15.8 15.9 16
Infeccidn
(bastonetes/cm?) 3.76 x 10° 3.76 x 10° 3.76 x 10°

Elaborado por: La Autora, 2026

La melaza analizada present6 una acidez moderada y un pH ligeramente
acido entre 5.38 y 5.55, condiciones tipicas de melazas industriales que ayudan
a controlar microorganismos contaminantes sin afectar el desempefo de
levaduras y bacterias fermentativas; ademas, su elevado contenido de sélidos
solubles de 83.25 °Brix confirma una alta concentracion de azucares
fermentables como sacarosa, glucosa y fructosa, lo que garantiza una fuente
energética abundante y estable para la produccion eficiente de biomasa, etanol
u otros metabolitos, en un medio homogéneo y adecuado para la actividad

enzimatica y el arranque exitoso de procesos de fermentacién.
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En lo que respecta al estudio microbioldgico, se identificé una cantidad de
3.76x10° bacilos por cm?® lo que indica la existencia de microorganismos
indeseables en la melaza. Este grado de contaminacién es habitual en insumos
de origen industrial; no obstante, podria causar competencia por los nutrientes y
perjudicar la efectividad del proceso de fermentacién si no se implementan
controles apropiados. Por lo tanto, se sugiere tener en cuenta tratamientos
previos como la regulacion del pH, la pasteurizacion o el uso de cultivos
especificos para reducir su efecto.

Se confirm6 que la melaza evaluada posee caracteristicas fisicoquimicas
favorables y adecuadas para su utilizacion como sustrato en procesos
fermentativos industriales. Estos parametros respaldan su idoneidad para
aplicaciones biotecnolégicas, ya que garantizan condiciones 6ptimas para el
crecimiento microbiano y la produccién de metabolitos, contribuyendo a la
eficiencia global del proceso.

4.2 Evaluacion de la incidencia del extracto de lupulo, aplicado a diferentes

concentraciones, sobre el crecimiento de bacterias acido-lacticas durante el

proceso fermentativo.

La tabla 8 muestra el informe de seguimiento del producto evaluado. En esta

se especifican los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos que fueron

analizados a lo largo del proceso.

Tabla 8.

Informe de seguimiento

PARAMETRO CANTIDAD UNIDAD
Brix sin diluir 83.25 °Brix
Brix medio 79.8 °Brix
Brix final 80.1 °Brix
Infeccion 3.76 x 10° UFC/mL
Acidez 6.12 g g H,SO,/mL
pH inicial 5.55 --
pH final 5.39 --

Elaborado por: La Autora, 2026
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Los valores obtenidos durante el seguimiento del proceso muestran una
estabilidad general en los pardmetros fisicoquimicos de la melaza utilizada como
sustrato. En cuanto al contenido de solidos solubles, los valores de Brix inicial
83.25, Brix medio 79.8 y Brix final 80.1 indican que la concentracién de azucares
fermentables se mantuvo practicamente constante a lo largo del periodo evaluado.
Esto sugiere que no existieron pérdidas significativas de carbohidratos por
degradacion y que el sustrato conservo su capacidad energética para sustentar la
fermentacion.

En el caso del pardmetro microbioldgico, la infeccién registrada (3,76 x 10°
UFC/mL) muestra la presencia de microorganismos contaminantes en el sustrato,
correspondiendo el microorganismo evaluado al género Lactobacillus.

Por otro lado, la acidez obtenida (6.12 g H,SO,/mL) refleja un ambiente
considerablemente acido, coherente con las caracteristicas naturales de la melaza
y favorable para limitar el crecimiento de ciertos contaminantes. Los valores de pH
inicial (5.55) y pH final (5.39) muestran un ligero descenso, lo cual es totalmente
esperado en un proceso fermentativo o durante la actividad microbiana. Esta
disminucién se debe principalmente a la generacidbn de metabolitos &cidos,
indicando que si existio actividad biologica en el sustrato durante el seguimiento
(Rein, 2020).

Los resultados evidencian que la melaza mantiene una composicion
fisicoquimica estable durante el periodo evaluado, sin variaciones significativas en
su concentracion de azucares y con un comportamiento de pH coherente con la
actividad microbiana. Sin embargo, el nivel de infeccibn encontrado resalta la
importancia de implementar un control microbiolégico adecuado previo al uso del
sustrato, especialmente si se busca optimizar la eficiencia del proceso fermentativo.

En la siguiente tabla 9 se presenta el comportamiento de la carga microbiana
de bacterias acido-lacticas, grados Brix y alcohdlicos en las muestras sometidas a
diferentes concentraciones de extracto de ldpulo a 16 grados Brix.



Tabla 9.

Muestra 16 ° Brix
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GRADOS GRAPOS INFECCION

MUESTRAS TIEMPO (h) , ALCOHOLICOS

BRIX (°Brix) (UFC/mL)
(°GL)

TO (CONTROL) 7,10E+06
T1 (22.22 mg/L) Hora 0 N/A N/A 1,93E+07
T2 (30 mg/L) 8,37E+06
TO (CONTROL) 1,52E+06
T1 (22.22 mg/L) 6 horas N/A N/A 5,07E+06
T2 (30 mg/L) 3,55E+06
TO (CONTROL) 1,80E+07
T1 (22.22 mg/L) 13 horas N/A N/A 1,50E+07
T2 (30 mg/L) 1,27E+07
TO (CONTROL) 6,32 8,11E+06
T1 (22.22 mg/L) 18 horas 6,22 6,09E+06
T2 (30 mg/L) 6,04 1,04E+07

Elaborado por: La Autora, 2026

Los resultados obtenidos mostraron el comportamiento de la carga
microbiana (bacterias acido-lacticas) en las muestras sometidas a diferentes
concentraciones de extracto de lUpulo, en comparacion con el tratamiento control
(TO), durante distintos tiempos de fermentacion. En el tiempo inicial (T0), el control
presento una alta carga microbiana (7,10 x 108 UFC/mL), lo que indicé la presencia
significativa de bacterias acido-lacticas desde el inicio del proceso.

A lo largo del tiempo de fermentacion, se observo que el tratamiento control
mantuvo o incremento los niveles de infeccién, alcanzando valores de hasta 1,80
x 10” UFC/mL, lo que evidenci6é un crecimiento continuo de las bacterias acido-
lacticas en ausencia del extracto de lapulo. En contraste, las muestras tratadas con
extracto de lupulo presentaron una menor carga microbiana, siendo mas evidente
el efecto inhibitorio a mayor concentracion. El tratamiento T2 mostro, en general,
valores inferiores de infeccion en comparacion con T1 y el control, lo que sugirié
una mayor eficacia antimicrobiana del extracto de lUpulo a esta concentracion.

Asimismo, a lo largo del proceso de fermentacion se observo una

disminucion del pH y de los °Brix en todas las muestras, lo cual fue consistente con
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el avance del proceso fermentativo; sin embargo, la menor proliferacion de
bacterias acido-lacticas en los tratamientos con lpulo indico que el extracto ejercio
un efecto selectivo, inhibiendo a las BAL sin detener completamente la
fermentacion alcohdlica. Estos resultados confirmaron el potencial antimicrobiano
del extracto de lapulo y su efectividad dependiente de la concentracién aplicada.

En la siguiente tabla 10 se presenta el comportamiento de la carga microbiana
de bacterias acido-lacticas, grados Brix y alcohdlicos en las muestras sometidas a
diferentes concentraciones de extracto de lupulo a 18 grados Brix.

Tabla 10.

Muestra 18 °Brix

TIEMPO GRADOS GRAI,DOS INFECCION

MUESTRAS BRIX ALCOHOLICOS

(h) . (UFC/mL)
(°Brix) (°GL)

TO (CONTROL) 2,49E+07
T3 (22.22 mg/L) Hora O N/A N/A 1,78E+07
T4 (30 mg/L) 1,24E+07
TO (CONTROL) 1,52E+06
T3 (22.22 mg/L) 6 horas N/A N/A 5,07E+06
T4 (30 mg/L) 3,55E+06
TO (CONTROL) 1,80E+07
T3 (22.22 mg/L) 13 horas N/A N/A 1,50E+07
T4 (30 mg/L) 1,27E+07
TO (CONTROL) 4,5 6,32 8,11E+06
T3 (22.22 mg/L) 18 horas 3,5 7,96 6,09E+06
T4 (30 mg/L) 3 6,02 1,04E+07

Elaborado por: La Autora, 2026

Los resultados de la muestra a 18 °Brix evidenciaron el efecto del extracto
de lupulo sobre la carga microbiana de bacterias acido-lacticas durante el proceso
de fermentacién alcohdlica. En el tiempo inicial, el tratamiento control (TO) present6
la mayor carga de infeccion (2,49 x 10" UFC/mL), mientras que los tratamientos
con extracto de lupulo mostraron una reduccion progresiva, siendo menor en T4
(30 mg/L) con 1,24 x 10" UFC/mL, lo que sugiere un efecto inhibitorio inicial
dependiente de la concentracion.

A las 06H00 y 13HO00, el tratamiento control continud registrando valores

elevados de infeccion (1,52 x 10°y 1,80 x 10® UFC/mL, respectivamente), mientras
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gue los tratamientos con extracto de lUpulo, mantuvieron cargas microbianas
inferiores o comparables, confirmando la accion antimicrobiana del lGpulo durante
el desarrollo de la fermentacion. A lo largo del proceso de fermentacion se observé
una disminucion de los °Brix y un incremento del °GL en los tratamientos, lo cual
indica el avance del proceso fermentativo; sin embargo, el control mantiene
nuevamente un aumento de la carga microbiana en contraste con los tratamientos
gue mostraron valores mas bajos y estables en determinados casos.

Enla Tabla 11 se presenta el crecimiento de la poblacion de bacterias acido-
lacticas con las diferentes concentraciones de extracto de lupulo al final del proceso
de fermentacion.

Tabla 11.
Crecimiento de la poblacion de bacterias acido-lacticas con las diferentes

concentraciones de extracto de lupulo al final del proceso de fermentacién

Infecciéon microbiana #bacilos/ml

TRATAMIENTOS Infeccion a 16

Infeccion a 18 brix

brix
TO (CONTROL) 2,49E+07 2,49E+07
TO (CONTROL) 1,52E+06 5,33E+06
TO (CONTROL) 1,80E+07 5,33E+06
TO (CONTROL) 8,11E+06 8,11E+06
T1(22.22 mg/L) 1,93E+07 1,78E+07
T1 (22.22 mg/L) 5,07E+06 3,55E+06
T1 (22.22 mg/L) 5,07E+06 8,88E+06
T1 (22.22 mg/L) 6,09E+06 6,59E+06
T2 (30 mg/L) 8,37E+06 8,37E+06
T2 (30 mg/L) 3,55E+06 5,07E+06
T2 (30 mg/L) 3,55E+06 5,07E+06
T2 (30 mg/L) 3,57E+06 7,61E+06

Elaborado por: La Autora, 2026

La Tabla 11 mostré que, en el tratamiento control (TO), donde no se aplico el
extracto de lUpulo, se registraron las mayores cantidades de bacterias, tanto a 16
como a 18 °Brix, lo que indicé un mayor crecimiento microbiano. Al aplicar el
extracto de lapulo, la cantidad de bacterias disminuyd, siendo mas notoria la
reduccion en el tratamiento T2 (30 mg/L) en comparacion con el tratamiento T1
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(22,22 mg/L), lo que demostrd que una mayor dosis fue mas efectiva para controlar
el crecimiento bacteriano. Ademas, en varios casos se observé que a 18 °Brix los
valores de bacterias fueron iguales o ligeramente mayores que a 16 °Brix, lo que
sugirié que una mayor concentracion de azucar pudo favorecer el crecimiento de
las bacterias, incluso cuando se aplica el tratamiento. En general, los resultados
indicaron que el uso del extracto del lupulo ayudd a reducir la cantidad de bacterias,
especialmente cuando se empled en mayor concentracion.

El analisis de los niveles de infeccion a 16 °Brix mostré diferencias claras entre
los tratamientos evaluados. El Tratamiento 3 presentd el menor promedio de
infeccion (entre 3,55 x 10° y 8,37 x 10°) evidenciando una reduccién considerable
en comparacion con el Tratamiento 2 (entre 5,07 x 10y 1,93 x 107) y el Tratamiento
1 (entre 1,52 x 10% y 2,49 x 107). Ademas, este tratamiento registré la menor
variabilidad en los datos, lo que indic6 un comportamiento mas estable y
consistente frente a los demas tratamientos.

El analisis de los niveles de infeccion a 18 °Brix evidencio diferencias entre los
tratamientos evaluados. El Tratamiento 3 present6 el menor promedio de infeccién
(entre 5,07 x 10y 7,61 x 10°), mostrando una reduccién respecto al Tratamiento 2
(entre 3,55 x 10%y 1,78 x 107) y al Tratamiento 1 (entre 5,33 x 10°y 2,49 x 107).
Ademas, este tratamiento registr6 un comportamiento mas estable y consistente
del proceso.

En la Tabla 12 se muestra la poblacion de bacterias acido-lacticas después del
proceso de fermentacién alcohdlica de los tratamientos y testigo evaluados. El valor
de dicha poblacién se expresa como el logaritmo de la media del numero de
unidades formadoras de colonias (UFC/ml).

Tabla 12.
Poblacién de bacterias acido-lacticas en los tratamientos luego del proceso

de fermentacion alcohdlica

Log
Tratamiento Descripcion Media Significancia
(UFC/ml)

Concentracion de extracto de
T1 _ 6,870 a
lGpulo 22 mg/L y grados Brix 16
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Concentracion de extracto de
T2 ] _ 6,644 a
[Gpulo 30 mg/L y grados Brix 16

Concentracion de extracto de
T3 ] _ 6,892 a
[Upulo 22 mg/L y grados Brix 18

Concentracion de extracto de

T4 _ 6,804 a
lGpulo 30 mg/L y grados Brix 18

T5 . 6,935 a
Testigo

C.V. 4,649 %

Elaborado por: La Autora, 2026

Segun los resultados presentados en la Tabla 12, referentes a la poblacion
de bacterias acido-lacticas (UFC/ml) bajo la aplicacion de cuatro tratamientos y un
testigo, se determin6 que no existieron diferencias estadisticamente significativas
entre ellos (p = 0,05). En consecuencia, todos los tratamientos se consideraron
estadisticamente equivalentes. Esto indicé que la concentracion de extracto de
lGpulo adicionada a la melaza no tuvo un efecto significativo en la inhibicion del
crecimiento de la poblacién de bacterias acido-lacticas durante el proceso de
fermentacion alcohdlica.

4.3 Determinacion de la eficiencia del proceso de fermentacion de melaza con
Saccharomyces cerevisiae, en presencia del extracto de lapulo.

En la Tabla 13 se presenta la concentracion de azucares reductores totales
presentes en los tratamientos evaluados luego del proceso de fermentacion
alcohdlica.

Tabla 13.
Concentracion de azlucares reductores totales presentes en los tratamientos

luego del proceso de fermentacion alcohdlica

Tratamiento Descripcién Media Significancia

Concentracion de extracto de
T1 _ 0,688 bc
lGpulo 22 mg/L y grados Brix 16

Concentracion de extracto de
T2 _ 0,643 ab
lGpulo 30 mg/L y grados Brix 16
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Concentracion de extracto de
T3 ) _ 0,698 C
lGpulo 22 mg/L y grados Brix 18

Concentracion de extracto de

T4 . 0,625 a
lGpulo 30 mg/L y grados Brix 18

T5 Testigo 0,705 Cc

C.vV. 4,77

Elaborado por: La Autora, 2026

Segun los resultados presentados en la Tabla 13, referentes a la
concentracion de azucares bajo la aplicacion de cuatro tratamientos y un testigo,
se determind que existieron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos evaluados (p < 0,05). Por lo tanto, se evidenci6 que la concentracion
de extracto de lapulo influyd en los valores finales de la concentracion de azlUcares
luego de la fermentacion alcohdlica.

Los tratamientos T5, T3 y T1 presentaron las medias mas altas, con valores
de 0,705; 0,698 y 0,688, respectivamente. Por otro lado, los tratamientos T4y T2
registraron las medias mas bajas, con valores de 0,625 y 0,643, respectivamente.
Este comportamiento indic6 que un mayor contenido de azucares en el mosto
proporciona mas sustrato para la fermentacion, lo que se tradujo en una mayor
produccion potencial de alcohol. Por lo tanto, el aumento del °Brix influyo
directamente en la disponibilidad de azucares fermentables y en el rendimiento
alcohdlico esperado del proceso.

En la Tabla 14 se presenta la concentracion de grados Alcohdlicos presentes en

los tratamientos evaluados luego del proceso de fermentacion alcohdlica.
Tablal4.

Concentracion de grado Alcohdlico presentes en los tratamientos luego del

proceso de fermentacion alcohdlica

Tratamiento Descripcion Media Significancia

Concentracion de extracto de lapulo
T1 _ 6,21 a
22 mg/L y grados Brix 16

Concentracion de extracto de lupulo
T2 _ 6,05 a
30 mg/L y grados Brix 16

Concentracion de extracto de lapulo
T3 _ 7,65 b
22 mg/L y grados Brix 18
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Concentracion de extracto de IUpulo

T4 _ 6,01 a
30 mg/L y grados Brix 18

T5 Testigo 6,12 a

C.V. 2,19

Elaborado por: La Autora, 2026

Segun los resultados presentados en la Tabla 14, donde se evalud la
concentracion de grados alcohdlicos en los tratamientos después del proceso de
fermentacién, se determind que existieron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos evaluados (p < 0,05). En consecuencia, la
concentracion de extracto de lUpulo influy6é significativamente en los grados
alcohdlicos finales del proceso de fermentacion.

El tratamiento T3, correspondiente a la combinacion de 22 mg/L de extracto
de ldpulo y 18 °Brix, presentd los valores méas altos de grado alcohdlico,
evidenciando el mejor rendimiento en comparacion con el testigo. Por lo tanto, se
puedo inferir que la concentracion de extracto de lUpulo favorecio el incremento del
grado alcohdlico y, en consecuencia, mejoré la eficiencia del proceso de
fermentacién. También se sugirié que una concentracion mas alta del extracto de
lpulo pudo afectar negativamente el desarrollo del proceso fermentativo. En
general, los resultados indicaron que una dosis moderada del extracto del lGpulo
favorecié la fermentacién, mientras que una dosis elevada pudo disminuir su

eficiencia.
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5. DISCUSION

Los andlisis fisicoquimicos realizados a la melaza utilizada como sustrato
evidencian que este material presenta una acidez moderada, ubicada dentro de
los rangos normalmente para melazas de uso industrial como se expresa en la
investigacion de Rein (2020). Este nivel de acidez, por un lado, contribuye a
reducir la proliferacion de microorganismos contaminantes, actuando como una
barrera natural frente a bacterias indeseables; y por otro, mantiene condiciones
gue no interfieren negativamente en el metabolismo de los microorganismos
fermentativos empleados comUnmente en procesos, como levaduras o bacterias
acido-lacticas (Stanbury et al., 2021). Los valores de pH, que oscilan entre 5.38
y 5.55, corroboran un medio apenas &cido, lo cual es una propiedad comun en
las melazas comerciales. Este rango de pH es apropiado porque propicia la
estabilidad de los azlcares del sustrato y esta dentro del rango ideal para la
actividad enzimatica de las especies microbianas empleadas en la fermentacion,
lo que posibilita un inicio eficaz del proceso y reduce al minimo el peligro de que
crezcan microorganismos competidores (Madigan et al., 2022).

Ademas, los valores de °Brix de la melaza pura, que rondan los 83.25°,
indican una alta concentracion de sélidos solubles, en particular azucares
fermentables como la glucosa, la fructosa y la sacarosa. Este alto contenido de
carbohidratos representa una condicidn esencial para garantizar una produccién
eficiente de biomasa, etanol u otros metabolitos de interés, ya que proporciona
una fuente energética abundante y facilmente asimilable para los
microorganismos. La consistencia entre las mediciones sugiere ademas que la
muestra presenta una composicibn homogénea, sin variaciones relevantes en
su concentracion de solidos.

En relacion con el efecto del extracto de IUpulo sobre el crecimiento de
bacterias acido-lacticas, los resultados muestran una reduccion consistente de
la carga microbiana en los tratamientos que incluyeron el extracto de lUpulo, en
comparacion con el tratamiento control. Este efecto fue mas evidente en el
tratamiento T2 (30 mg/L), el cual presentd los menores recuentos promedio de
bacterias acido-lacticas tanto a 16 como a 18 °Brix, ademas de una menor
variabilidad en los datos. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Zhao et

al. (2022) y Lix (2023), quienes indican que los compuestos presentes en el
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lGpulo, especialmente los &cidos alfa, poseen una accién inhibidora sobre las
bacterias acido-lacticas, afectando su crecimiento y estabilidad durante la
fermentacion.

Sin embargo, aunque el tratamiento T2 mostré mayor efectividad en el
control microbiano, los resultados de eficiencia fermentativa indican que una
concentracion elevada del extracto de lUpulo puede afectar negativamente el
desempeiio del proceso. Esto se evidencia en los menores valores de grado
alcoholico y eficiencia de fermentacion observados en T2, en comparacion con
el tratamiento T1. Este comportamiento concuerda con lo sefalado por El-
Sherbiny et al. (2018), quienes reportan que dosis altas de extracto de lupulo
pueden interferir con la actividad de Saccharomyces cerevisiae, ralentizando la
fermentacion.

Por el contrario, el tratamiento T1 (22,22 mg/L) present6 el mejor equilibrio
entre control microbiano y eficiencia fermentativa, alcanzando los valores mas
altos de grado alcohdlico y eficiencia, especialmente a 18 °Brix. Estos resultados
sugieren que una dosis moderada del extracto de lupulo permite inhibir
parcialmente el crecimiento de bacterias &cido-lacticas sin afectar de manera
significativa la actividad de la levadura, lo que coincide con lo reportado por
Garcia et al. (2022), quienes destacan el potencial del lupulo como alternativa
natural para el control microbiolégico en procesos fermentativos.

Y por ultimo, el analisis comparativo entre 16 y 18 °Brix indica que un
mayor contenido de azlcares favorece la produccién de alcohol, aunque también
puede influir en el comportamiento microbiano. A pesar de no encontrarse
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, la tendencia
observada confirma que el uso del extracto de ldpulo, particularmente a
concentraciones moderadas, representa una estrategia para mejorar el control

de bacterias acido-lacticas.
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6. CONCLUSIONES

La melaza utilizada como sustrato present6 caracteristicas fisicoquimicas
adecuadas para el proceso fermentativo, evidenciadas por su pH ligeramente
acido, alta concentracion de solidos solubles y elevado contenido de azlcares
fermentables, lo que permitié un desarrollo estable de la fermentacion y confirmé
su idoneidad para aplicaciones biotecnoldgicas.

El extracto de lupulo no mostrd efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
bacterias acido-lacticas. En consecuencia, los resultados evidencian que no
existen diferencias estadisticas entre los tratamientos, lo que confirma que la
incorporacion de extracto de lupulo a la melaza no afecté de manera significativa
la proliferacion de estas bacterias durante la fermentacion alcohdlica.

La eficiencia del proceso fermentativo estuvo influenciada por la
concentracion del extracto de lupulo, el tratamiento T3, correspondiente a la
combinacion de 22 mg/L de extracto de lupulo y 18 °Brix, present6 los mejores
valores de grado alcohdlico y eficiencia de fermentacién, mientras que
concentraciones mas altas mostraron un efecto negativo sobre el desempefio
fermentativo, lo que indica la importancia de un equilibrio entre control

microbiano y actividad de la levadura.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar concentraciones moderadas de extracto de lupulo
en procesos fermentativos con melaza, ya que permiten un control efectivo de
bacterias 4&cido-lacticas sin afectar significativamente la eficiencia de
fermentacién ni la produccién de alcohol.

Para futuros estudios, se sugiere aumentar el numero de réplicas y el
tamafo de muestra, con el fin de reducir la variabilidad de los datos y fortalecer
el analisis estadistico de las diferencias entre tratamientos.

Evaluar el efecto del extracto de lupulo en combinacion con otros métodos
de control microbioldgico o en diferentes rangos de °Brix, asi como analizar su
impacto sensorial y econdémico, para ampliar su posible aplicacion a escala

industrial.
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Infestacién Log 10
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Fuentes de Ggsdos Suma de Cuadrados F o)
variacidén , cuadrados medios value
libertad
Total 19 1,719
Factor A 0,098 0,098 0,972 0,340
Factor B 0,033 0,033 0,327 0,576
Interaccidén A x B 0,019 0,019 0,188 0,670
Testigo vs
factorial 1 0,057 0,057 0,565 0,464
Error
experimental 15 1,512 0,101
Infestacién Log 10
Variable N R? R? Aj CV
Log 10 20 0,120 0,000 4,649
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,207 4 0,052 0,513 0,7272
TRATAMIENTO 0,207 4 0,052 0,513 0,7272
Error 1,512 15 0,101
Total 1,719 19
Contrastes
TRATAMIENTO Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel -0,133 0,177 0,057 1 0,057 0,562 10,4650
Total 0,057 1 0,057 0,562 0,4650
Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,1008 gl: 15
TRATAMIENTO Medias n E.E.
T2 6,644 4 0,159 A
T4 6,804 4 0,159 A
T1 6,870 4 0,159 A
T3 6,892 4 0,159 A
T5 6,935 4 0,159 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,150 3 0,050 0,953 0,4459
FACTOR A 0,098 1 0,098 1,874 0,1961
FACTOR B 0,033 1 0,033 0,625 0,4444
FACTOR A*FACTOR B 0,019 1 0,019 0,361 0,5590
Error 0,630 12 0,053
Total 0,781 15
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Grados suma
Fuentes de S — de Cuadrado
IR de - - F p value
variaciodn LT cuadrado s medios - _
—_— libertad S
Total 19,00 8,096
Factor A 1,00 3,213 3,213 163,373 0,0001
Factor B 1,00 1,953 1,953 99,305 0,0001
Interaccid
nAxB 1,00 2,213 2,213 112,525 0,0001
Testigo vs
factorial 1,00 0,422 0,422 21,458 0,0003
Error
experimental 15,00 0,295 0,0197 _
Variable N R? R? Aj CV
GL 20 0,964 0,954 2,191
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7,801 4 1,950 99,018 <0,0001
TRATAMIENTO 7,801 4 1,950 99,018 <0, 0001
Error 0,295 15 0,020
Total 8,096 19
Contrastes
TRATAMIENTO Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 0,363 0,078 0,422 1 0,422 21,424 0,0003
Total 0,422 1 0,422 21,424 0,0003

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0197 gl: 15

TRATAMIENTO Medias n_ E.E.
T4 6,008 4 0,070 A
T2 6,053 4 0,070 A
T5 6,115 4 0,070 A
T1 6,205 4 0,070 A
T3 7,648 4 0,070 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Variable N R? R? Aj CV
GL 16 0,962 0,952 2,447

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7,379 3 2,460 100,076 <0,0001
FACTOR A 3,213 1 3,213 130,734 <0,0001
FACTOR B 1,953 1 1,953 79,465 <0,0001
FACTOR A*FACTOR B 2,213 1 2,213 90,029 <0,0001
Error 0,295 12 0,025

Total 7,674 15
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Azucares
Fuentes de Grados suma Cuadrados o)
variacidén de ae medios F value
libertad cuadrados
Total 19 0,036 0,002
Factor A 1 0,014 0,014 14,000 0,002
Factor B 1 0,000 0,000 0,056 0,816
Interaccidén
A x B 1 0,001 0,001 1,000 0,333
Testigo vs
factorial 1 0,006 0,006 6,000 0,027
Error
experimental 15 0,015 0,001
Variable N R?2 R2 A3 CV
Azucares 20 0,567 0,452 4,776

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,020 4 0,005 4,918 10,0098
TRATAMIENTO 0,020 4 0,005 4,918 10,0098
Error 0,015 15 0,001
Total 0,036 19
Contrastes
TRATAMIENTO Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel -0,042 0,018 0,006 1 0,006 5,457 10,0338
Total 0,006 1 0,006 5,457 10,0338

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0010 gl: 15

TRATAMIENTO Medias n E.E.

T4 0,625 4 0,016 A

T2 0,643 4 0,016 A B

T1 0,688 4 0,016 B C
T3 0,698 4 0,016 C
T5 0,705 4 0,016 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor

~ Modelo 0,015 3 0,005 3,918 0,0367

FACTOR A 0,014 1 0,014 11,101 0,0060

FACTOR B 5,6E-05 1 5,6E-05 0,045 0,8352

FACTOR A*FACTOR B 0,001 1 0,001 0,608 0,4506
Error 0,015 12 0,001

Total 0,030 15




