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CAPITULO |

INTRODUCCION

Actualmente la industria cervecera en nuestro pafs ha ido incre--
mentando su produccidn y calidad, motivado €sto por la mayor demanda de un-
creciente mercado y de la inquietud de sus técnicos por ofrecer al consumi-

dor un buen producto.

Dentro de la elaboracion de la cerveza, la fermentacién alcohdli-
ca es una etapa de suma importanci; tanto para la eficiencia de la planta -
como para alcanzar las caracteristicas organolépticas deseadas en el produc
to; es por eso necesario revisar continuamente los parametros que la afec--
tan como son: la calidad del extracto, la cepa de levadura, iemperatura de
inoculacidn, pH al que se encuentra el mosto, cantidad de oxfgeno inicial,-

etc.

La finalidad de este estudio estd encaminada a la obtencidn de la
cantidad de inéculo de levadura 6ptima para una eficiencia adecuada en la -
fermentacion y una buena calidad de! producto, asi como la cantidad de oxi-
geno disuelto en el mosto para propiciar adecuados arranques en los ciclos-

fermentativos que influyen también en la eficiencia de la planta.

Para €sto se desarrollaron una serie de experiencias a nivel de -



escala piloto en la planta piloto de la Cerveceria Modelo, S.A., efectuando
todos los andlisis necesarios en el laboratorio de dicha planta, esperando-

que los resultados obtenidos sean aplicables o sirvan de guia en la escala-

industrial.



CAPITULO 11

GENERAL I DADES

La historia de la cerveza narra que la primera regidon en la que -
se elabord esta bebida fue la Mesopotamia, tres mil afos antes de nuestra -
era. Se l1lamd vino de malta, vino de cebada, cervisia, etc. y es 1dgico --
pensar que los métodos de elaboracidn hayan sido primitivos; sin embargo, -
ya en esa época se exigia que fuese brillante y clara y para lograrlo se -

filtraba peor medio de arcillas.

Fueron los egipcios los que la perfeccionaron agregdndole peque--

nas cantidades de substancias amargas.

Los celtas la relacionaban con la salud humana, 1lamindola cervi-
sia, vocablo que se deriva de una doble raiz: de ''cera'', Ceres, deidad bene
volente y prodiga de las cosechas y los cereales y de ''vis'', la fuerza; es-

decir la cerveza era tanto como la energia, la fuerza que otorgaba Ceres.

Durante el medievo, la elaboracion de la cerveza fue una labor fa
miliar encomendada a la mujer o a un grupo de monjes. Los campesinos y bur
gueses aprendieron pronto a hacer cerveza, se constituyeron en uniones gre-
miales y mds tarde en 1258, los cerveceros de Paris fundaron una organiza--

cién cuyo reglamento fue publicado diez afios después en "E1 Libro de los --



Oficios'" por el preboste Etienne Boileau. Este reglamento fue redactado --
primordialmente con el propdsito de asegurar a los consumidores materias --

primas ''buenas y leales'.

En el México precolombino existian algunas bebidas que, dentro de
lo rudimentario de su preparacidn, tenian cierta similitud con la cerveza.-
Una de ellas era el tesgliino, llamado también tejuino o izquiate, qﬁe es de
un claro y lindo color ambar, mas denso que ligero, y que se bate con un mo
linillo antes de beberse para que levante gran espuma; otra, el sendecho, -
que era semejante al bier de los antiguos germanos, sGlo que éstos utiliza-
ban la cebada en lugar del maiz, y del que aseguraban los cronistas que ''da

ba vigor al cuerpo, quitaba males y no embriagaba'.

En 1825 se fija la existencia de pequefias fabricas de cerveza en-
varias ciudades del interior del pais, y en 1845 se habla de cervecerias de
fermentacion alta en la capital. La malta que se empleaba era hecha de ce-
bada mexicana, secada al sol y que mezclada con piloncillo, constituia la -

materia prima para fabricar la cerveza.

Actualmente se puede definir a la cerveza, como una bebida refres
cante, producto de la fermentacidn alcohdlica a base de azicares fermenta--
bles que provienen de cereales malteados y adjuntos; y que contiene entre -
otras materias primas, ldpulo que le proporciona su amargor caracteristico,
la cual debe contener ciertas cualidades organolépitcas como cuerpo, clari-
dad, sabor fresco, brillantez, espumna cremosa y durable, asi como un olor -

muy agradable.



MATERIAS PRIMAS

Las materias primas en la elaboracidn de la cerveza son: malta, -
adjuntos y ldpulo. También se debe considerar al agua dentro de este grupo,
ya que siempre se encuentra efectuando una accién determinante en cada pro-

ceso en que interviene.

AGUA.- Para que sea empleada en una cerveceria debe tener la pure
za del agua potable, es decir, estar libre de: olores y sabores objetables,
proporciones inadecuadas de materias suspendidas, materiales orgénicos des-
compuestos, bacterias indeseables y cantidades excesivas de silice y hierra
Su importancia en el proceso radica en que las sales que contiene se encuen
tran en forma idnica, existiendo ademds la accidén reciproca entre los iones
del agua y los iones procedentes de las materias primas, siendo la suma de-

los iones individuales el efecto final.

La materia orgadnica no influye en el proceso, pero cantidades ex-
cesivas indican contaminacién, siendo €sto un peligro si se usa para lavar-

la planta, las tinas, etc.

La influencia mds importante de las sales disueltas en el l7quido
es su accion en el pH del mosto y de la cerveza; por ejemplo, un pH alto es
desfavorable para algunas reacciones en el proceso, como en la maceracidn,-
donde la sacrificacion no se realizard completamente, la separacién de los-
granos agotados se hard dificil y lenta y el rendimiento del extracto sera-

menor .



MALTA.- Es una cebada de buena calidad, en la que se ha desarro--
1lado un proceso de germinaci6n controlada, en este estado se le conoce co-
mo malta verde, la cual después de pasar por el secado y limpieza estd lis-

ta para embarcarse a la cerveceria.

Algunas de las razones por las que se escogid a la cebada, se de-
ben a su morfologia, pues posee una cascarilla o cubierta que protege al em
brién durante ciertas etapas del proceso; ademds dicha cascarilla forma un
lecho muy aceptable para la filtracién del mosto. Otro motivo se debe a --
que es un cereal de distribucidn mundial que tolera diferentes condiciones-

climatologicas.

Botanicamente pertenece a la familia de las Gramineas y atendien-

do a su morfologia, se clasifica en:

a) Cebada de dos hileras

b) Cebada de seis hileras

Aunque existen cebadas de cuatro hileras, éstas se consideran =

dentro del grupo de seis hileras.

Las cebadas de dos hileras son las mejores para la cerveceria, lo
cual se debe al poco contenido de cascarilla y alto poder diastatico; reci-
ben también el nombre de cebadas de primavera por la época en que son sem--

bradas generalmente en Europa.

Las cebadas de seis hileras, aunque con mayor contenido de casca-



rilla que el tipo anterior (lo cual favorece la filtracién del mosto) , son-

ampliamente usadas y reciben entonces el nombre de cebadas de verano.

Quimicamente el grano estd constituido por: almidén, proteinas,

celulosa, hemicelulosa, gomas, pectinas, pentosanas, otros azicares,lipidos

cenizas, taninos, fitina y agua.

OPERACIONES DEL MALTEOQ

1.~ Limpieza y seleccion de la cebada.

N
1

Remojo.
3.~ Germinacion.
L .- Secado.

5.- Limpieza de la malta seca.

1.- La limpieza y seleccién del grano se efectlan por medio de ma

quinas cribadoras o tamizadoras.

2.~ Las condiciones esenciales para provocar la germinacién son:
a) Humedad de 45%
b) Temperatura de 15 a 20°C

c) Aereacion.

Para lograr la primera condicién, la cebada llega a la seccidon de
remojo, (tanques cénicos) en donde normalmente permanece durante 24 horas,-
a manera de llevar la cebada de humedades de 10-12% que trae al recibo a hu

medades de 40 a 45%.



3.- Durante el proceso de germinaci6n, se modifican los componen-
tes quimicos del grano, activandose las enzimas naturales contenidas en él-
y desarrol]aﬁdose otras durante su proceso, mismas que después de ser libe-
radas actlan sobre el aimidon y las proteinas para hacerlas solubles, desdo
blando al almidon para convertirlo en oligosacaridos y éstos a su vez en di

sacaridos (maltosa en este caso).

Las principales enzimas desarrolladas son las diastasas, que trans

forman el almidén en maltosa.

El control de la germinacion se efectua mediante rocio, aereacion
y temperaturas adecuadas. EIl proceso normalmente tiene una duracion de ---
seis dias a temperaturas de 15-20°C, con aereacidn constante, con una hume-
dad relativa de 95-98% y con rie gos escalonados de acuerdo con la germina-

cidon misma.

L.- Secado.-En este paso el factor mds importante es la temperatu
ra, ya que de ésta depende que las enzimas desarrolladas durante el proceso
de germinacion, permanezcan latentes y no se eliminen, anulando totalmente-
el objeto del mismo, ya que debe ser una temperatura suficiente y adecuada-

para que la malta alcance una humedad final de 4%.

Después del proceso de germinacién, la malta pasa por dos perio--
dos de secado; en el primero, se lleva a la parte superior del secador (pri
mer piso) en donde permanece durante 24 horas llevando la humedad hasta 12%
aproximadamente. Después es transferida al segundo piso en donde continua-

su secado por otras 24 horas hasta lograr alcanzar la humedad requerida de



5.~ Limpieza de la malta seca.- Se le quita pajillas, raicillas -
tostadas, polvo, etc., por medio de otra criba similar a la usada en la --
limpieza de la cebada, con el objeto de dejarla limpia para su envio a la -

e
cerveceria.
Lo anterior se muestra en el diagrama ndmero 1.
ADJUNTOS.- Se emplean para corregir la composicion del extracto y

o reducir costos. Los principales en cerveceria son el arroz y el maiz.

El arroz es el cereal con mayor contenido de almidon y por consi--
guiente, proporciona un alto extracto (77-83% y mas del 90% calculado en pe
v’ . ~ s P
so seco), como sus granulos son los mas pequefios, son los mas dificiles de-

sacarificar.

Otros adjuntos son la tapioca, trigo y azlcares como glucosa, azd

car invertido y sacarosa.

LUPULO.- E1 ldpulo (Humulus lupulus) es una planta trepadora --

que pertenece a la familia Moraceae y al orden Urticales. En cerveceria sé
lo se usa la flor femenina. Durante su desarrollo, las glandulas lupulinas
que tienen sus conos secretan varias resinas o acidos amargos cristalinos,-

siendo las principales: humulona y lupulona.
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La humulona o acido alfa o resina alfa es una mezcla de tres com-

puestos intimamente relacionados: humulona, cohumulona y adhumulona.
La lupulona o acido beta o resina beta, consiste de por lo menos-
dos componentes: lupulona y colupulona y hay evidencia de la existencia de-

un tercer componente: adlupulona.

El poder amargo y antiséptico del ldpulo se debe a estos dos com-

plejos y su presencia no se ha encontrado en ninguna otra planta.

El complejo humulona es el principal principio amargo en el lidpu-

loy también tiene un valor preservativo mds alto que el complejo lupulona.

Adem3s de resinas, la lupulina secreta también aceites esenciales,

los cuales son responsables del aroma del ldpulo y la cerveza.

ELABORACION DE MOSTO

El mosto es un liquido fermentable y en el caso de elaboracidn de
cerveza, se obtiene a partir de malta y adjuntos, para lo cual se efectian-
ciertas operaciones, las cuales estadn representadas en el diagrama ndmero -

2 y que son:

1.- ALMACENAMIENTO.- Se hace en silos de donde se va tomando la -

cantidad necesaria para una buena formulacion.



DIAGRAMA NUMERO 2:
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2.- LIMPIEZA.- Para eliminar por medio de ventiladores, cribado--
ras y separadores magnéticos, las impurezas que pudiera contener el grano y

llegar listo a la molienda.

3.- MOLIENDA.- Se desea que la cascarilla se dafie lo menos posi--
ble, mientras que el endospermo es reducido a harina, para que la conversion
sea lo mads completa posible durante la maceracién. Estas dos condiciones:-
cascarilla entera y harina fina s6lo se pueden obtener con una malta correc
tamente modificada, por consiguiente la primera condicidn para una buena mo

lienda es una buena modificacién de la malta.

Una segunda condicidn para una molienda satisfactoria, es que la-
malta sea secada hasta 4% de humedad y en el caso de malta muy obscura al -

1.5% ya que de lo contrario se apelmasard en los rodillos.
Un tercer prerreguisito es que la malta tenga tamafo uniforme.

L .- MACERACION.- Tiene por objeto obtener una gran cantidad de --
extracto de la mas alta calidad posible. Las reacciones que ocurren se lle

van a cabo en equipos llamados cocedor y macerador.

El cocedor es un tanque de dimensiones variables, provisto de un-
sistema de agitacidn y otro de calentamiento. En este reactor se lleva a -
cabo la gelatinizacion del almidon. La temperatura de gelatinizacién varia
con el tipo de almidon y el tamafo de los granulos. Esto se nota facilmen-
te debido a los cambios de viscosidad que sufre una suspension de almidén -

al ir elevando gradualmente la temperatura, durante estos momentos se efec-
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tGa una hinchazén de la molécula y ésto se observa claramente en el micros-
copio. Anteriormente se atribufa la licuacién a la fosfatasa y la amilofos
fatasa, pero actualmente se ha aclarado que dicho fenémeno se debe princi--
palmente a la accidn enzimatica de la alfa amilasa. Para licuar es necesa-
rio que exista una gelatinizacidon anterior. La temperatura Gptima de la al
fa amilasa es de 702C con un pH de 5.8, siendo destruida rapidamente a 802C.
La beta amilasa trabaja al méximo a un pH de 5.4 y a una temperatura de - -

65°C.

Durante la maceracion primero se lleva a cabo una etapa 1lamada -
peptonizacidn, la cual ocurre entre los 45 y 50°C y no es mds que la degra-
dacidn de la materia nitrogenada. Previo a ésto se tiene una pausa a 302°C,
denominada reposo lactico, en el cual se busca la solubilizacién del cuerpo
harinoso de la malta. La sacarificacion es la conversion del aimidén gela-
tinizado a dextrinas y maltosa y puede tener lugar sdlo si anteriormente el

almidén fue licuado.

Para saber el momento en el cual la sacarificacion se completd, -
se hacen pruebas para ver la coloracidén que se forma al mezclar los produc-

tos de degradacidon del almidén con el iodo, asi se tiene;



ALMIDON
'
!

; enzimas dextrinificantes

v
ALMIDON SOLUBLE

t enzimas dextrinificantes
i

v
violeta ¢ = - - - I2 +  AMILO-DEXTRINAS
!

: enzimas dextrinificantes

v
rojo ¢--=- -1, *+ ERITRO-DEXTRINAS

! enzimas dextrinificantes
t

W
no da color ¢~ - - =1 +  ACRO-DEXTRINAS
1)

t
t enzimas sacarificantes
t

v
no da color ¢ - = - - | + MALTOSA

Puede decirse que la sacarificacion se l1levé a cabo, cuando no da
coloracidon con el iodo.
En la grafica nimero 1 tenemos los limites de actividad enzimati-

ca durante la maceracion.

5.- FILTRACION DE MOSTO.- Se efectia en dos pasos:

12.- El mosto es desalojado y

22.- Los granos suspendidos son rociados para eliminar el mosto -
que tenfan absorbido. Se debe tener cuidado ya que se ha-observado que la-
oxidacidon del mosto tiene un efecto desfavorable en la calidad final de la-
cerveza, el mayor peligro a la oxidacion se tiene durante el rociado, debi-

do a la presencia de los taninos en la cascarilla; la velocidad de oxidacidn
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aumenta rapidamente cuando el pH se incrementa. En la prictica este fendme-
no se puede prevenir en el rociado, manteniendo el nivel del liquido arriba-

de la cama filtrante.

Los factores que hacen que el mosto filtre rdpidamente son: una molien-
da no muy fina (por consiguiente la malta debe estar bien modificada), una -
adecuada degradacidn de las proteinas en la maceracidn y tal vez una comple-

ta conversion del almidén.

6.- OLLA DE COCIMIENTOS.- Algunos de los principales objetivos -

en esta operacidn son:
1.- Coagulacién de las proteinas
2.- Esterilizacion del mosto y destruccién de enzimas
3.- Extraccion de los principios del ldGpulo
4.- Concentracién del mosto
5.- Estabilizacion del mosto para evitar cambios inesperados du-
rante el procesamiento posterior.

6.- Formacidén de substancias coloridas.

En la olla de cocimientos se agregan otros materiales como:

Acidos.- con el propdsito de reducir el pH del mosto.

Sulfitos.- para evitar el aumento de color del mosto durante la-
ebullicion. Si se agrega en exceso, pueden producirse cervezas que tienden-
a "azorrillarse' y para evitar ésto, hay que hervir vigorosamente para que el
SO2 se elimine. Si se utilizan hidrosulfitos, éstos tienden a incrementar -

el coagulo formado en la olla.



Cloruro de sodio.- con el fin de suavizar el sabor de la cerveza.
Carbén activado.- entonces la levadura tenderd a ser mas obscura,
debido a que va a absorberlo, también tiende a mejorarse la estabilidad co--

loidal de la cerveza.

Musgo irlandés.- se usa sobre todo cuando se tiene problemas de -

turbiedades finas, originadas por materiales mal modificados.

Goma ardbiga.- Se ha hecho algunas veces suponiendo que ésto favo

rece la retencidn de espuma en el vaso.

Colorante.- Cuando el colorante tiene un alto contenido de hierro,
es conveniente agregarlo en este momento, para que salga precipitado junto -

con las heces que se forman durante el hervor.

AzlGcar.- se hace lentamente con el propdsito de que no se concen--
tre demasiado en una sola zona y pueda caramelizarse. El uso de cantidades-

excesivas tiende a afectar las caracteristicas de floculacién de la levadura.

Jarabes.- porque se cree que forman complejos entre la levulosa y-

algunos aminodcidos. Estdn hechos a base de azicar invertido de cafa.

Calcio.- para hacer la cerveza menos propensa al gushing, se agre-

ga en forma de cloruro o de sulfato.

Zinc.- para que la levadura disponga de este material que actda co
mo cofactor durante la fermentacion, en la cual el zinc va a ser totalmente-

eliminado sin aparecer ninglin residuo en el producto final. También se sabe
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que durante la fermentacidn este metal provoca que se liberen cantidades me-
nores de sulfuro de hidrégeno, que en un momento podria actuar como precursor

de mercaptanos.

7.- TANQUES DE MOSTO CALIENTE.- en estos tanques se busca eliminar

parte del codgulo formado durante la ebullicidén en la olla.

8.- ENFRIAMIENTO DE MOSTO.- ocurre una reduccion en el voldmen al-

cambiar la temperatura, la cual es del orden del 4%. Existen enfriadores --
abiertos y enfriadores cerrados. En los abiertos hay mayor evaporacién y la-
eficiencia de enfriamiento es menor si se le compara con los cerrados, ademas
ofrecen la posibilidad de eliminar compuestos aromdticos presentes en el mos
to, cosa que en el enfriador cerrado no se puede hacer. Una de las mayores-
desventajas que presenta el enfriador abierto es la contaminacién, ya que --
por mas que se tenga sistemas de filtracion de aire elaborados para alimentar
la habitacién donde se encuentran los enfriadores abiertos, o se usan siste-
mas de lamparas ultravioleta siempre existiran condensaciones que van a ten-

der a caer nuevamente en el mosto enfriandose.

Una vez enfriado el mosto estd listo para pasar a la fermentacion.

FERMENTACION.

La fermentacion es un proceso metab6lico que se caracteriza por la de
gradacion incompleta de los hidratos de carbono; dependiendo de cuales sean-

los productos principales formados, se habla de fermentacidon citrica, oxa-
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lica, etc. Las fermentaciones de este tipo se 1laman fermentaciones oxida--
tivas porque el oxigeno sirve como aceptor, mientras que otras fermentacio--
nes en las cuales el aceptor es otra substancia diferente al oxigeno, como -
por ejemplo los aldehidos en especial, se llaman fermentaciones de escisidn,

o fermentaciones anoxidativas.

Asi tenemos la siguiente clasificacion:

Fermentacion alcohdlica
. g lactica
Fermentaciones anoxidativas

H propidnica

u butirica

Fermentacidn acética
Lt citrica

Fermentaciones oxidativas
t fumarica

oxalica

La fermentacion seguida en el proceso cervecero es la alcohdlica,-
que consiste en la hidrdlisis del azicar a anhidrido carbénico y etanol al -
resguardo del oxigeno libre. Entre los organismos capaces de producir fer--
mentacion alcohdlica estan: Saccharomyces y otras especies de levaduras, To-

rulopsis, Kloeckera, Candida y ciertas especies de Mucor y algunas bacterias.

Traube (1) opinaba que la fermentacion alcohdlica se debe a enzi--
mas que son producidas por células de levadura; pero fue Buchner (2), quien-

aportd la prueba verdadera, para lo cual separd las enzimas de las células -
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de levadura, triturando estas Gltimas con polvo fino de cuarzo y exprimiendo
el liquido bajo una presién muy elevada. Este 1iquido resulté ser capaz de-
someter una solucién de azicar a una fermentacién potente y breve. La enzim

de este liquido se 1lamé zimasa.

Esto demuestra que no son las células de levadura como .tales, sino

las enzimas en el protoplasma celular las que producen la fermentacidn.

—La levadura es un organismo unicelular de forma ovalada con diame-
tro de 5 a 10 micras; su principal fuente de energia es la oxidacién de los-
azlicares a alcohol y COZ' AdGn cuando la respiracién anaerébica es normal --
tratandose de levaduras, debe estar presente cierta cantidad de oxigeno. --
Cuando éste es abundante, todos los azicares fermentables, asi como los &ci-
dos, aldehidos y alcohol son oxidados a agua y COZ' Las hexosas que la leva
dura puede fermentar directamente son: d-glucosa, d-fluctosa, d-manosa y oca
sionalmente d-galactosa. Los disaciridos como la maltosa y sacarosa y los -
trisacaridos como la rafinosa, s6lo pueden ser fermentados si existen las en

zimas necesarias en la célula para hidrolizar estos azlicares o hexosas.

Desde 1806, Pasteur mostré que la levadura puede utilizar el amo--
niaco como Gnica fuente de nitrégeno y a partir de é1, formar todos sus com-
puestos nitrogenados necesarios. Mas tarde, Erlich (3) encontrd que cuando-
se suministra a la levadura un aminodcido individual como fuente de nitrége-
no, el microorganismo desamina y descarboxila a la molécula, con la forma- -
cion de un alcohol con un dtomo menos de carbono que el aminoacido, y usa el
amoniaco 1iberado para efectuar los procesos anabdlicos en su metabolismo de

nitrégeno.
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CHT CHT
CH3_CH-CH2—CH(NH2)-COOH ------------ > cH3pH—CH2—CH20H i NH3 + CO2
leucina Alcohol iso-

amilico

Los resultados de Erlich fueron confirmados por Thorne para otros-

aminoacidos.

El punto principal de esta teoria es que el amoniaco es el compues

‘to inicial requerido por la célula de levadura para su metabolismo del nitrd

geno.

Entre mas compleja es la mezcla de aminoacidos aumenta mas rapido-

la velocidad de asimilacidon, seglin la reaccion de Stickland:

1

R -CH(NHZ)-COOH RS2 H QR Re-—eass= o == % R,COOH + NH, + €O, + ULH

2 1 3 2

(donador de H)

RZ-CH(NHZ)-COOH + b4H  mmemmeemmmee o » 2R,CH,COOH + 2NH

2 3

(aceptor de H)

La hip6tesis de Thorne de asimilacion de nitrogeno por la levadura

de cerveza se representa como sigue:
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PEPTIDOS
Ehrlich
AMINORC 100S | > AMON 1 ACO
desaminacion
Stickland 2
PROTEINAS ACIDOS

MUCLEICOS

El grosor de las flechas indica la importancia relativa de los di-

ferentes mecanismos de operacion.

Algunas levaduras también pueden usar urea y nitratos como fuente-
de nitrGgeno sin embargo con nitratos, el medio de cultivo debe ser fuerte--
mente aereado, ya que la levadura reduce los nitratos a nitritos que son t&-

xicos.

En fermentaciones cerveceras normales, el consumo de nitrégeno es-
siempre m3s rapido que la fermentacién de azicares y hay ciertas cantidades-

de excrecidn en el final de la fermentacion.

El pH interno de la célula de levadura es muy constante, de 5.9 a-
6.0, pero los acidos formados por el microorganismo son excretados durante -

la fermentacion y pueden reducir el pH del medio a 3 o ain a 2, si no ha si-

do regulado, pero en medio fuertemente regulado como es el mosto, el pH no -



24

caeabajo de 3.9 a 4.4,

E]1 mecanismo de la fermentacién indica que la levadura respira ae-
rébicamente en presencia de aire y efectda una fermentacion alcohdlica en au

sencia de éste.

AIRE C6H12°6 + 60, -===--—--- ? 6co2 + 6H20

SIN AIRE C6H1206 ---------- 2 2C0, + ZCZH OH

2 5

Debido a que se destruye mucho menos azicar en el proceso aerdbi--
co, se dice que la respiracién aerébica es la oxidacién del etanol formado -

durante la respiracion anaerédbica a CO2 y agua.

Dependiendo de la variedad y condiciones externas una levadura pue
de fermentar sin multiplicarse o multiplicarse sin fermentar. La multiplica

cién de las células cesa mucho antes de que termine la fermentacion.

La levadura de cerveza se divide en dos grupos principales: alta y
baja. Para distinguirlas se agrega el trisacdrido rafinosa al mosto. Las -
levaduras bajas fermentan completamente este azicar, mientras que la levadu-

ra alta s6lo fermenta la fructosa y deja un residuo de melobiosa.

Desde el punto de vista de atenuacidén, tenemos la clasificacion si

guiente:

Fluculante=———--—-"—--"~"-< atenuacion débil

No Floculante ————=-—=""7=== atenuacion fuerte.
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Los cambios que se presentan durante la fermentacidn son:

1.- ATENUACION.- debida a que la gravedad especifica del azdcar ini
cial es mayor a la gravedad especifica del alcohol formado y a que el CO2 es

capa como gas.

La atenuacién depende casi totalmente del contacto entre la levadu
ra y el mosto. EIl contacto es roto por la floculacién cuando la levadura --
cae al fondo en las fermentaciones bajas o sube a la superficie en las fer--
mentaciones altas. La raza de levadura y los constituyentes del mosto deter
minan la cantidad de floculacion. La velocidad de expulsion del C02 la cual
es acelerada por la presencia de particulas amorfas, acelera la purga de la-

levadura en fermentaciones altas y la disminuye en las fermentaciones bajas.

2.- ACIDEZ.- 1la caida del pH durante la fermentacién se debe a la
formacidn de CO2 y acidos orgdnicos por la Ievadura,en el curso de sus acti

vidades metabélicas, principalmente dcido lactico.

3.- MATERIA NITROGENADA.- la disminucidn del contenido de nitroge-

no se debe a la asimilacion de los aminodcidos y péptidos de molécula peque-
fla, también influye la precipitacion de proteinas debido a la caida de pH, -
la formacién de alcohol y la concentracidn en la superficie de las burbujas-
de CO2 y las células de levadura. Invariablemente se encuentra la levadura-

cubierta con materia de origen protéico, combinada con resinas, taninos, etc.

El microorganismo excreta materia nitrogenada durante la fermenta-
cion; como se dijo antes, las mejores fuentes de nitrégeno son las sales de-

amonio y los aminoacidos. Nielsen y Hartelius (4) demostraron que la levadu-
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ra no excreta nitrégeno en forma de sales de amonio, en consecuencia, usando
éstas como fuente de nitrégeno y determinando separadamente amonfaco y nitrg
geno que se encontrara en forma que no fuera amoniaco en el medio fermentado,
se puede determinar la cantidad de nitrégeno excretado. Asi se encontrd que

la levadura excreta aproximadamente un tercio del nitrégeno asimilado.

L. - DIOXIDO DE CARBONO.- su solubilidad depende de la temperatura

y de la composicidon de la cerveza.

5.- OXIGENO Y rH.- 1la levadura absorbe rapidamente el oxigeno --

presente en el mosto y después de 48 horas de fermentacién, el contenido de-
oxigeno es practicamente nulo. El valor del rH, el cual expresa el grado de
oxidacion del mosto o cerveza; es mayor de 20 en mosto frio y cae a 10-11 -

cuando empieza la fermentacion activa.

6.- CAMBIOS MISCELANEOS.- las resinas del ldpulo son eliminadas no

toriamente durante la fermentacién por la caida del pH y por la adsorcidn en

la superficie de las células de levadura.

El color siempre disminuye por la fermentacién, debido en parte a-
la eliminacién de materia colorida en la nata que se forma en la superficie,

y en parte a la accidn reductora de la levadura en los taninos oxidados.

Los métodos aconsejables para regular la fermentacidn son:
1.- La seleccion de la raza de levadura.
2.- Temperatura.

3.- La atenuacion se puede acelerar por agitacién, también se usa-
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pasar el mosto a otro tanque después de unas horas de fermentacidn; Gltima--
mente se adiciona mosto fresco al mosto en fermentacidn, este proceso se lla

ma en Alemania Darauflassen.

L.- E1 tamafo del tanque, ya que las atenuaciones mds altas se ob-
tienen en tanques pequefios porque hay un contacto estrecho entre el mosto y-

la levadura antes de que ésta sedimente.

5.- Para evitar autdlisis, la levadura se debe almacenar a tempera-

tura baja y por el tiempo mds corto posible.

6.- La presencia de oxigeno.

OXIGENO DISUELTO EN MOSTO

La aereacion de mosto caliente se ha practicado en varias cervece-
rias para mejorar la estabilidad a la turbidez en frio de la cerveza. Se --
practica casi siempre en conjuncion con la filtracién de mosto frio, y su --
principal objeto es oxidar y precipitar proteinas que forman turbidez, las -
cuales pueden entonces eliminarse por filtracion antes de la fermentacion, -
esta practica aunque fue recomendada por Pasteur, tiene un efecto adverso en

las substancias reductoras del mosto.

Se ha dicho que la apariencia microscopica de la levadura es la me
jor gufa para detectar un correcto nivel de oxigenacién, debido al bien cono
cido fendmeno,de que los niveles incorrectos de oxigeno elongan las células,

entre otros fendmenos morfolégicos.
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La levadura necesita oxigeno para la rapida reproduccién, la cual-
debe ocurrir inmediatamente después de la inoculacidn; si el oxigeno es insu
ficiente en el mosto, el crecimiento serd escaso, la fermentaci6n serd mas --

lenta y la cosecha de levadura serd menor de lo que se esperaba. (Fig. 1).

Una extra aereacidén del mosto que va a los tanques de fermentacidn
o la aereacion de la fermentacidén dentro de las 24 horas posteriores a la --

inoculacién, ha remediado muchos casos de debilitamiento del microorganismo.

El grado de aereacidn afecta la estructura, asi como el contenido-
enzimidtico y la actividad de la levadura. La fermentacion de la glucosa a -
etanol y diéxido de carbono, no requiere oxigeno y puede ocurrir anaerébica-

mente.

Se conoce la necesidad de proveer acidos grasos insaturados para el
crecimiento anaerdbico; la levadura puede crecer por muchas generaciones en-
un medio favorable bajo condiciones anaerdbicas. El mosto no es favorable -
ya que contiene insuficientes acidos grasos y esterol, y el uso de mosto no-

aereado proporciona progresivamente cosechas menores de levadura.

La cantidad de oxigeno necesario varia de acuerdo al tipo de levadu
ra y a las condiciones de fermentacion. Aunque el aire es usado comunmente-
para la aereacidn, hay ventajas en el uso de oxigeno comprimido.

La formacion de CO, en la fermentacidn protege al mosto del exceso

2
de oxigeno por lo que se obtienen cosechas de levaduras mayores en tanques -

descubiertos, puesto que los tanques cubiertos originan una superficie espu-

mosa muy estable que llena el espacio y por consiguiente restringe el acceso
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de oxizeno.

. Una observacién importante en relacicn a la oxigenacién, es que la
levadura puede adaptarse rapidamente al uso de oxigeno y se ha sugerido que-

ésto explica porque alin la levadura anaerdobica tiene algunos citocromos.

La cantidad de levadura adicionada al mosto al momento de la inocu
lacion influye grandemente en la velocidad de fermentacion. Por ejemplo, la
levadura alta inoculada a 1 1b/br1 ( 0.3 Kg/hl) en el mosto a 17% C atenda a
75% en 84 horas;a 4 veces esta cantidad de inbculo se alcanza la misma ate--

nuacién en b4b horas.

Los resultados dados en la fiqura 2 muestran la relacidn entre la-
cantidad de levadura presente al comienzo de la fermentacidén y el tiempo re-

querido para la misma.

En conexi6n a la raza de levadura, 6 tipos de comportamiento han -

sido reconocidos:

Grupo A.- Levavuras que sedimentan muy tempranamente en la fermen=
tacion a causa de la floculacién, pero la fermentacidn sigue por la accidn -

continua del microorganismo sedimentado.

Grupo B.- levaduras que sélo sedimentan cuando el mosto esta bien-

atenuado y la fermentacidn cesa simultaneamente.

Grupo C.- levaduras que sedimentan en poca cantidad al final de la

fermentacion, dejando mucha levadura en suspensidn,



Grupo D.- levaduras que pasan de la suspensién a la superficie al-

comienzo de la fermentacién y ésta se detiene prematuramente.

Grupo E.- las que forman una superficie con levadura en cierta can
tidad, pero mucha se queda en suspension; cuando el mosto estd bien atenuado,

la levadura en suspensidon se sedimenta.

Grupo F.- las que forman una superficie con levadura en cierta can
tidad pero la mayor parte de ésta permanece suspendida y no sedimenta.

Existen diferencias en cuanto si se necesita o no agitar durante la
fermentacidén. En el caso de levadura que flocula y sedimenta fuertemente, -

la agitacidon es esencial.

Otro tipo de informacion recopilada, es:

(1) y(2) Las caracteristicas deseadas en la fermentacién son:
1.- etapa lag corta antes del crecimiento exponencial.
2.- caracteris ticas apropiadas de floculacion
3.- adecuado poder fermentativo.

4.~ produccién de sabor y olor caracterfisticos.

Durante la fase lag, el nitrégeno almacenado dentro de la célula -
es reorganizado para iniciar el metabolismo celular. Muchos aminoacidos for
man enzimas via dinucledtidos y se piensa que las mitocondrias y microsomas-
pueden ser centros activos de estas reacciones. La velocidad de la fermenta
cidn sélo se puede controlar por modificaciones externas, como lo son la com
posicion del mosto, la cantidad de levadura adicionada, etc. y no haciendo a

las células individuales efectuar mds de lo intentado originalmente.
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Bajo condiciones estrictamente anaerobias, el crecimiento del mi--
croorganismo estd limitado a 4 & 5 generaciones, pero trazas de oxigeno son-
suficientes para incrementar ésto apreciablemente. EIl nidmero final de célu-
las de levadura por unidad de voldmen depende de la cantidad de oxigeno di--
suelto en el mosto, pero no del tamafio del indculo. Una aereacién adecuada -
ayuda a la sintesis de maltasa, pero una sobreaeraci6n puede conducir a un -

debilitamiento fisioldgico de la levadura y a una excesiva floculacion.

(3) La aereacidn de la levadura durante el almacenamiento aumenta la -
supervivencia del microorganismo. Si se usan células que no requieren oxige
no para producir levadura en condiciones estrictamente anaerobias, las célu-
las que se cosechan eventualmente son mds grandes que las de crecimfento ae-
rébico, ademads la masa de levadura es mds obscura que la cosechada de un mos
to aereado y pierde su vitalidad mds rapido que aquella levadura producida --

aerdobicamente.

Es posible que en fermentaciones continuas y bajo ciertas condicio
nes de aereacion, ocurra una elongacidon celular y en los propagadores que s
aereados se produzcan células elongadas con algunas deformaciones. Cambios-
similares en la forma resultan de la alteracidon en la relacidn carbén asimi-
lable y nitrégeno asimilable, y asi como la cantidad de oxigeno puede altera
notablemente la habilidad de-la levadura para utilizar los compuestos nitro-

genados, parece que los efectos del oxigeno son probablemente indirectos.

No hay necesariamente una relacion entre la forma de la levadura y
la calidad de la cerveza producida, parece que un cambio en la forma refleja

una relacién entre la levadura y el medio de crecimiento.
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Una aereacidén excesiva origina una disminucion en la cecsecha de la

levadura y un aumento en la floculacion.

La magnitud del oxigeno requerido se determina encontrando el oxi-
geno necesario para que crezcan las células que requieren este gas, en la --
misma cantidad que las células que no lo requieren. Cuando una levadura se-
hace crecer en medio aereado, posteriormente ya no requerirad aire, pues ya -
sintetizd los nutrientes indispensables, de modo que cuando se agrega al mos
to aereado, su comportamiento servird como patrén. La levadura a prueba se-
hace crecer en un medio anaerobio, por consiguiente necesitard oxigeno en el
mosto, entonces se variaran las concentraciones del gas disuelto y se escoge

ra aquella cantidad con la cual se iguale al patrén.

La cantidad de ox7geno requerido varia considerablemente de una ra

za a otra y va de 2 a 30 ppm. Se proponen cuatro clases de ellas:

Clase 01.- levadura en la cual el requerimiento es satisfecho si el

mosto tiene la mitad de saturacion con aire.

Clase 02.- su requerimfento es satisfecho por mosto saturado de ai

re.

Clase 03.- su requerimiento es satisfecho por mosto saturado de oxi.
geno.

Clase OL.- su requerimiento no es satisfecho por mosto saturado de
oxigeno.

El sufijo O anterior al ndmero, es usado para distinguir estos gru

pos de las clases previamente reconocidas por otros trabajadore:z cof respecto
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a floculacién y utilizacidén de aminodcidos. Para encontrar la clase a la que
pertenece una levadura, se afaden células que requieran oxigeno en el mosto-
que fue saturado con gas conteniendo concentraciones diferentes de oxigeno, co-
mo la cantidad de oxigeno disuleto varia con la temperatura y composicidn -
del mosto, las condiciones de prueba recomendadas envuelven el uso de mosto-

de malta (gravedad especifica 1.040) a 202C.

Si el mosto esta saturado con aire, la concentraci6n de oxigeno di
suelto es proporcional a la presidon parcial de oxigeno en el gas usado, si--
guiendo la Ley de Henry. Como el aire contiene aproximadamente 21% de oxige
no, la cantidad que esta presente en el mosto saturado se incrementa por el-

factor 100/21 cuando se usa oxigeno en lugar de aire.

Si las necesidades de oxigeno son completamente conocidas, la velo
cidad de fermentacidn esta usualmente determinada por el contenido de nitré-
geno asimilable en el mosto, asi se tiene que si el contenido de nitrégeno -

disponible aumenta, las necesidades de oxigeno se incrementan.

La velocidad del metabolismo de azicar esta influenciada por el
abastecimiento de oxigeno, hasta el limite que esto afecta el tamafo de la -

poblacion de levadura,

La existencia de oxigeno es primeramente una necesidad para los es
teroles y el mosto tipico de malta contiene cantidades adecuadas de &cidos -
grasosos insaturados, acido nicotinico y otros nutrientes esenciales para la

levadura los cuales no pueden ser sintetizados anaerdbicamente.



35

El hecho de que la levadura que ha crecido en un medio aereado no-
necesite oxigeno, denota que el microorganismo tiene la capacidad de producir
y almacenar esteroles en presencia de aire y también de reutilizarlos cuando

se anade a un medio sin oxigeno.

(4) Se ha reportado la necesidad de agregar otras fuentes de nitrégeno
asimilable, puesto que si hay suficiente oxigeno, pero el nitrogeno s6lo pro

viene de la malta, se produce fermentaciones restringidas.

tas levaduras que crecen vigorosamente durante las primeras etapas
de la fermentacién, floculardn mas tarde y viceversa. Se resume que el con-
trol de las primeras etapas de fermentacion, cuando la levadura sigue el cre
cimiento exponencial, producird buenos prospectos para controlar las caracte

risticas de la cerveza final.

(5) Durante la glicélisis, se producen 135.5 Kcal/Kg de extracto fer--

mentado, y por lo tanto se tiene:

96.0% de carbohidratos fermentados ----------- > CO2 + CZHSOH
2.5% Y it W oo oo ? subproductos
ol Y i B e 3 produccidn de nue

vas c€lulas de le

vadura.

Durante la fermentacidn, el 75% de subproductos es glicerina; otros
g

subproductos son acido pirdvico, acido lactico, acetaldehido, acido citrico-
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acido mdlico, etc.

La formacién de diacetilo estd intimamente relacionadacon la sinte

sis de valina por la tevadura.

CH
, 3
C=0
[}
HO-C-COOH + 1/2 0, =------- % CH_-CO-CO-CH + CO + 1,0
2 B = = 2 2
1 diacetil
CH
3 +2H
RClIRRREEts Lk L » CH,-CO-CHOH-CH, + CO
F e - 3 2
lactico acetoina
1 (3 hidroxi= 2 buta
valina nona)

Durante su metabolismo, la levadura produce alcoholes superiores:-
por desaminacidn y transaminacién de aminodcidos, se producen alcoholes, co-
mo compuestos del azufre, se tiene 802 y HZS; este G1timo aumenta cuando la-

levadura no sintetiza metionina.

(6) Los factores mas importantes en la aereacién del mosto son:
1.- la cantidad de aire y su control
2.- la pureza del aire usado
3.- localizacion del enfriador y los tanques
4.- gravedad del mosto
5.- temperatura del mosto y su turbidez
6.- superficie de contacto entre el aire y el mosto

7.- tiempo de contacto entre el aire y el mosto
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8.- presidon del mosto en la iTnea de enfriamiento al momento de -
la aereacion.

9.- turbulencia del mosto y su velocidad cuando pasa por el aerea-
dor

10.- longitud de la linea que conduce el mosto

E1 aereador debe estar lo mas cerca posible a la salida del enfria

dor o inmediatamente después del filtro de mosto.

Los detalles de la inyeccidn del aire en sistemas cerrados es de -
suma importancia, la siguiente figura ejemplifica ésto tal vez de modo exage

rado.

0- -
o - -
o - —
o 0 o —
i - O —

INCORRECTO CORRECTO

(7) ta aereacién en caliente (602C), produce una velocidad mayor de -
oxidacion que la aereacion en frio (15%C), elimina mds proteinas, taninos y-
metales pesados gque son responsables de la turbidez y otros problemas en cer
veceria. La aereacion en caliente no mejora por si sola la estabilidad de -
la bebida, sino por el contrario, tiene un efecto adverso, ya que los produc
tos de oxidacidén no son eliminados y quedan sujetos a una reduccion durante-

la fermentacion. El codgulo caliente es generalmente perjudicial y debe ser
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eliminado lo mas completamente posible. Es importante recordar que el codgu
lo frio y los compuestos que causzn la turbidez en frio de la ~erveza, tie--
nen una composicidn muy aproximada y que la eliminacion de este codgulo an--

tes de la fermentacién seria muy benéfico.

Los cerveceros han encontrado empiricamente la cantidad de aire ne
cesario en el mosto, la cual proporciona una fase lag mas corta, adecuada co
secha de levadura y asegura buena atenuacidn. Al comienzo de la fermentacidn
es necesario el oxigeno para dar la energia requerida, siendo innecesario o-

indeseable en las etapas posteriores a la fermentacion.

Se ha determinado el oxigeno en mosto durante las primeras etapas-
de la fermentacidn, y se encontrd que con una cantidad normal de levadura --

inoculada, todo el gas es consumido por la levadura en menos de una hora.

Las actividades de ciertos microorganismos son influenciadas por el
potencial de oxido-reduccidon del medio, mds que por la cantidad de oxigeno -
en la fase gaseosa, €sto se puede aplicar a las fermentaciénes cerveceras, -
las cuales pueden estimularse por un alto nivel de oxidacién de los consti--
tuyentes del mosto que resultan de la aereacion del mismo, mds que por efec-

to directo del oxigeno.

La adicion de lecitina al mosto puede contrarrestar el efecto cau-
sado por la anaerobiosis en la viabilidad de la levadura. Parece que esto -
depende de la cantidad de acidos grases insaturados, puesto que la lisoleci-

tina no es efectiva. Mostos con alto contenido de lipidos que fueron produ-
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cidos comercialmente, proporcionan cosechas de levaduras con un mejoramiento
en la viabilidad durante el curso de la fermentacion anaerdbica. Se observd
que la fermentacidon anaerdbica de mostos sin lupular, da cosechas del micro-
organismo de mayor viabilidad, que aquéllos Herivados de mostos correspondien
tes pero lupulados. Durante la ebullicién del mosto, el ldpulo libera subs-

tancias que tienen efecto adverso a la vitalidad de la levadura.

Las levaduras bajas se caracterizan por una deficiencia respirato-
ria, por ejemplo, durante la fermentacidn aerdbica la respiracion por S. car
Isbergensis es tan baja que casi no se puede medir, en cambio bajo las mis--
mas condiciones, S. cerevisiae muestra apreciable actividad respiratoria. -
Estas diferencias genéticas en sistemas respiratorios enzimaticos de distin-
tas razas deben reflejarse en el nivel de oxigeno que cada una requiere para
su crecimiento. En términos practicos, una disminucién de oxigeno en el mos
to, tendra o no efecto pequefio en la velocidad de fermentacién baja y contra
riamente, con levadura alta, una aereacion insuficiente producird una fermen

tacién muy lenta.

La fermentacidon de mostos altamente aereados tienen una influencia
directa en el sabor de la cerveza porque se acumulan subproductos como aceto
ina, acetaldehido, etc., y una influencia indirecta por los cambios oxidati-
vos en los constituyentes del mosto no fermentado, como por ejemplo, compues

tos nitrogenados, substancias amargas y taninos.

Empleando equipo el cual pueda medir oxigeno de manera precisa, se

sigue la produccion de €steres y alcoholes superiores durante la fermentacid
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de un medio por S. cerevisiae. La produccién, bajo condiciones anaerdbicas,

se compara con la obtenida a diferentes aereaciones.

Los resultados obtenidos muestran que la formacion de alcoholes su
periores y ésteres, es maxima bajo condiciones anaerébicas y es grandemente-
disminuida a tensiones muy bajas de oxigeno. Con aereacién muy alta, la for
macién de steres es casi nula. La anaerobiosis favorece la formacion de és
teres y la aerobiosis hace lo mismo en el caso de acetaldehido y acetoina. -
Se ha reportado la existencia de los alcoholes aromaticos mas altos (tirosol
triptofol y feniletanol) en granaes concentraciones en cerveza producida por

fermentaciones anaerdbicas.

(8) Cuando la mezcla que se encuentra en estado de fermentacion 1lega-
al pH en el que la levadura flocula, suponiendo que los demas factores sean-
favorables, la coagulacién se inicia y la levadura se asienta rapidamente en

el fondo. Al mismo tiempo, la fermentacidn practicamente cesa.

(9) Se estudié el origen de las substancias reductoras de la cerveza,-
y se encontrd que ellas estdn principalmente presentes en estado soluble en-
la malta, pero las cantidades presentes son incrementadas por los extractos-
del ldpulo y como resultado de las reacciones que tienen lugar durante la --

ebullicion del mosto.

Contrariamente a la opinién de anteriores investigadores, no ocu--
rre durante la fermentacidén un aumento importante del poder reductor de la -

cerveza. La propia cerveza esta sometida continuamente a los factores de --
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oxidacién desde la etapa de la maceracion hasta el finzl del proceso cervece

ro incluyendo la fermentacion.

(10) El oxigeno requerido por las celulas Ae levadura usadas en cervece
ria, se determina por la disponibilidad de oxigeno durante la propagacioén. -
La células que no requieren oxigeno, fermentan satisfactoriamente tanto en -
mostos saturados con aire, como en mostos no aereados. Las células produci -
das durante la fermentacion desarrollan una necesidad por el oxigeno, y fer-
mentan débilmente cuando se afiaden a mostos no aereados, debido a una restric
cién tanto de la velocidad como de la cantidad de crecimiento exponencial.
La cantidad de oxigeno disue!to rquerido para un crecimiento satisfactorio,-
varia mucho con la raza de levadura. En todos los casos examinados, el re--
querimiento de oxigeno puede ser eliminado adicionando ergosterol o Tween 80
al medio de cultivo. Sin embargo, el Tween 80 solo, no tiene efecto. Pare-

ce que el oxigeno es esencial para la biosinteeis de esteroles.

(11) Se investigdé la influencia de la temperatura de fermentacidn en la

actividad enzimitica de levaduras de fermentacién baja, usadas en cerveceria.

Las temperaturas de fermentacién fueron 7.5, 10.0 y 12.5 2C. De -

acuerdo a su comportamiento debido a la temperatura, las enzimas asi estudia

das pueden clasificarse en tres grupos.

1.- enzimas cuya actividad aumenta con una mayor temperatura de --

fermentacién. Ejemplo: maltotriasa y maltasa.

2 - demuestran una disminucién en la actividad enzimatica con un -
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aumento de temperatura. Ejemplo: hexoguinasa.

3.- incluye aquellas enzimas cuya actividad aumenta notablemente -
solo a temperaturas mas altas de 12.52C. Ejemplo: glucosa 6 fosfato deshi--

drogenasa.

La optimizacion de la fermentacion mediante temperaturas altas, es
posible s6lo dentro de limites estrechos, ya que la aumentada absorcidén de -
varios substratos y la acelerada velocidad de crecimiento de levadura es - -
acompanada por una correspondiente mayor produccién de subproductos indesea-
bles, los cuales perjudican la calidad de la cerveza y especialmente su sa--

bor.

(12) Si el deterioro de la levadura es la cuausa de un cambio gradual--
en la fermentacién, debe notarse una reduccidn lenta de la cosecha de leva-
dura, una mayor cantidad de esta en suspension y por consiguiente, la obteni
da para la siguiente inoculacion es insuficiente. También la gravedad final
(extracto aparente) mostrard una tendencia a permanecer sobre el promedio --

normal.

Es muy importante el conocimiento de la viabilidad de levadura, ya
que las células degeneradas pueden contribuir a sabores y olores desagrada--
bles, debido a liberacién de subproductos autoliticos. Altos niveles de le-

. ? . . - s .-
vaduras muertas en el inoculo, perjudicaran o retardaran la fermentaciodn.

Se han usado muchos colorantes para determinar la viabilidad, sélo
e! azul de metileno parece tener amplia aceptacion. Su uso se basa en el he

cho de que las células que han perdido su capacidad para yemar, son tefidas
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por el azul de metileno, sin embargo, ocasionalmente la distincidn entre cé-
lulas teiiidas y no tefiidas es marginal y entonces se requiere ejercitar el -
juicio personal. Por eso se ha continuado la bisqueda de colorantes que per
mitan una mejor distincion. Los mejores resultados se han obtenido con la -

técnica de Gutstein.

(13) La levadura cervecera necesita trazas de oxTgeno para la biosinte-
sis de acidos grasos insaturados y ergosterol. Debido a un incremento en la
masa celular durante la fermentacion inicial, la concentracién de estos 17pi
dos esenciales disminuye, y por lo tanto afecta la condicion fisioldgica de-
la levadura. Cuando la concentracidn de esterol de todas las células ha dis
minuido a 0.2 6 0.3 mg. por 100 mg. de levadura seca, la levadura cambia su-
metabolismo. Este cambio metabdlico es revelado por un aumento en la concen
tracion de acetoina. La absorcion de los nutrientes del mosto y consecuente
mente la eficiencia del crecimiento es en este punto grandemente reducida. -
La relacién entre el crecimiento de levadura y moles de etanol formado (ran-
go de crecimiento molar), disminuye mucho durante la fermentacion. Una pe--
quefia relacidn entre este rangé y el cambio en el metabolismo de la acetoina
puede observarse. Este cambio metabdlico ocurre cuando la relacidn entre el

crecimiento de levadura y etanol formado esta’en el rango de 8.3 a 9.1 g./mol

La acetoina se forma durante la fase inicial y vigorosa de la fer-
mentacion y es eliminada nuevamente, en las Gltimas etapas asi como durante-
el Reposo. Existe un alto grado de correlacion entre el nivel maximo de --
acetoina y la concentracion de etanol, en el punto donde la levadura cambia-

su metabolismo para eliminar la acetoina. Cuando este cambio ocurre tardia-
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mente en la fermentacién, aumenta la probabilidad de que la concentracién de
acetoina no pueda ser adecuadamente reducida. Altas concentraciones de ace-
toina afectan el sabér de la cerveza. La importancia de la acetoinha esta --
asociada con el hecho de que es un indicador de cambios fisioldgicos de la -
célula de levadura. Se encuentra entre los primeros metabolitos cuya forma-
cién estd afectada por el cambio importante de fisiologia que tiene mucha re
lacion con la actividad de la membrana. EIl cambio en metabolismo de la aca-
toina puede ser relacionado con el contenido de lipidos esenciales de la cé-
lula de levadura. La desviacién de formacién a eliminacion de acetoina apa-
rece cuando la cantidad de lipidos insaturados ha disminuido de modo que el-
crecimiento 6ptimo no es muy posible. El contenido de estos lipidos se pue-
de aumentar administrando oxigeno durante el curso de la fermentacidn, o por
adicion de lipidos insaturados al medio de crecimiento. La presencia de er-
gosterol y de dcidos grasos insaturados de cadena larga tiene un efecto esti
mulante muy alto en el crecimiento de la levadura y la velocidad de fermenta

cién, y estos componentes s6lo son sintetizados en presencia de oxigeno.

El concepto de rango de crecimiento molar & YATP’ se define como el

peso seco en gramos de levadura producida por mol de ATP sintetizado. Aqui-
se considera que una mol de ATP tedricamente formado es igual a una mol de -

etanol producido. (gramos de levadura seca por mol de glucosa con--

Y
glucosa

sumida) es alrededor del doble del YATP.
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EXPERIMENTACION Y METODOS

Las fermentaciones se desarrollaron en la planta piloto de la Cer

veceria, para lo cual se wmuestred mosto Corona antes de entrar a los enfria-
dores. Los tanques en los cuales se colocé el mosto, fueron previamente la-
vados y saturados con gas carbdnico, evitando asi la contaminacion puesto --
que el agua empleada para tal efecto, llegaba casi al punto de ebullicidén. -

E1 gas carbonico evitd la presencia de aire.

El siguiente paso fue enfriar el mosto mediante su recorrido por-

un enfriador como lo muestra el diagrama ndmero 3. El mosto caliente entré-
por la parte superior del serpentin, por el centro del cual y a todo lo lar-
go, pasd un tubo delgado por el que circuld la salmuera en direccién opuesta
5 la del mosto. La salmuera estuvo compuestas por dicromato de potasio, so-

sa, cloruro de calcio e hipoclorito de sodio.

A la salida del enfriador, se inyectd aire, el cual pasé por un --
filtro Millipore antes de ponerse en contacto con el mosto. El mosto frio --
(92C) y aereado fue recibido en tanques para fermentacion, tratados de igual
manera que los anteriores. Se tom6 entonces una muestra para determinar pH,
"Balling y color inicial. Se pas6 un voldmen conocido de mosto a otro tanque,

¢l cual contuvo un voldmen también conocido de agua carente de oxigeno, se de
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Diagrama No. 3

OPERACIONES REALIZADAS EN PLANTA PILOTO.
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termind el oxigeno disuelto con el analizador y mediante una ecuacion se en-

contro la cantidad de este gas.

Se pes6 el tanque con el mosto a fermentar para saber exactamente
la cantidad de levadura a inocular, lo cual siempre se hizo en una relacion-
del 1%. La levadura se trajo de las tinas de reinoculacion en un matraz es-
téril. Se inoculd y se agitd fuertemente el tanque para un total contacto -
entre el microorganismo y el mosto. Una vez hecho ésto, se guardd el tanque

en un cuarto frio, donde la temperatura era menor de 102C.

Se tom6 muestras durante varios dias, hasta el momento en que la-
o

lectura en 2 Balling fue de 2.85, entonces se considerd come concluida la -=

fermentacion y se determiné pH y color final.

Posteriormente se vaci6 el tanque de fermentacidn y se pesé la -
levadura cosechada, de la cual se tomdé una parte para su estudio. A la leva
dura de inoculacidén y de cosecha, se les estudié de igual manera, determinan

do porciento en peso y vitalidad.

Las determinaciones realizadas en el mosto fueron:

Grado Balling.- en cerveceria se usan los sacardmetros, que son -

= . . . ’
unos densimetros especiales para determinar °Balling, estos aparatos estan -
graduados en porciento de extracto en lugar de peso especifico, evitando asi

consultar tablas de equivalencias.

El grado Balling nos indica el porciento de extracto en agua desti
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lada, los sacardmetros llevan una escala de correccidn de temperatura a un -

costado de un termometro dentro el mismo instrumento.

pH.- Se usé un potencicmetro Beckman Zeromatic II.

Color.- para esta determinacion fue necesario filtrar estos mos--
tos, pues la presencia de particulas dificulté la precision, se efectué con-

el Tintometro Lovibond Type D.

Las determinaciones realizadas en levadura fueron:

Pociento en peso.- Una muestra perfectamente bien p:sada, se --
centrifugd durante 10 minutos a una velocidad siempre contante, después de-
este tiempo se decantd el 1iquido sobrenadante y se volvid a pesar; se de--

termind entonces el % en peso.

Vitalidad.- mediante la tinsion de Gutstein, para la cual son ne-

cesarias las siguientes soluciones:

1.- Solucion al 1% de azul de metileno en agua destilada.

2.- Solucidn al 5% de acido tanico en agua destilada.

3.- Solucidn de safranina 0 al 1% en agua destilada.

El procedimiento es el siguiente:

Hacer un frotis con la suspension de levadura y dejarla secar al-

aire.

Fijar la preparacion a la flama (pasando con cuidado el portaobje
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Tenir con ia
Enjuagar con
Tenir con la
Enjuagar con agua de la
Terir con la

Enjuagar con agua durante 30 segundos.
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solucion de azul de metileno durante 4 minutos.
agua de la llave durante 30 segundos.

solucion de acido tanico durante 2 minutos.
Ilave durante 30 segundos.

solucion de safranina 0 durante 1 minuto.

De jar secar la preparacion y observar a inmersion:

Muy vigorosas [(MV) células tefidas de

Vigorosas W)y ~———=- céiulas tefidas de
plasma ligeramente

Debiles (D) =—— células tefidas de
plasta granuloso.

Muer tas (M) ----- células tehidas de

ma muy granuloso.

azul intenso.
azul palido y proto--

granuloso.

color rosa y proto- -

color rojo, protoplas

Se buscan en el microscopio seis campos diferentes, de los cuales

se saca un porcentaje de cada una de las formas viables 0 no observadas, ejem

plo:
1 2 3 4 5 6 Suma %
MV L6 69 517 48 64 75 359 83
v 7 i1 7 9 11 13 58 13
1 2 2 3 15 4
M 0 0 0 0 0 0 0 0
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A continuacidn se presentan métodos para determinar oxigeno disuel

to en mosto:

METODOS PARA DETERMINAR -OXIGENO DISUELTO

(1,2,3)  En la actualidad, los Gnicos métodos conocidos emplean una técnica
gasométrica en la cual todo el gas, una vez extraido de la cerveza, queda --
fraccionado en sus componentes mediante los procedimientos gasométricos usua

les.

Esos métodos exigen aparatos bastante complicados, absorben tiempo
y contienen errores inherentes que pueden afectar su precision al medir can-

tidades pequefias de oxigeno disuelto.

En los presentes articulos se desarrolla un método que consiste en
llevar una solucidén de carmin Tndigo, exactamente a su forma leuco mediante-
la accién de un fuerte agente reductor como lo es el hidrosulfito de sodio -
Nazszoh. Se afiade entonces un exceso de leuco-indicador a la muestra, pre--
viamente recogida en un frasco apropiado. En todo el curso de la prueba, --
han de mantenerse condiciones anaerébicas simples. La reaccion se produce -
entonces entre el oxigeno disuelto y la leuco-base, siendo la cantidad de co
lorante regenerado, proporcional a la del oxigeno primitivamente presente -
en la muestra. EI color resultante varia entre un verde claro y un violeta-
subido, pasando por toncs intermedios de azul, segln la concentracidon de --
oxfgeno. Luego se efectlia la comparacidn con prototipos preparados por dilu

cidn de cantidades variables de una solucionde colorante en aqua destilada, en
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frascos similares a los usados en la determinacion.

La comparacion con los prototipos se efectiGa dentro de un compara-

dor como lo muestra la figura ndmero 3.

El colorante carmin indigo, fue elegido porque como indicador de -
ox1do reduccion queda cerca de la escala redox de la cerveza. Se efectuaron
experimentos para demostrar que el colorante no es reducido ni oxidado por -
la cerveza dentro de los limites del ensayo. Para mostrar la ausencia de re
duccion, cantidades del indicador oxidado, de tintes crecientes, que varia--
ban entre 0.5 y 4 mi., fueron agregados a cervezas colocadas en frascos simi
lares a los empleados para la determinacion del oxigeno. La comparacidn con

los prototipos, efectua
MOSTO SIN TRATAR

PROTOTIPO
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bia tenido efecto reductor sobre el indicador oxidado.

Con el fin de determinar si los componentes de la cerveza ejercian
alguna accidén oxidante sobre el leuco-carmin, se extrajo el oxigeno por ca--
lentamiento de una muestra de cerveza a 752C durante 30 minutos. Con las --
precuaciones necesarias para excluir el aire se recolectaron muestras en - -
frascos de ensayo, afadiéndoseles 5 ml. de leuco-carmin; dos horas después,-

no habifa tenido lugar regeneracion del color.

Las variaciones de pH no parecen afectar la oxidacion del leuco-co-
lorante por el oxigeno dentro de la escala de pH de la cerveza. Antes de sa
car las muestras de ensayo, a unas se les agregd cantidades pequenas de &ci-
do y a otras de alcali, llendndose a continuacién dichos frascos con cerveza
tomada de una misma muestra y determindndose finalmente el contenido de oxi-
geno de cada una; los valores de pH de las mezclas variaron entre 3.4 y 5.6;
mientras que la regeneracién del color progresaba mas aprisa en las muestras
de alcalinidad mayor, los colores definitivos al cabo de una hora, resulta--

ron ser todos iguales.

Se estudié también la posibilidad de que los sulfitos de la cer-
veza pudieran interponerse en la determinacidn, entonces se agrego metabisul-
fito de potasio a las botellas antes de la recoleccién de la muestra y se --
efectuaron los ensayos en la forma descrita anteriormente. La mayor canti--
dad de metabisulfito empleada, equivalente a 100 partes de 502 por millén, -
no dio sefal de haber influido en la determinacién del contenido de oxigeno-

disuelto en la cerveza.
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Sabiendo que la levadura goza de propiedades reductoras, cabia -
averiqguar: a) la posibilidad de un efecto de tal naturaleza sobre el carmin
indigo y b) si la levadura serfa o no capaz de inhibir la oxidacién del leu

co-colorante por el oxigeno disuelto.

a). En una botella sellada se recolecté una muestra en fermentg
cidn, anadiendosele entonces una cantidad conocida del colorante oxidado. -
La comparacién con los prototipos al cabo de dos horas mostré que el coloran

te no habia sido reducido.

b). En cuatro tubos de centrifuga de 50 ml. unidos en serie, se-
recogié cerveza en fermentacion, con contenido elevado de levadura en suspen
sion. Centrifugaronse dos de ellos para separarla levadura. A cada uno de-
los cuatro se agregé 2 ml. de la solucién de colorante reducido, mezclandose
con su contenido, pero teniendo cuidado de no perturbar el sedimento de leva
dura en los dos tubos centrigados. Dejaronse reposar todos una hora a 252C.
En otras palabras, se agregé el colorante reducido en un caso, a cerveza con
mucha levadura suspendida; y en otro, a igual cerveza, cuya levadura habia -
quedado alejada de la esfera de reaccidn por centrifugacion. Después de una
hora, se centrifugaron los tubos que contenian levadura en suspension a fin-
de permitir una comparacion de la intensidad del color regenerado. La compa

raracion mostré que la coloracion era la misma en los cuatro tubos.

Este método de leuco-colorante podria aplicarse también a la de-
terminacidn del contenido de oxigeno disuelto a liquidos que no sean la cer-

veza o el agua y en los cuales la presencia de cantidades considerables de -
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materia organica u otras substancias interferentes, veda el uso de otros mé-

todos.

(4) El método gasométrico estd basado en que los gases contenidos en
la cerveza con excepcion del diéxido de carbono, no reaccionan con sosa cdus

tica y su volimen se mide con una bureta gasométrica.

El método cromatografico se efectla absorbiendo el diéxido de --
carbono en un alcali y haciendo la separacién del nitrégeno y oxigeno por --

cromatografia de gases.

Como estos métodos son muy largos y tediosos, se desarrollé uno
polarografico donde el oxigeno disuelto en soluciones electroliticas es redu
cido en el electrodo de gota de mercurio produciendo dos curvas, cuyas co- -

rrientes de difusion dependen de la concentracidon de oxigeno.

(5,6,7,8,9,10) Se emplea un analizador que usa una celda electroquimica. -
Se genera una corriente de despolarizacién en proporcién lineal a la concen-
tracion de oxigeno disuelto en.la muestra. La medicién de esta corriente en
los circuitos del analizador es un indicio de la cantidad de oxigeno. La --

celda de medicion se representa en el diagrama ndmero 4.

El catodo estd hecho de plata y el anodo es un anillo de zinc cu
bierto por uno de fierro. Los electrodos estdn montados dentro de un mate--
rial de acero inoxidable. El anillo de zinc proporciona el voltaje necesa--
rio de polarizacion mientras que el de fierro sirve para prevenir pasividad-

en el anodo.
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DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA CELDA DE MEDICION

Ajuste del medidor

i =
7 e -

Marcador

1

— Salida de la muestra

Electrodo de plata
%Cétodo? R

F!erré) Anodo
Zinc

Entrada de

muestra

Reaccidn en el anodo: 2 Zn °----------- > 2 In + be~

Reaccion en el catodo: 02+ 2H20 + be™ -» L4 OH~

Diagram 4.
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El electrolito es la corriente de la muestra. Fluye en la celda-

entre los electrodos de plata y de zinc. Cuando hay oxigeno disuelto en la-
muestra ccurre la oxidacion de los iones de zinc en el anodo, y se verifica-
la reduccion del oxfgeno difundiendo hacia el cdtodo, produciendo iones hi--

droxilo.

Las reacciones que se realizan son las siguientes:

02 + ZHZO + bem —-mmmmemmeeee > 4 OH

Ya que el zinc presenta una fuerte tendencia de ionizacidn, la -
condicion limitante de esta reaccion es la velocidad a la cual el oxigeno di
funde al cadtodo. La velocidad de difusion del oxigeno es proporcional al can
tenido de oxigeno disuelto. La corriente que fluye en el circuito medidor -
resultante de los electrdnes desplazados es por lo tanto proporcional al oxi

geno disuelto en la muestra.

(11) La conclusién es que la lectura dada seglin el método del carmin-
indigo es el doble de la encontrada por el aparato calibrado con la titula--

cion de Winkler.

Hasta ahora no se sabe cual de los dos métodos es el correcto y-

por consiguiente es necesario seguir estudiando sobre este tema.



CAPITULO 1V

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Primero se expondran las razones por las cuales se eligieron los

métodos empleados.

La determinacién del grado Balling usando el sacardmetro, se eli
gié por ser rédpida y precisa, ya que los sacardmetros se checan periddicamen
te por picnometria. Ademds las cervecerias se rigen en su control a lo lar-

go dei proceso por este andlisis, al igual que por el del pH.

Estos dos datos son muy importantes para los cerveceros, pues in
dican 2! momento al cual la fermentacidn ha llcgado al punto en el cual se -

tienen las caracteristicas establecidas por ellos para agrado del consumidor.

Por otro lado, son indicativos de que el proceso marcha debida--
mente, pues de antemano se sabe el tiempo necesario para su finy la forma -

en que va disminuyendo el pH.

El color no es tan importante, ya que se puede modificar con adi
cién de colorante o por mezclas con otras fermentaciones. Ademds si hubiera
alguna falla en el proceso, primero se detectaria por el grado Balling o por

el pH.
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Para la determinacion del color, se escogid el Tintdmetro, porque
aunque m3s impreciso (como lo son los métodos colorimétricos) que el Espec--

trofotometro, es mucho mas rapido,

En cuanto a la levadura, se hicieron determinaciones de % en pe-
so, para saber la cantidad real de inéculo, puesto que la levadura aunque --
siempre fue la misma, (Saccharomyces carlsbergensis, empleada en esta cerve-

cerfa), existfa la posibilidad de ligeras variaciones.

Para la observacion de la vitalidad se usé la técnica de Guts---

tein, poprque como ya se dijo anteriormente es la mias veraz.

La eleccion del método para la determinacién de oxigeno disuelto,
fue la mds dificil y por lo tanto la que mds tiempo requirié (aproximadamen-

te seis meses).

El primer método probado consistid en preparar el carmin indigo-
en su forma leuco, para asi agregarlo a una cantidad conocida de mosto oxige
nado, y por colorimetria determinar la cantidad de oxigeno disuelto en la --

muestra.

Se requieren dos atomos de oxigeno para lograr la oxidacién com-
pleta de una molécula de disulfonato Tndigo (C]6H8N202(503Na)2), cuyo peso -
molecular es 466, o sea que se necesitan 32 gramos de oxigeno para oxidar --

466 gramos de indicador.

Para facilitar los cdlculos, se preparé de manera que un ml. del
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indicador fue equivalente a un mg. de oxigeno por 1000 ml. de mosto. Si se-
supone que a 85 ml. de mosto, agregamos 5 ml. del indicador; entonces 1000 -
ml. de mosto requeriran 466/32 000, 1o que es igual a 0.01456 gramos de indi-

cador.

La cantidad del colorante necesario sera: 0.01456 X 85/ 1000, -
que es igual a 0.001243 gramos / 1000 ml. de indicador, o sea que se disuel-
ven 124 mg. en 100 ml. de agua. El colorante serd azul muy intenso. Poste-
riormente se agregd hidrosulfito de sodio al 2.5% hasta obtener un color ama
rillo; después se agregd geta 2 gota el indicador oxidado hasta que el color

fue verde palido.

Para proteger al colorante del oxigeno, se usé parafina para se-

1lar perfectamente bien el tubo que conteniad al indicador.

En estas practicas el volimen de mosto fue de 160 ml. y la canti
dad de colorante agregado fue de 10 ml. Después de haber permanecido la mez
cla a 25°C durante una hora, se comparé con un tubo que fue tratado de igual
forma, pero que no tenfa indicador. EI colorante oxidado se agregd mediante
una pipeta o bureta hasta igualar los colores. EI ndmero de ml. de indica--

dor anadido fue igual a la concentracion de oxigeno disuelto en mg. /1000ml.

Con este método no se obtuvieron buenos resultados, ya que lal==
preparacion del leuco-colorante fue sumamente dificil de lograr en condicio-
nes normales de trabajo, inclusive con una corriente de C02 el resultado fue
negativo, porque al minimo contacto con el aire el indicador empieza a oxi--

darse. Adem3s de que casi siempre a la hora de agregar el reactivo, éste ya
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no era leuco, al final los colores obtenidos fueron sumamente intensos y di-

ficiles de distinguir entre una y otra concentracion.

El segundo método probado consistié en una modificacion del ante
rior haciendo uso de un espectrofotometro Spectronic 20 a una longitud de on
da de 600 mmu. No se obtuvo nada, pues con una concentracién de menos de --

una ppm, la aguja iba hasta el limite de la escala.

Posteriormente se recurri6 al espectrofotometro; Hitachi Perkin-
Elmer, Coleman 139, mas sensible que el anterior, tampoco se pudo lograr nada
de valor, pues cuando se calibré con agua, las lecturas fueron muy cercanas-
entre si y ademids no reproducibles, lo mismo sucedié al calibrar con 160 ml.
de agua y un ml. de indicador oxidado. Cuando se aumentd la cantidad de in-
dicador oxidado, los resultados fueron también malos. Se traté de calibrar-

con mosto y la aguja oscil6 demasiado.

Gracias a los articulos 1, 2 y 3 mencionados en la bibliografia-
de métodos, se encontré una manera mas facil de efectuar la determinacion, -
sin embargo no satisfizo por completo nuestros deseos, pues ya que es un mé-
todo colorimétrico, es inexacto y mds en este caso donde ya se dijo que es -
muy diffcil distinguir los colores entre una y otra concentracién. Para és-
to, la muestra de mosto fue de 100 ml. y se tratd iqgual que en los otros ca-

sos,se prepararon patrones de la siguiente forma:

Tomar un ml. de indicador. Aforar a 100 ml. 1 ppm.

n

Tomar dos ml. de indicador. Aforar a 100 ml. 2 ppm.

Sequir asi hasta obtener las ppm deseadas.



61

Posteriormente se colocaron los tubos en el comparador y esto hi

zo facil este método.

Otro método probado fue el que se valid del analizador Hays, que
aunque fue el Gltimo en tratarse ya que s6lo se usaba para medir oxigeno-
disuelto en cerveza, que es de 0.1 ppm cuando mucho, fue el que se escogiod -

como mejor.

El primer paso fue hacer una curva de calibracién, pero como ya-
dijimos que éstos aparatos sirven para concentraciones de oxigeno disuelto -
sumamente pequefias, fue necesario hacer diluciones de agua de la 1lave con -

agua carbonatada.

Se prepararon varios tanques con diferentes cantidades de agua -
de la llave y agua carbonatada, se tomé la lectura del aparato para cada tan
que e inmediatamente se tomé una muestra del agua, después se determiné el -
oxigeno disuelto en la muestra mediante la titulacién de Winkler, que consis

te en:

A un volimen de 300 mi. de muestra se agrega:

1) Dos ml. de sulfato manganoso

2) dos ml. de ioduro de potasio alcalino

3) se mezcla perfectamente

4) se deja reposar para que el precipitado se vaya al fondo
5) se agregan dos ml. de acido sulfirico al 50%

6) se mezcla muy bien para deshacer el precipitado

7) se miden 200 ml. para proceder a titular.
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8) titular con tiosulfato de sodio 0.025 N. hasta decoloracion, -
usando almidén como indicador.

9) los ml. gastados seran las ppm. de oxigeno disuelto.

Las reacciones que se llevan a cabo son:

1) BnS0j, "% 2Ma0H!  maceccroenen » Mn(OH), + Na,SO,

2) 2 Mn(OH)Z- e bd 2 Mno(OH)2

3) MnO(OH), +2K1 + 2H, 50, —==~=c==- > MnSO, + K50, + 1+ 3 H,0
L) P NaZSZO3 ------------ > Na,$,0, + 2Nal

Para la preparacion de reactivos tenemos:

1) Sulfato manganoso.- Se siduelven 480 g. de MnSOh.hHZO, L4oog.-
de MnSOh. 2H20 6 364 g. de MnSOh, HZO en agua destilada, se filtra y se dilu
ye a un litro.

2) loduro de potasio alcalino.- Se disuelven 500 g. de NaOH (o -
700 g. de KOH) y 135 g. de Nal (o 150 g. de KI) en agua destilada y se dilu-

ye a un litro.

3) Acido sulfirico 50%.- Se mezclan volimenes iguales de acido -

sulfldrico y agqua.

4) Tiesulfato de sodio 0.025 N.- Se disuelven 6.205 g. de Na25203.

5H20 en agua destilada y se afora a un litro.

Los resultados obtenidos los muestra la grafica Ndmero 2.



GRAFICA NUMERO 2 | — DETERMINACION DE OXIGENO DISUELTO

1000 } Lectura

900

800

700

600

500

300 b X

200

100

A '} 1 s 1 i 1 = A i 1

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 Y2’ 1.4 1.6 1.8 250 2.2 ppm 0.D.



64

Una vez hecha la grafica se procedié a la determinacién en los -
mostos que se iban a fermentar, para lo cual se pasé un voldmen conocido de
mosto a un tanque que contuvo otro voldmen también conocido de agua carbona-
tada. Se mezcld bien, se tomdé la lectura del aparato, y la grafica mostré -

las ppm de oxigeno disuelto.

Por ejemplo:

DATOS
Volidmen dec agua = 5.10 litros.
Lectura dada por el agua = 0
Voldmen de mosto = 1 litro

Lectura dada por la mezcla de agua y mosto = 820

CALCULOS

Usando la grafica encontramos que para una lectura de 820, las -

ppm de oxigeno disuelto correspondientes eran 1.72, Enconces:

5.10 (0) + 1(X) = 6.1 (1.72)
X =6.1 (1.72)
X = 10.5

El mosto tenfa 10.5 ppm. de oxigeno disuelto.

Como se dudaba de la veracidad de este método, se comparé con el
del carmin indigo, el cual mostré que la cantidad de oxigeno disuelto era e}
doble que la marcada por el analizador. Esto causé mucho desdnimo, pues al-

no coincidir los resultados, se pensd que el trabajo estaba mal, sin embargo
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después de muchos meses y no menos intentos, el articulo 11 de la bibliogra-
fia de métodos, conclufa que la lectura dada segin el método del carmin indj
g6, era el doble que la dada por el aparato calibrado con la titulacion de -

Winkler.

Entonces se eligié el aparato Hays por ser mis preciso, mds repro

ducible y m3s rapido.

Después de haberse referido a los métodos, diremos que los resul
tados obtenidos de este trabajo, los muestra la grafica nimero 3 y confirman
las experiencias hasta ahora publicadas, es decir que la concentracién de --
oxigeno disuelto en mosto no se ha encontrado pricticamente, si no que sélo-

se tienen suposiciones o datos empiricos.

El primer problema a resolver seria encontrar el método correcto
para la determinacién de oxigeno disuelto en mosto, pues como se menciona en
la bibliografia consultada, hasta la fecha no se sabe cual es el método ver-

dadero pues los resultados difieren de un método a otro.

Se requiere de un método rapido, puesto que el oxigeno disuelto-
en la muestra, inmediatamente reacc}ona con los componentes de la misma, de-
modo que si el método es largo, el resultado serd mas bajo de lo real, por -
esto se podria pensar que el uso del analizador Hays es efectivo debi&o a ==
que no se lleva mucho tiempo la determinacidn, sin embargo tenfendo presente
que este aparato funciona para concentraciones del gas muy bajas, y que por-
consiguiente es necesario efectuar diluciones, se duda de la fidelidad del -

método; por otro lado se tiene también el inconveniente del uso de agua car-
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bonatada, pues aunque el aparato sélo determina oxigeno por tener un funcio-
namiento de oxido-reduccidn, el CO2 tendera a desalojar al oxigeno del mosto,

dando igualmente un valor m3s bajo del real.

Una vez escogido un método, aunque éste no sea el verdadero. nos
encontramos con que los resultados son muy poco satisfactorios y las incogni
tas muchas, asi como también las diferencias de opiniéﬁ entre los estudiosos
del tema. Esto lo deja ver claramente Kirsop en el articulo nimero 3 de Ge-

neralidades proveniente de revistas, donde dice:

No hay casi nada publicado en relacién al control del oxigeno en
el momento de la inoculacién. Es dificil saturar el mosto con aire tanto en
el laboratorio como en condiciones de produccién, particularmente si el gas-
esta’ en contacto con el mosto sélo un tiempo relativamente corto. Ademas --
parte del oxigeno disuelto reacciona quimicamente con los componentes del --
mosto de modo que el valor inicial disminuye con el tiempo. Es necesario es
tudiar detalladamente los factores que controlan la transferencia de gas del
aire u oxigeno a! mosto en condiciones cerveceras vy de la medida con la cual

la utilizacién quimica de oxigeno complica la situacién. La literatura no -

es precisa en lo relacionado al contenido de oxigeno disuelto.

Actualmente se desconoce mucho de ésto, por ejemplo:

1.- No se sabe el motivo por el que la cantidad de oxigeno disuel

to parece variar cuando la cantidad de inoculacién cambia.

2.- No se sabe si los resultados benéficos resultantes de la ex-



68

posicidn de la levadura al oxigeno son ampliamente influenciados por la pre-

sencia de nutrientes.

3.- No se sabe qu€ cantidad de constituyentes celulares de la le
vadura en aerobiosis son sintetizados cuando el microorganismo es expuesto -
al oxigeno, y si como una consecuencia hay posibilidad de cambios en el pa--
trén del metabolismo de la misma y la excrecion de algunos metabolitos que -

alteren el sabor de la cerveza.

Concluyendo, creo conveniente basado en lo anterior, seqguir in--
vestigando este problema, ya sea modificando estas técnicas o viendo la posi
bilidad de estudiar otras; en todo caso, debemos estar abiertos a los avan--
ces tecnoldgicos futuros con instrumentacién e ideas para resolver dichos --

problemas.
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