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.6APITULO I. INTRODUCCION

La cerveza es una bebida alcohdlica no destilada elaborada por medio de la
fermentaciéon de una solucion de cereales principalmente cebada, donde el
almidén ha sido parcialmente hidrolizado (malteo) y se le ha conferido el sabor del
ltpulo por infusion.

Pero normalmente se refiere al producto elaborado a partir de malta de cebada,
con o sin la adicién de otros cereales no malteados denominados adjuntos (Garcia
Garibay 2002).

En México la produccion de cebada en 2008 fue de 796,086 toneladas, lo que
representd un aumento del 22.0%, ésta produccion se encuentra concentrada
principalmente en cuatro estados: Guanajuato (33.9%), Hidalgo (27.3%), Estado
de México (12.6%) y Tlaxcala (11.3%). De acuerdo a estadisticas de los afos
2002 al 2008 se puede observar que la produccion de cebada no presenta una
tendencia definitiva, estando asociada directamente con el rendimiento variable y
la inestabilidad que presenta el precio, lo cual ha propiciado que productores
utilicen sus tierras para la siembra de productos mas rentables como el trigo.

La situacién que vive el campo mexicano no es competitiva ante el resto del
mundo globalizado donde la competencia es libre. ElI gobierno en las ultimas
décadas no ha fortalecido al campesino y las entidades encargadas de
administrar, dirigir y destinar apoyos al campo no ha hecho su tarea, esto lo
menciona la Unién Nacional de Productores de Cebada, A.C. en un analisis de la
situacion del financiamiento del sector social en México. Mencionan que la

problematica es compleja, que inciden variables y factores combinados como: la
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dééérticulacién entre instituciones que atienden al campo y los actores de las
cadenas de valor.

Precios poco atractivos al momento de cumplir los contratos y problemas de
calidad fueron sélo algunos de los inconvenientes que enfrentaron los productores
de cebada en el ciclo 2009/2010. A pesar de que el cultivo venia ganando
superficie en los ultimos afos, en la presente campana los productores tuvieron
grandes problemas al momento de comercializarlo, segun informaron desde
Consorcios Regionales de Experimentacion Agricola (CREA). Si bien en su
momento la estrategia de sembrar trigo en lugar de cebada fue valida, en esta
campana son muchos los productores que estan vendiendo la cebada a precios
muy bajos. De hecho, algunos que no tenian contratos y tenian cebada de calidad
vendieron la mercaderia a mejores precios que quienes estaban atados a un
contrato, aseguraron los expertos (AGROMEAT, 2010).

La SAGARPA por medio del Fideicomiso de Riesgo Compartido (FIRCO) realiza lo
necesario para retomar un mecanismo de fomento, apoyo y prioridad al
establecimiento de agronegocios, propiedad de los productores o en sociedad y
alianza con otros agentes econdmicos, propiciando la competitividad de las
cadenas de produccion-consumo y agregando valor en beneficio del productor,
esto es relevante ya que el FIRCO funciona como una incubadora de
agronegocios para elevar las oportunidades de empleo e ingreso al productor
primario.

Por todo lo anterior este trabajo pretende generar una metodologia para realizar
cerveza artesanal sin la adicion de adjuntos a partir de una variedad especifica de

cebada explorando puntos del proceso cervecero tales como la germinacion,
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secado, maceracion, fermentacién y asi generar un producto caracteristico de la
region; por lo que el productor de cebada no quedaria sujeto a depender solo del
ingreso economico proveniente de la industria maltera, tampoco tendria que dejar
de sembrar cebada por otro tipo de grano, sino que gracias a la oportunidad de
formar un agronegocio, con ésta tecnologia propuesta tendria su propia micro
empresa generando empleos y un ingreso superior. Este tipo de elaboracion de
cerveza artesanal 100% de cebada podria implementarse primeramente en micro
cervecerias, las cuales serian construidas en corredores turisticos donde se

encuentran estas regiones productoras.

CAPITULO Il. ANTECEDENTES

I.1. Definicibn de cerveza. La cerveza es una bebida alcohodlica no destilada
elaborada por medio de la fermentacion de una solucibn de cereales
principalmente cebada, donde el almidon ha sido parcialmente hidrolizado (malteo)
y se le ha conferido el sabor del lupulo por infusion.

I.2. La cerveza es uno de los productos mas antiguos de la civilizacion. Los
historiadores creen que ya existia en Mesopotamia y Sumeria en el afio 10.000
a.C. Resulta dificil determinar con exactitud cuando se elaboraron las primeras
cervezas aunque se cree que son originarias de Oriente proximo. Los primeros
testimonios detallados sobre la fabricacion de cerveza, tal como se entiende hoy,
provienen de los Sumerios que habitaban los valles entre los rios Tigris y Eufrates,
ya entonces existian diferentes estilos de cervezas; los Sumerios dejaron
constancia de por lo menos 20 variedades diferentes, la denominada Sikaru, por

ejemplo, se utilizaba durante las ceremonias religiosas o con fines medicinales.
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E\sté} se elaboraba a partir de pan de mezcla de trigo emmer y cebada el cual se
ponia en remojo para a continuacién dejar fermentar el liquido obtenido en tinajas
de barro durante varios dias; por ultimo se aromatizaba con miel y datiles.

Las propiedades nutritivas de la cerveza fueron clave para su desarrollo inicial,
aunque sus efectos intoxicantes ya eran conocidos entre los bebedores de
cerveza.

Tras los sumerios, antiguos egipcios desarrollaron el arte de la fabricaciéon de
cerveza a gran escala para abastecer a las tropas del faradn con una racion diaria,
y ademas perfeccionaron el proceso de malteo. El auge del Islam en el Oriente
préximo durante los siglos VIl y VIII d.C. supuso el correspondiente declive de la
produccion de cerveza aunque para entonces ya se habia establecido en Europa.
Al fin del imperio sumerio hacia el ano 2000 A.C, los babilonios se convirtieron en
el impero mas importate de mesopotamia; de los sumerios aprendieron la

elaboracién de cerveza y se sabe que los babilonios elaboraban 20 tipos de esta.

En Babilonia, el rey Habmmurabi (1730-1686 a.c.), en la mas antigua coleccion de
leyes (codigo de Hammurabi) dispuso normas para la fabricacién de cerveza.
Después del vino en Grecia y Roma entre los afios 500 a.c y 400 d.c la cerveza
era la bebida preferida.
(http://lwww.gmodelo.com/como_producimos/como_producimos3.html)

Hacia el siglo V d.C., la cerveza pas6 a ser producida en monasterios por toda
Europa, se trataba de comunidades autosuficientes que cultivaban su propia
cebada y vendian el excedente de cerveza con el fin de obtener respaldo

economico para sus actividades religiosas. A lo largo de los siglos los monjes han
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sido responsables de importantes progresos en la fabricaciéon de cerveza;
perfeccionaron el proceso hasta lograr el método basico, que es el mismo que se
sigue utilizando actualmente en las cervecerias comerciales. En Bélgica los
primeros monasterios tenian un edificio dedicado a la elaboracion artesanal de su
propia cerveza; uno de los ingredientes utilizados fue el gruit o grutum (mezcla de
cinco o seis plantas silvestres).

A finales de siglo VIl se inici6 el empleo del lupulo en la cerveza, antes del uso del
lupulo la cerveza se procesaba con mezcla de diferentes hierbas como se
menciona anteriormente, se fomenté su uso a causa del sabor amargo, de su
aporte de aroma y de su mejor conservacion (Arnold, 1911). Hasta finales del siglo
XV la fermentacion de la cerveza se realizaba de forma espontanea y a partir del
siglo XVI se comenzo a utilizar la levadura garantizando la continuidad del proceso
gracias a los restos de una produccion anterior (Clerk, 1969).

Hasta el siglo XVI todas las cervezas eran ales: cervezas fermentadas en caliente
y con levadura de fermentacién alta, es decir, que durante la fermentacion sube a
la superficie. En la década de 1530 las comunidades monasticas de Baviera, en
Alemania, empezaron a almacenar sus cervezas fermentadas en bodegas frescas
subterraneas a fin de poder proseguir la fabricacion durante el verano; el
almacenamiento en frio tenia un efecto importante en la naturaleza de la levadura,
puesto que la hacia descender hasta el fondo y fermentar mas lentamente
permitiendo asi tener la cerveza almacenada durante periodos de tiempo
considerablemente largos. Este proceso recibid el nombre de “lagering”, del
aleman “lagern” (almacenar), fuera de las abadias, la mayor parte de la

produccion de cerveza tenia lugar en los hogares a escala muy reducida, las

10



Facultad de Quimica, UNAM. W

cervecerias caseras atraian a visitantes que empezaron a convertirse en clientes
dando lugar a las public houses o pubs. Algunas familias crearon tradicion y en el
siglo XIV aparecieron las primeras cervecerias comerciales, la llegada del
ferrocarril en la década de 1840 hizo posible el transporte de cerveza en
cantidades significativas; otros desarrollos cientificos y tecnolégicos durante este
periodo condujeron a la creciente automatizacion y mecanizacion del proceso
cervecero, permitiendo asi aumentar considerablemente la produccion.

Los ultimos cambios de mayor relevancia en este ambito tuvieron lugar a
mediados del siglo XIX, hasta entonces todas las cervezas eran de color marrén
oscuro o rojo ambar y tendian a ser bastantes turbias; pero en 1842 en la ciudad
de Pilzen, en Bohemia un fabricante llamado Joseph Groll dio con la manera de
obtener lagers doradas y cristalinas. I.3. Produccién cervecera en México:
Durante el siglo XIX se dio el ascenso de la industria cervecera en México,
fundandose importantes establecimientos como la Pila Seca (1825) y la
Candelaria (1849), en 1890 se da la fundacién de la cerveceria Cuauhtémoc
consolidandose la industria cervecera en México (www.gmodelo.com).
Actualmente el Grupo Modelo y el Grupo Cuauhtémoc-Moctezuma encabezan la

industria cervecera en el pais:

2007 2008
Ventas de cerveza 51.55 52.31
(millones de HL)
Mercado domestico 34.93 3544
Mercado importadas 0.68 0.84
Nacional total 35.61 36.28
Mercado de 15.94 16.03
exportacion

Tabla1.- Ventas realizadas por grupo modelo en los ainos 2007 y 2008
http://www.gmodelo.com/responsabilidad_social/informe_2008.pdf
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Algunas microcervecerias son encargadas de fabricar cervezas de corte artesanal,
entre éllas destacan Beer Factory, Cerveceria Casta, entre muchas otras. En
México existen cerveceras principalmente en el norte y centro del pais, que
producen cervezas artesanales tipo europeo, pero desafortunadamente en muy
pocos lugares de la Republica se conocen. Se pueden encontrar una amplia gama

de cervezas artesanales producidas en México como por ejemplo:

Casta: Cerveza ale obscura de cuerpo medio. Su receta emplea 6 diferentes
maltas tostadas y acarameladas de Cebada y el sabor de los finos Iupulos

ingleses y checos.

Chupacabras (Baja California): Profundo color cobrizo, con aromas a caramelo
oscuro y nuez tostada. Cuerpo mediano-robusto, con un toque de citricos dulces y
lupulo en el fondo.
CUCAPA Honey (Baja California): Perfectamente balanceada, refrescante, con
un toque de miel; color dorado; aroma a malta y citricos. Exquisito sabor a malta,

lupulo y, en el fondo, miel.

Horus (Guanajuato): Cerveza ambar mezclada con tequila blanco Corralejo. El
efecto de esta cerveza es sentir el sabor del tequila dejando en el paladar el

resabio de la cerveza 12% Alc. Vol.

Malverde(Jalisco): Cerveza hecha por la cerveceria Minerva, tipo Pilsner, clara
con cuerpo, pero ligera. Su nombre hace referencia a un personaje del folclor

mexicano, Jesus Malverde, conocido como “El bandido generoso”

12
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Minerva Colonial (Jalisco): Se inspira en el estilo Kolsch, originario de la ciudad
alemana de Colonia. Cerveza de gran cuerpo, obtenido de la adicién de malta de

trigo y el reposo prolongado posterior a la fermentacion.

Minerva Viena (Jalisco): Debe su nombre a la cerveza europea producida en
marzo y almacenada 6 meses para el Oktoberfest. Con sabor a malta tostada y

color ambar rojizo

Minerva Stout (Jalisco): Cerveza Ale de gran cuerpo, color oscuro, debido al
proceso del tostado de la malta, que denotan la gran intensidad e imponente

fuerza que resaltan en este producto.
Mexicali: Cerveza mexicana clara con suave aroma frutal

Tempus doble malta (D.F.): Cerveza Extra-Premium AltBier Imperial de cuerpo

robusto y color caramelo. Graduacién alcohdlica de 7%.

Tijuana Morena: Elaborada por el Consorcio Cervecero de Baja California.
Cerveza obscura inigualable con cuerpo, suavidad, sabor ligeramente

acaramelado y de buen color, 4.8% Alc. Vol.

Weissbier (Puebla): Cerveza de malta de trigo, de alta fermentacion con un fino
sabor de calidad internacional, fabricada con la receta original, bajo la ley de

pureza alemana.

(http://cerveceroscaserosmx.blogspot.com/2009/03/microcervecerias-en-mexico.html)

13
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"\.4.“ Clasificacion de las cervezas. Podemos hacer una clasificacién de las
cervezas en base a la fermentacion aplicada: la de superficie o la de fondo,
también llamadas fermentacion alta y fermentacion baja respectivamente. En ellas
se utilizan diferentes cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces uvarum, la primera tiende a flotar cuando termina la fermentacion
y la segunda precipita. Las cervezas elaboradas con levaduras de fermentacion
alta son llamadas “ale” y las elaboradas con levaduras de fermentacion baja
‘lager” (Hough, 1994).

Existen diferentes tipos de cerveza, los principales son:

Cerveza Lager:

Son de fermentacion baja lo que significa que la levadura flocula hacia el fondo del
tanque cuando termina la fermentacion, representa mas de 90% de la produccion
mundial, se produce utilizando levadura Sacharomyces Uvarum a temperaturas
entre 6 y 10°C para la inoculacion y entre 12 y 16°C para la fermentacion.

Pilsner. es una cerveza con un extracto entre 11° a 13° plato.

Miinich: cerveza obscura con un extracto de 12° plato.

Dortmund: cerveza clara como Pilsner con menos amargor y mas suave 12-14°
plato.

Viena: cerveza semi-obscura, 12° plato.

Cerveza Ale

Son de fermentacion alta, la levadura al final del la fermentacion asciende a la
superficie del taque, hasta 1840 era el proceso normal, se produce con
Sacharomyces cerevisiae a temperaturas de 15°C para inocular y hasta 25°C en la

fermentacion como maximo.

14
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Sto&t: cerveza muy obscura, presenta una espuma muy cremosa.

Porter. es una cerveza stout mas ligera. Es de color claro.

Existen otros tipos de Ale: Pale Ale, Mild Ale, Biltter Ale, Brown Ale, Barley Wine.
Lambic: es original de Bélgica, tiene un sabor acido y se obtiene por fermentacion
espontanea.

Trappist: se produce en monasterios de Bélgica con un sabor especifico.

Cerveza Light: aquellas cervezas producidas bajo condiciones especiales que
dan una reduccién en la cantidad de carbohidratos y por consecuencia en el
numero de calorias, esta reduccion representa aproximadamente un tercio del
valor de las cervezas normales.

Cerveza Dry: se produce congelando la cerveza en su etapa de reposo para
obtener una mayor separacion de proteinas, son de mas alto contenido de alcohol
que las cervezas regulares.

Cerveza Sin Alcohol: son cervezas que tienen diferente contenido de alcohol
segun la norma vigente de cada pais, varia de 0.1 a 1.0%vol. de alcohol. Se
obtiene por medio de un proceso de eliminacién del alcohol de una cerveza normal
o bien mediante una fermentacién controlada.

Cerveza Shandy: es una mezcla de cerveza regularmente tipo Light con un
concentrado citrico o] de fruta y agua carbonatada

(http://www.cervezacasera.com.mx, 2009).

I.5. Materias Primas Necesarias Para la Elaboracién de Cerveza.
11.5.1 CEBADA
Después del maiz, el trigo y el arroz, la cebada es el cultivo mas importante a nivel

mundial, representa el 7% del total de la produccion de granos. Su principal
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dﬁesf‘i}no es la fabricacion de cerveza, la alimentacién del ganado, la industria
panificadora, la produccion de alcohol, como sustituto de café y la fabricaciéon de
azucares; actualmente la comunidad Europea es el principal productor del mundo,
seguido de Rusia, Canada y Ucrania. México se ubica en el lugar 13 como
productor y 11 como consumidor.

Las principales zonas en México que abastecen de cebada son Guanajuato,
Hidalgo, Estado de México, Michoacan, Puebla, Tlaxcala, Durango, San Luis

Potosi y Querétaro (Bancomext 2007).

Region Estados No de % de la produccion
productores

Altiplano Central Hidalgo, Estado 41,134 45.8

de México,
Puebla, Tlaxcala

Bajio Guanaijuato, 6,442 49.4
Michoacan,
Querétaro

Centro norte Durango, San 2,737 1.5
Luis Potosi,
Zacatecas

Tabla 2.- Produccién anual de cebada en México; Consejo nacional de productores de
cebada maltera, agrupan a 50,300 productores, que representan el 89% del total nacional,
los cuales aportan el 97% del total de la produccion anual; SAGARPA 2008.

Los tipos de cebada que se cultivan en los estados de Hidalgo y Tlaxcala
pertenecen a la especie Hordeum vulgare; existe una amplia diversidad de
variedades de cebada, entre las cuales se pueden destacar Esmeralda, Pastor
Ortiz, M16, Esperanza, Gaviota, Forrajera, etc.; actualmente la industria maltera
utiliza la variedad Esmeralda de temporal y la Esperanza de riego.

Botanicamente la cebada se encuentra dentro de las gramineas; existiendo dos

grandes especies: La cebada de dos hileras u Hordeum distichum y la cebada de

16
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seis hileras o Hordeum vulgare, el tamafio del grano depende de la influencia del

medio ambiente y sus caracteristicas anatdmicas se muestran en la figura 1.

Figura1.- Descripciéon anatémica del cariépside de cebada, tomada del Hough 1994
Glumilla dorsal

Pericarpio y testa
Capa de aleurona

Endospermo amilaceo

Plumula

Barba
Micrdpilo

Raicillas

Extremo distal

Raguilla Glumilla Escutelo

ventral
Seccidn longitudinal (vertical) de un grano de cebada.

Conocer la estructura y la composicion del grano de cebada es importante para
entender los cambios que se llevan a cabo en el proceso cervecero.

Cascara: Es la capa protectora del grano, gruesa en la parte que cubre el germen
y delgada en el extremo opuesto; la cebada de dos hileras generalmente tiene
cascaras mas delgadas.

Pericarpio y Epicarpio: Capas semipermeables que se encuentran de bajo de la
cascarilla evitando asi el paso de agua, acidos y bases entre otros.

Aleurona: Formada por tres capas de células vivas donde se inicia la sintesis de la
mayor parte de las enzimas del grano.

Endospermo: Se encuentra debajo de la capa de aleurona, se compone de
almidon principalmente. Se encuentra en el endospermo de la cebada en forma de
granulos especificos que miden entre 20-25 um de diametro y 1-5 ym de diametro.

Todos los granulos de almidon se encuentran envueltos dentro de una matriz
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proteica. Durante la germinacion, solamente un 15% del total de almidon es
hidrolizado para ser consumido por el embrién en su respiracion, por lo que la
ruptura total del almidén se completa en la maceracion del mosto cervecero
gracias a la actividad de a y BR-amilasa; enzimas inducidas durante la germinacion.
El almidén esta compuesto por unidades de amilosa y amilopectina.

Amilopectina:

Se trata de un polimero ramificado compuesto por unidades de D-glucosa, unidas
por enlaces a (1->4) en la cadena lineal y con ramificaciones unidas por enlaces
o(1-2>6).

La amilopectina supone el 75-80% del almidon de cebada (Callejo, 2002).

N, s °
CH Amylopectn

&

u
OH OH
O\%\o o
CH CH,OH
H g HooH A 0. H
% >|—o oH
HO o g A
J H OH
N,P CH,OH 5CH,
H H : Q, H H o Q. H H
>Lo OH H o INOH H 0J<
3 2
fa) 0] H OH H OH
Figura 2.- Estructura quimica de la molécula de amilopectina,

(www.bifi.unizar.es/...Jalmidon/amilopectina2)

Amilosa:
Es un polimero de cadena recta formado por unidades de D-glucosa que se unen
mediante enlaces a (1-4). La amilosa ocupa de 20-25% del almidon total. La

amilosa puede ser hidrolizada completamente a maltosa por la accion combinada
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de R-amilasa y otras enzimas denominadas isoamilasas (Banks et Greenwood,

1973).

La amilesa es un polisacdride no ramificado gue presenio configuraciin

helicoidal
e |
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Figura 3.- Estructura quimica de la amilosa (www.javeriana.edu.col/.../celular/amilosa)

Embrion: Contiene proteina, grasa y acidos nucleicos. Estimula la sintesis de
enzimas para que dé principio a la germinacién desarrollandose asi las raicillas y

la plumula (Callejo, 2002).

Tabla 3.- Analisis proximal del grano de cebada (Canadian Grain Comision 2001).

COMPONENTE PORCENTAJE (%)
Proteina 10-12
Grasa 1.8-3.0
Carbohidratos 54 — 65
Celulosa 8-10
Minerales 2-3
Agua 10 - 14

En el grano un porcentaje de humedad elevado favorece a su contaminacion y

perjudica la germinacion, la proteina es un parametro también importante porque
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nos indica la calidad de la malta, en la Norma Mexicana se especifican valores

inferiores al 12% en el grano (NMX-FF-043_1982).
1.5.2 LUPULO

Humulus lupulus, es una planta que pertenece a la familia de las Urticaceae. Las
flores femeninas aportan la sustancia lupulina, que contiene resinas amargas y
aceites esenciales que son utiles para imprimir aroma y amargor caracteristico a la
cerveza, los principales productores de lupulo son Estados Unidos, Canada,

Alemania e Inglaterra.

Las resinas estan constituidas por a y B acidos; los a acidos o humulonas
constituyen el primer componente amargo de la cerveza, son cinco compuestos:
Humulona, cohumulona, adhumulona, prehumulona y posthumulona; estos acidos
sufren un cambio estructural durante la ebullicibon del mosto originando
compuestos iso-alfa-acidos que son compuestos amargos caracteristicos del la
cerveza (Hopunion, 1999). Existen diferentes presentaciones: en flor seca, polvo,

extractos y jarabes (Pollock, 1979).

El lupulo otorga beneficios en la formulacion de la cerveza:

Proporciona la nota amarga a la cerveza

Alarga la vida de anaquel por su actividad bacteriostatica

Contribuye al perfil de sabor y aroma de la cerveza

Proporciona antioxidantes
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11.5.3 AGUA

Las caracteristicas de agua en el proceso de elaboracion de cerveza influyen de
sobremanera en la calidad de la misma, hasta el punto en que los tipos mas
conocidos de cervezas, Pilsen, Munich, Pale ale, Viena, Dortmund entre otras han
estado desde siempre ligados a la naturaleza especial del agua de las localidades
en que tuvieron su origen. Esta materia prima representa un 92% del producto
terminado, existen parametros microbioldgicos que aseguran la calidad del agua
ademas de parametros fisicoquimicos que comprenden a lo relativo a los

compuestos quimicos y su pH.

El agua debe cumplir con las normas de calidad establecidas para obtener un
buen producto, en este caso es necesario cubrir con los siguientes parametros en

cuanto al aspecto microbiologico (NOM-201-SSA1-2002):

Tabla 4.- Limite maximo de microorganismos presentes en el agua de acuerdo a la

norma NOM-201-SSA1-2002

MICROORGANISMOS | LIMITE MAXIMO
Coniformes totales 2 NMP/100ml
Coniformes totales 0 UFC/100ml
Vibrio cholerae Negativo

Tabla 5.- Compuestos presentes en el agua para llevar a cabo un buen desarrollo

del proceso ( Houg 1994).

COMPUESTO | LIMITE (mg/L)
Nitrato <20
Cloro <250
Sulfato <100
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Calcio 40 -100
Magnesio 10-50
Fierro <0.1
Silicato <50

El nitrato, silicatos, fierro y sulfatos afectan el proceso cervecero cuando se
presentan en valores superiores a los indicados, formando posible anhidrido
sulfuroso, en contraste las concentraciones adecuadas de cloruro, calcio y
magnesio proporcionan ventajas, el cloruro es un iébn compartidor de sabor, el
calcio regula el pH del proceso y el magnesio participa como coenzima (Padilla
2000).

Se puede decir que cuando una cerveza tiene sabores suaves requiere de agua
suave y baja en sales, mientras que una cerveza oscura requiere agua dura y alta
en sales.

1.5.4 LEVADURA

Son hongos unicelulares que se producen por gemacion en condiciones estériles,
estos microorganismos son responsables de la fermentacion de los azucares
presentes en el mosto produciendo etanol y CO,, son capaces también de
metabolizar elementos como el fésforo y los compuestos nitrogenados.

Una célula de levadura de cerveza cuando se desarrolla plenamente tiene entre 8
y 14 micrometros de diametro, un examen microscopico ordinario muestra que
cada ceélula esta rodeada de de una pared y en el interior se pueden distinguir
pocas estructuras, para poder observar otros organelos se necesita recurrir a

preparaciones tefidas (ver fig. 4).
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Figura 4.- Diagrama de una electronografia de la seccion transversal de una célula en reposo
de levadura (Saccharomyces cerevisiae). ER, reticulo endoplasmico; M, mitocondrias; N,
nucleo; Nm, membrana nuclear; Nn, nucléolo; Pi, invaginacion; Pl, plasmalerna; V, vacuola;
Vp, granulo de polimetafosiato; W, pared celular; Ws, cicatriz de gemacion; L granulo
lipidico. (Hough, 1994)

La levadura comienza a metabolizar los azucares fermentables que se encuentran
en el mosto, cuando el oxigeno se termina, la etapa de multiplicacién celular habra
concluido pero la fermentacion seguira en curso. Segun la cepa de levadura la
fermentacién durara cierto periodo de tiempo.

Se utilizan dos subespecies de levadura, la primera Saccharomyces cerevisiae,
que produce cerveza tipo Ale que es de fermentacion alta; la segunda llamada de
fermentacidn baja se incluye en el género Saccharomyces uvarum, que sedimenta
en el fondo y produce cerveza lager. Cabe destacar que la mayoria de las
cervecerias en México consumen este tipo de levadura. Algunas caracteristicas
generales en la cepas de levadura son: capacidad de flocular, capacidad de
producir etanol, tolerancia al alcohol, tolerancia a la osmolaridad del medio,
tolerancia a altas temperaturas, capacidad y vigor en la fermentacién de azucares

y capacidad para producir congenéricos por ejemplo los alcoholes superiores (n-
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propanol, isobutanol, alcohol amilico, isoamilico, etc.), ésteres (acetato de etilo y
acetato de isoamilo), carbonilos (acetaldehidos, dicetonas vecinales).
El fendmeno de floculacion se debe a un cambio en la composicion de la pared

celular de la levadura, provocando la agregacién de células mediante puentes de

calcio o de magnesio.
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CA#ITULO ll. PROCESO GENERAL PARA LA ELABORACION DE CERVEZA
.1 MALTEO

Para la obtencion de malta, el grano de cebada debe de pasar por tres
operaciones basicas: remojo, germinacién y secado, primeramente la cebada se
somete a un lavado para eliminar de la superficie cualquier contaminante y

disminuir la carga bacteriana si es posible (ver fig. 5).

. 3. Germinacién .
2. Remojo 4. Secado

5. Eliminacion

1. Seleccién y

limpieza de raicillas

6. Integracion de la maita al

proceso de cerveceria

Figura 5.- Procesos de malteo de cebada (www.geocities.com/CapeCanaveral/Lab/7522/maltade.htm)

La primera fase del malteo consiste en un remojo del grano hasta que este
alcance, 42-45 % de humedad para que se pueda llevar a cabo la germinacion,
conforme aumenta la humedad del grano, éste comienza a respirar y a consumir
oxigeno siendo necesario airear los granos, pues caso contrario el grano se
asfixiara por la producciéon de CO,, se logra la aireacion mediante el cambio del
agua de remojo y/o inyeccion de aire (Hoseney 1994). Después del remojo viene

la germinacién la cual estd marcada por cuatro fases

1. Absorcion del agua por el embrion.

2. Activaciéon de enzimas.
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3. Desarrollo de tejidos embrionarios.

4. Ruptura de la pared del embridn por el germen.

La etapa de germinacion del grano de cebada se realiza bajo condiciones de
temperatura, humedad y oxigenacion adecuadas para asi tener una mayor
actividad enzimatica que se pueda mantener aun después de secado el grano.
Cuando la plumula crece a unas tres cuartas partes del tamafio del grano se dice
que se ha obtenido una buena concentracion de enzimas (Serna 2001); para el
proceso de germinacién se recomienda temperaturas alrededor de los 15 °C y se
utilizan menores temperaturas también para evitar el desarrollo de hongos y una

mejor formacion de enzimas principalmente.

Los objetivos del secado en la malta son varios, el principal es parar la
germinacién y el desarrollo de la cariépside para obtener un producto estable con
actividad enzimatica una vez que se ponga de nuevo en contacto con agua. El
secado ademas baja la humedad de la malta para que pueda ser almacenada por

periodos prolongados.

La cebada germinada comienza a secarse a temperaturas bajas (35 — 45°C), a
medida que disminuye la humedad del grano se aumenta la temperatura de
secado hasta 65-70° C o a temperaturas mayores dependiendo del tipo de malta
que se requiera obtener, cuidando que no haya un sobrecalentamiento ya que

provocaria rompimiento del grano y la destruccién de enzimas.
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Se ﬁbueden obtener diferentes tipos de maltas, esto se realiza siguiendo un
programa de secado para cada variedad tales como: maltas cerveceras claras,
maltas cerveceras claras especiales, maltas oscuras (Secadas parcialmente),
maltas tostadas, maltas destiladas, entre muchas otras variedades.

1.2 MOLIENDA DE LA MALTA

La malta producida es molturada en rodillos para tener la cascara casi completa
para que ayuden mas adelante al paso de filtracién del mosto, es importante que
la cascarilla no se encuentre de tamafio muy reducido ya que libera mas
compuestos fendlicos de los deseados. Uno de los objetivos importantes de
obtener tamafo de particula adecuado es favorecer la actividad enzimatica, ya
que se tiene mayor superficie de contacto y un mosto rico en azucares
fermentables por la efectiva hidrélisis (Serna 2001).

Este paso se realiza en molinos de rodillos que se encuentran acomodados en
pares, dependiendo de numero de rodillos se clasifican en molinos de 2,4,5y 6 de
estos, giran a diferentes velocidades y en sentido opuesto favoreciendo asi la
obtencién de particulas homogéneas y la cascarilla entera.

1.3 MACERACION

La maceracion tiene como objetivo hidrolizar el almidon proveniente de la malta
por medio de la accién enzimatica, la malta produce azucares fermentables y
dextrinas las cuales son las que le proporcionan el cuerpo del la cerveza. De
acuerdo a la temperatura utilizada actuan diferentes enzimas sobre el almidén, las
proteinas se degradan en péptidos y aminoacidos libres que seran asimilados por
la levadura, las B-glucanasas y pentosanas degradan polimeros correspondientes

reduciendo la viscosidad de mosto. En las etapas principales de la maceracion de
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la malta (45 — 60°C) actuan las proteasas y B —glucanasas; a temperaturas mas
altas (60 — 65° C) se favorece la accion de amilasas. La a —amilasa es una
endoenzima que hidroliza los enlaces a 1-4 de la amilasa y de la amilopectina, el
producto de esta enzima son las dextrinas y oligosacaridos en menor proporcion;
su temperatura 6ptima es alrededor de los 70° C.

La B- amilasa también hidroliza los enlaces a 1-4, pero en este caso es una
exoenzima que actua a partir de los extremos no reductores liberando una
molécula de maltosa y dextrinas, su temperatura 6ptima se encuentra alrededor de
los 60°C (Garcia Garibay 2002).

Al degradar el almidon hasta maltosa, glucosa, maltotriosa y dextrinas se termina
la maceracion y el mosto producido esta constituido por estos azucares que seran
mas faciles de fermentar.

1.4 OBTENCION DEL MOSTO

Una vez terminada la maceracion el mosto debe separase de los restos de la
malta, el objetivo es obtener la mayor cantidad de mosto posible, se puede verter
el contenido del macerador en otro recipiente con perforaciones en el fondo
funcionando como suelo falso y a su vez servird como soporte de las cascarillas.
Las cascarillas se depositan en el fondo del recipiente formando un lecho filtrante
y encima de las cascarillas se depositaran los demas componentes.

El mosto dulce se pasa a un recipiente donde se le adicionara el lupulo y se
sometera a ebullicion durante 30-90 minutos, la cantidad de lupulo adicionada
varia dependiendo del tipo de cerveza. Los objetivos de esta operacion son

(Garcia Garibay, 2002).
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e Extraer las resinas y aceites esenciales del lupulo.

¢ Inactivar las enzimas para detener la conversion excesiva del mosto.

e Coagular proteinas y favorecer las reacciones entre taninos y proteinas.

e Esterilizar el mosto para evitar la presencia de microorganismos que
compitan con la levadura durante la fermentacion.

e Promover las reacciones de Maillard y de oxidacion de compuestos
fendlicos para la formacion de melanoidinas que contribuyen al color y
sabor de la cerveza.

e Volatilizar compuestos que dan aromas indeseables.

e Eliminar aproximadamente 10% del volumen de agua para concentrar el
mosto.

e Disminuir el pH por la precipitacion de fosfatos de calcio y otros iones.

Al afadir el lupulo se puede hacer al principio o dividirlo en porciones, por ejemplo;
si se hace en dos porciones la primera carga tiene por objetivo impartir amargor,
esta se agregaria a los 15 minutos de comenzado el hervor, la segunda carga
imparte el aroma por eso se realiza al final (10 minutos antes del término de la
ebullicion).

El mosto todavia caliente debe enfriarse lo antes posible con la finalidad de llegar
a una temperatura adecuada en la cual se pueda afadir la levadura ademas para
evitar contaminacion por el tiempo que tardaria en bajar la temperatura hasta 20°

C, dando asi un choque térmico a los microorganismos.
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III.5“FERMENTACION
Los términos fermentacion alta y fermentacién baja se refieren a la propiedad de
las cepas de levadura a flocular o flotar, en el primer caso a flotar y hundirse en el
fermentador en el segundo. Las cervezas tipo ale se realizan con levaduras altas,
cepas que se consideran de la especie S. cerevisiae, por otro lado las del tipo
lager se elaboran con levaduras bajas de la especie S. uvarum; las cepas de
cervecerias pueden presentar distintos comportamientos de floculacién y se han
clasificado en cuatro categorias:
e Clase I: levaduras que no floculan.
e Clase ll: levaduras que floculan en aglomerados flojos asociados al CO; y
flota en el liquido formando una nata (levaduras altas).
e Clase lll: floculan formando aglomerados compactos, no se asocian a las
burbujas del gas y se hunden en el liquido (levaduras bajas).
e Clase IV: levaduras que floculan desde etapas tempranas debido a la
capacidad de formar seudomicelio (son también levaduras altas).
Las cepas de S.cerevisiae tienen temperaturas optimas de crecimiento de entre 37
y 40° C , mientras que las S. uvarum entre 31y 34 ° C, por lo que las primeras son
mas rapidas en fermentaciones a altas temperaturas y las segundas son mas
rapidas a temperaturas bajas (Garcia Garibay, 2002, Bamforth 1998).
El objetivo de la fermentacién es transformar los azucares fermentables en alcohol
y CO,, esta transformacién puede durar de 7 a 10 dias y depende de la
composicion del mosto, la cepa de levadura que se va a emplear y las condiciones

del proceso.
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El .fﬁosto adicionado con lupulo es un medio rico que contiene carbohidratos
asimilables, aminoacidos, sustancias nitrogenadas, sales minerales y vitaminas;
en la fermentacion la cantidad de oxigeno disuelto en el mosto determinara la
velocidad de multiplicacion de las levaduras y a partir de los compuesto que se
encuentran en el mosto se formaran etanol, CO,, alcohol metilico, ésteres,
diacetilo y acetaldehidos. El control de estos compuestos durante este proceso es
importante para conseguir una calidad buena en el producto ya que influyen
directamente en el sabor, aroma y espuma de la cerveza.

En un segundo paso de la fermentacién es la maduracion que tiene una duracién
de entre 15 y 25 dias a temperaturas bajas (0 a 4° C), el producto se mantiene en
reposo Yy la fermentacion seguira realizandose de forma mucho mas lenta por las
levaduras que quedaron en suspension. Si la cantidad de levadura y proteinas
depositadas es mayor, menor sera la cantidad a filtrar (Hough, 1994).

1.6 CLARIFICACION DE LA CERVEZA

Uno de los objetivos principales por el cual se lleva a cabo esta etapa es; eliminar
por completo las levaduras y posibles restos organicos contenidos, el segundo
objetivo es la propia clarificacion de la cerveza generandose una vez terminado el
periodo de maduracion y ya que el perfil de sabor y aroma estén definidos
(Pollock, 1987).

.7 ENVASADO

Al llevarse a cabo la clarificacion de la cerveza se transfiere a botellas o a un barril
de presion, se debe evitar que quede una gran cantidad de aire en la parte
superior de la botella que pueda oxidar a la cerveza. Se recomienda llenar hasta 3

centimetros debajo del borde; en algunas ocasiones cuando queda alguna porcion
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de levadura se le agrega extracto de malta o azucar para que siga produciendo

CO, durante su almacenamiento.

CAPITULO IV. HIPOTESIS

El endospermo del grano de cebada contiene una gran cantidad de carbohidratos
que se encuentran en forma de almidén y por la accién de las enzimas o y B
amilasas podria ser solubilizado e hidrolizado hasta azucares reductores. Por lo
tanto si se realiza una cinética de germinacién de la cebada y se encuentran las
condiciones ideales en donde las enzimas (principalmente amilasas) muestran una
actividad elevada, la cantidad de azucares reductores por consecuencia también
se incrementara, por lo tanto no sera necesario adicionar adjuntos en el proceso
de elaboracion de cerveza, aprovechando asi el material de reserva que contiene

el grano de cebada y obteniéndose al final un producto de tipo artesanal.
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CAPITULO V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVOS GENERALES

Desarrollar una metodologia para elaborar cerveza de manera artesanal,
caracterizando puntos del proceso cervecero tales como la germinacion,

secado, maceracion y fermentacion.

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar una valoraciéon microbiolégica del grano de cebada para observar
si disminuye la carga microbiana presente.

Determinar las condiciones 6ptimas de remojo de cebada Esperanza para
la elaboracién de malta.

Determinar las temperaturas y tiempos ideales de germinacion de cebada
Esperanza.

Evaluar el proceso de germinacidn con pruebas analiticas tales como
determinacion de azucares reductores, poder diastasico y proteinas.
Elaborar malta cervecera en las condiciones de tiempo y temperatura antes
establecidos.

Evaluar el tiempo y temperatura de secado de la malta.

Realizar pruebas de maceracioén a distintas temperaturas

Determinar la concentracion de azucares reductores y totales del mosto
obtenido bajo las condiciones establecidas.

Obtener las cinéticas de crecimiento de la levadura a emplear

(Saccharomyces cerevisiae) durante la propagacion y la fermentacion.
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==

e Llevar a cabo el escalamiento de la fermentacion del mosto a 8 L y realizar
pruebas al producto (azucares reductores, azucares totales, densidad

optica y la determinacion de la concentracion de etanol).

CAPITULO VI. METODOLOGIA

DIAGRAMA DE TRABAJO GENERAL

CONDICIONES IDEALES PARA LA
ELABORACION DE CERVEZA A
PARTIR DE CEBADA ESPERANZA
Hordeum vulgare

Pruebas Pruebas de Pruebas Maceracién
de remojo germinacion de secado
v
Valoracién
microbiologica [ Fermentacién ]
del grano de
cebada. +

\A

Establecer

condiciones ¢
e

Activacién y

Propagacién de
S. cerevisiae
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VI1. VALORACI()N MICROBIOLOGICA, PRUEBAS DE REMOJO,
GERMINACION Y SECADO.

VALORACION MICROBIOLOGICA GENERAL
La prueba microbioldgica utilizada para valorar el grano de cebada es rapida y nos
indica el crecimiento microbiano, para tomar posteriormente otras medidas en el

caso que fueran necesarias, tales como un lavado con un agente, antiséptico etc.

5a10g
de cebada

Primero y segundo
lavado (80ml/100g) con
solucion salina (0.85%

NacCl).

Agar para
cuenta en 1 hora de
placa agitaciéon
200rpm

Agar para
métodos

Agregar 100pl de la
estandar

suspension en placas
para verter en los
medios de cultivo.

Incubar a 30 —
35° C durante
24 hrs.
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VI.1.2 PRUEBAS DE REMOJO

Las pruebas se realizaron en condiciones de temperatura ambiente (20°C), para
este ensayo se tomaron 40 gramos de cebada variedad Esperanza, realizando
dos lavados con 80 ml de solucidn salina isotonica. Posteriormente los lotes de
grano se colocaron en probetas adicionandoles 100 ml de agua corriente para que
el remojo se llevara a cabo en un tiempo de tres dias; durante cada dia se hicieron
determinaciones de humedad hasta obtener un valor entre 42-46% Humedad
indicado, para pasar a la siguiente etapa de germinacion (Velazquez Madrazo, et
al, UNAM 2004).

Otro ensayo de remojo se realizé bajo las mismas condiciones de temperatura,
cantidad de cebada, los dos lavados con solucidn isotonica y la cantidad de agua,
pero la diferencia en este caso fue el recipiente en donde se llevo a cabo, que fue
en vasos de precipitados. Esto para conocer si la superficie de contacto influye en
una mejor absorcion de agua por parte del grano; ademas estas pruebas de
remojo se hicieron con recambio y sin recambio del mismo volumen de agua,
tratando de saber si esta maniobra aporta un beneficio durante el proceso de
absorcion de agua.

A las aguas de lavado que se recolectaron, se les realizaron pruebas
microbiolégicas para conocer cuanto bajo la carga microbiana y si era necesario
realizar otro tratamiento. Para estas valoraciones se utilizaron los mismos medios
de cultivo que en la valoracién general con la misma técnica de vertido en placa,

haciendo las diluciones correspondientes en las aguas de lavado.
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Para determinar la humedad en la cebada durante los dias de remojo se utilizé el
método por secado en estufa, esta determinacion se basa en la pérdida de agua

por la aplicacidén de energia a la muestra en forma de calor (Kirk et al, 1996)

METODO POR SECADO EN ESTUFA:
Se pesaron lotes de 40 gramos de muestra humeda en pesafiltros (previamente
valorados en peso después de tenerlos 2 horas a 130° C aproximadamente). Se
secaron las muestras por 24 horas en la estufa a 100-110 °C.
Se retiraron las muestras de la estufa, se dejaron enfriar en el desecador y se
pesaron tan pronto como se equilibraron con la temperatura ambiente.
Se calculé el porcentaje de humedad por diferencia de peso.
Material y aparatos empleados:
e Balanza
e Pesafiltro metalico
e Estufa eléctrica con regulacion de temperatura

e Desecador.

Remojo.

T =20°C

Tiempo=3
dias

A 4

Determinacion de
humedad durante 3
dias
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| VI.1.3 PRUEBAS DE GERMINACION

La etapa de germinacion se realizé en un periodo de 5 dias valorando dos
temperaturas 20 y 25°C. En este caso se hicieron determinaciones de azucares
reductores, poder diastasico y proteinas, antes de la germinacién y durante el
monitoreo. Previamente se determind la viabilidad germinativa que posee esta
variedad de grano.

Viabilidad germinativa. Para obtener el porcentaje de viabilidad germinativa se
aplicé una prueba rapida recomendada por la Norma Mexicana (MNX-FF-043-
SCFI1-2003); esta prueba se basa en germinar el grano de cebada con la adicidon
de peroxido de hidrogeno al 30%, dado que éste ayuda a desencadenar la
actividad hormonal del grano y por consecuencia de las enzimas amilasas
principalmente. La prueba se realiza de la manera siguiente:

Contar 100 granos de la muestra, pasarlos a un matraz de 125 ml, adicionar 100
ml de agua destilada, 2 ml de peroxido de hidrégeno al 30% y tapar durante 2
dias, después de este tiempo cuantificar los granos germinados. El numero de
granos germinados es directamente proporcional al porcentaje de germinacion, se
considera que una buena actividad germinativa es cuando se obtiene mas del 85%

de los granos germinados.

Monitoreo durante
la aerminacion.

| | |

AzUcares

Poder [ Proteinas ] [ reductores
diastasico

|
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VI14 MONITOREO DE LA GERMINACION

Durante el monitoreo de la germinacién, se determinaron tres parametros
importantes como son: el poder diastasico, las proteinas y los azucares
reductores. Primeramente se obtienen los extractos correspondientes a cada dia
de germinacion, la extraccidén se realizé pesando 2 gramos de grano germinado,
macerandolo de manera tal que al ponerse en contacto con 48 ml de agua se
disuelva y se realice una extraccidon con la mayor cantidad de enzimas y de
azucares reductores. La muestra con agua se agita durante 1 hora a 100 rpm con
una temperatura de 40° C finalmente se filtra con papel whatman #40 (Ruiz, S. Y.,

2006).

Obtenido el extracto de cebada, se realizdé una hidrdlisis enzimatica adicionando
0.5 ml del extracto a 10 ml de una solucion de almidén (20g/L) a pH 4.3 (ajustado
con buffer de acetato de sodio), la hidrélisis se llevé a cabo a 20° C durante 30

minutos.

Determinacién del poder diastasico por el método de extincion del complejo

almidén-yodo.

El poder diastasico se determiné por el método de extincién del complejo almidén-
yodo que se basa en la propiedad del almidén soluble de formar un complejo café
en presencia del reactivo yodo-yoduro que absorbe a 600nm. Por la accion de la
amilasa disminuye el color producido por el complejo. Para esta cuantificacion se
realizdé una curva patron de almidon (en todos los casos se utilizé almidén soluble

de papa Prolabo-Merk Eurolab)
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E\stéw procedimiento uUnicamente puede ser utilizado cuando el almidén se
encuentra completamente disuelto (gelatinizado). En un tubo de ensayo coloque 2
ml de la mezcla de extracto enzimatico con almidoén residual y se adicionaron 3 ml
de una solucion de I/KI (yodo/yoduro de potasio) preparada diluyendo 2 ml de
solucion de yodo en 100 ml de agua (1.269g I, con 1.8g Kl en 100ml agua).

Se mide la intensidad del color producido en un espectrofotébmetro a 600 nm, frente a un
blanco de reactivos con agua.

Determinacién de proteinas mediante el método de Lowry.
El método de Lowry (1951) es un método calorimétrico de valoracion cuantitativa
de las proteinas por la presencia de aminoacidos aromaticos. A la muestra se
afiade una mezcla de reactivos que forma un complejo colorido con las proteinas,
siendo la intensidad de color de la disolucidn resultante proporcional a la
concentracion de proteinas, segun la ley de Lambert — Beer.
Reactivos:

-Solucion A: Sulfato de cobre 1%

-Solucién B: Tartrato doble de sodio y potasio al 2%

-Solucion C: NaOH 0.1M + NaxCO; al 2%

-Solucion D: 1A + 1B

-Solucién E: 1D + 50C

-Reactivo de Foli: 1:3 (con agua destilada)
Procedimiento:
Se coloca en un tubo de ensayo 1 ml del extracto, se adiciona 5 ml de solucion E
se agita y se deja reposar 10 minutos acto seguido, se agrega 0.5 ml del reactivo

de Foli, se agita y se coloca en oscuridad durante 30 minutos, por ultimo se lee a
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590 nm con un blanco de agua elaborado bajo las mismas condiciones. Se
interpolan los valores de absorbancia obtenidos en una curva patrén de Albumina

Sérica Bovina [0 a 500ug /ml].

Determinacion de azucares reductores por el método de DNS
Este método se basa en la reduccion de un grupo nitro para la posterior formacion

de aminas, el aldehido de los azucares es oxidado.

OH-
Acido 3,5 dini-——» AZUCAR ——— Acido 3-amino- + Fenilhidrazina +  Trosalicilico
5-nitrosalicilico l

Ozazonas

Procedimiento: Tomar 0.5 ml de la solucion acuosa de la muestra, adicionando 1.5
ml del reactivo de DNS agitar y calentar por 5 minutos en un bafo de agua
hirviendo, posteriormente se enfria y diluye con 5 ml de agua destilada. Por
ultimo, leer la absorbancia del color producido a 540 nm frente a un blanco de
agua y reactivos tratado igual que la muestra.

Cuantificar  azucares reductores interpolando los valores de absorbancia
obtenidos en una curva estandar preparada en este caso con dextrosa en
concentraciones de 0.2 a 1 mg/ml.

Determinacién de azucares totales.

Tomar 0.5 ml de muestra, adicionar 0.5 ml de Fenol al 5%; agitar y posteriormente

agregar 2.5 ml de H,SOq4 e incubar la reaccion durante 10 minutos.
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Lﬁeéﬁr} a 490 nm frente a un blanco con agua. Posteriormente cuantificar los
azucares totales interpolando los valores de absorbancia en una curva patron de
dextrosa (0 — 0.1 mg/ml).

VI.1.5 SECADO DE LA MALTA.

Se llevo a cabo el secado de la malta, iniciando con una temperatura de 50° C
durante 24 horas; evaluando el contenido de humedad durante diferentes
intervalos de tiempo.

El contenido de humedad se determino por el método de secado en estufa
descrito anteriormente.

VI.1.6 ELABORACION DE MOSTO.

Se elaboraré mosto partiendo de lo estipulado en la literatura (1.5 kg de malta
seca para 10 L de mosto), haciendo los ajustes correspondientes para obtener la
proporcion recomendada. La malta seca se hizo pasar por un molino rompiendo el
grano sin llegar a tener como producto una harina, después de este tratamiento al
grano se realizaron las cinéticas de azucares reductores contra el tiempo,
sometiendo al mosto a diferentes temperaturas 55, 60, 65 y 70°C durante 9 horas,
obteniendo asi un perfil de la eficiencia de las amilasas durante la maceracion.
Después de efectuar la maceracion se realizé la ebullicion del mosto por 30
minutos, se agregod la mitad del lupulo al inicio de la ebullicion y la otra mitad 5
minutos antes de terminar el tiempo establecido, (se agregan 25 gramos de lupulo
para 19 litros, se tiene que hacer el ajuste dependiendo del volumen de mosto que

se empleara para la fermentacién)
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Para activar la cepa de levadura (Saccharomyces cerevisiae) se utilizO mosto
preparado en el laboratorio, ajustado primeramente a 4°Brix, y posteriormente otro
ajustado a 6 °Brix. Se realizaron cinéticas de crecimiento en ambos casos, las
condiciones de temperatura y agitacion fueron de 37 °C y 200rpm; los parametros
a determinar fueron azucares reductores, azucares totales y densidad éptica a
600nm, esto para obtener los tiempos adecuados en donde las células de
levadura se encontraran en fase exponencial y asi asegurar su buen crecimiento
durante la fermentacion. En el primer paso se hizo crecer la levadura en el mosto
de 4 °Brix para luego inocularla (in6culo de 5%) en el mosto de 6 °Brix en el
tiempo adecuado y asi tener listo el indculo de 6 °Brix que serviria para la fase de
fermentacién en 3 litros o en un volumen de 8 litros. Una segunda propuesta para
la activacion de S. cerevisiae es realizar este primer paso en el medio sintético
YM.

VI.1.8 FERMENTACION

El volumen de mosto empleado para las pruebas de fermentaciéon fue de 3y 8
litros, ya que esta lista la levadura, después de haber pasado por la activacién a 4
y la propagacion a 6 °Brix se realizé una fermentacién con el mosto sin ajustar el
contenido de sélidos y a temperatura ambiente para obtener parametros como
densidad Optica, azucares reductores, azucares totales y concentracién de alcohol
producido. El tiempo propuesto para el monitoreo de la fermentacién fue de 70
horas tomando muestras cada 6 horas. Otra propuesta para la produccién de 8L
fue proporcionarle al sistema de fermentacidn, agitacion y aireacion durante un

tiempo corto; 0.5vvm/100rpm/2horas.
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Determinacion de la produccion de etanol.

Para la determinacién de etanol se empled el kit de diagndstico “Enzimatic
BioAnalysis for Etanol/ Food Analysis, BOEHRINGER MANNHEIM / R-
BIOPHARM.

El etanol es oxidado a acetaldehido por NAD" en presencia de la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH). El equilibrio de la reacciéon esta desplazado hacia los
reactivos, por lo cual se requiere de una segunda reaccion en donde el
acetaldehido formado es oxidado a acido acético en presencia de la enzima
aldehido deshidrogenasa (Al-DH) con la consecuente formacion de NADH.

El NADH es determinado espectrofotométricamente a 340nm.

CONTENIDO DEL KIT.

- Botella 1 con aprox. 100 ml de solucién buffer de difosfato de potasio, pH
aproximado de 9.

- Botella 2 con 30 tabletas, cada una contiene: NAD® = 4 mg; aldehido
deshidrogenasa (AlI-DH) = 0.8 U.

- Botella 3 con aprox. 1.6 ml de una suspensién de ADH = 7000 U.

- Solucién control o estandar de etanol = 0.061 mg/ml que se usa sin diluir.

TRATAMIENTO DE MUESTRAS

- Centrifugar las muestras y separar el sobrenadante 12 000 rpm/ 15 min a 4 °C.

- Calentar el sobrenadante a 80 °C / 15 min para la inactivacion de enzimas
proteoliticas.

- La concentracion de etanol de las muestras debe fluctuar entre 0.01 y 0.06 g/l;
realizar diluciones si es necesario.

Preparacion:

- Disolver una tableta 2 con 3 ml de la solucién 1; ésta es la mezcla de reaccion |l.
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PROCEDIMIENTO:

Reactivo Blanco Estandar Muestra
Mezcla de reaccion I 1.5ml 1.5ml 1.5ml
Agua 50 ul - -
Estandar de etanol - 50 pl -
Muestra (0.01-0.06 g/I - - 50 ul
de etanol)

Mezclar y después de 3 min a temperatura ambiente, leer absorbancia A 1
Adicionar suspension 3 25 pl 25 pl 25 pl

Mezclar y esperar 5-10 min a temperatura ambiente para que se complete la reaccion y
obtener A2.

- Para determinar la absorbancia de las muestras y el estandar: AA= A2 —A1.

Calculos.

C= V x MW xAAXF.D.
Axdxvx2x1000

V = volumen final (ml)

v = volumen de muestra o estandar
MW = peso molecular NADH (g/ml)
d = paso de luz (cm)

A = coeficiente de extincion del NADH a 340 nm = 6.3 (I mmol™” cm™)

C (g etano|/| so|uci(’)n) = 1575 X 4607 X A A X FD
6.3 x1x0.050 x2 x 1000
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.6APITULO VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 VALORACION MICROBIOLOGICA DEL GRANO DE CEBADA

Los resultados nos indican que la microbiota presente en el grano de cebada se ve
disminuida de un 40-60%, al cabo de dos lavados consecutivos con solucion
salina isoténica (tabla 6). Dentro de los productos agricolas, los mas susceptibles
a la contaminacion por hongos productores de micotoxinas son los cereales (arroz,
trigo, cebada y maiz). Durante su formacién en la planta hasta su conversién en
malta o bien hasta su consumo por animales, los granos de cebada se encuentran
expuestos a la contaminacion con una gran variedad de microorganismos, entre
ellos, los hongos filamentosos. El grado de contaminacion depende de las
condiciones climaticas a nivel de campo y de las condiciones de almacenamiento
y procesamiento post-cosecha; un estudio realizado en la Universidad Nacional
Auténoma de Hidalgo sobre la microflora y el contenido de aflatoxinas presentes
en el grano de cebada documenta que lograron aislar doce géneros de mohos
presentes de las cuales cuatro especies son potenciales mocotoxigénicas:
Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillum spp. y Alternaria spp. (Israel O.
Ocampo S.1, Judith Jaimez O. et. al, 2006)

Debido a lo anterior se realizd la valoracion microbiolégica del grano de cebada

dandose una disminucion considerable de la microbiota presente.
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Tabla 6.- Porcentaje de disminuciéon de los microorganismos presentes en cebada
Esperanza al cabo de dos lavados consecutivos con solucidon salina isoténica
(proporcion 40g/80ml), evaluados con diferentes medios de cultivo.

1er LAVADO 2do LAVADO
MEDIOS DE CULTIVO UFC/mi UFC/mi % DISMINUCION
M. Estandar 590 230 61
Cta. en Placa 430 220 48.8
PDA 356 220 43.6

VII.2 PRUEBAS DE REMOJO

VIl.2. Se puede observar que en el segundo dia de remojo el grano absorbe
alrededor de 44% de agua (figura 5), esto en recipientes donde el area de
contacto entre el grano de cebada y el agua es grande, resaltando también que el
recambio de agua durante los dias de remojo no implica una diferencia notable.
Por otro lado en las pruebas realizadas con vasos de precipitados a los tres dias el
grano de cebada logré absorber 48 % sin recambio de agua y 47% con recambio
de agua, es importante mencionar que si existe una diferencia en cuanto a una
mejor absorcién de agua por parte del grano cuando se realizan las pruebas en
contenedores donde la superficie de contacto es mayor. El porcentaje de humedad
alcanzado corresponde con lo que describen diversos autores, cumpliendo el
objetivo primordial de hidratar al grano en condiciones aerobias, de tal manera que
se propicie la generacion de giberelinas que desencadenen la posterior

germinacion del grano (Serna 2001).
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Vasos de pp
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Figura 5.- Porcentaje de humedad absorbida por el grano de cebada al cabo de tres dias de remojo,
empleando probetas y vasos de precipitados como contenedores.

VII.3 GERMINACION DE CEBADA ESPERANZA

El potencial germinativo en la cebada Esperanza es alto, de acuerdo a la prueba
realizada, esta variedad de cebada tiene un 93 % de viabilidad; esto cumple con lo
estipulado en la norma mexicana para la cebada NMX-FF-043 1982, (Productos
alimenticios no industrializados para consumo humano — cereal- cebada maltera-
Hordeum vulgare L. y Hordeum distichum L.) que como minimo aceptado es de

85% utilizando el método por perdxido de hidrogeno.
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Esta norma mexicana establece las condiciones y caracteristicas del grano de
cebada maltera género hordeum especies vulgare L. y distichum L. para poder ser
objeto de comercializacién en el territorio nacional.

VIl.4 PRUEBAS DE GERMINACION

En la Figura 6 se puede observar la degradacion de almidén en los cinco dias
destinados a la germinacién cuya condicién de temperatura fue de 20° y 25° C,
cabe resaltar que entre el primero y el tercer dia se da una actividad enzimatica
importante, es decir, el grano tiene en esos dias un poder diastasico alto y la
cantidad de almidén consumido es elevado en comparacién con los siguientes

dias donde se nota un consumo casi constante.

2004
18 1
16 4

14 4

—
[
|

ALMIDON (giL}
w O

—a—0°C

—e—25°C

0 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 &
Dias

Figura 6.- Poder diastasico obtenido de malta a diferentes tiempos de germinacion y temperaturas

49



Facultad de Quimica, UNAM. W

Posteriormente se muestran en la figura 7 los resultados correspondientes a la
determinacion de proteinas, donde se puede sefialar que a partir del primer dia y
hasta cinco dias de germinaciéon la cantidad de proteina se incrementa. Los
resultados en ambas condiciones de temperatura coinciden con los del poder
diastasico total (grafica 6) donde también se observa que entre el primero y el
tercer dia se da un incremento importante en actividad enzimatica. Ahora bien
cuando se correlaciona el poder diastasico con la proteina determinada y el tiempo
de reaccidn, se obtiene una relacion especifica como se muestra en la grafica

siguiente.

0.8 5

¢ ——20°C

—— U5

Figura 7.- Comportamiento de la proteina extracelular obtenida de malta a diferentes tiempos de
germinacion y temperatura.

Lo que se puede observar en la figura 8 es una tendencia descendente donde a
partir del primer dia de germinacion empieza a manifestarse un poder diastasico

considerable que, al cabo del segundo dia es notablemente mayor. Se observa a
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2\5 °C un maximo de actividad enzimatica entre el dia tres y cuatro de germinacion,
lo que concuerda con la concentracion alta de azucares reductores teniendo un
maximo en el dia tres (grafica 9) a esa misma temperatura. A 20°C la maxima
actividad enzimatica se observa hacia el quinto dia. Algunos autores manejan que
la germinacion se lleva a cabo de cuatro a seis dias, dependiendo principalmente
de la temperatura del medio y del equipo utilizado (Serna 2001). En este ensayo
en comparacion con la literatura se muestra que al tercer dia podemos parar la
germinacién y proseguir con el siguiente paso del proceso, que es el secado de la

malta.
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Figura 8.- Poder diastasico especifico obtenido del grano de cebada al cabo de cinco dias de
germinacion, empleando diferentes condiciones de temperatura.

En la figura 9 se confirma lo descrito anteriormente, ya que al tercer dia se podria

detener el proceso germinacién debido a la actividad enzimatica que presenta el
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grano en ese tiempo, no permitiendo que el embriéon consuma todos los azucares
reductores generados. La concentracion de azucares reductores producidos por la
hidrélisis del almidén, indirectamente muestra la accién de las enzimas sobre el
almidén y concuerda con la temperatura propuesta (20°C) y el tiempo (3 dias). Se
propone la temperatura de 20° C porque el gasto energético es menor y se pudo
controlar mejor el sistema a esa temperatura y porque algunos autores
recomiendan temperaturas de germinacién en un rango de 16 a 20°C (Bamforth

1998).

25 7
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Figura 9.- Concentracion de azucares reductores obtenidos del grano de cebada al cabo de cinco dias
de germinacioén, con diferentes condiciones de temperatura.

En la fotografia siguiente(figura 10) se observa la accion de las enzimas durante la
germinacién a 20°C, los analisis anteriores nos dan parametros para designar al
tercer dia de germinacion como ideal en cuestion de actividad enzimatica, para

poder seguir con el proceso siguiente. Los resultados muestran que los analisis
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tales como actividad enzimatica especifica, actividad enzimatica total, proteina y
azucares reductores; nos llevan a desechar en esté caso la forma empirica que
utilizan los productores de malta para designar en que tiempo se debe terminar la
germinacién, esa forma empirica se trata de oprimir al grano de cebada con los
dedos y que este se quiebre con facilidad exponiendo el endospermo y el embridn,
otra forma es cuando la plumula alcanza un tamafo equivalente a los tres cuartos

del tamano del grano de cebada.

GERMINACION DE CEBADA Esperanza A 20°C.

Figura 10.- Imagenes que muestran los brotes de la radicula y la plumula, obtenidos que reflejan el
poder diastasico en cebada al cabo de cinco dias de germinacién a 20 °C temperaturas.

En la figura 11 se muestra que en el cuarto y quinto dia, la plumula y la radicula
tienen un tamafo mayor al grano de cebada confirmando asi los resultados

anteriores, a causa de la actividad enzimatica se llegd a hidrolizar la mayor parte
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del almiddn, en el quinto dia se comienza a ver un descenso en la concentracion
de los azucares reductores (figura 9) lo que indica que el embrién consumié una
mayor cantidad de los azucares reductores generados, siendo la malta no util
para la posterior produccion de cerveza.

GERMINACION DE CEBADA Esperanza A 25°C.

Lo

Figura 11.- Imagenes que muestran los brotes de la radicula y la plumula obtenidos, que reflejan el
poder diastasico en cebada al cabo de cinco dias de germinacién a 25 °C temperaturas.

VII.5 SECADO DE MALTA

La cinética de secado muestra (figura 12) que se alcanz6 un porcentaje de
humedad de 1.5% durante 24 horas a 50° C; lo que concuerda con lo descrito por
algunos autores, esto es util ya que muchas veces la cebada no se utiliza en el
momento y se puede almacenar bajo ciertas condiciones sin correr riesgo de
contaminacion. El principal objetivo es detener la germinacion para asegurar un
grano estable con actividad enzimatica potencial una vez que se rehidrate (Serna

2001).
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Figura 12.- Cinética de secado, se determiné el porcentaje de humedad en diversos intervalos de
tiempo durante 25 horas.

VII.6 PROCESO DE MACERACION

Los resultados obtenidos en las prueba de maceracion (figura 13) a diferentes
tiempos y temperaturas (55, 60, 65,70 °C), muestran un aumento en la
concentracion de azucares reductores, dando un maximo de concentracion entre
60°C y 65°C al llegar a las 5 horas; por lo cual se puede decir que la actividad
enzimatica de las amilasas tienen un desempefié ideal en ese intervalo de
temperaturas y tiempo.

La B amilasa genera una mayor cantidad de dextrinas mientras la o amilasa se
encarga de completar la degradacion del almidon hasta azucares reductores, las
temperaturas bajo las cuales estas enzimas se desempenan eficazmente son

entre 62 y 75°C, (Bamforth, 1998).
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Figura 13.- Perfil de la maceracion del mosto a diferentes temperaturas.

VII.7 ACTIVACION Y PROPAGACION DE Saccharomyces Cerevisiae

En las figura 14 y 15 se muestra el crecimiento de la levadura Saccharomyces
cerevisiae en dos mostos con diferente concentracion en grados Brix. Se inici6 la
activaciéon de la cepa registrando su cinética de crecimiento en el mosto de 4°Brix
en donde se observa una fase lag de doce horas, al llegar a las 24 horas la
levadura se encuentra en la fase logaritmica y este preinoculo se traslad6 al
siguiente mosto de 6 °Bx, quedando listo a las 20 horas para comenzar la
posterior fermentacion. Las condiciones que se utilizaron para la activacion y
propagacion de S. cerevisiae fueron: temperatura de 30°C, 200 rpm y un indculo
de 5%.

Es recomendable realizar los dos pasos anteriores de propagacion para asegurar

una alta concentracion de células de S. cerevisiae, y asi lograr una buena
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fermentacién, donde la levadura pueda asimilar todos los nutrientes presentes en
el mosto y producir los atributos sensoriales caracteristicos de la cerveza (aromas,
sabores, CO,, alcohol entre otros).

S. cerevisiae asimila la glucosa y normalmente también la sacarosa, maltosa vy
galactosa, no asi la lactosa y no pueden utilizar como fuente de nitrégeno el nitrato
(Garcia Garibay, 2002).

Una segunda propuesta para realizar la activacion de S. cerevisiae y la produccion
en mosto es la siguiente: activar la levadura en un medio sintético como el YM, ya
que la composicidén de este medio es principalmente extracto de malta y extracto
de levadura teniendo azucares libres que facilitan el consumo de estos por la
levadura y por lo tanto garantizar una alta concentracion de células viables.

Con lo que respecta a la producciéon en 8L, las condiciones de agitacién y
aireacion fueron las siguientes: 0.5vvm/100rpm/2horas, ayudando asi a la

multiplicacion celular y a la rapida adaptacion en el mosto.
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Figura 14.- Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en mostos ajustados a 4°Bx.
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Figura 15.- Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en mostos ajustados a 6°Bx.

La figura 16 muestra el consumo de azucares reductores en los dos casos (mosto
a 4 y 6 °Brix) y se observa que al inocular (5% de in6culo) con mosto de 4 °Brix
(sabiendo que tiene una concentracién alta de S. cerevisiae), al siguiente lote que
esta ajustado a 6 °Brix, la levadura logr6 un consumo de azucares en menor
tiempo. Por lo cual podemos decir que a las 28 horas practicamente los azucares
reductores generados durante la maceracion han sido consumidos hasta un
minimo de concentracion (0.9402 mg/ml). Comparado con el mosto ajustado a 4
°Brix en mayor tiempo (34 horas) apenas presenta un minimo de concentracion

(5.3444 mg/ml).
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Figura 16.- Cinética de azucares reductores en mostos cerveceros ajustados a 4 y 6° Bx

Por otro lado el perfil de los azucares totales (figura 17) fue similar al de los
azucares reductores, mostrando que en el mosto de 6 °Brix al cabo de 28 horas se
tiene un minimo de concentracion (10.97 mg/ml), comparado con el de 4 °Brix
teniendo en 34 horas 19.11 mg/ml. Confirmando asi el crecimiento 6ptimo de la
levadura al consumir los nutrientes presentes en el mosto principalmente azucares
reductores tales como glucosa y maltosa entre otros, ya que estos azucares estan
mas disponibles para el microorganismo y por lo tanto es uno de los factores que

favorece la multiplicacion celular.
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Figura 17.- Cinética de azucares totales en mostos cerveceros ajustados a 4 y 6° Bx

V1.8 PRODUCCION DE CERVEZA A UN VOLUMEN DE 3 LITROS (condicién 1)

Después de la activacion y propagacion de S. cerevisiae y tener el mosto hervido
ya con la adicién del lupulo, se prosiguié con la fermentacion a temperatura
ambiente (laboratorio aprox. 20 °C) en un volumen de 3 litros monitoreando varios
parametros tales como el crecimiento microbiano, azucares reductores, totales y la
concentracion de etanol generado durante el tiempo de que durd la fermentacion.
Se observa en la figura 18 que el crecimiento de S. cerevisiae es largo en su
inicio teniendo una fase de adaptacion de aproximadamente 50 horas, con una
fase logaritmica que llega hasta 72 horas después de la cual se da una
disminucién en la densidad 6ptica, muy probablemente debido a la muerte celular
propiciada principalmente por la falta de nutrientes al final de la fermentacion, o
muy probablemente por una pronta floculacion de las levaduras. En esta etapa las
levaduras floculan debido a un cambio en la pared celular provocando la

aglomeracion compacta de las células mediante la formacion de puentes de calcio
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o de magnesio, las cuales no se asocian a las burbujas del CO, y se hunden

(Garcia Garibay, 2002).
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Figura 18.- Fermentacion del mosto, cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

En la figura 19 se puede observar el consumo de azucares reductores y totales
por la levadura durante la fermentacién, los perfiles muestran una disminucién del
sustrato conforme va transcurriendo el tiempo. Se registra al inicio una menor
concentracion de azucares reductores comparada con los azucares totales,
teniendo hasta las 54 horas aproximadamente un comportamiento de consumo
constante para después tener una asimilacion de los azucares en concentracion,
generando CO,, alcoholes, aromas, sabores y el llamado cuerpo de la cerveza
debido a la generacion de dextrinas entre otros atributos (Santillan Valverde,

Garcia Garibay, junio 2000).
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Figura 19.- Cinética de aztlcares reductores y totales durante la fermentacion, 3L

Algunas caracteristicas importantes en las cepas de levaduras son: capacidad de
flocular, capacidad de producir etanol, tolerancia al alcohol, tolerancia a la
osmolaridad del medio, tolerancia a altas temperaturas, capacidad y vigor en la
fermentacién de azucares y capacidad para producir congenéricos.

La producciéon de alcohol es un fendmeno complejo cuyo rendimiento depende de
diversos factores tales como: caracteristicas intrinsecas de la cepa, la
concentracion del indculo, la composicidon del medio, las condiciones de la
fermentacion, etc. (Garcia Garibay, 2002). Durante la fermentacién realizada se
pudo obtener un porcentaje de etanol correspondiente al 2.71 %v/v (ver figura 20),
esto al cabo de 80 horas que durd la fermentacién. Comparado con algunas
cervezas comerciales que generalmente contienen un 4.5 % v/v de etanol, el

producto obtenido contiene un porcentaje menor, pero a diferencia de las cervezas
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comerciales a ésta no se le agregaron adjuntos por lo que solo se utilizaron los

azucares presentes en el grano de cebada.
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Figura 20.- Concentracion de etanol generado durante la fermentaciéon por Saccharomyces cerevisiae

VI1.9 PRODUCCION DE CERVEZA A UN VOLUMEN DE 8 LITROS (condicion 1)
Después de realizar una fermentacion a un volumen de 3 litros, se prosiguidé con
un escalamiento de produccion a un volumen mayor (8 L), realizando una
activacién y propagacion de la levadura como ya se habia propuesto (activacion 4
°Bx y propagacion 6 °Bx). Como se puede observar en la figura 21 el crecimiento
de S. cerevisiae se da en un tiempo mas corto comparado con la primera
produccion, teniendo una fase lag mas corta al igual que la fase exponencial
llegando a un maximo de crecimiento en la fermentacién alrededor de las 42

horas. Los tiempos se acortaron considerablemente comparados con los
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observados en la produccion de 3L en donde la fermentacién alcanzé un tiempo

maximo de 72 horas y una fase de adaptacién aproximadamente de 48 horas.
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Figura 21.- Fermentacion del mosto, cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.

Se puede observar en el perfil de azucares reductores y totales mostrado en la
figura 22 que el consumo de nutrientes que va asimilando la levadura es constante
durante el tiempo en que transcurre la fermentacion (aunque se observa una
mayor cantidad de azucares reductores y totales en la produccion de 3L). En la
figura 21 se muestra que la fermentacién tiene un maximo en densidad optica a
las 42 horas aproximadamente pero ésta disminuye a causa de la floculacion y a
la disminucion de nutrientes en el medio. Pero siguiendo el andlisis de azucares
hasta las 68 horas se puede observar que S. cerevisiae sigue desdoblando los

azucares complejos que tiene el mosto y los asimila, no para su multiplicacion
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pero si muy posiblemente para obtener dextrinas, aromas, CO,, alcohol u otros

compuestos como aldehidos.
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Figura 22.- Cinética de azucares reductores y totales durante la fermentacion 8L (condicion 1)

La figura 23 muestra que al cabo de 50 horas de la fermentacién
aproximadamente se alcanza una concentracion de etanol maxima de 1.12 % vlv,
se puede notar que el nivel de produccién fue menor al obtenido en 3L, muy
probablemente debido a que la concentracién de azucares y la densidad éptica
fueron mayores en 3L, posteriormente la concentracion de alcohol empieza a
disminuir, esto permite suponer que la levadura utiliza el etanol y lo trasforma
posiblemente mediante una ruta metabdlica distinta en acetaldehido y acido
acético principalmente siempre y cuando estén presentes las enzimas alcohol

deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa.
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La concentracion de etanol en la produccién de 8L es menor comparada con la de
3L, esto debido a una menor concentracién de azucares disponibles en el mosto,
partiendo de aproximadamente 80 mg/ml de azucares totales en la primera (3L) y

de aproximadamente 40 mg/ml de azucares totales en la segunda (8L).

12 4

0.8 ~

0.6 7

0.2 ~

ConcentraciénEtanol (% viv)

0 10 20 30 10 50 &0 70
Tiempo (hrs.}

Figura 23.- Concentracion de etanol generado durante la fermentaciéon por Saccharomyces cerevisiae

VIIi. 10 PRODUCCION DE CERVEZA A UN VOLUMEN DE 8 LITROS (condicién 2)
En una siguiente fermentacion cuyo volumen también fue de 8 L, se modificaron
algunos parametros tales como la activacion de la levadura en un medio sintético
(YM) y la produccion se realizé con 0.5 vvm de aireacién y 100 rpm de agitacion
durante 2horas. El implemento de estos cambios provocd que el tiempo de la
fermentaciéon fuera mucho menor comparada con las dos fermentaciones
anteriores. En la figura 24 se observa que existe una fase lag de alrededor de 15
horas y una fase logaritmica rapida con un maximo en densidad Optica de 0.355

nm al cabo de 30 horas, comparado con la primera fermentacion de 8L teniendo
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un maximo de densidad éptica de 0.211 nm en 42 horas. Al utilizar un medio
sintético se pudo mejorar el tiempo para la activacion con buena proporcion de
células viables, antes de inocular al mosto de 6 °Bx. Las condiciones de aireacion
y agitacién propuestas favorecieron una fase lag de poco tiempo adaptandose
rapidamente la levadura al mosto y ademas permitiendo la multiplicacion celular

para una buena fermentacion.
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Figura 24.- Fermentaciéon del mosto, cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, (condicién
2)

El perfil de los azucares reductores y totales en la figura 25 es similar a la
fermentacién anterior de 8L, en este caso alrededor de las 30 horas los azucares
totales como los reductores llegan a un minimo en concentracion (17.81mg/ml y
6.18mg/ml respectivamente) y a partir de ese tiempo y siguiendo el analisis
durante mas horas se puede observar que se mantienen practicamente constantes

hasta las 48 horas que fue el tiempo en que se monitored la produccion.
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Figura 25.- Azucares reductores y totales durante la fermentacion 8L (condicion 2)

Con lo que respecta a la concentracion de etanol en este caso (ver figura 26) se
alcanzé una concentracion maxima de 1.98 % v/v hasta las 48 horas, pero al igual
que en las anteriores fermentaciones esta concentracion de alcohol depende
principalmente de la cantidad de azucares disponibles en el mosto y de que tan
eficiente sea la levadura para asimilar los nutrientes y asi producir alcohol, COg, y

muchos otros compuestos.
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Figura 26.- Etanol generado durante la fermentacion por Saccharomyces cerevisiae (condicion2)

Al realizar un cociente ente los A de producto (concentracién de etanol) y los A
de sustrato (concentracion de azucares totales), obtenemos un rendimiento para
cada condicion y volumenes de fermentacion. En la tabla 7 estan expresados los
rendimientos de cada produccidn, y el porcentaje de etanol producido, donde se
observa que el rendimiento es practicamente constante y la levadura tiene la
misma funcionalidad en cualquiera de las condiciones descritas anteriormente;
pero aunque los rendimientos seas constantes si se puede precisar que el tiempo
de fermentacién disminuye considerablemente utilizando la condicion 2.

Tabla 7.- Rendimiento en la produccién de etanol, Y = P/S

PRODUCCION RENDIMIENTO EN LA % viv DE ETANOL
PRODUCCION DE PRODUCIDO
ETANOL
Vol. 3L (condicién 1) 0.34 2.7
Vol. 8L (condicién 1) 0.33 1.12
Vol. 8L (condicién 2) 0.33 1.98
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La microbiota contaminante en el grano de cebada disminuyo al realizar dos
lavados consecutivos con solucion salina isoténica.

Para la cebada Esperanza, el tiempo adecuado de remojo (42-46%
Humedad) se alcanza a los dos dias, a una temperatura de 20° C

A una temperatura de 20°C el poder diastasico maximo se observa hacia el
quinto dia de germinacién.

El poder diastasico maximo a 25° C se obtiene en el tercer dia de
germinacion.

La maxima concentracion de azucares reductores a 20° C se obtiene en el
dia cinco de germinacion.

La maxima concentracion de azucares reductores a 25° C se obtiene en el
tercer dia de germinacion.

La cebada malteada llega a 1.5% de humedad secandola durante 24 horas
a 50°C.

Las condiciones de maceracion obtenidas son: Tiempo de 5 horas en un
intervalo de temperaturas de 60 — 65 °C.

El tiempo ideal de crecimiento para Saccharomyces cerevisiae en el mosto
de 4 °Brix es a las 24 horas.

El tiempo ideal de crecimiento para Saccharomyces cerevisiae en el mosto
de 6 °Brix es a las 18 horas.

En la fermentacién con 3 litros de mosto, se determind que el crecimiento

ideal de la levadura fue a las 72 horas a 20°C.
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La concentracion maxima de alcohol obtenido en la fermentacion de 3 litros
fue de 2.71 % v/v a las 80 horas.

En la primera produccién (condicién 1), el tiempo de fermentacion es de
aproximadamente 70 horas, con un maximo de crecimiento microbiano a
las 40 horas.

La concentracién de etanol obtenida en la condicién 1 (8L) fue de 1.12% v/v
aproximadamente.

En la segunda produccion a un volumen de 8L (condicién 2), el tiempo de
fermentacién fue de 38 horas, con un maximo de crecimiento microbiano a
las 30 horas.

La concentracion de etanol en la condicion 2 fue de 1.98% viv
aproximadamente.

El tiempo de fermentacion en 8L (condicidén2) se redujo con las condiciones
de agitacion y aireacion propuestas.

El rendimiento en la produccion de etanol se mantuvo practicamente
constante en las tres fermentaciones.

La levadura empleada tuvo la misma funcionalidad practicamente en las

tres producciones a diferentes volumenes.
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