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. INTRODUCCION

La cerveza es una de las bebidas mas antiguas del mundo mencionandose en
escritos sumerios que remontan desde 4000 afios antes de cristo. Es un producto
natural y saludable de baja graduacion alcohdlica, su composiciéon y funcionalidad
la hacen una bebida con valor nutricional y diferente al resto de las bebidas.

El sector cervecero ha tomado una posicion economica estratégica. En el 2002 la
produccién de cerveza en el mundo excedid los 1.34 billones de hectolitros
(Fillaudeau et al., 2005).

Son diversos los cereales con los cuales se puede realizar la cerveza sin
embargo, la cebada tiene un alto contenido en almidon que da origen al extracto
fermentable. También contienen proteinas con los aminoacidos necesarios para el
crecimiento de la levadura y sustancias nitrogenadas para la formaciéon de espuma
(Garcia et Quintero, 2000).

La cebada es un cereal producido en casi todo el mundo, es el cuarto cereal
cultivado a nivel mundial después del trigo, arroz y maiz. En México es de gran
importancia econdmica y social, ya que los agricultores la prefieren por que su
ciclo vegetativo es corto, asi como su resistencia a la sequia a bajas temperaturas
y a la sanidad (Lépez, 2005).

En el ano 2005 la producciéon nacional de este cereal fue de 457,856 toneladas
(ciclo primavera-verano). Los Estados de Hidalgo y Tlaxcala son los principales
estados productores de cebada.

Durante el ciclo primavera-verano 2005, el estado de Hidalgo produjo un total de
cebada en grano de 194,793 toneladas. Por otra parte el Estado de Tlaxcala
produjo 137,847 toneladas (SIACON, 2006). Sin embargo, no se han realizado
estudios a las variedades que se producen en estos estados para evaluar la
calidad de la malta. Por esta razon el objetivo de este trabajo es valorar el
potencial cervecero de diferentes variedades de maltas realizadas con cebada

producida en los Estados de Hidalgo y Tlaxcala.

&P R M. 1



Il. ANTECEDENTES

La cerveza es una bebida natural alcohdlica no destilada, elaborada a partir de la
fermentacion de una solucion de cereales, principalmente cebada, donde el
almidon ha sido parcialmente hidrolizado y se le ha conferido por infusion el sabor
del lupulo (Garcia et Quintero, 2000). Las principales materias primas de la
cerveza son la malta, la levadura, el lupulo y el agua. La cebada es malteada y
sirve como fuente de carbohidratos fermentables, proteinas, minerales, etc. La
levadura que generalmente es utilizada es de la especie Saccharomyces, la cual
produce etanol a partir de los carbohidratos. El lupulo confiere el amargor, sabor
caracteristico y ademas posee propiedades antimicrobianas en la cerveza. En
algunos paises se adicionan otras fuentes de carbohidratos llamados adjuntos que

reemplazan en parte a la cebada malteada (Varnam et Sutherland, 1997a).

2.1 Historia

La mencidbn mas antigua de la cerveza se hace en tablas de arcilla, cuya
antiguedad se remonta a 4000 anos antes de cristo. En ellas se rebela una
férmula de elaboracidén casera obteniéndose una bebida que transforma la gente
en “alegre, extrovertida y feliz” (Galan et al., 2004).

En el Paleolitico, las semillas recolectadas por el hombre fueron mezcladas con
abundante agua y obtuvieron sopas claras y fermentadas de sabor acido y amargo
(Castané, 1997a).

Los cereales por su dureza no pueden fermentarse por exposicion al aire, deben
ser triturados mezclandolos con un poco agua; si a lo anterior se anade que los
granos han germinado durante su almacenamiento, produciran la primera cerveza
que se conoce.

En el siglo Xl, la aparicion del gruyt representa un buen negocio para la Iglesia,
que queda con la exclusiva de su fabricacion y venta. Este producto era una
mezcla de plantas de pantanos: mirlo de Brabante, ericaceas y romero silvestre
que aumentaba el lapso de conservacion de la cerveza y al mismo tiempo conferia

un sabor picante (Castainé, 1997a).

&P R M. 2



Il. ANTECEDENTES

La introduccién del lupulo desplazé al gruyt, privando a la Iglesia de la importante
fuente de ingreso que representaba. Por razones comerciales y politicas, los
cerveceros Yy las autoridades civiles unieron esfuerzos y eliminaron el gruyt a favor
del lupulo (Castarié, 1997a).

A finales del siglo XV se promulga en Baviera la Ley de Pureza, que permite
solamente el uso de malta de cebada, agua, lupulo y levadura como materias
primas en la fabricacion de cervezas.

La industria cervecera experimentd un gran desarrollo con la revolucion industrial,
gracias a la aparicion de la maquina de vapor y las lineas férreas, que permitieron
el rapido abastecimiento de materias primas y una amplia distribuciéon del
producto.

En 1876 Louis Pasteur publicé “Etudes sur la biere” donde demostré que las
“‘enfermedades” de la cerveza provenian de desarrollos microbianos y que la
levadura era responsable de la fermentacién alcohdlica. Introdujo también la
pasteurizacion como medio de conservacion. En 1883, Hansen aislé algunas
levaduras, las cuales tenian el punto 6ptimo de fermentacién a 8-10 °C aunque
seguian mostrando cierta actividad en las proximidades de 0 °C, lo que era
fundamental en la maduracion de la cerveza. Se les llamoé “levaduras bajas”
porque se depositaban en el fondo de la cuba de fermentacion, al contrario de las
“altas” que trabajaban entre 15-20 °C (Castané, 1997a).

En Meéxico, los indigenas obtenian bebidas a base del maiz. En América, la
primera cerveceria fue construida en 1544 por Don Alfonso de Herrera, cerca de la
ciudad de México (http://www.florida.co.cr/historia2.htm, 2006).

En 1845, el suizo Bernhard Bolgard, establecié en la Ciudad de México la primera
cerveceria de fermentacién alta. La malta producida por esta fabrica era obscura,
elaborada a partir de malta de cebada mexicana secada al sol a la que se le
afadia piloncillo. Con esta técnica basica trabajaron los primeros cerveceros de
México hasta la octava década del siglo XIX, cuando la Cerveceria de Toluca
comenzo a fabricar cerveza lager. El establecimiento de la red ferroviaria en

México, marco el inicio de la historia moderna de la industria cervecera en los

&P R M. 3



Il. ANTECEDENTES

afios 80 del siglo XIX (http://www.gmodelo.com.mx/historia/cenmexico4.html,
2006).

2.2 Produccion de cerveza

En la industria de los alimentos, el sector cervecero ha tomado una posicion
econdmica estratégica. Tan solo en el 2002 la produccion de cerveza en el mundo
excedidé 1.34 billones de hectolitros (FAO, 2003).

La cerveza es un producto muy popular con un promedio de consumo de 23 litros
por persona al afio. Ademas, es la quinta bebida mas consumida en el mundo
después del té, bebidas carbonatadas, leche y café (Fillaudeau et al., 2005).

La industria cervecera es una antigua tradicién y es un sector abierto a nuevos
desarrollos en tecnologia y progresos cientificos. Sin embargo, este mercado
esconde una importante heterogeneidad de capacidad productiva. Por ejemplo, en
el 2002, los diez grupos cerveceros mas grandes del mundo generaron 670x10° hl
de cerveza (Tabla 1). En contraste, una micro-cerveceria tiene una produccion
anual de 1000 hl (Fillaudeau et al., 2005).

Tabla 1. Produccién de cerveza en el mundo durante el 2002 (Fillaudeau et al., 2005).

Area Produccién (10° hl)
América 457
USA 233
Brasil 69
México 55
Europa 475
Alemania 110
Rusia 65
Reino unido 55
Asia 337
China 230
Japon 43
Corea del sur 18
Africa 48
Sudafrica 11
Oceania 22
Australia 18
Mundo 1339

P @R . 4



Il. ANTECEDENTES

Hoy en dia México se ubica entre los diez paises con mayor produccién de
cerveza del mundo (Tabla 1) y exporta cada vez mas al extranjero. En este
sentido, nuestro pais se ha establecido como productor de buena cerveza a nivel

industrial.

2.3 Tipos de cervezas

Hay distintos criterios para establecer una clasificacion de la cerveza, el mas
cientifico es tomando en cuenta el tipo de fermentacion. Son clasificadas en
cervezas de fermentacion alta (ales) o de fermentacion baja (/ager). La diferencia
entre ellas radica fundamentalmente en el tipo de levadura utilizada y la

temperatura a la que se fermenta el mosto (Castané, 1997a).

Cerveza Ale

En el inglés antiguo la palabra ale, designaba a las cervezas sin lupulo.
Actualmente, se realiza con malta oscura, levadura del género Saccharomyces
cerevisiae, la cual se fermenta entre 14-20 °C en un maximo de 5 dias y se
deposita, al final en la superficie del liquido. Son cervezas con elevado sabor a
lupulo, un contenido medio de alcohol del 3-5% y un extracto seco primitivo

(concentracién de sdlidos en mosto) del 7.5-12% (Castané, 1997b) (Tabla 2).

Tabla 2. Cervezas del tipo Ale (Castané, 1997b; Galan et al., 2004).

Tipo de cerveza Caracteristicas

Mild Es una cerveza de bajo extracto y alcohol, con caracter a malta y
débilmente lupulada que puede ser de color palido u oscuro.

Bitter Es de caracter seco y lupulada con contenido de alcohol 3-5%, de color
rojo ambarino.

Ale Irlandesa De acento a malta fuerte, con una nota a mantequilla y color rojizo.
Ale Dorada Belga Es color ambarino, lupulada y de gran complejidad alcohdlica.
Trapistas Se caracteriza por ser de fermentacion alta. Algunas son secas.

Ale americana Se distingue por un caracter intenso a flor de lupulo y un paladar fresco.

&P R M. 5



Il. ANTECEDENTES

Cerveza Lager

La palabra lager proviene del aleman “almacenar”. En Gran Bretana designa
cualquier cerveza dorada y de fermentacion baja. Se suelen elaborar con malta
clara poco tostada.

Es realizada con levadura del género Saccharomyces carlsbergensis, actuan a
temperaturas entre 6-8 °C durante 8-12 dias, se deposita al final de la
fermentacion en el fondo. Algunos ejemplos de las cervezas del tipo lager se
presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Cervezas del tipo Lager (Castainé, 1997b; Galan et al., 2004).

Tipo de cerveza Caracteristicas

Lager oscura Tienen un caracter de malta y especie, que no es ni dulce ni seco.

Lager estilo de Viena De color bronce, rojo ambarino o cobrizo con una especial
caracteristica dulzona a malta.

Pilsner Es el nombre original de la cerveza elaborada en la Republica Checa y
que ahora ha dado origen a todo un grupo de cervezas comunes. Se
distinguen por un buen caracter de malta, pero acentuado hacia el
lupulo en su forma floral y su final seco. Poseen un elevado amargor
con un extracto primitivo alrededor de 11.5-12.5 y un alcohol del 5% en
volumen.

Dorrmunder Export Es un estilo de lager que se caracteriza por ser fuerte y con un gran
cuerpo. Amaltada, seca y de cuerpo, tiene un contenido de alcohol de
alrededor del 5.5% pero es menos aromatica que una pilsner.

Bock Es una cerveza muy amaltada con un contenido alcohdlico del 6.5% y
un cierto dulzor. Tradicionalmente oscura de color. Las versiones que
son mas fuertes se denominan Doppelbock, tienen un nivel de alcohol
superior al 7%.

2.4 Propiedades nutricionales de la cerveza

La cerveza es una bebida natural y saludable de baja graduacién alcohdlica, con
caracteristicas especificas en su composicion y funcionalidad que la diferencia del

resto de bebidas y le confiere un especial interés nutritivo (CICS, 2004a).
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Il. ANTECEDENTES

En la cerveza podemos encontrar diferentes compuestos (alcohol, folatos, fibra
soluble, polifenoles, maltodextrinas) que influyen directamente sobre el

metabolismo humano.

24.1 Alcohol

Se ha demostrado que el consumo moderado de alcohol tiene efectos positivos
para el organismo, siempre que se trate de individuos sanos y que no consuman
farmacos con los que el alcohol pueda interferir (Woods et Bax, 1982; Ockhuizen,
1988).

La cerveza, comparada con otras bebidas alcohdlicas, contiene una baja
graduacion alcohdlica; medio litro de vino equivaldria a 1.25 litros de cerveza.

El etanol es el alcohol que se encuentra mayoritariamente en esta bebida. Es
soluble en agua y en lipidos, debido a estas propiedades difunde rapidamente a
través de las membranas celulares. Al ser ingerida via oral se absorbe
rapidamente en el estdbmago y regiones altas del intestino delgado,
distribuyéndose de inmediato a la totalidad del agua corporal. Es metabolizado
mayoritariamente en el higado. Una pequefia cantidad del etanol ingerido se
elimina por medio de la respiracién, sudoracién y la orina (Castané, 1997b).

El alcohol en cantidades moderadas, aumenta el colesterol asociado a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL). Este aumento del “colesterol bueno” reduce
los riesgos de enfermedades cardiovasculares (White, 1996).

El consumo moderado de alcohol retrasa la aparicion de la menopausia. Estudios
cientificos realizados en diversos paises y con diferentes grupos sociales y étnicos
de mujeres, dan como conclusion que el nivel de estrégenos en sangre es mayor
en el caso de mujeres consumidoras moderadas de alcohol que en abstemias
(Gavaler et al., 1991; Ginsburg et Shea, 1995; Madigan et al., 1998).

La ingesta de alcohol en cantidades excesivas produce efectos negativos sobre el
comportamiento, trastornos hepaticos, pancreaticos y cardiovasculares, obesidad,
trastornos del sistema nervioso (Ahmed, 1995) y del sistema digestivo (Gacko et
al., 1996) y de cirrosis hepatica (Min et al., 1997; Kauhanen et al., 1997).
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24.2 Folatos

El acido folico es una vitamina esencial para el mantenimiento de la vida celular,
para el crecimiento y formacion de nuevos tejidos, también participa en el
metabolismo de los acidos ribonucleicos (RNA) y desoxirribonucleicos (DNA),
especialmente para la sintesis de las proteinas, la formacion de la sangre. Esta
vitamina se encuentra en la cerveza en cantidades comprendidas entre 1 y 10

microgramos/100 ml dependiendo del tipo de cerveza (CICS, 2004a).

24.3 Polifenoles

Son agentes reductores y estos protegen a las células del estrés oxidativo por lo
que actuan como antioxidantes. También pueden actuar como quelantes de iones
de metales o en terminacion de cadenas de radicales libres. Interfieren con la
oxidacion de lipidos y otras moléculas cediendo atomos de hidrégeno.

Las glandulas de lupulina de las inflorescencias del lupulo secretan &acidos
amargos, humulonas, lupulonas, y prenilflavonoides. (CICS, 2003). Se han
descrito diversos efectos quimicos y bioldgicos de los acidos amargos, en
particular de la humulona y de los flavonoides del lupulo, como son:
antimicrobianos, antioxidantes, antiinflamatorios, hormonales, antimutagénicos,
anticarcinogénicos, inhibidores de atrofia 6ésea en la osteoporosis, protectores de

la oxidacion de lipoproteinas de la sangre (Piendl, 1999, CICS, 2003).

244 Fibra soluble
Los carbohidratos no digeribles forman parte de la fibra soluble de la cerveza. Esta
fibora es importante para la salud, pues evita el estrefimiento, disminuye la
incidencia de cancer de colon y rebaja la colesterolemia (Hughes et al., 1998).
La fibra soluble de la cerveza esta constituida por B-D-glucanos y arabinoxilanos
(Schwarz et Jee-Yup-Han, 1995), procedentes del endospermo de los granos de

cebada.
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24.5 Maltodextrinas

Las maltodextrinas contenidas en la cerveza estan constituidas por unidades de
glucosa enlazadas entre si por enlaces a (1—4) y a (1—6) (Kumara et al., 1995).
Proceden de la depolimerizacion del almidén por las amilasas del grano de cebada
y permanecen en el mosto y cerveza por la falta de actividad enzimatica
desramificante, que se producen en el proceso de germinacion del grano. Su
concentracion habitual es del 2.6-3.5% del peso de la cerveza.

Cuando se formulan bebidas con glucosa, ésta pasa rapidamente a la sangre lo
que produce una fuerte subida de la concentracion de azucar que induce la
secrecion de las hormonas que transforman esta sustancia. Si la subida ha sido
elevada, las hormonas metabolizan y agotan rapidamente el substrato y
permanecen en la sangre por algun tiempo, dando lugar a una hipoglucemia, que
es justamente el cuadro que trata de evitarse con la ingestion de la bebida. La
formulacion de bebidas con maltodextrinas corrige este efecto, puesto que la
maltodextrina se desdobla lentamente liberando unidades de glucosa que pasan
progresivamente a la sangre, y dan lugar a una concentracion de glucosa en

sangre menos elevado (Cerveceros de Espafa, 2001).

2.5 Constituyentes de la cerveza

Cualquier tipo de cerveza esta constituida por mas de 400 componentes. Muchos
de estos componentes proceden de las materias primas y no han sufrido
modificaciones en el proceso de elaboracion; otros constituyentes, entre los que
se encuentran el CO; y el alcohol etilico, son consecuencia de la transformacion
de las materias primas (Cerveceros de Esparia, 2001).

Los constituyentes de la cerveza son divididos en dos grupos: componentes
volatiles y no volatiles. Los primeros tienen una alta presion de vapor y son
responsables del aroma y “bouquet’, se forman fundamentalmente en la etapa de
fermentacion. Los componentes volatiles se encuentran concentrados en el
espacio de cabeza de los envases de cerveza y el grupo incluye alcoholes,

ésteres, aldehidos, cetonas, acidos organicos, compuestos azufrados, aminas,

&P R M. 9



Il. ANTECEDENTES

compuestos fenolicos volatiles, algunos hidrocarburos y lactosas (Hough et al.,
1982).

Los compuestos no volatiles incluyen (Sendra et Carbonell, 1999):

> Compuestos inorganicos. Alcanzan una concentracion de 0.5-2 g por litro.
Los compuestos minerales influyen sobre el sabor de la cerveza. Los cloruros dan
sensacion de plenitud de sabor, los sulfatos sequedad, los carbonatos y el sodio
producen efectos muy variados en el sabor, mientras que el magnesio puede
conferir un sabor desagradable. Por otra parte el hierro, plomo, cobre, zinc y
estafo pueden producir turbidez en cervezas. La mayoria de estos componentes
proceden exclusivamente de las materias primas de partida, especialmente de la
cebada malteada y de los cereales usados como adjuntos.

> Carbohidratos. Normalmente, las cervezas contienen un 2.5-4% de
carbohidratos, en forma de mono-, di- y trisacaridos, dextrinas y [(-glucanos.
Proceden de la degradacion del almidon por los enzimas de la malta y no han
sufrido modificaciones durante la fermentacion del mosto. Actuan como portadores
de sabor, retienen el CO, formado en la fermentacién, participan en la formacion
de la espuma y tienen valor nutritivo (4 cal/g). Entre los azucares mas sencillos se
encuentran la ribosa, arabinosa, xilosa, glucosa, fructosa y galactosa; entre los
disacaridos la maltosa, isomaltosa, nigerosa y maltulosa, y los trisacaridos la
panosa, isopanosa y maltotriosa. Ademas también contienen pequenas cantidades

de glicerol y mioinositol.

Figura 1. Fragmento de una estructura de B-glucanos (http://www.sbu.ac.uk/water/
images/ hyglu.gif, 2005).

Los B-glucanos (Figura 1) son cadenas lineales constituidas por moléculas de

glucosa unidas entre si por enlaces B (1—3) y B (1—4). Proceden de la pared
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celular del endospermo del grano de cebada. Su concentracion en la cerveza es
entre 5-700 mg/l y su peso molecular varia en el intervalo 30000-300000 (Sendra
et al., 1989). Aunque en peso solo suponen como maximo un 2% de las dextrinas
contenidas en la cerveza, su participacion en las propiedades del mosto y cerveza
es importante, pues aumentan sensiblemente la viscosidad, dificultan las
operaciones de filtracion y pueden producir precipitados gelatinosos en cervezas
envasadas. Por lo que en muchos casos es frecuente la adicion de B-glucanasas
comerciales para completar su despolimerizacién hasta niveles donde no causen

estos problemas en las industrias cerveceras.

También aparecen entre los carbohidratos algunas pentosanas, formadas por
cadenas de xilosa y arabinosa, que junto con los B-glucanos fueron parcialmente
despolimerizadas por los enzimas producidos en el malteado del grano.

> Componentes nitrogenados. Un litro de cerveza contiene habitualmente
entre 1.9-6.3 g de componentes nitrogenados, que incluyen aminoacidos,
péptidos, polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos y productos de degradacion. No
obstante algunos tipos de cerveza de alto extracto original llegan hasta 11.5 g de
sustancias nitrogenadas (Hough et al., 1982). Proceden fundamentalmente de los
cereales y se modifican cualitativa y cuantitativamente en el proceso de
elaboracion.

Los constituyentes nitrogenados de la cerveza pueden afectar al aroma, sabor,
color, formacién y estabilidad de la espuma, estabilidad biolégica de la cerveza y
pueden dar lugar a enturbiamientos (Sendra et Carbonell, 1999).

> Compuestos fendlicos. La cerveza contiene entre 150 y 350 mg/l de
diversos compuestos fendlicos, dos tercios de los cuales proceden de la malta y el
resto del lupulo (Charalambous et Bruckner, 1977). Una fraccién minoritaria es
volatil y contribuye al aroma de la cerveza; el resto son polifenoles no volatiles e
influyen sobre el color, sabor y estabilidad coloidal de la cerveza. La
polimerizacion de compuestos fendlicos con proteinas da lugar a complejos

insolubles que pueden ocasionar enturbiamientos en la cerveza. Entre los grupos
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de polifenoles presentes en cerveza destaca por su abundancia el grupo de los
antocianogenos (hasta 100 mg/l), seguido por los flavonoides (catequinas, hasta
20 mg/l) y el de los flavonoles (hasta 10 mg/l) (Sendra et Carbonell, 1999).

El isoxantohumol (Figura 2) es un flavonoide de tipo flavanona producido durante
el proceso de fabricacion de la cerveza por la isomerizacion de xantohumol. La
cerveza representa uno de los productos de la dieta mas importantes en cuanto al

contenido de prenilflavonoides en términos cuantitativos (Stevens et al., 1999).

xantohurmcl Isoxantohumc
HO OMe OH OH
HO
OH O
OMe O

Figura 2. Estructura de los principales componentes polifenolicos del lupulo (CICS, 2003).

=  Alcohol etilico. Es uno de los constituyentes mas abundantes en la cerveza.
Se produce junto con el CO; en la fermentacion a razéon de 1 g de alcohol por
cada 1.6 g de substrato hidrocarbonado transformado. Participa de forma
importante en el sabor, su concentracién depende del extracto original del mosto.
Aunque existen cervezas con muy bajo contenido alcohdlico (<0.5%) y otras de
graduaciéon similar a la de un vino comun (~11%), la mayoria de las tablas de
composicion de cervezas dan valores préoximos al 5% (Bulinski et Kot, 1988;
Bulinski et al., 1986).

> Vitaminas. La cerveza contiene pequenas cantidades de vitaminas del
grupo B: tiamina, riboflavina, acido pantoténico, piridoxina, biotina,
cianocobalamina y niacina. También contiene acido fdlico y sus derivados (folatos,
conteniendo valores habituales de entre 20-44 mg/l). Proceden de la malta,
incrementandose en la germinacion de la cebada y sobreviviendo al tostado
(Mueller, 1993).

> Otros compuestos. La cerveza contiene una pequefa proporcion de lipidos,

procedentes de la malta, adjuntos y lupulo, asi como resultantes del metabolismo
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de la levadura en el proceso de fermentacion. Son fundamentalmente acidos
grasos (0.33-0.76 mg/l), mono-, di- y tri-glicéridos (en conjunto hasta 0.4 mgl/l),
junto a trazas de esteroles y fosfolipidos. Su contenido afecta negativamente a la
formacion y estabilidad de la espuma, pero puede contribuir positivamente al
aroma de la cerveza.

También contiene pequefas cantidades de acidos organicos (citrico, fumarico,
lactico, malico, piruvico, succinico, glutarico, oxalico, tartarico, etc.), que afectan al
sabor y la estabilidad de la cerveza. Proceden de la malta y de la actividad

metabdlica de la levadura (Sendra et Carbonell, 1999).

2.6 Agua

Es un constituyente importante de gran importancia, debe ser potable y presentar
una composicion idnica adecuada. Se puede afirmar que cada tipo de cerveza
exige agua de caracteristicas propias. Por ejemplo, algunas cervezas inglesas se
elaboran con agua rica en sulfato de calcio (yeso) y las checoslovacas de Pilsner
se preparan con agua de bajo contenido en sales.

Existen dos tipos de dureza del agua permanente y temporal. La primera es
causada por CaSQ, CaO, Ca(NOs);, MgO y Mg(NOs),;, mientras que los
carbonatos de calcio y magnesio son responsables de la ultima. La dureza
temporal es uno de los principales problemas del agua, debido a que la
disociacién de los bicarbonatos determina un aumento del pH en la maceracion, y
puede eliminarse parcialmente por ebullicion, depositandose como sedimento el
CaCOs. La dureza total de una muestra de agua, es la suma de ambas durezas
citadas anteriormente y se calcula valorando 100 ml de agua con EDTA 0.02 M
hasta el punto final del indicador.

En general, los principales iones presentes en las aguas de cerveceria son HCO3',
COs%, CI, S04%, K*, Na*, Ca®" y Mg®*. También se encuentran presentes en menor
cantidad o trazas de otros elementos. De los iones anteriores, HCO3, COs* y Ca®*
pueden considerarse los de mayor importancia, especialmente en términos de su

capacidad para incidir sobre el pH.
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El efecto mas deseable del Ca** estad relacionado con su capacidad para
reaccionar con el PO,> presente en la malta, para formar el compuesto terciario
Casz(PQO.)2, que es relativamente insoluble. Esta reaccion libera H* que reduce el
pH de la mezcla en maceracion. Los iones magnesio no tienen el mismo efecto
durante la maceracion, debido a que el Mgs3(PO4), es mas soluble que su
homologo calcico.

Los efectos mas indeseables de carbonatos y bicarbonatos se indican mejor por la

siguiente ecuacion:

H* H*
! !
CO, +H,0 < H,CO;3 > HCO3 «» CO5*
T 1
H+ H+

En lo que respecta al pH de la mezcla, es indispensable que la reaccién sea
dirigida de izquierda a derecha, para que libere H* contribuyendo a un descenso
de pH. El pH del agua de maceracion debera ser de 5.4. Este valor es el éptimo
para la actividad aminolitica por consiguiente, la degradacion del almidon es

eficiente (sacarificacion) (Hornsey, 2003).

2.7 Lupulo

El lupulo empleado habitualmente en cerveceria, Humulus lupulus, pertenece a la
familia Cannabinaceae de plantas con flores, la cual a su vez, pertenece al orden
Urticales.

Es una planta perenne de la especie dioica (los érganos masculinos y femeninos
se encuentran en plantas diferentes), siendo el tamafio de la inflorescencia, la
diferencia morfolégica mas evidente entre las plantas macho y hembra. La cabeza
de la flor hembra forma conos y mide de 15-20 mm, mientras que la flor macho

esta muy ramificada y tiene unos 5 mm de diametro.
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Desde el punto de vista cervecero, la parte util de la planta de lupulo es el cono

femenino, que tiene todos los componentes necesarios (Figura 3).

Clcalriz
de una bréclea

Gldndula
de lupulina

0,5cm

Figura 3. Cono de lupulo (Hornsey, 2003).
Diseccion (a) del eje central del cono del ltpulo, (b) estrébito maduro o cono, (c) bracteola aislada mostrando
una glandula de lupulina y (d) diseccién de una glandula de lupulina.

Si la flor hembra es fertilizada por polen de una planta macho, se desarrolla una
sola semilla. Esta estara envuelta en un pericarpio, cuya capa externa es
membranosa y rica en resina. Estas resinas no estan presentes en las plantas sin
semilla y, consecuentemente, el amargor potencial de los lupulos virgenes sera
menor que el de los lupulos con semilla. Los lupulos sin semillas tienen una
relacion mayor de aceites esenciales (aroma) a resinas (amargor), y por lo tanto
son preferidos si se necesita aportar a la cerveza caracteristicas aromaticas
(Hornsey, 2003).

En general el que compra el lupulo esta interesado en aquellas variedades que
son particularmente ricas en a-acidos, ofrecen un aroma atractivo o son
adecuadas desde ambos puntos de vista. Se les conoce como lupulos aromaticos
y de doble funcion. Aquellas variedades ricas en resinas amargas son mas pobres
en sustancias aromaticas y viceversa, por ello es frecuente usar mezclas de
lupulos (Catafié, 1997).
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Productos del lupulo

Muchos fabricantes de cerveza usan conos de lupulo deshidratados en su estado
natural. Una elevada cantidad de lupulo es transformada en productos comerciales

como: polvos de lupulo, pellets comprimidos y extractos de lupulo (Hornsey, 2003).

En la tabla 4 se resumen algunas presentaciones de productos comerciales del

lupulo.

Tabla 4. Productos de lupulo en la fabricacién de cerveza (Varnam et Sutherland., 1997b).

Lapulo en polvo y en pastillas
Conos de lupulos secos y molidos con molinos de martillos, envasados en polvo o
como pastillas.
Lupulos enriquecidos en polvo y en pastillas
Lupulo en polvo concentrado mecanicamente por cribado a una temperatura, maxima
de -20 °C. A tales temperaturas las glandulas de lupulina estan rigidas y se separan
facilmente del material celuldsico. Contiene un 75% del peso original del lupulo y un
90-95% de a-acidos.
Lapulos especiales en polvo y pastillas
(a) Incorpora extracto del lupulo
(b) Incorporan sales inorganicas
Extractos de ldpulo
Extraidas con uno o varios solventes con ningun o con el minimo cambio de los
componentes extraidos.
Extractos de ldpulo especiales
(a) incorporan aceite de lupulo
(b) incorporan sales inorganicas
Extractos de ldpulo isomerizados
a-acidos aislados e isomerizados obtenidos por:
(a) Tratamiento del extracto liquido con el alcali.
(b) Tratamiento de las sales metalicas de los a-acidos.
(c) Isomerizacioén y reduccion simultanea con barohidruros.
Aceites de lupulo:
(a) Para lupulados tradicionales —aceitres esenciales (concentrados o en emulsion
acuosa) obtenidos del lUpulo por arrastre en corriente de vapor.
(b) Para lupulados tardios —fraccion rica en aceites obtenida por extraccion con CO,
liquido.
(c) Para lupulados en seco —aceites fraccionados mediante destilacion a baja
temperatura y a presién reducida o con extraccion con CO, liquido.

El lupulo en todas sus formas es muy sensible al almacenarlo, por lo que debe
guardarse en un lugar fresco y seco (0 °C). En otro caso, no solo pierde gran parte

de su amargor, si no que puede descomponerse (Vogel, 1999).
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Sin embargo, también puede utilizarse el lupulo en flores enteras, es una forma
mas pura de utilizarlo. Este método es usado en las micro-cervecerias americanas
especializadas en cervezas de alta calidad con sabor y aroma. La utilizacién de
flores enteras obliga a modificar los equipos de elaboracién para que las flores se
puedan eliminar facilmente tras la coccién del mosto. Estas flores son utilizadas a

su vez para filtrar las proteinas coaguladas del mosto cocido (Mesones, 2000).

Quimica del lapulo
En términos generales, una buena muestra de lupulo comercial debe tener la

composicion que se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 5. Composicion quimica de los lupulos comerciales (Hornsey, 2003).

Componente % de la muestra
Agua 10.0
Resinas totales 15.0
Aceites esenciales 0.5
Taninos 4.0
Pectina 2.0
Lipidos y ceras 3.0
Monosacaridos 2.0
Proteinas (Nx6.25) 15.0
Aminoacidos 0.1
Celulosa y lignina 404
Contenido en ceniza 8.0

Las resinas se clasifican en base a su solubilidad en diversos disolventes
organicos. El contenido total de resinas es aquella fraccion que es soluble tanto en
metanol frio como en éter dietilico. Si la resina total se dispersa en hexano, solo se
disuelve realmente parte de ella, llamada resina blanda y la fraccion insoluble se

designa resina dura.

La mayoria de amargor propio del lupulo esta concentrado en la fraccion de resina
blanda, la cual a su vez se divide en a-acidos y 3-acidos. Los principales a-acidos
son humulona, cohumulona y adhumulona (Tabla 6) y los B-acidos mas

importantes son lupulona, colupulona y adlupulona (Hornsey, 2003). A medida que
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el lupulo envejece y se oxida, aumenta la proporcion de resinas duras a causa las
transformaciones de los a- y B-acidos. La humulona, principal a-acido, constituye
el principal componente amargo de la cerveza mientras que las lupulonas (B-

acido) son menos importantes para la elaboracion de cerveza.

Tabla 6. Estructura de los a- y B-acidos del ltpulo (CICS, 2003).
a-acidos B-acidos

Adhumulona Adlupulona

Coloupulona
Cohumulona P

Lupulona
Humulona

Durante la coccion del lupulo en el mosto, los a-acidos se reorganizan o
isomerizan generandose iso a-acidos o isohumulonas, son mas amargos y
solubles que los a-acidos. Los B-acidos tienden a oxidarse durante la ebullicién,

para dar una serie de derivados amargos y ho amargos.
Los aceites esenciales de los conos de Iupulo son una mezcla compleja de cientos

de componentes. Algunos son extremadamente potentes, como el tiohexanoato de

metilo. Los aceites influyen tanto en el sabor como en el aroma de la cerveza.
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Cuando la cerveza es expuesta a la luz solar, los a-isoacidos reaccionan con los
compuestos sulfurados presentes en la cerveza para dar un sabor desagradable
debido al 3 metil-2-buteno-1-tiol (Hough, 1990).

2.8 Levadura

La fermentaciéon alcohdlica es la transformacion del azucar en alcohol y didxido
de carbono producidos por enzimas generados por levaduras. Las levaduras son
hongos que pertenecen al grupo Eumycota (hongos verdaderos), ademas caen
dentro de la subdivision Ascomycotina (Hornsey, 2003).

En la industria cervecera utiliza levaduras del género saccharomyces, del que se
conocen mas de 30 especies.

Las diferencias existentes entre la estructura quimica de las capas exteriores de la
células de levaduras son las responsables de que algunas cepas suban a la
superficie hacia el final del proceso (Hornsey, 2003). Las levaduras de
fermentacion alta tienden a ser algo hidréfobas y agruparse en el menisco, lo que

no hacen las de fermentacién baja (Hough, 1990).

Reproduccion de la levadura

Los saccharomyces spp., pertenecen a la familia saccharomycetaceae y se
distinguen de los demas por sus caracteristicas morfologicas vy fisiolégicas. Se
reproducen asexualmente por gemacion vegetativa (Hornsey, 2003).

Al desarrollarse y dividirse las células al periodo entre el fin de una divisién y el de
la siguiente se llama ciclo de multiplicacion celular. En el ciclo celular existen dos
fases: la fase de crecimiento y la de divisién. La fase de crecimiento a su vez se
divide en tres periodos, cada cual con sus propios acontecimientos moleculares
caracteristicos. La siguiente fase es llamada G1, momento de la fase en que la
célula es “joven” y acaba de terminar la mitosis. El segundo periodo de crecimiento
es la fase S, en ella tiene lugar la multiplicaciéon de DNA y material cromosémico.
La manifestacion morfolégica de esta fase en la levadura es el aumento de

tamano de la nueva célula. Cuando es terminada la sintesis de DNA, la levadura
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entra en la fase de G2 ésta termina hasta que el nucleo ha emigrado hasta el
estrechamiento entre la célula madre y la yema e inmediatamente entra la fase M,
en la que los cromosomas se duplican hasta que la yema se separa e

independiza, para comenzar una nueva fase G1 (Hornsey, 2003).

Necesidades nutritivas de la levadura
Las necesidades para el desarrollo global de las levaduras de cerveceria son:
> Una fuente carbonada de energia, conocida como azucares fermentables.
Una fuente de nitrégeno.
Factores de crecimiento (vitaminas) e lones inorganicos.

Oxigeno (durante las primeras fases de fermentacion).

v v L VL

Agua.

Algunos carbohidratos son captados pasivamente por la célula de forma intacta
como glucosa y fructosa, y otros son hidrolizados fuera de la célula, siendo
absorbidos los productos de degradacidon (sacarosa), mientras que otros son
transportados activamente a través de la membrana e hidrolizados en el citosol de
la célula.

El modelo general de consumo de azucares fermentables del mosto durante la
fermentacion es: sacarosa—glucosa—fructosa—maltosa—maltotriosa, aunque
existan diferencias entre cepas de levaduras.

Las levaduras cerveceras no pueden asimilar el nitrdgeno elemental, ni los iones
nitrato. El nitrégeno requerido para la sintesis de los constituyentes celulares
esenciales, procede de los aminoacidos y de los di- y tri-péptidos del mosto.

En general, el oxigeno se es uno de los factores a evitar durante el proceso de
fermentacion. La levadura no puede sintetizar esteroles y acidos grasos
insaturados en ausencia de oxigeno. Estos dos compuestos estan presentes en el
mosto pero en cantidades pequefias. Por lo que tiene que haber suficiente
cantidad de oxigeno durante las primeras fases de la fermentacion que facilite la

sintesis de membrana necesaria para la multiplicacion celular (Hornsey, 2003).
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Floculaciéon

Es definida como la agregacion no sexual de células en grupos, dispersables por
EDTA o azucares especificos y su separacion subsiguiente del medio (Stratford,
1992). Las propiedades o pérdida de floculacion de un cultivo de levadura
cervecera, es uno de los principales factores considerados como caracteristicas
importantes para la fermentacion del mosto. Se ha observado mejor calidad en la
cerveza con el uso de levaduras floculantes que con las que no lo hacen.

Es posible que la levadura deje de agruparse, haciéndose por tanto muy trabajosa
su remocion del mosto fermentado si no se tiene una centrifuga. A consecuencia
de esto se dificulta la obtencion de una cerveza transparente, se obtienen sabores
indeseables ademas de obtener cervezas mas atenuadas.

Las células muy floculantes se separan rapidamente del mosto, por lo que tienen a
producir cervezas poco fermentadas (poco atenuadas) y, por tanto, mas dulces. A
causa del contacto prolongado de las células con la cerveza no se logra su sabor
amargo caracteristico. Ademas la excrecién de productos por la levadura y los
cambios autoliticos que ésta sufre proporcionan sabores amargos a esta bebida.
La cerveza poco atenuada es muy rica en nutrientes (carbohidratos, sales,
factores de crecimiento, compuestos nitrogenados como aminoacidos), por lo que
es mas facil la contaminacion por otros microorganismos (Mateu et Abreu, 2004).
El fenomeno de la floculacion es inhibido por los azucares y favorecido por las
sales, es afectado por diversos factores como son:

> Factores fisicos. Algunos factores que influyen sobre éste fendmeno es la
fortaleza de la union de la floculacion, atraccidn entre células, carga superficial,
componentes hidrofébicos e hidrofilicos, tamafo y movimiento de las particulas
causado por movimiento browniano y agitacion mecanica.

Los agregados se unen por fuerzas de Van der Waals. En los fermentadores se
emplea agitacion para incrementar la frecuencia de la colision entre las células y
por tanto aumentar la floculacion. Una agitacion demasiado fuerte provoca

turbulencia quedando separadas las células unas con otras provocando la
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disminucion este fendmeno. La agitacion brinda a las células el momento
suficiente para que ocurra el contacto entre las lecitinas y los carbohidratos.

> Factores quimicos. La floculacién en levadura depende de las propiedades
de la pared celular, éstas se encuentran constituidas en dos capas: una interna de
glucano y una externa de fosfomano. Existen dos hipotesis en cuanto a las bases
moleculares de la floculacion en levaduras. Todas coinciden en la necesidad de
cationes bivalentes, especialmente el Ca®* (Taylor et Oton, 1975; Stratford, 1992).

Los agentes quelantes al unirse con iones divalentes como el Ca?* afectan
negativamente a la floculacién. EI EDTA es un agente quelante y la cantidad
requerida para cada sepa es especifica.

> Factores biologicos. La edad fisiolégica de las células influye de forma
considerable en la floculacion. Este fendmeno también depende de la

concentracion de células en suspension.

2.9 Malta

Es uno de los ingredientes de partida mas importantes en la elaboracion de
cerveza. La cebada sin tratar no serviria para la fabricacion de bebidas
alcohdlicas, ya que la levadura soélo puede producir alcohol a partir de azucares
sencillos y la cebada contiene una minima cantidad de azucar y una elevada
cantidad de almidén. Este es la reserva para el embrién de la futura planta, por lo
cual debe degradarse primero en la semilla con ayuda de enzimas. Estos se
producen en la germinacion y su objetivo es transformar el almidén en azucares
simples (Vogel, 1999).

El proceso de malteado se inicia con operaciones de limpieza y seleccion de los
granos, posteriormente se colocan a remojo durante algunos dias, hasta que la
humedad se incrementa desde 10% hasta 41-45%.

El grano mojado se drena y mantiene en las condiciones Optimas de temperatura,
humedad y aireacién para que germine. La germinacion es un proceso fisioldgico
que requiere de oxigeno, por lo tanto la aireacion es importante y a la vez eliminar

el CO, que se produce. EI movimiento es importante porque permite una
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adecuada respiracion del grano, ayuda a mantener homogénea la temperatura y
evitar que las raicillas que van creciendo se trencen entre los granos. La
germinacion procede hasta que la plumula de la mayoria de los granos alcanza
una longitud de aproximadamente % de la del grano.

En este momento se obtiene lo que se conoce como malta verde, la cual es
sometida al de secado con corrientes de agua caliente. Esta operacion tiene como
objeto detener la germinacién sin destruir las enzimas producidas durante la
germinacion y provocar las reacciones que conllevan a la formacion de sustancias
oscuras y sabores caracteristicos, importantes para las cualidades de la cerveza.
Las temperaturas tipicas de horneado son: para maltas /lager entre 55-70 °C, y
para maltas ale entre 60-177 °C. Generalmente la humedad de la malta es de 3-

6% al final del proceso de horneado (Garcia et Quintero, 2000).

291 Transformacién de la cebada durante el malteado

Durante el malteado se incrementa consideradamente el contenido de enzimas
aminoliticas, las cuales en el proceso de elaboracion de cerveza van a degradar el
almidén del mosto generando las cantidades necesarias de azucares sencillos
para llevar a cabo la fermentacion.

Una gran cantidad de enzimas son sintetizadas durante la germinacién del grano,
siendo las mas relevantes en el proceso de elaboracion de cerveza las a y B
amilasas, la a-glucosidasa, las glucanasas, las proteasas y las pentosanas (Garcia
et Quintero, 2000).

La a-amilasa ataca al azar, hidrolizando cualquier enlace a 1-4. Los productos de
esta enzima son fundamentalmente carbohidratos complejos denominados
dextrinas ramificadas y lineales. Se produce durante el malteado como respuesta
al acido giberélico, éste es una hormona vegetal natural producido por el embrion
durante la germinacién y es transportado durante el proceso de malteado a la
capa de aleurona. Al final del malteado diversas enzimas liticas (degradativas) han
sido trasportadas al endospermo donde modificaran la textura del almidén de una

masa amorfa a un sustrato mas disgregable.

Y R . 23



Il. ANTECEDENTES

La B-amilasa ataca a moléculas de almidon en sus extremos, rindiendo unidades
de B-maltosa obteniéndose moléculas ramificadas. Esta enzima libera también
dextrinas ramificadas pero su principal producto es la maltosa (Hornsey, 2003;
Hough, 1990).

La excesiva hidrdlisis del almidon proporciona extractos pobres para cerveceria.
Un aspecto importante durante el malteado, es la degradacion de los B-glucanos
de la pared celular del endospermo y la exposicion de las partes proteicas que
rodean a los granulos de almiddn, al ataque de las proteasas.

La cebada en germinacion también contiene peptidasas que dividen aminoacidos

0 péptidos simples de las proteinas (Garcia et Quintero, 2000).

29.2 Seleccion de la malta para la elaboracion de cerveza

Los cerveceros establecen especificaciones muy ajustadas y no hay una norma
que indique cuales son los parametros en los que el cervecero debe enfocarse, ya
que esto dependera del tipo de cerveza que se realice. Estas especificaciones
dependen de los métodos analiticos. De manera general el cervecero necesita
conocer: contenido en agua, proteina o nitrégeno total, actividad enzimatica,
fermentabilidad del extracto, color, contenido en B-glucanos, entre otras (Hough,
1990).

2.10 Elaboracion de cerveza

El proceso de elaboracion de cerveza comienza con la molienda de la malta,
consiguiendo particulas de un tamafio que sea rapidamente atacado por las
enzimas. No deben ser demasiado pequefias ya que genera problemas de
drenaje del mosto. Si las particulas son excesivamente grandes, resultara
afectada la enzimdlisis, siendo las velocidades de conversion lentas e

incompletas (Hornsey, 2003).
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En la figura 4 se ilustra de manera general la elaboracién de cerveza a nivel

industrial.
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Figura 4. Diagrama  generalizado de la  elaboracion de  cerveza

(http://www.cervezasdelmundo.com /cervezaselab.html, 2006).

2.10.1 Maceracion
Es la extraccion de los componentes solubles de la malta molida, ésta se mezcla
con agua En la figura 4 se ilustra de manera general la elaboracién de cerveza a
nivel industrial.
caliente agitando lentamente para producir un extracto fermentable es decir, se
disuelven en ella los almidones y demas componentes solubles, los cuales
permiten el adecuado crecimiento de la levadura y la produccion de cerveza

obteniendo, asi buenos rendimientos (Mesones, 2000).
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Durante la maceracion se llevan a cabo distintos tratamientos térmicos,
incrementando la temperatura a distintos rangos de tiempo, hasta llegar a
temperaturas de 76 °C, con el fin de activar las enzimas.

Al conjunto de los componentes de la malta disueltos en el agua se le denomina
extracto. La maceracién provoca en los granulos de malta molturada los siguientes
efectos (Hornsey, 2003):

(@) En las primeras etapas de maceracion de la malta (45-60 °C) actuan
principalmente las proteasas y B-glucanasas. Las proteasas degradan proteinas
con dos objetivos; por un lado, eliminar un exceso de proteinas que luego pueden
provocar turbiedades en la cerveza y por el otro, mantener algunas proteinas para
conseguir que la cerveza final disponga de cuerpo y de espuma estable.

Las B-glucanasas son activadas 45 °C y se inactiva a 60 °C, hidrolizan enlaces 3
(1—3) y a (1—4) de los polimeros de glucosa conocidos como glucanos. La
degradacion de estos polimeros y de las pentosanas es importante para disminuir
la viscosidad del mosto. También estabilizan suspensiones coloidales en la
cerveza, por lo que su degradacion es importante para reducir la turbiedad del
producto (Garcia et Quintero, 2000).

(b)  El almidén se encuentra en pequenas celdas, éstas al ser humedecidas por
el agua se hinchan hasta llegar a reventar soltando su contenido. Es hidrolizado
por varias enzimas; la a-amilasa es una endoenzima que hidroliza los enlaces a
(1—4) de la amilosa y la amilopectina lo realiza en distintos puntos dentro del
polimero, pero alejados de los puntos de ramificacion (enlaces a (1—6)) y de los
extremos de la cadena. El producto de esta enzima son las dextrinas y en menor
cantidad oligosacaridos, su temperatura optima se encuentra entre los 70 °C
(Mesones, 2000). La B-amilasa hidroliza también los enlaces a (1—4), pero en
este caso se trata de una exo-enzima que actua a partir de los extremos no
reductores de la cadena, liberando en cada corte una molécula de maltosa, su
temperatura optima se encuentra entre los 60 °C. En cada corte de la a-amilasa se

genera un nuevo extremo no reductor donde la B-amilasa puede actuar. La a-
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glucosidasa hidroliza enlaces a (1—4) como los a (1—6) pero tiene mucha mayor
afinidad por las cadenas cortas por lo tanto actua mas bien sobre oligosacaridos.
Con la combinacion de de estas enzimas durante la sacarificacion se obtiene una
mezcla de dextrinas limites, oligosacaridos (como maltosa y maltotriosa
principalmente, y en menor proporcién maltotetrosa, isomaltosa, panosa, etc.) y
glucosa; las cantidades dependeran de las proporciones de las enzimas y del perfil
de tiempos y temperaturas durante la sacarificaciéon es decir, de la oportunidad
que se de a cada enzima de actuar durante el proceso; cada enzima tiene su
temperatura éptima por lo tanto, entre mayor tiempo se encuentre una enzima en
esa temperatura o cerca de ella, mayor oportunidad existira de que la enzima
actie en condiciones O6ptimas. Con base en esto, diferentes perfiles de
sacarificacion generaran composiciones distintas del mosto (Hornsey, 2003;
Hough, 1990).

El término “actividad diastasa”, muy usado en cerveceria, normalmente se asocia
con la actividad de B-amilasa sin embargo, dado que se determina por el aumento
de grupos reductores y cada corte por cualquiera de las enzimas aminoliticas
genera un extremo reductor (Garcia et Quintero, 2000).

Los almidones producen un aumento en la viscosidad de la maceracion al ser
liberados de las celdas contienen entre otros, cadenas de moléculas de glucosa
como amilosa y amilopectina. Estas son inmediatamente atacadas por las enzimas
a-amilasa transformandolas en cadenas mas cortas de moléculas de dextrinas de

7 hasta 12 restos de glucosa, reduciendo la viscosidad (Mesones, 2000).

21011 Separacion del mosto
Una vez realizada la maceracion sera necesario separar el extracto disuelto en el
agua de los restos de malta no disueltos como las cascarillas y plantulas. El
extracto disuelto en el agua es llamado mosto y los restos de malta se llaman
bagazo o cebadilla. El bagazo restante, si bien no dispondra ya de liquido, estara

impregnado de mosto, asi que se afiade agua a 78 °C (Mesones, 2000).
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La composicidén del mosto esta constituida en su mayoria de carbohidratos de los

cuales el 98% proviene de la hidrdlisis del almidon.

Existen 4 fracciones principales de carbohidratos en el mosto (Hornsey, 2003):

> Oligosacaridos. Son dextrinas que representan entre 25-27% de los
carbohidratos totales del mosto. Estas no son fermentables y constituyen al valor
caldrico de la cerveza terminada. La principal dextrina es la maltotetrosa y también
se encuentran pequefias cantidades de maltopentosa, maltohexosa vy
maltoheptosa.

> Trisacaridos. Compuestos principalmente por la maltotriosa, que supone un
14% de los carbohidratos totales del mosto (c.t.m.).

> Disacaridos. El principal disacarido es la maltosa (14% c.t.m.) y sacarosa
(5% c.t.m.).

> Monosacaridos. La glucosa y fructosa son los principales representantes de
este grupo (9-10% c.t.m.).

Es importante esta separaciéon ya que se consigue una maxima extraccion de
azucares fermentables solubles, obtener mostos brillantes con minima cantidad de

solidos suspendidos y reducir al minimo la concentracion de oxigeno en el mosto.

2.10.2 Coccion del mosto

El mosto obtenido después de la filtracion del macerado es necesario cocerlo. El
proceso de coccion dura entre 45-120 minutos y la ebullicion es constante. La
finalidad de la ebullicion del mosto es (Hornsey, 2003; Mesones, 2000):

> Esterilizacion del mosto. Es fundamental durante la coccion, tanto la malta
como el lupulo contienen bacterias y mohos que no son dafinos para la salud,
pero que continuan su efecto biolégico en la cerveza, produciendo sabores no
deseados o acidificacion a largo plazo. La coccion destruye todos estos
microorganismaos.

> Detener la actividad enzimatica derivada de la malta. La mayor parte de las

enzimas presentes durante la maceracion es inactivada. Sin embargo, persistira
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un pequeio porcentaje de actividad que resultara totalmente inactivada por
coagulacién durante la ebullicion. La destruccion de estas enzimas evita que sigan
actuando, cambiando la estructura de los azucares.
> Concentracion del mosto. Dependiendo del régimen de ebullicion, entre 5-
15% del volumen original del mosto se perdera por evaporacion.
> Culminar las reacciones quimicas que comienzan en la maceracion, con la
reduccion resultante del pH. La ebullicion termina por completar el proceso de
precipitacion del fosfato calcico y la disociaciéon del i6n bicarbonato. Ambos
procesos determinan una ligera bajada del pH debido a la formacion de acido
sulfurico.
> Coagulacion de proteinas y taninos. El calor hace que las proteinas se
desnaturalicen irreversiblemente. Los taninos del lupulo y de la malta se disuelven
en su totalidad en el mosto reaccionando con las proteinas. Esta union es
insoluble y se precipita al fondo formando el turbio caliente. Cuanto mas cerca
esté el pH del mosto al punto isoeléctrico, mas rapida sera la sedimentacion. La
coagulacién es uno de los procesos mas lentos.

2  Descomposicion y eliminacion. Durante la ebullicion se pierden muchas
sustancias volatiles, algunas de ellas son indeseables desde el punto de vista de
su aportacion negativa al sabor y aroma. Se pierden también componentes
favorables, aunque se puede compensar parcialmente mediante la adicién tardia
de lupulo después de la ebullicion.

La coccién del mosto ayuda eliminar el dimetil sulfuro (imparte un sabor a verduras
cocidas a la cerveza). EI DMS es volatil y el resto del tiempo de coccion hara que
este desaparezca con el vapor.

> Intensificacion del color del mosto. Los fenoles simples y polimerizados son
extraidos en la maceracion y se encuentran en el mosto hervido. Una porcion de
estos compuestos reaccionan con las proteinas como se menciond anteriormente,
los que no lo hacen sufren una diversidad de reacciones, algunas de las cuales
producen compuestos coloreados. Ocurre la oxidacion de fenoles y polifenoles,

con la subsiguiente formacion de quinonas y sus derivados.
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La interaccién de compuestos nitrogenados (aminas primarias) y carbohidratos
(azucares reductores) dan como resultado un oscurecimiento no enzimatico o
reaccion de Maillard. Los pigmentos producidos son polimeros llamados
melanoidinas. Cuanto mas tiempo hierva el mosto y mas concentrada sea la
fuente de calor, mayor sera la cantidad de estos compuestos producidos. Las
melanoidinas son de caracter acido y el lupulo también es ligeramente acido.
Ambos acidificaran ligeramente el mosto cocido.

> Extraccion de aceites esenciales del lupulo. La coccion del lupulo es quizas
la parte mas esencial en la ebullicion. Las resinas del lupulo que imparten el
amargor final a la cerveza, no se disuelven en el mosto frio. Al cocerlo, sus a-
acidos se isomerizan y se disuelven con mayor facilidad. Del total de a-acidos que
contiene, aproximadamente un 25% llega hasta el producto final, la otra parte se
queda adherida a los restos de proteinas coaguladas tras la coccion a los mismos

restos de las flores de lupulo y a la levadura.

210.3 Clarificacion y enfriamiento del mosto

En la coccion del mosto ha coagulado gran parte de las proteinas y extraido los
taninos y a-acidos contenidos en el lupulo y a continuacion son eliminados.

Una vez que el mosto ha sido centrifugado o filtrado, el siguiente paso es el
reducir la temperatura de este, que tras la coccién y centrifugacion todavia tiene
unos 77 °C. La temperatura ideal para afiadir la levadura se situa entre los 8-24 °C
segun el tipo de levadura y el tipo de cerveza que se quiere elaborar (Mesones,
2000).

2104 Fermentacion
El proceso de fermentacion se inicia con la inoculacion del mosto lupulado con un
cultivo “puro” de levaduras (Garcia et Quintero, 2000). La tasa de inoculacion
normal es del orden de 0.45 kg de levadura por barril de mosto (0.3 kg/hl)
(Hornsey, 2003).
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La composicion tipica del mosto lupulado se muestra en la tabla 7, ademas
contiene algunas otras sustancias nitrogenadas simples, sales minerales (calcio,
magnesio, sodio, potasio, hierro, zinc, cobre, magnesio, cloruros, sulfatos,
carbonatos y fosfatos) y vitaminas (biotina, acido pantoténico, inositol, tiamina,

piridoxina y el acido nicotinico) (Hough, 1990).

Tabla 7. Composicion tipica del mosto como % de sdlidos totales (Garcia et Quintero,
2000).

Sustancia Cantidad %
Glucosa 4-8

Maltosa 43-46
Maltotriosa 10-13

Otros oligosacaridos y dextrinas ~ 22-25
Sacarosa 1-3

Fructosa 1-2
Aminoacidos libres, 1-1.5
Péptidos y proteinas 1.5-3

La temperatura del mosto en el momento de la inoculacién es importante, si ésta
se encuentra a 5 °C de diferencia por debajo de la temperatura a que se ha tenido
la levadura de siembra, se produce el choque frio. Este se manifiesta por un
prolongado periodo de inactividad (Garcia et Quintero, 2000).

La mayor parte de las sustancias presentes en el mosto difunden libremente a
través de la pared de la levadura al plasmalema (resinas, proteinas y polifenoles),
y algunas se adsorben sobre la superficie externa de la pared celular. Una vez en
el interior de las células no todas las sustancias son utilizadas de inmediato. La
glucosa y la fructosa se consumen con gran rapidez; la maltosa mas lentamente y
finalmente la maltotriosa; la sacarosa es hidrolizada en la pared celular por la
invertasa. Los aminoacidos se absorben secuencialmente, primero el grupo de los
que forman parte el glutamato, asparagina y serina, luego histidina y leucina,
finalmente los pertenecientes en los que se hallan la glicocola y triptéfano (Hough,
1990).
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Durante las primeras horas que siguen a la inoculacién no sucede nada visible.
Esta es la fase de latencia y puede durar desde 6 hasta 15 horas. Las levaduras
se adaptan al nuevo medio de crecimiento y sintetizan nuevos sistemas
enzimaticos para permitir que la levadura utilice una amplia variedad de
constituyentes del mosto.

En las fases iniciales de fermentacién es necesario que en el mosto exista
suficiente oxigeno por lo tanto, el mosto tiene que ser agitado o pre-oxigenado.
Las cepas de levadura tienen necesidades de oxigeno para el rapido crecimiento
celular inicial, la sintesis de los esteroles y acidos grasos de la membrana; pero no
una cantidad excesiva, porque la levadura recurre a la respiracion aerobia
mediante la oxidacion y descarboxilacion del piruvato y finalmente el ciclo de
Krebs. Si se aporta exceso de oxigeno los productos finales son didéxido de
carbono y agua (Hough, 1990).

En condiciones anaerobias la levadura transforma rapidamente los azucares
fermentables en etanol y dioxido de carbono, a través del ciclo glucolitico de
Embden-Meyerhof-Parnas.

Este es el principal proceso generador de energia para la levadura, la parte
oxidativa del proceso origina la coenzima NADH reducida. El NADH es re-oxidado
al reducirse el acetaldehido a etanol. Esto ocasiona el agotamiento de la reserva
estatica de NAD", situacién que afecta el equilibrio redox de la célula. La situacion
es compensada por una serie de mecanismos redox-equilibradores, como la
produccién de glicerol, las etapas terminales de la produccion de glicerol, las
etapas terminales de la produccion de alcoholes superiores (fusel) y la produccion
del diacetilo.

La fase de latencia viene seguida por una fase corta de crecimiento acelerado,
que conduce a una fase de crecimiento exponencial. Durante este periodo de
crecimiento logaritmico, es razonable esperar que la densidad de la levadura
aumente de cuatro a seis veces. Las células se multiplican por gemacion y

producen rapidamente etanol y didoxido de carbono. Se produce considerable
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cantidad de calor y es necesario enfriar para mantener la temperatura por debajo
de 20-22 °C.

Si la temperatura supera dicho nivel, se produciran otros alcoholes superiores que
proporcionan aromas desagradables. El crecimiento logaritmico persiste durante
48-60 horas, tras el cual se entra en una fase de crecimiento desacelerado.
Ademas de etanol y CO; existen otros productos de fermentaciéon (Hornsey, 2003):
2  Alcoholes combustibles o fusel: son alcoholes superiores, cuya formacion
estd en su mayor parte condicionada por la composicion en aminoacidos del
mosto, mientras haya disponible suficiente azucar.

En la figura 5 se muestra un esquema generalizado de la produccion de alcoholes

superiores.
Célula levadura
L Ceto- .
Aminoacido - — > — 3 Aldehido + CO,
Transaminacign acidos
A NADH
NAD*
A Alcohol superior
A
Glucosa Glucosa —»Piruvato »Acetaldehido + CO,
NADH
NAD*

Etanol

Figura 5. Esquema generalizado de la produccion de alcoholes superiores (Hornsey,
2003).

Otros factores que influyen en la produccion de estos compuestos son utilizar
temperaturas de fermentacion elevadas, excesivo crecimiento de la levadura y la

propia cepa de levadura.

> Acidos. Durante la fermentacion se produce una amplia variedad de acidos
organicos, de los cuales algunos confieren de forma importante el sabor. Son
producidos acidos organicos volatiles (acido acético, propidnico y butirico) y acidos

organicos no volatiles (acido piruvico, acido succinico).
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> Esteres. Resultan de la reaccion entre alcoholes y é&cidos, habiéndose
identificado en la cerveza aproximadamente 80. Los ésteres son de primera
importancia en la influencia del sabor de la cerveza, en particular si se encuentran
en cantidad excesiva que produce a aromas desagradables.

>  Aldehidos y cetonas. Estas sustancias se encuentran en la cerveza en
bajas cantidades, pero solamente los aldehidos son producidos durante la
fermentacion. Son sintetizados por descarboxilacion enzimatica del a-cetoacido
por lo tanto, el acetaldehido se forma a partir del acido piruvico. Algunos aldehidos
son formados durante la fermentacién secundaria por la oxidacién de alcoholes.
Las cetonas se originan mayoritariamente a partir de los productos de degradacion
de lupulo.

Uno de los compuestos mas activos del sabor producidos durante la fermentacion
es el diacetilo, que confiere sabor a mantequilla. Se forma como subproducto de la
biosintesis de valina en la célula. EI mecanismo es mediante el intermediario 2-
acetolactato, el cual se desprende de la célula de levadura y es convertido no
biolégicamente a diacetilo en el mosto, éste vuelve a entrar en la célula donde es
reducido a acetoina y 2,3-butanodiol, reacciones en la que participa NADH (Figura
6). La acetoina y 2,3-butanodiol no portan sabores adversos a la cerveza
(Hornsey, 2003).

Célula
levadura

Glucosa Glucosa & Piruvato

!
Cam >

a-Acetolactato
2,3-Butanodiol

NADH
NAD*

E ~— H
Acetoina Diacetilo

a-Acetolactato

2,3-Butanodiol

Diacetilo

Acetoina

Figura 6. Esquema de la produccion de diacetilo (Hornsey, 2003).
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Es esencial disponer de un mosto de alta calidad que contenga todos los
nutrientes necesarios para que la levadura se multiplique sin dificultad en el
momento de su adicion, junto con el oxigeno disuelto necesario, para que la
fermentacion transcurra sin problemas. Si se controla adecuadamente la
temperatura y duracién de la fermentacioén, se evita la formacion de subproductos
que impartan sabores desagradables a la cerveza y rompan su estabilidad

biolégica a largo plazo (Mesones, 2000).

2.10.5 Maduracion

Una vez que la cerveza ha sido fermentada, llamada “cerveza verde”, se inicia la
maduracion. En la maduracion debe procurarse que la cerveza retenga la mayor
cantidad posible de dioxido de carbono. En muchas publicaciones para cerveceros
se recomienda embotellar la cerveza inmediatamente después de la fermentacion
principal. Como la maduracion se realiza en la botella, no se necesita volver a
trasegar, con lo que se evitan las pérdidas de didoxido de carbono que lleva
consigo esta operacion (Vogel, 1999).

En la cerveza de fermentacién baja es conveniente reducir el tiempo de
maduracion, ya que los tiempos prolongados ocasionan que las heces de las
levaduras estropeen la cerveza (Vogel, 1999).

Las cervezas lager y de alta calidad, tradicionalmente experimentan una
fermentacion secundaria durante un periodo de semanas o incluso meses. Debido
a que “el tiempo es dinero” se acortan los procesos de guarda a periodos de dos o
tres semanas (Vogel, 1999; Mesones, 2000).

Determinados aspectos de la maduracion pueden acelerarse elevando la
temperatura de la cerveza cierto tiempo. En algunas cervecerias la fermentacion
primaria se mantiene hasta un nivel en el que queda muy poca materia
fermentable para la fermentacion secundaria.

Durante la maduracion pueden considerarse cinco procesos principales (Hornsey,
2003):

Y R . 35



Il. ANTECEDENTES

2>  Afinamiento del sabor. Eliminar algunos productos indeseables de la
fermentacion primaria, como son los compuestos sulfurados, acetaldehido y el
diacetilo.

> Clarificacion de la cerveza. Los residuos de levadura sedimentan durante
esta etapa y es eliminada cuando finaliza. La levadura no debe eliminarse de la
cerveza demasiado pronto, ya que en tal caso los procesos de maduracion no
tendrian lugar. La sedimentacion de levadura puede fomentarse afiadiendo
clarificantes.

> Estabilizacion de la cerveza. La cerveza que necesita una vida util
prolongada tiene que ser estabilizada. La forma mas comun de inestabilidad, es la
produccidn de turbidez no bioldgica, la cual precipita junto con la levadura. En la
turbidez no biolégica existen dos componentes, cada uno de ellos capas de
producir particulas de tamano lo suficientemente grandes para provocar turbidez
visible. Es producida por interacciones entre proteinas debajo peso molecular,
taninos y carbohidratos.

> Carbonatacion de la cerveza. Se produce de forma natural durante el
periodo de maduracion, aunque aqui solo se liberan volumenes relativamente
pequefios de CO,. El gas se disuelve mas cuanto mas baja es la temperatura.
Durante la maduracion, la cerveza se mantendra a una temperatura préxima a los
0 °C. En el curso de una o dos semanas la cerveza debe clarificarse y entre 2
semanas y 3 meses la cerveza esta lista para embotellar (Vogel, 1999).

La cerveza se clarifica durante el almacenamiento, aunque sin llegar a tanto como
se acostumbra ver en la cerveza de las fabricas industriales. Sin embargo, no es
malo que la cerveza tenga un ligero velo porque adquiere incluso un mejor sabor
que la filtrada. Hoy vuelve a haber fabricas de cerveza que no filtran la cerveza
para dar con ello un producto con una imagen totalmente natural de mayor sabor
tradicional (Vogel, 1999).
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2.10.6 Embotellado

La cerveza puede ser trasegada en barriles (metal o madera) o bien a botellas.
Cualquiera que sea el recipiente es necesario que se encuentre estéril.

Un producto limpiador de cocina, resulta inadecuado para la limpieza interior de la
botella, ya que reduce la tension superficial de la cerveza, con lo que desaparece
la espuma. El producto limpiador debe actuar por algun tiempo. Después se
aclarara con abundante agua, para eliminar el producto limpiador. Si se desea
alcanzar una mayor seguridad, las botellas pueden esterilizarse a 110 °C, una vez
enjuagadas. La cerveza se envasara en cuanto las botellas estén completamente
frias (Vogel, 1999).

Las botellas cerradas pasan seguidamente a pasteurizar para garantizar la
estabilidad microbiolégica del producto. Se mantienen en corto periodo de tiempo
y luego se enfrian lentamente (Hornsey, 2003). En el proceso de pasteurizacion

se manejan distintos tiempos y temperaturas, en las distintas citas bibliograficas.

2.10.7 Calidad de la cerveza
Una vez terminada la cerveza, se somete a analisis quimicos, microbioloégicos y
sensoriales. Todos ellos se precisan para comprobar que la cerveza esta dentro
de los margenes de las especificaciones marcadas. Algunas de las
determinaciones analiticas realizadas en la cerveza terminada y en el mosto, son

las que se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Analisis del mosto y cerveza terminada (Varnam et Sutherland, 1997b).

Mosto Cerveza
Densidad Densidad Azucares fermentables
pH Contenido de alcohol Proteinas
Acidez Oxigeno disuelto Color
Proteinas Diéxido de azufre Extracto final
Almidén Sabor y aroma Extracto original
Color Dioxido de carbono Estabilidad del sabor y del aroma’
Viscosidad Grado de fermentacion ~ Almidon
pH Diacetilo
Acidez

! Aplicable a cerveza s6lo embotellada o enlatada
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210.71 Sabory aroma
Al sabor y aroma de la cerveza contribuyen un gran numero de compuestos,

procedentes de distintos origenes (Tabla 9).

Tabla 9. Relacion de compuestos de la cerveza con el sabor y aroma deseables (Varnam
et Sutherland, 1997a).
Fuente Compuesto

Malta Productos volatiles de la reaccion de Maillard’
Por ejemplo, maltol, dimetilsulfuro?

Lapulo Iso-humulonas
Aceites esenciales y productos de la oxidacion. Por ejemplo, linalool

Fermentacion Etanol
Esteres, por ejemplo, acetato de etilo
Acidos organicos, por ejemplo, 4cido acético
'La produccion comienza durante el horneado de la malta y contintia en la coccién del IGpulo.
25e produce a partir de la S-metil metionina de la malta durante el horneado de la malta y la coccién del
mosto, y a partir de dimetilsulféxido en la fermentacion.

La cantidad de un compuesto puede determinar su aceptacién o rechazo como
componente del aroma. Por ejemplo, una cantidad excesiva de ésteres provoca
defectos en el aroma de cervezas con alto contenido alcohdlico, mientras que una
produccién escasa conduce a la falta de aroma y de sabor en las cervezas bajas
en alcohol (Varnam et Sutherland, 1997b).

210.7.2 Peso especifico y grado de la cerveza

El peso especifico de una muestra se define como el peso de la muestra de mosto
respecto a un volumen idéntico de agua destilada. Un mosto con peso especifico
de 1.040 se aproxima, en términos practicos de cerveceria, a un peso especifico
original (PEQ) de 1.040°. El peso especifico se expresa la mayoria de las veces en
grados plato (°P). El Dr. Plato disefié una escala que relacionaba directamente el
grado del mosto con cantidad de sacarosa en solucién. Por definicion, 1 °P es
equivalente a 1 g de sacarosa disuelto en 7 ml de agua destilada.

La cifra OG, es muy utilizada para referirse al peso especifico de la cerveza o bien

del mosto el cual equivale a 1000 veces la proporcion del peso especifico de la
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malta fermentable comparada con el agua. En general los grados Plato equivalen
a V4 de los dos ultimos digitos de la cifra de OG (http://www.food-info.net/es/qa/qa-
fp84.htm, 2005).

A medida que tiene lugar la fermentacion los azucares se convierten en alcohol y
el peso especifico de la cerveza va descendiendo. Las medidas realizadas durante
este periodo se denominan de peso especifico del momento o aparente (PEA).

El peso especifico final o de terminacion (PEF) es el peso especifico en el que la
fermentacion ha llegado a su fin. Cuanto mas bajo sea el PEF mas alcohol se
habra producido a partir de los mostos. Todo mosto no fermentado contribuye al
sabor dulce de la cerveza (Hornsey, 2003).

Todas las levaduras tienen una atenuacion limite (AL) que es una medida de la
cantidad de material fermentable que pueden asimilar del mosto durante el curso
de la fermentacion. El azucar residual suele ser dextrinas y representa la
diferencia entre el PEF y el punto tedrico de transformacion total de fermentables
que pueden ser de 1.00° La AL es por lo tanto una cifra positiva, aunque en
determinadas circunstancias, en que ha sido total la eliminacion de fermentables
pueda tener un valor negativo (Hornsey, 2003).

El azdcar formado en la maceracion se transforma en el curso de la fermentacion
en alcohol y CO,. Si la cerveza terminada se “pesa” con el densimetro, se
determina una taza de extracto que sélo es un cuarto de tercio del extracto seco
real. Como el alcohol contenido en la cerveza pesa mucho menos que el agua,
esta media da idea de un contenido de extracto seco menor que el realmente
existente. Es importante decir que el alcohol puede evaporarse antes de la
medicion y determinar asi el extracto real, pero por lo general basta con medir la
densidad de la cerveza juntamente con el alcohol. Se obtiene de esta manera el
valor del extracto aparente.

Si se relaciona este valor con el extracto de los ingredientes principales se obtiene
el grado de fermentacion aparente de la cerveza y expresa por tanto, hasta que

punto se transforman las sustancias disueltas en el mosto en la maceracion.
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Con ayuda del grado de fermentacion pueden determinarse cuantitativamente
conceptos como “muy atenuada” o “poco atenuada”. Como no existe ningun grado
de fermentacion correcto los datos siguientes soélo deben considerarse como

puntos de referencia (Vogel, 1999):

Tabla 10. Porcentaje de atenuacion de distintos tipos de cerveza (Vogel, 1999).

Tipo de cerveza % Atenuacion
Cerveza lager clara 75-80
Cerveza Export clara, Pilsner, bock clara.  80-83
Cerveza negra 63-70
Cerveza fermentacion alta 85
Cerveza antigua 70

El grado de fermentacion aparente (atenuacion aparente) se podria comparar con
el grado de fermentacion real, y con lo que constituye el grado de fermentacion
total tedricamente alcanzable (atenuacion limite). El grado de fermentacion real
(0.5-6% por encima del grado de fermentaciéon aparente) sélo se determinara
cuando una parte de la cerveza se fermenta en unas condiciones de ensayo que
realiza una fermentacién real, pero que solo proporciona una cerveza de calidad
diferente (Vogel, 1999).

210.7.3 Color
El método internacional para medir color de la cerveza consiste en la medida
espectrofotométrica a una longitud de onda de 430 nm a través de la muestra.
Las principales contribuciones del color de la cerveza son debidas a las
melanoidinas procedentes de la malta y productos de caramelizacion resultantes

de la ebulliciéon (Hornsey, 2003).

2.10.7.4 Grado de acidez
El pH del mosto se encuentra entre 5.2-5.4. La disminucién de pH durante la
ebullicion incrementa la precipitacion de las proteinas.
La acidez de un liquido viene expresada por su valor pH que es la concentracion

de iones de hidrogeno. Cuando la cerveza tiene sabor satisfactorio y se conserva
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bien, su pH oscila entre 4.3-4.8. El control de pH es importante, ya que un pH

elevado exige adoptar medidas como utilizar agua menos dura (Vogel, 1999).

2.10.7.5 Nitrégeno
El nitrégeno soluble total es el nitrégeno presente en el mosto producido.
Las industrias cerveceras demandan una razon de nitrégeno soluble
suficientemente alto para indicar que la modificacion de proteinas ha sido
alcanzada y que material proteico de alto peso molecular no sera extraido en el
mosto, con el riesgo de formar turbidez en la cerveza. Las proteinas se encuentran
adheridas a los granulos de almidon y podrian ser removidos permitiendo la

gelatinizacion e hidrélisis del almidon por amilasas.

210.7.6 B-glucanos
Los B-glucanos son polimeros de alto peso molecular solubles en agua.
Incrementan la viscosidad en el mosto y cerveza, la formacion de turbidez asi
como precipitados gelatinosos en la cerveza almacenada (Manzanares et Sendra,
1996).

2.11 Aspectos generales de la cebada

La cebada pertenece a la familia de las Gramineas, plantas herbaceas con flores.
Estan incluidas en el género Hordeum del que existen varias especies.

Las variedades de cebada tienen tallos relativamente cortos. Las espiguillas estan
dispuestas en las inflorescencias terminales, o espigas. Las espigas son
terminaciones del tallo de la planta. A lo largo de las inflorescencias se encuentran
de forma alternada tres espiguillas. Si las tres espiguillas son fertilizadas, entonces
se produciran tres semillas, origindndose una cabeza de seis hileras es decir, seis
granos, en cuyo caso se clasifica como H. vulgare. Estas cebadas suelen tener un
potencial enzimatico superior y un contenido de almidén bajo en comparacion a
sus homologos de dos hileras. Si solo resulta fertilizada una de las tres espiguillas,

entonces se desarrollaran dos granos, originando una espiga de dos hileras. Estos

Y R . 41



Il. ANTECEDENTES

granos son mas gruesos y mas uniformes. Estas plantas se situan en la especie
H. distichon y lo que realmente ha sucedido, es que sélo se ha desarrollado la
tercera parte de las inflorescencias (Hornsey, 2003; Hough 1990).

Existen dos ciclos de cultivo en uno de ellos las variedades se siembran en
septiembre y octubre, conociéndose como “cebadas de invierno”; mientras que las
otras se plantan en primavera y son llamadas “cebadas de primavera”.
Normalmente las variedades de invierno producen mayores rendimientos que las

de primavera (Hornsey, 2003).

2.11.1 Cebada maltera

Aunque son varios los cereales que pueden ser malteados, los granos de cebada
presentan menos problemas técnicos. La cebada utilizada para la elaboracion de
malta cervecera es mas rica en almidén, que es la sustancia que da origen al
extracto fermentable. También contienen las proteinas para proporcionar
aminoacidos necesarios para el crecimiento de la levadura, y las sustancias
nitrogenadas que desarrollan un papel importante en la formacion de espuma
(Hornsey, 2003).

Endospermo
Escuteno

Aleurona

Embrion
Cascar

Figura 7. Esquema de las  estructuras de un grano de cebada
(http://www.sbu.ac.uk/images/hyglu.gif, 2005).

La semilla de cebada es preferida por la industria cervecera por las razones que
se mencionan a continuacion:
> La semilla tiene tres capas protectoras externas (cascara, pericarpio y testa)

que le confieren una proteccion vital, especialmente durante el macerado.
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2  Los granos de cebada contienen hasta un 90% carbohidratos, el 80-85% se
encuentra en forma de granulos de almidon localizados en el endospermo.

> El almidén es hidrolizado por las B y a-amilasas presentes en los granos
malteados.

> La baja temperatura de gelatinizacion (52-59 °C) del almidon.

> La capa de aleurona responsable de la producciéon de enzimas hidroliticas
es sumamente activa.

> Las raicillas y el brote del embrion son robustas y no se desprenden
facilmente, ésta es importante durante el malteado.

Las principales caracteristicas de una buena cebada se describen en la tabla 11.

Tabla 11. Principales caracteristicas de una cebada malteable (Hornsey, 2003).
Los granos deben ser gordos, tener superficie lisa y enteros.
Los granos tienen un tamafo uniforme y exento de semillas extrafias.
Sin pre-germinacion.
La germinacion debe ser préxima al 100%.
Bajo contenido de nitrégeno (poca proteina).
Sin mohos ni infecciones y con olor saludable.

211.2 Estructura bioquimica de la cebada
211.21 Polisacaridos amilaceos

El almidén esta localizado en granulos especificos que se encuentran en el
endospermo del grano. Existen dos tamanos: grandes (20-25 ym de diametro) y
pequenos (1-5 um). Todos los granulos se encuentran dentro de una matriz
proteica. El almidon de cebada consta de dos fracciones quimicas principales
(Hornsey, 2003).

>  Amilopectina (Figura 8). Un polimero ramificado de unidades de D-glucosa,
unidas por enlaces a (1—4) y a (1—6). Los fragmentos de cadena recta (lineal) de
la amilopectina, estan formados por enlaces a (1—4). Compone aproximadamente
el 75-80% del almidén de cebada.
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Figura 8. Fragmento de l|a estructura de wuna molécula de amilopectina
(www.biociencias.com/ revista/1/fig1.jpg, 2005).

2  Amilosa (Figura 9). Polimero de cadena recta (enrollada), formado por
unidades de D-glucosa unidos solamente por enlaces a (1—4), que supone el 20-

25% del componente almidon.

n

Figura 9. Segmento de la estructura de la molécula de amilosa (www.biociencias.com/
revista/2/fig1.jpg, 2005).

211.2.2 Polisacaridos no amilaceos
Son los azucares, gomas, y hemicelulosas (Hornsey, 2003).

2  Azucares. Los principales azucares simples del grano de cebada son la
sacarosa y la rafinosa, fundamentalmente localizados en la capa de aleurona y el
embrion. En el proceso de malteado se producen muchos mas azucares tanto en
términos de variedad como de cantidad.

> Gomas. Son los B-glucanos y pentosanos que son solubles en agua
caliente (Hornsey, 2003).

> Hemicelulosas. Esta fraccion se refiere al [B-glucano y componente
pentosanos insolubles en agua. Los pentosanos son arabinoxilanos; constan de
una cadena esquelética de unidades de xilosa unidas por enlaces B (1—4) que

tienen cadenas laterales de unidades de arabinosa unidos por enlaces 8 (1—3).
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211.3 Proteinas
El contenido en nitrdgeno de una cebada malteada debe estar dentro del margen
1.4-1.8% sobre peso seco.
La mayor parte del nitrégeno de la cebada se encuentra localizado en el
endospermo como proteina enzimatica. Existen cuatro fracciones proteicas
principales (Hornsey, 2003):
-  Albumina (soluble en agua caliente) constituye el 4% de la proteina y
globulina (soluble en cloruro sddico diluido) que llega a un 31% de la proteina
total. Son proteinas enzimaticas, representando fuentes potenciales de [ amilasa
y peptidasa.
> Hordeina (soluble en etanol al 70%) alcanzan hasta el 36% de la proteina y
gluteina (soluble en hidroxido sédico diluido) entorno al 29% de la proteina total.
Las cuales son proteinas estructurales, localizadas en las envolturas de los

granulos de almidén. Son las proteinas que mas se degradan durante el malteado.

Ademas del contenido en proteinas, existen diversos compuestos que contienen
nitrogeno en pequefias cantidades; entre ellos figuran los acidos nucleicos,

aminas, amidas y aminoacidos libres (Hornsey, 2003).

2114 Lipidos
Se encuentran localizados principalmente en el embridn y en la capa de aleurona
y constituyen aproximadamente el 3-4% del peso seco total del grano. Los acidos
grasos predominantes encontrados en los lipidos de la cebada son acido
palmitico, oleico y linoleico. También se encuentran fosfolipidos en cantidades

pequefas (Hornsey, 2003).

211.5 Otros constituyentes

Monofenoles y polifenoles estan presentes en pequenas cantidades en cascara,

pericarpio, epispermo, y capa de aleurona.
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Diversos iones minerales se localizan en la capa de aleurona, siendo los
principales K*, PO4*, Mg®*, Na* y CI". El embrion y la capa de aleurona contienen
una diversidad de vitaminas del grupo B, entre ellas la biotina y el inositol. Estas

seran vitales durante los subsiguientes procesos de fermentacion (Hornsey, 2003).

2.12 Produccion de cebada

Los principales paises productores de cebada son Rusia, Canada, Alemania,
Francia, Espafa, Turquia y Estados Unidos (Serna, 2001), concentrando el 52%
del volumen mundial. En tanto que la produccion de México tan sélo tuvo una
participacion del 0.30% en el 2003 (Bustamante et al., 2003). A nivel mundial la
cebada ocupa el cuarto lugar después del trigo, arroz y el maiz.

Este importante cereal es sembrado en casi toda la Republica Mexicana, en el
2005 la produccion en México fue de 457,856 toneladas (avance ciclo primavera-
verano).

Los Estados de Hidalgo y Tlaxcala aportan dos terceras partes de la produccion
nacional de cebada de entre 20 Estados productores. Durante el ciclo primavera-
verano 2005, el Estado de Hidalgo ocupd el primer lugar a nivel nacional en
produccion total de cebada con 194,793 toneladas. Por otra parte, el Estado de
Tlaxcala ocupé el segundo lugar en produccién de cebada con 137,847 toneladas

(Avance ciclo primavera-verano, SIACON, 2006).
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Objetivo general

Evaluar el potencial cervecero de diferentes variedades de maltas con

cebadas producidas en los Estados de Hidalgo y Tlaxcala.

Objetivos especificos

Valorar el método para la obtencién de mosto de calidad cervecera.

Evaluar y valorar las condiciones del in6culo (levaduras) a utilizar durante la

fermentacion.

Valorar las caracteristicas quimicas de los mostos realizados con

variedades de maltas producidas en los Estados de Hidalgo y Tlaxcala.

Elaborar y evaluar la calidad de cervezas realizadas a nivel matraz y nivel

fermentador.

Comparar las cervezas realizadas a nivel matraz y nivel fermentador.

Evaluar la calidad de las cervezas realizadas a nivel matraz y fermentador

con cervezas comerciales.
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4.1 Materia prima

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion se utilizaron cinco variedades
de malta (tabla 12), de las cuales tres fueron realizadas con cebada producida en
los Estados de Hidalgo y Tlaxcala; las dos restantes fueron maltas comerciales de
grado nacional Esmeralda T y Esperanza R (produccion 2005) donadas por la

maltera de Calpulalpan, Tlaxcala.

En la tabla 12 se presentan las maltas codificadas en la realizacion de mosto

cervecero, asi como la religion donde se produjeron.

Tabla 12. Variedades de malta utilizadas y regién de origen.

Variedad Clave Region

Esmeralda 2 Esm2-H Apan, Hidalgo
Esmeralda 1 Esm1-H Emiliano Zapata, Hidalgo
M16 M16-T Zacatenco, Tlaxcala
Esmeralda T Esm-T Calpulalpan, Tlaxcala
Esperanza R Esp-R Calpulalpan, Tlaxcala

El agua usada para producir el mosto fue agua purificada embotellada y el lupulo
fue adquirido en el mercado de Sonora en el D. F., el cual se vende de manera a

granel.

El indculo utilizado fue levadura cervecera liofilizada Nottingham®, de la especie
Saccharomyces calsbergensis. A partir de esta levadura se realiz6 la propagacion

de la levadura y activarla.

4.2 Muestreo

El muestreo se realizO mediante el método probabilistico muestreo aleatorio
simple, en el cual las unidades se eligen individual y directamente por medio de un
proceso aleatorio, donde cada unidad no seleccionada tiene la misma oportunidad

de ser elegida que todas las unidades extraidas de la muestra (Castillo, 2005).
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4.3 Métodos

La cerveza realizada en este trabajo es de tipo lager, debido a las caracteristicas
de la malta obtenida (temperatura de secado, color, y la actividad enzimatica
(Coghe, 2004; Coghe et al, 2005), asi como al tipo de levadura utilizada

(Saccharomyces calsbergensis), ademas de que es la mas comercial en México.

Es importante resaltar que este trabajo de investigacion, es la base para la
realizacién de cerveza artesanal. Esta tiene como caracteristicas que el volumen
de produccidén es pequefio, el equipo utilizado no es tan sofisticado como en las
cervecerias industriales y algunas partes del proceso son realizadas de manera
manual. La cerveza artesanal busca un perfil personal que tenga caracteristicas
propias sensoriales de la region. Asi que la cerveza obtenida se compard con dos
cervezas comerciales cerveza Victoria® (Cerveceria Modelo) y cerveza Sol®
(Cerveceria Cuauhtemoc-Moctezuma) para comparar la calidad de las cervezas

obtenidas en este trabajo con cervezas comerciales.
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Malta molida

v

Eleccion de proceso de obtencion de
mosto con maltas estandar.

v

Siembra, aislamiento y propagacion de
la levadura comercial.

A\ 4

Analisis determinados:
*Peso especifico
*Grados plato
.pH
*% Atenuacion real
*% Atenuacion aparente
*B-glucanos
*Viscosidad
*% Nitrogeno
*% Proteina

v

Microfermentaciones de mosto con
maltas estandar (ET y ER).
Condiciones: T 13 °C, pHa 5.3y 5.5,
levadura activada y no activada.

v

Fermentaciones a nivel matraz con
maltas: Esm1-H, Esm2-H, M16-T y
ER.

Condiciones: T 13 °C durante 12 dias,
pH: 5-3-5.5, levadura no activada.

\ 4

Densidad optica
(crecimiento).

A\ 4

v

Maduracion de las muestras
fermentadas a nivel matraz durante 3
semanas a 5 °C.

v

Pasteurizacion: 35°C durante 5 min.,
70°C durante 5 min., 30 °C durante 5
min., enfriar hasta 20 °C.

Determinacion de etanol por
método enzimatico.

v

Fermentacion a nivel fermentador (5 I)
muestra Esm2-H. Realizando los
mismos pasos que en la fermentacion
a nivel matraz.

\ 4

Analisis determinados:
*Peso especifico
opH
* B-glucanos
*Color
*% Nitrogeno
*% Proteina
*% Etanol
*% Alcohol
*% Extracto real
*% Extracto aparente
*% Extracto original
*% Grado real de
fermentacion

Figura 10. Esquema generalizado de la metodologia realizada.
T = Temperatura
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4.3.1 Eleccion del proceso de obtenciéon de mosto
En la bibliografia se encuentran distintos procedimientos para realizar mosto
cervecero con el objetivo de elegir el mejor procedimiento y éste, sea aplicado
para producir mostos con las variedades a estudiar. Asi que se realizaron dos
procedimientos que se describen en las figuras 11 y 12. Las principales diferencias
entre los procedimientos son la cantidad de materia prima utilizada y rangos de

temperatura y tiempo.

Adicionar 135 ml de agua a 40 °C a 37.5 g de malta y agitar

v
Aumentar T a 52 °C, agitar y dejar reposar 30 minutos
v
Incrementar T a 65 °C, agitar y dejar reposar 20 minutos
v
Elevar T a 72 °C y dejar reposar 30 minutos
v
Incrementar T a 78 °C y dejar sedimentar los sélidos
v
Filtrar a través de un pafio de tela estéril’
v
Adicionar 135 ml de agua a 78 °C
v

Afadir 0.375 g de lupulo y dejar hervir
durante 1 %z horas

A\ 4

Filtrar el liquido' y enfriar rapidamente
hasta 20 °C

Figura 11. Procedimiento 1 para la elaboracion de 150 ml de mosto (Vogel, 1999).
1 Con un embudo Buchner.
T = Temperatura

La calidad de los mostos obtenidos fue evaluada mediante la realizacion de
analisis analiticos (peso especifico, grados plato, pH, % atenuacion real, %

atenuacion aparente, [3-glucanos, viscosidad, % nitrégeno, % proteina)
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mencionados en la bibliografia consultada

(EBC, 2003; Varnam et Sutherland,

1997b); éstos seran descritos mas adelante. Las maltas utilizadas fueron las

estandar Esmeralda T y Esperanza R. Cada analisis que se llevo a cabo fue

realizado por triplicado.

Calentar 135 mlde aguaa45°Cy
adicionar 45 g de malta y agitar

\ 4

Aumentar T entre 60-65 °C durante 1 hora

v

Elevar T entre 72-75 °C durante 1 hora

A

Incrementar T hasta 78 °C

y

estéril’ y adicionar 135 ml de

Filtrar el mosto mediante un pafio de tela

aguaa78°C

v

Adicionar 0.465 g de lupulo
colocar a ebullicién 2 horas

al mosto y

A\ 4

10 minutos antes de finalizar la

hasta 20 °C.

ebullicion se afiaden 0.465 g de lupulo.
v
El liquido cocido se filtra’ y se enfria

Figura 12. Procedimiento 2 para la elaboracién
' Con un embudo Buchner.
T = Temperatura

de 150 ml de mosto (Mesones, 2000).

4.3.2 Eleccién del inéculo y condiciones de fermentacion

Las microfermentaciones con levaduras se realizaron con dos objetivos

principales. El primero fue comparar la viabilidad de levaduras activadas (LA) y

levaduras “comerciales” no activadas (LNA). El segundo fue conocer las

condiciones adecuadas para el desarrollo de la levadura (temperatura y pH ideales

de crecimiento). Se realizaron mediante

P R .

el uso de dos mostos cerveceros
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(elaborados con el procedimiento que presentd una mejor calidad) como sustrato,

producidos con maltas comerciales Esmeralda T (ET) y Esperanza R (ER).

Para elegir el indculo adecuado, primero se propago y aislé la levadura con el fin
de activarla, sin ningun microorganismo contaminante.

El material como espatulas, vasos, vidrios de reloj, etc. que estuvo en contacto
con el inéculo y el mosto utilizado en este apartado fue previamente esterilizado
durante 15 minutos a 121 °C en un autoclave (Autoclave Sterilizer®, Modelo
SM200).

4.3.2.1 Siembra y propagacion de levadura
En condiciones asépticas se pesd 1.0 g de levadura cervecera Nottingham®
(levadura liofilizada pura Saccharomyces calsbergensis) y se diluyd en una
solucion salina isotonica (NaCl al 0.85%) en 100 ml de agua destilada.
Posteriormente se realizaron 7 diluciones (Figura 13) tomando 1 ml de la solucion
y diluyendo en 9 ml de solucién salina isotonica, se agito por medio de un Vortex

durante 10 segundos.

Levadura (19)

1x10! 1x102 1x1073 1x10™ 1x10°° 1x107° 1x107
— — — — C — —
Sol. Sol. Sol. Sol. Sol. Sol. Sol.
Salina Salina Salina Salina Salina Salina Salina
(9ml) (9ml) (9ml) (9ml) (9ml) (9ml) (9ml)
Pasar 1ml de iml iml iml iml iml

la dilucién 1.

Figura 13. Diluciones de la muestra de levadura de cerveza para su conteo.
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Se seleccionaron al azar disoluciones impares (1x107", 1x10, 1x10° y 1x107); se
tom6 1 ml de cada muestra y vacié (método por vaciado en placa) en cajas petri
con agar papa dextrosa (450 g/1000 ml). Se incubaron durante 72 horas a 20 °C
(Se incubd un duplicado de cada dilucion).

Después de la incubacion se estimé el numero de unidades formadoras de
colonias viables (UFC) presentes en 1 g de levadura mediante el conteo de las
colonias formadas en cada una de las placas, para ello se utilizd6 un contador de
colonias. Asi mismo se identifico la presencia de microorganismos contaminantes

tales como bacterias.

Una vez llevado acabo el conteo, se seleccionaron aquellas colonias de levaduras
‘puras”, es decir que no presentaron contaminacién microbiolégica y se sembraron
en placas nuevas de agar papa dextrosa mediante el método estriado en placa;
las cajas se incubaron durante 3 dias a 20 °C. Esta actividad se repitio tres veces

hasta que se aislaron colonias puras de levaduras.

Ya aisladas las levaduras, con un asa de laboratorio se tom6 una muestra de las
colonias y se coloco en 5 ml de caldo soya tripticaseina (por triplicado) y se incubo
durante 24 horas a 20 °C para activar la levadura y prepararla para las

microfermentaciones.

Ademas del conteo de levaduras, se realizaron observaciones al microscopio para

detectar la morfologia celular tipica de las levaduras.

43.2.2 Microfermentaciones
Se incubaron las levaduras bajo las condiciones de mosto estéril realizado con el
método 2 y con las variedades de malta Esm-T y Esp-R; pH 5.3 y 5.5 (Mesones,
2000; Vogel, 1999; Hornsey, 2003) ajustado con NaOH (0.01 M); levadura
activada y comercial, a temperatura de 13 °C (Hough, 1990; Hornsey, 2003; Vogel,

1999; Mesones, 2000;). Para ello las muestras se distribuyeron en micropozos y
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se adicionaron 400 pl de mosto, a continuacion se inoculé con las levaduras
activadas y levaduras no activadas con las siguientes cantidades
(aproximadamente 50, 000, 000 de levaduras por mililitro (Mesones, 2000)):

> Levadura comercial. Se adicionaron 15 ul de levadura comercial
(procedente de una dilucién 1x10° con concentracién de 3.6 x10° levaduras).

> Levadura activada. Se adicionaron 50 pl de levadura activada (con una

concentracion proxima de 1.0x10° levaduras).

Tabla 13. Condiciones del caldo de cultivo (mosto) para microfermentaciones.

Variedad de malta pH en mosto Tipo de levaduras

Levadura activada

Mosto pH=5.3 Levadura comercial

Sin inéculo
Esmeralda T

Levadura activada

Mosto pH=5.5 Levadura comercial

Sin inéculo

Levadura activada

Mosto pH=5.5 Levadura comercial

Sin in6culo
Esperanza R

Levadura activada

Mosto pH=5.3 Levadura comercial

Sin inéculo

Las muestras fueron distribuidas como se muestran en la tabla 13, realizando tres

réplicas de cada una, teniendo un total de 36 muestras.

Las microfermentaciones se llevaron acabo en un equipo automatizado
Microbiology Reader BioscreenC®, el cual mide el crecimiento microbiano
mediante la turbidez. Los microorganismos incrementan la turbidez durante su

crecimiento en el caldo de cultivo; ésta es medida automaticamente por el equipo.
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Con estos datos el software construye curvas del crecimiento microbiano. También
es posible extraer los datos de densidad Optica y trabajar en otros programas
como MSExcel. El equipo midié densidad oOptica cada 20 minutos hasta que se

observoé crecimiento en los dos indculos utilizados.

4.3.3 Fermentacion a nivel matraz
Las fermentaciones a nivel matraz, es decir con poco volumen, se llevaron a cabo
con el objetivo de comprobar que las condiciones establecidas de fermentacion del
mosto fueran las adecuadas para obtener cerveza con caracteristicas analiticas
adecuadas. Esta fermentacion se llevd a cabo en mostos realizados con maltas
Esm1-H, Esm2-H, M16-T y Esm-T.
Los resultados obtenidos en este apartado fueron comparados con una
fermentacion que se llevd a cabo nivel fermentador, asi como también con
cervezas comerciales.
Todo el material utilizado que estuvo en contacto directo con el mosto y el in6culo,
fue esterilizado previamente a su uso durante 15 minutos a 121 °C en un
autoclave.
Los mostos fueron ajustados al pH optimo adicionando NaOH (0.01 M) y
posteriormente esterilizados.
Porciones de 500 ml de los mostos se vertieron de manera aséptica, con la ayuda
de la flama de un mechero, en recipientes de vidrio de 1000 ml con tapadera. Se
adapt6é un tubo de vidrio en forma de U y se le introdujo agua destilada para
impedir la contaminacién microbiolégica y mantener en condiciones anaerobicas la
muestra. Asi mismo se adaptaron mangueras de plastico con una jeringa para
extraer muestra de cerveza y realizarle analisis de contenido de etanol (Figura 14).
Cada vez que se muestreaba, la jeringa y la manguera fueron desinfectadas con la
ayuda de la flama de un mechero. La unién de entre la tapadera y la boca del
recipiente se sellé con papel Parafilm®, para mantener estéril y en condiciones
anaerobias la muestra y evitar la pérdida de compuestos formados durante la

fermentacion.
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Tubo U de vidrio
Tubo de plastico
con jeringa. P o

/
|

Figura 14. Modelo de los recipientes para fermentacion a nivel matraz.

Los mostos se fermentaron por duplicado para cada muestra, con las siguientes
caracteristicas:

= Mosto estéril realizado de acuerdo al procedimiento 2 (Mesones, 2000).

- pH entre 5.3-5.5.

- 1.5 g de levadura Nottingham® (Mesones, 2000; Vogel, 1999; Hornsey, 2003;
Graham et Stephen, 2004; Obido et al. 2002). La levadura fue previamente diluida
en una porcién de mosto estéril a una temperatura aproximada de 20 °C.

- Agitacion manual en rangos de 1-2 minutos cada 30 minutos durante 5 horas.

- Temperatura constante 13 °C.

Las muestras fueron colocadas en una camara de refrigeracion (Ambi-hi-Lo®,
Serie 1101) para mantener constante la temperatura durante 12 dias (Bamfortg,
2000).

Durante este proceso se cuantificd la cantidad de etanol producida. Se comenzé a
cuantificar a partir del tercer dia ya que es a partir de este momento en el que el
oxigeno se agota y comienza la produccion de etanol (Garcia et al, 1993). La

determinacion se llevo a cabo cada 2 dias hasta que la fermentacion finalizo.

4.3.4 Maduracion

Terminado el proceso de fermentacion cada una de las muestras se trasegd en
dos botellas estériles color ambar con ayuda de un embudo de talle largo,

previamente esterilizado, evitando que el liquido cayera de manera violenta para
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evitar la pérdida de CO,. Se colocé un mechero cerca del proceso, para evitar
contaminacion. También se procurd que los recipientes tuvieran la misma cantidad
de muestra y una porcion de levadura para que ésta siga fermentando los
carbohidratos que restan en el mosto, asi como producir y eliminar algunas
sustancias de la cerveza.

Las botellas se taparon con tapones a presion pero éstos no embonaban de
manera correcta asi que se utilizé papel Parafim® en los bordes para sellar bien
el recipiente.

El proceso de maduracion se llevd a cabo durante 3 semanas a 5 °C en una

camara de refrigeracion.

4.3.5 Pasteurizacion

Finalizada la maduracion se llevé a cabo el proceso de pasteurizacion con el fin de
inactivar las levaduras que se mantuvieron activas en la maduracion. Se llevé a

cabo en distintos rangos de temperatura que se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Rangos de tiempo y temperatura en el proceso de pasteurizacion.

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
30-35 5
65-70 5
30-35 5
18-20 Hasta llegar a esta temperatura.

El bafio de agua se atemper6 a 35 °C sumergiendo un cabezal que controla la
temperatura. Las botellas con muestra fueron colocadas en el bafio con agua
atemperado a 35 °C, cuando las muestras fueron introducidas dentro del bafo,
éste bajo su temperatura, asi que se comenzé a tomar el tiempo a partir de que el
bafio marco los 35 °C. Después de haber pasado 5 minutos. Se retiraron del bafio
y se introdujeron dentro de bano de calentamiento (Boekel Grant (5-99 °C)) a 70
°C, se realiz6 el mismo procedimiento que en el bafio de 35 °C. Posteriormente las
muestras fueron transferidas al bafo de 35 °C. Transcurridos los 5 minutos las

muestras se colocaron en un recipiente hasta que alcanzaron una temperatura de
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20 °C y se colocaron en refrigeracion a 5 °C para conservarlas y realizar los

analisis de calidad.

4.3.6 Proceso de fermentaciéon a nivel fermentador
Este experimento se realiz6 con 5 litros de mosto producido con malta de la
variedad Esmeraldal de Hidalgo (1500 g de malta molida y 31 g de lupulo)
mediante el método 2. El mosto fue previamente esterilizado (Autoclave FELISA®)
a 121 °C durante 15 minutos antes de ser sometido a la fermentacion.
Se llevé a cabo en un fermentador BioFlo 110 (Modular Benchtop Fermentor), de 5
litros de capacidad, el cual esta equipado con control de pH, porcentaje de
oxigeno disuelto y temperatura. El Software BioCommand Plus (BioProcessing)
permite almacenar los valores que los sensores miden durante la fermentacion.
El sistema de muestreo permitié tomar la muestra de manera aséptica asi como, el
trasiego de la muestra del fermentador a los recipientes de maduracion se realizo
de manera directa sin abrir el fermentador.
El pH del mosto fue ajustado a 5.4 mediante la adicion de NaOH (0.01 M) (Garcia
et al, 1993).
La muestra se inoculd con 15 g de levadura Nottingham®; se mantuvo en
agitacion a 150 rpm (Garcia et al, 1993) durante 5 horas y la temperatura se
mantuvo constante a 13 °C durante la fermentacion.
Todo el equipo utilizado que estuvo en contacto directo con el mosto y el inéculo

fue previamente esterilizado.

4.3.7 Determinaciones analiticas
4.3.7.1 B-glucanos en mosto (EBC, 2003; Método enzimatico
3.10.1,4.16.1 y 8.13.1).
Este analisis se llevo a cabo con el Test kit 3-glucanos (Megazyme International).
El método se basa en que las muestras sufren una hidratacion en una solucion
buffer a pH=6.5, posteriormente son incubadas con la enzima liquenasa purificada.
Una alicuota de la muestra incubada reacciona con la enzima B-glucosidasa. La

glucosa producida es tratada usando un reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa.
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Los B-glucanos son convertidos por estas enzimas hasta compuestos mas

sencillos los cuales forman reacciones coloridas como se muestra en la reaccion.

tri y tetra Gluconato
- —_— . ———> Glucosa - - .
B glucanos liquenasa” sacaridos B-glucosidasa glucosa OX|dasa/pero><|da$€ Compuestos coloridos

Finalmente la absorbancia de las muestras se determiné en un espectrofotometro
UV a 510 nm. La cerveza fue desgasificada previamente, de preparar la muestra.
En un tubo para centrifuga se colocaron 5 ml de mosto o cerveza y se le adicion6
2.5 g de cristales de sulfato de amonio, se tapo y se disolvié. Las muestras se
mantuvieron durante 20 horas a 4 °C. Después se centrifugaron (Centrifuga Sol-
Bat®) durante 10 minutos a 3500 rpm y se desechd el sobrenadante. La parte
sodlida obtenida se disolvio en 5 ml de etanol acuoso, con ayuda de un Vortex. Los
tubos se centrifugaron nuevamente durante 10 minutos a 3500 rpm y se desecho
el sobrenadante. La parte solida se resuspendié en buffer fosfato de sodio (2 mM,
pH=6.5) y se ajustd el volumen a 4.8 ml. Se adicion6 0.2 ml de liquenasa (10U) al
tubo y se incub6 a 40 °C durante 5 minutos. Posteriormente se centrifugd a 3500
rom durante 10 minutos.

La incubacion de B-glucosidasa se realizé tomando 0.1 ml del sobrenadante y se
coloco en el fondo del tubo test, se dividieron de la siguiente manera:

- Blanco. 0.1 ml de buffer de acetato (0.050 mol/litro, pH = 4.0).

- Tubos muestra. 0.1 ml de B-glucosidasa (0.2 U en el buffer de acetato 0.050
mol/litro, pH = 4.0);

Ambas muestras (blanco y muestra) se incubaron a 40 °C durante 20 minutos.
Para la determinacion de glucosa se adicion6 al tubo 3.0 ml del reactivo glucosa
oxidasa peroxidasa (Reactivo cromdgeno) por intervalos de 30 segundos, se
incubo6 a 40°C durante 15 minutos, y se midi6 la absorbancia a 510 nm para cada
muestra.

El contenido de B-glucanos en la muestra se calcula con la siguiente férmula:
F
PG (mg/l)zAExWx27

donde:

BG = B-glucanos.
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AE = Absorbancia de la reaccion — Absorbancia del blanco.
F =100 ug de glucosa /absorbancia de 100 ug de glucosa.
W = Peso de la muestra seca en mg.

27= Factor de ajuste para determinacion de 3-glucanos

43.7.2 Nitrégeno en mosto y cerveza método Kjeldahl (EBC,
2003; métodos 3.3.1, 8.9.1, 9.9.1).

Se trata de la determinacion de nitrégeno presente en mosto o cerveza mediante
la digestion de los componentes nitrogenados con acido sulfurico en presencia de
un catalizador, seguida de una destilacion del hidréxido de amonio obtenido y la
cuantificacion del nitrdgeno mediante una titulacion con acido.
Para la determinacién de nitrégeno en mosto y cerveza se tomaron 20 ml. Para la
cerveza fue previamente desgasificada colocando la muestra en agitacion y
aplicando un poco de calor. Posteriormente se adicionaron 3.0 ml de acido
sulfurico. A continuacién se evaporo toda el agua presente en la muestra mediante
el calentamiento a 170 °C durante 1 hora, realizo en un equipo de digestién de
proteina (ESEVE®).
Una vez que se obtuvo la muestra solida (color negro), se adicioné la mezcla
catalizadora (5.0 g de sulfato de potasio y 0.3 g de sulfato de cobre), 5 gotas de
solucion antiespumante y 20 ml de acido sulfurico concentrado. Se realiz6 la
digestiéon durante 4 horas en el mismo equipo donde se evapor6 la muestra, hasta

obtener una solucién transparente.

Finalizada la digestion se enfrié la muestra y se neutralizé mediante la adicion de
50 ml de H2O destilada, después se realizo la destilacion de las muestras en un
equipo de destilacion automatico (GERARHD VAPODEST®), adicionando 90 ml
de NaOH (30%), la muestra destilada se recogié en una solucion de acido bérico

al 2%. Finalmente se realizé la titulacidon del destilad o con una solucion

estandarizada de H2SO4 (0.1 mol/l).
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El nitrdgeno en mosto se determiné utilizando la siguiente férmula.

Nitrogeno total (mg /1) = TXVM x100

donde:
T = ml de Hy,SO,4 requerido para neutralizar el amonio después de su
digestion.

V = Volumen de la muestra en ml.

El contenido de proteina fue calculado multiplicando la cantidad de nitrégeno con
el factor de conversion 6.25 (EBC, 2003; Obido et al, 2002; Jones et Budde, 2004).

Nitrogeno total
100000

%  nitrogeno =

43.7.3 Peso especifico del mosto y cerveza (Matissek et al., 2001;
EBC, 2003; Métodos 4.5.1, 8.2).

El peso especifico del mosto y cerveza es estimado usando un picnémetro
calibrado.
Se determind mediante picndmetros de vidrio de 10 ml. La calibracion del
picndmetro se llevo acabo de la siguiente manera, la masa del picnémetro vacio
se determind lavandolo 3 veces con agua destilada y secando en una estufa de
calentamiento. Una vez seco se dejé enfriar a temperatura ambiente, se coloco el
tapon y se dejé reposar durante 15 minutos y posteriormente se peso.
La masa del picndmetro con agua destilada se calculé llenando el picnédmetro con
agua destilada y se dejo reposar durante 15 minutos en un bafio de agua a 20 °C.
Se enras6 con agua hasta en menisco y el resto de agua se retiré con papel filtro,
se coloco el tapon y se secod con un pafo sin dejar pelusas; se coloco en la
balanza dejando reposar 5 minutos y se tomé el peso.
La masa del picnometro con el mosto y cerveza se realizé lavando el picnémetro
con la muestra 3 veces y se realizd el mismo procedimiento que con el agua

destilada.
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El peso especifico se determind mediante la siguiente formula:

Peso especifico = m3=ml
m2—ml
donde:
m4 = Masa en gramos del picnémetro vacio.
m, = Masa en gramos del picnometro con agua destilada.

m3 = Masa en gramos del picnbmetro con la muestra.

4374 Fermentabilidad, atenuaciéon real y aparente del mosto.
(EBC, 2003; Método: 4.11.1).
Las enzimas aminoliticas del mosto son inactivadas con las altas temperaturas en
la preparacion del mosto. EI mosto es fermentado con levadura durante 24 horas.
Se midié el peso especifico del mosto a 20 °C. El material que estuvo en contacto
con la levadura y el mosto fue previamente esterilizado. En 50 ml de mosto fue

adicionado 15 g de levadura y mezclo6 vigorosamente.

Figura 15. Modelo de recipientes para analisis de fermentabilidad.

Se adaptdé a la tapa de un matraz, un tubo U (Figura 15) que contenia agua
destilada. La muestra se mantuvo a 20 °C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se descarbonatdé una porcion del mosto fermentado

agitandolo en una parrilla de agitacién hasta que no se observé la formacion de

Y R . 63



IV. MATERIALES Y METODQS

espuma. Posteriormente se filtré la levadura a través de papel filtro con ayuda de

vacio. Al liquido obtenido, se determiné el peso especifico a 20 °C.

Para realizar los calculos primero se calcula el peso especifico original (OG) del

mosto y el presente (PG) del filtrado fermentado usando la siguiente formula:

OG (PG)(° Sacch)=1000(SG 1)
donde:

OG = Peso especifico original del mosto.

PG = Peso especifico presente del filtrado fermentado.

El porcentaje aparente de atenuacion (Fapp) 0 fermentabilidad aparente se calcula

usando la siguiente formula:

100

FW(%) — OG_GPG %

donde:
Fapp (%) = Porcentaje de atenuacion aparente.

OG = Peso original del mosto.
PG = Peso presente del filtrado fermentado.

El porcentaje de atenuacion real se calcula de la siguiente manera.
Frea(%) = Fapp(%)x 0.819

4.3.7.5 pH del mosto y cerveza (EBC, 2003; Método 1.5, 8.17).
Se determina la concentracion de iones hidrogeno con un medidor de pH ajustado
a4.0y 7.0 con soluciones tampon.
El medidor de pH (pHmeter microprocessor, HANNA, pH213) se calibré con
soluciones tampén 4.0 y 7.0 a 20 °C. La muestra de mosto y cerveza se coloco en
una parrilla de agitacién y se atemper6 a 20 °C. Una vez que la temperatura fue

constante el pH fue medido.
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4.3.7.6 Viscosidad del mosto (EBC, 2003; Método 8.4).
La viscosidad es la resistencia que ofrece un liquido a fluir. La viscosidad fue
medida con un viscosimetro capilar (CANNON 9721-B53). El mosto se introdujo
en el viscosimetro invirtiéndolo y aplicd succion en el tubo G, se sumergio el tubo
R en la muestra y llevo el liquido hasta la marca 2; el instrumento se regresé a su
posicion normal. El viscosimetro se colocé dentro de un bafo de agua a

temperatura constante de 20 °C y se dejé atemperar durante 15 minutos.

4 \ ™ LINEAS DE
I | . REFERENCIA
v

TUBO _\.A4
CAPILAR

Figura 16. Viscosimetro capilar
(http://www.autotecnicatv.com.ar/MARCELOMARTINS/autos/viscosimetro.jpg, 2006).

Transcurrido este tiempo se succiona el tubo R hasta que el liquido llega a la
marca 1. Se midi6 el tiempo, con ayuda de un cronémetro, en que el mosto llega
del punto 1 al punto 2 (Figura 15). Este procedimiento se repitid hasta que el fue

constante.

Debido a que en el instructivo del viscosimetro solo se mencionaba el célculo para
la viscosidad a 40 y 100 °C, y la técnica para mosto y cerveza hace referencia a 20
°C, se calculé una constante obtenida con una regresion por extrapolacion. La
viscosidad fue calculada de la siguiente manera:
Vis cosidad =tx0.003994

donde:

t = Tiempo en segundos.

0.003994 = Constante para viscosidad a 20 °C.

Y R . 65



IV. MATERIALES Y METODQS

Viscosidad = ¢St (mm?/s?).

La EBC muestra los valores esperados de viscosidad del mosto en mPa.s y el
viscosimetro con el cual se trabajé daba los valore es cSt, asi que se tubo que
realizar una serie de conversiones.
Para la conversion de los valores esperados de viscosidad se tienen las siguientes
equivalencias:

Strokes =Poises/densidad

1¢cP. =1.010" Pa.s

1 Pa.s = 1000 mPa.s

1 St=100 cSt

Conversiones:
a) 1 Pa.s — 1000 mPa.s

0.00145 Pa.s«— 1.45 mPa.s
b) 1 Pa.s — 1000 mPa.s

0.00251 Pa.s— 2.51 mPa.s
c) 1cP —1.0x10°Pa.s

1.45 cP «— 0.00145 Pa.s; 1.45cP = 0.0145 Poises
d) 1cP — 1.0x 10-3 Pa.s

251 cP «— 0.00251 Pa.s 2.51 cP = 0.0251 Poises
e) Stokes = Poises/densidad = 0.0145 Poises/(1.005 g/cm®) = 0.0144 Stokes =
1.44 cSt
f) Stokes = Poises/densidad = 0.0145 Poises/(1.080 g/cm®) = 0.0134 Stokes = 1.34
cSt

g) Stokes = Poises/densidad = 0.0251 Poises/(1.005 g/cm®) = 0.0245 Stokes =
2.45 cSt
h) Stokes = Poises/densidad = 0.0251 Poises/(1.080 g/cm®) = 0.0249 Stokes =
2.49 cSt

*La densidad se obtuvo de acuerdo a la densidad que suele encontrarse en los
mostos cerveceros (EBC, 2003).
*El rango viscosidad es de 1.34 cSt a 2.49 cSt.
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4.3.7.7 Determinacion de etanol por método UV en cerveza.
La determinacion de etanol se determiné por medio de un Test kit etanol de
Roche, procedimiento simplificado para la determinacién de etanol en bebidas
alcohdlicas.
El etanol es oxidado a acetaldehido por nicotinamida-adenina dinucleétido (NAD)

en presencia de la enzima alcohol des-hidrogenasa (ADH) (1).

AL-DH
(1) Etanol + NAD* + H,O «— acido acético + NADH + H

Debido a que el equilibrio de esta reaccion es hacia el lado izquierdo, la reaccion
es completada desplazando a la derecha en condiciones alcalinas y por
atrapamiento del acetaldehido formado. El acetaldehido es cuantitativamente

oxidado a acido aceético en presencia de aldehido des-hidrogenasa (AL-DH) (2).

(2) acetaldehido + NAD* + H,0-PH y 4cido acético + NADH + H*

Para determinar el etanol producido la muestra se centrifugo durante 5 minutos a
3600 rpm para retirar la materia sobrenadante y evitar que esta materia provocara
turbidez e interfiriera en los valores obtenidos. Con el liquido obtenido se realizé
una dilucién 1:1000 como lo indica la técnica para cerveza.

El procedimiento para la determinacién de etanol se realizé como se muestra en la

siguiente tabla (Tabla 15).

Tabla 15. Procedimiento para determinacion de etanol en cerveza.

Pipetear dentro de cubetas Blanco Muestra
Mezcla de AL-DH con NAD

(buffer difosfato de potasio 3.000 ml 3.000 ml
pH=9.0) 0.10 Oml -

Agua destilada - 0.100 mi

Solucién de la muestra

Mezcla, después de aproximadamente 3 minutos se ley6 la absorbancia de la
solucién (A,) a 365 nm. Comenzar la reaccion por adicion de:

Alcohol deshidrogenasa 0.050 mi 0.050 ml

Se mezcld, después de 10 minutos que la reaccién fue completada se ley6 la
absorbancia de las soluciones inmediatamente una después de otra (A,).
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La absorbancia se midié en un espectrofotémetro UV (GENESYS UV) a 365 nm
en cubetas de plastico.

El contenido de etanol se calculd primero determinado las diferencias de
absorbancia (AA).

A =(A4: = A )uers — (A2 = A s
donde:
Ao= Absorbancia del blanco.
A1= Absorbancia de la muestra.
(A2-A1)muestra= Diferencia de absorbancia de la muestra.

(A2-A1)Bianco= Diferencia de absorbancia del blanco.

De acuerdo con la ecuacion general para el calculo de la concentracién en la
reaccion en las cuales en contenido de NADH formado es estequiometricamente

medido a la mitad del contenido de sustrato:

c

_ V x MW < Ad g muestra
Exdxvx2x100

solucion de muestra
donde:

V = Volumen final (ml).

v = Volumen de la muestra (ml).

MW = Peso molecular del etanol (g/mol).

d = Camino de onda. 1.0 cm.

E = Coeficiente de extincion NADH. 3.40 [1 x mmol™ x cm™].

La muestra fue diluida para la determinaciéon, por lo que el resultado fue

multiplicado por el factor de dilucién F, que en este caso fue de 1000.

43.78 Color de cerveza (EBC, 2003; Métodos 8.6.1; 9.6).
La absorbancia de la cerveza se mide a 430 nm; con ello se determina de manera

indirecta el color de la cerveza.
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Se tomaron 30 ml de muestra y se le adicion6 reactivo de Kieselguhr para
precipitar los turbios mas rapido y facilmente. La filtracion de la muestra se realiz6
en una membrana de filtracion de 0.45 micrones (Micro-mill®) con ayuda de una
unidad de filtracion y vacio.

El espectrofotometro se ajustdé a 430 nm y se llend una celda con agua, este fue el
blanco para las muestras. Después las celdas se llenaron con la muestra de
cerveza filtrada y finalmente se ley6 la absorbancia en un espectrofotometro UV
(GENESYS UV).

Color(EBC)= Ax f x50
donde:
A = Absorbancia de la muestra leida en celdas de10mm.

f = Factor de dilucion de la muestra.

Los resultados de color se expresaron en unidades EBC, con dos cifras decimales.

4.3.7.9 Contenido de alcohol por destilacion en cerveza (EBC,
2003; Método 9.2.1).

Se destila la cerveza usando calor. Se determina la gravedad especifica 20 °C/20
°C del alcohol destilado, después de llevarlo al peso original con agua destilada.
La muestra fue preparada de la siguiente manera, se pesaron 50 g de cerveza en
un matraz y después se anadieron 25 ml de agua. La muestra se colocd en un
destilador automatico (GERARHD VAPODEST®). La destilaciéon se detuvo al
recolectar de 40 a 45 ml de destilado.
El volumen recolectado se llevé a 50.0 g con agua. Se midio el peso especifico 20
°C/20 °C del destilado (SGa). Asi mismo se midi6 el peso especifico 20 °C/20 °C
de la cerveza, (SGgp). Antes de medir el peso especifico de la cerveza se
centrifugd durante 5 minutos a 3600 rpm, para eliminar los sélidos y turbios que
contenia.
El % de alcohol (m/m) se calculé convirtiendo el peso especifico del destilado,

SGa, al contenido de alcohol (A) como % (m/m) usando el siguiente polinomio:
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A =517.4 (1- SGa) + 5084 (1- SGa)2 + 33503 (1- SGa)3
donde:
A = Contenido de alcohol del destilado = contenido de alcohol de la
cerveza.

SGa = Peso especifico del destilado.

El % (v/v) de alcohol se calculé utilizando la siguiente férmula:

A% (m/ m)x SGex
0.791

Contenido de alcohol % (v/v) =

donde:
0.791 = SG Etanol peS0 especifico del etanol 20 °C/20 °C.

SGea = Peso especifico de la cerveza.

4.3.710 Grado real de fermentacion de cerveza. (EBC, 2003;
Métodos 9.2.1,9.4y 9.5,).

El grado real de fermentacion (GRF) es una expresion de la fraccion del extracto
original presente en el mosto el cual ha sido transformado a alcohol (y CO,). Este
puede ser calculado del % contenido de alcohol (m/m) y extracto real (% plato).
La preparacidén de la muestra y el procedimiento del analisis se realizaron de la
misma manera que en el Contenido de alcohol por destilacion en cerveza,
apartado 4.2.8.9. El grado real de fermentacion de la cerveza se calculé de la

siguiente manera:

_ 100x2.0665x A4

RFD =
2.0665x A+ Er

donde
A = % alcohol (m/m).
Er = Extracto real, % plato.

RDF = Grado real de fermentacion.
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4.3.7.11 Extracto real, original y aparente (EBC, 2003; Métodos
9.4).

Se destila la cerveza usando calor. Se determina el peso especifico 20 °C/20 °C
del alcohol destilado, después de llevarlo al peso original con agua destilada.
La preparacién de la muestra y el procedimiento del analisis se realizaron de la
misma manera que en el Contenido de alcohol por destilacion en cerveza,
apartado 4.2.8.9.
Se determind el peso especifico 20 °C/20 °C del residuo de la destilacion de la
cerveza, despueés de llevarlo al peso original con agua, 50.0 g.
Determinacién del peso especifico 20 °C/20 °C de la cerveza centrifugada.

Los resultados para calcular Extracto real se obtuvieron con la siguiente formula:

Er = -460.534 + 662.649 SGer — 202.414 SG%x
donde:
SGer = Peso especifico del residuo.

Er = Extracto real.
El extracto aparente, Eao, como % (m/m) se calculd con la siguiente ecuacion:
Ea=-460.234 + 662.649 SGega— 202.414 SG%
donde:
SG ga= Peso especifico de la cerveza.

Ea = El extracto aparente, Ea.

Extracto original

Calcula el extracto original de la cerveza usando la siguiente formula:

(2.0665x A)+ Ex

100+ (1.0665x 4) 100

donde:
p = Extracto original del mosto en % plato.

Er = Extracto real de la cerveza en % (plato).
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A = Contenido de alcohol en la cerveza en % (m/m).

4.3.8 Analisis estadistico

Para evaluar el mejor método para realizacion de mosto se realizé un analisis
estadistico realizando un ANOVA de una via acoplado a la prueba de Duncan,
utilizando el Software STATGRAPHICS Plus version 4.0.

La evaluacion de los distintos mostos realizados con las maltas para la realizacion
de cerveza, asi como los resultados obtenidos de las pruebas para la evaluaciéon
de las cervezas obtenidas y comerciales fue analizada realizando un ANOVA de
una via acoplado a la prueba de Duncan (Software STATGRAPHICS Plus version
4.0). También se realizo un ANOVA multifactorial mediante la prueba de de
Duncan y analisis de correlaciones a las muestras de mostos, cerveza realizadas y
comerciales (Software STATGRAPHICS Plus version 4.0). Las caracteristicas de
calidad de las cervezas realizadas se compararon con las cervezas comerciales
se evaluaron mediante ANOVA multifactorial y también se emplearon las pruebas

de analisis por componentes principales (CP).
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Este trabajo de investigacion es la continuacion del trabajo “Elaboracion y
evaluaciéon de maltas cerveceras de diferentes variedades de cebada (Hordeum
sativum jess) producidas en los Estados de Hidalgo y Tlaxcala” (Ruiz, 2006). Por
consiguiente este trabajo de investigacion evalua el potencial cervecero de las
maltas que presentaron una mejor calidad en el trabajo de Ruiz (2006).

En la tabla 16 se muestran los resultados de las muestras de estudio en base a
analisis de contenido de proteinas, B-glucanos, poder diastasico y extracto de

malta realizado por Ruiz (2006).

Tabla 16. Calidad de maltas seleccionadas para la elaboracion de cerveza (Ruiz, 2006).
%

Variedad Poder Diastasico* fB-Glucanos Proteinas Ext. Malta
Esm1-H 420 (19) 4 (0.2) 9.2 (0.07) 32.2 (1.3)
Esm2-H 442 (39) 2(0.1) 9 5 (0.06) 31.8 (1.0)

M16-T 366 (22) 4 (0.4) 1 (0.06) 27.9 (0.6)

Esp-R 350 (20) 6 (0.4) 6 (0.04) 24.0 (1.2)

Esm-T 400 (20) 5(0.4) 7 5 (0.05) 28.0 (0.5)
Calidad requerida 200-600 Max. 5.5 9.05a10.9 Min. 24

* Poder Diastasico en unidades Windisch Kolbalch (UWK)

5.1 Valoracion del método de obtencion de mosto cervecero

Con el objetivo de seleccionar el método mas adecuado para la obtencién de
mosto cervecero se analizaron dos procedimientos; los resultados de los analisis

realizados para cuantificar su calidad se muestran en las tablas 17 y 18.

Tabla 17. Resultados de los analisis realizados al método 1 y 2 para la realizacion de
mostos (desviacion estandar).

Método 1
Peso Grados H % atenuacion
especifico  plato P real aparente
Esp-R 1.064(0.1)°¢ 16.16(0.1)°¢ 6.06(0.1)® 47.55(0.2)% 58.05(0.3)°
Esm-T 1.062(0.1)® 15.58(0.1)® 6.19(0.0) ® 57.12(1.3)° 69.74(1.6)°
Método 2

Esp-R 1.061(0.0)° 15.25(0.3)° 6.27(0.2)° 62.37(0.8)% 76.15(1.0) ¢
Esm-T  1.058(0.1)® 14.58(0.1)® 6.29(0.0)®  59.37(0.4)° 72.50(0.5)°

*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).

Variedad

El peso especifico es expresado en la mayoria de la bibliografia, en grados plato

(°P), por esta razon se discutiran los resultados de grados plato. EI método 2
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(Tabla 17), presentd los valores mas bajos en comparaciéon con el método 1.
También se observa que la muestra de Esmeralda T en el método 1 (15.58) y
método 2 (14.58) mostrd los valores mas bajos en comparacion con la variedad de
Esperanza R.

Aunque en la bibliografia no se especifica el valor adecuado de °P, O’Connor-Cox
et Ingledew (1991) menciona que un mosto normal se encuentra entre el rango de
10-12 °P y un mosto con alto peso especifico se encuentra en el rango de 15-24
°P 0 mas. La mayor parte de los mostos obtenidos no cumple con el parametro de
mosto normal; no obstante los valores registrados en el método 2 la muestra de
Esmeralda T (14.58) y Esperanza R (15.25), no se encuentra dentro de los rangos
de mosto normal o alto peso especifico.

Un °P elevado tiene un efecto negativo sobre el desarrollo de la levadura debido a
la elevada presion osmoética (Pratt-Marshall et al. 2002; Pratt-Marshall et al, 2003)
sin embargo, los mostos del método 2 no se encuentran dentro del rango de alto
peso especifico.

Estos resultados demuestran que el método utilizado para, asi como la variedad
de malta utilizada influye en la calidad final de la muestra. EI método que
proporciona mosto con bajo °P es el de Mesones (2000).

Para obtener mosto con valores de °P normal es necesario ajustarlo con agua

estéril, y esto solucionara el problema.

El rango de pH o6ptimo es entre 5.0-5.5 y como se puede observar los valores
obtenidos se encuentran por encima de 6.0. Sin embargo, el pH no presenta
diferencias significativas entre método ni variedad de malta utilizada (Tabla 17),
por lo tanto el pH no es un analisis que ayude a elegir el método para realizar

mosto cervecero.

El porcentaje de atenuacion indica la cantidad de azucares convertidos en alcohol.
La muestra Esmerada T en el porcentaje de atenuacion real (57.12%) y aparente
69.74%) en el método 1 (Tabla 17), registrd los valores mas bajos y en el método

2 presentd los valores mas altos en ambos analisis. También se observd que el
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método 2 proporcioné los valores mas altos de atenuacion, en comparacion con el
método 1. Lo que significa que en el método 2 hubo una mayor produccion de
alcohol. La causa puede ser que en el proceso 2, el tiempo fue suficiente para que
las enzimas hidrolizaran el almidén en azucares mas sencillos, y estos fueran
facilmente consumidos por las levaduras y convertidos en alcohol. En la
bibliografia se mencionan rangos aceptables de atenuacion aparente desde 67%
(http://www.minicerveceria.com/listado.asp?cat=143, 2005) hasta 80% (Vogel
1999). En el método 2 ambas variedades de malta entran dentro de este rango,
pero en el método 1 soélo la muestra de Esmeralda T.

Los analisis de atenuacion real y aparente presentan diferencias significativas
entre variedad y método utilizado; por lo tanto, se concluye que la conversion de
azucares a alcohol dependera de la variedad de malta utilizada y del método para
obtencion de mosto utilizado. Y el método 2 es el procedimiento que permite

obtener mostos con los estandares de atenuacioén real y aparente requeridos.

Tabla 18. Resultados de los analisis realizados al método 1y 2 para la realizacién
de mostos (desviacién estandar).

Método 1
Variedad B-glucanos Viscosidad % Nitrégeno % Proteina
(mg/L) (cSt/s)
Esp-R 2.68(0.1)°® 1.79(0.0)° 1.49 (0.0) ° 9.35(0.5)°
Esm-T 4.80 (0.1) ° 1.90 (0.0) © 1.40 (0.0)° 8.73 (0.5)°
Método 2
Esp-R 1.34 (0.0) @ 1.78 (0.0) @ 1.27(0.1)° 7.94 (0.3)°
Esm-T 3.16 (0.1) ¢ 1.87 (0.0)® 1.16 (0.1)° 7.25(0.2)°

*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).

Con respecto a los resultados de [B-glucanos se observa que la variedad de
Esmerada T (Tabla 18) presento los valores mas altos en ambos métodos (método
1= 4.80 y método 2= 3.16). Por otra parte el método 2 mostré los valores mas
bajos con respecto al método 1 (Esm-T=4.80 y Esm-R= 2.68). Altos contenidos de
B-glucanos en el mosto causa numerosos problemas como la ineficiente y
retardada filtracion en el mosto y cerveza, alta viscosidad en el mosto y formacion
de turbios en el producto final (Bamforth, 1982; Palmer, 1975). Los resultados de

B-glucanos son estadisticamente diferentes entre método y variedad. Estos
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resultados permiten concluir que con el método 2 se obtienen bajos valores, lo

cual indica que la conversion de B-glucanos a carbohidratos sencillos fue eficiente.

La viscosidad muestra los valores (Tabla 18) mas altos en la variedad de
Esmeralda T (método 1= 1.90 y método 2= 1.87). El método 1 present6 los valores
mas bajos comparados con el método 2. Lo cual significa que el método a utilizar
en la realizaciéon de mosto influye en los resultados de viscosidad en el caso de
Esmeralda T, sin embargo, se observa que en la muestra de Esperanza R, el

método no presento diferencias significativas.

Los analisis de % de nitrogeno y proteina muestran diferencias significativas entre
métodos (Tabla 18), observandose valores bajos en el método 2. Altos niveles de
proteinas dificultan la separacion del mosto de la cascara bloqueando los poros
del filtro, ademas de formar enlaces con los taninos y precipitados especialmente
después de que la cerveza se enfria (Paynter, 1999). Lo cual indica que el método
influye de manera importante en los analisis de nitrogeno y proteina pero no

dependera de la variedad utilizada.

Se concluye que la variedad de malta y el método para obtener mosto influyen de
manera importante para obtener mostos con buena calidad. Con los resultados de
los andlisis realizados de grados plato, porcentaje de atenuacion, B-glucanos, %
de nitrégeno y proteina, permitieron concluir que el método 2 es el mejor proceso
para realizar mosto cervecero y que cada variedad de malta tiene un método

optimo para obtener mosto de buena calidad.

5.2 Eleccion del inéculo y condiciones de fermentacion
5.21 Siembra y propagacién de levadura
Para comparar la viabilidad de levaduras activadas (LA) y levaduras “comerciales”
no activadas (LNA), se propagd y aisldé la levadura para activarla sin ningun
microorganismo contaminante, asi como para calcular las unidades formadoras de

colonias por gramo de levadura.
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Las colonias de levadura procedentes de las diluciones 1x10™" y 1x10° fueron
incontables, mientras que la dilucion 1x107 presenté entre 12 y 17 UFC/g de
muestra; por lo que se tomd la dilucién 1x107°, donde se estimé un promedio de
36x10° UFC/g.

Con respecto a la identificacion mediante tincion violeta de genciana, las levaduras
presentaron formas ovaladas de color blanco, de tamanos grandes y pequefios,

formando aglomeraciones de levaduras.

Ademas de las levaduras, se identificaron otras estructuras redondas en color rosa
y amarillo, estas no formaron aglomeraciones y el tamafio era minimo comparado
con el tamano de las levaduras. Estos microorganismos eran bacterias que
contaminaron el medio, no se identificé el género ni la especie. Ademas se
encontraron colonias de mohos de color gris-verdoso en las muestras incubadas,

no se tipificaron dichas colonias, puesto que no es el objetivo de la investigacion.

La presencia de estas colonias se presentd debido que hubo una contaminacion
microbioldgica, la posible causa pudo deberse a que el empaque que contenia la
muestra de levadura habia sido previamente destapado y almacenado en un
refrigerador (5 °C), o bien pudo haberse contaminado al momento de abrir el

empaque.

5.2.2 Microfermentaciones
Para conocer las condiciones de pH, temperatura asi como, para evaluar el
indculo para la fermentacion, las muestras se sometieron a fermentaciones con un
pequefio volumen de mosto realizado con maltas estandar.
El equipo (Mycrobiology Reader BioscreenC®) en el cual se llevo acabo las
microfermentaciones midié la densidad 6ptica cada determinado tiempo, la cual es

una medida indirecta del crecimiento en este caso de la levadura.
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Los resultados obtenidos en el equipo se muestran en la figura 17.

Densidad optica vs tiempo
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Figura 17. Crecimiento de la levadura activada y no activada.
alEsmb (ET, pH=5.5, sin levadura).

b1Esm5 (ET, pH=5.5, levadura activada).
c1Esm5 (ET, pH=5.5, levadura comercial) .

En el grafico s6lo se muestra el crecimiento para la variedad Esmeralda T con la
levadura activada, comercial y el blanco, con pH=5.5, ya que todas las muestras
tuvieron un comportamiento parecido. No se observaron diferencias entre pH 5.5y
5.3, por lo que el pH y variedad de malta no afectan el desarrollo de la levadura.
En del caso del in6culo, se observd que la levadura comercial (no activada) tuvo
un mejor desarrollo ya que comenzd a registrarse actividad desde las primeras 20
horas; en el caso de la levadura activada se observo actividad a partir de las 100
horas. La cantidad de in6culo influye de manera importante en la velocidad de
fermentacion y por consecuencia, influye en el tiempo requerido para la
fermentacion (Jin et Speers, 1998) por tanto es posible que la cantidad de indculo
no fue suficiente para el desarrollo de la levadura activada. Debido a que el
objetivo de este trabajo no es establecer las cantidades de inéculo adecuadas
para el desarrollo de la levadura no se realizaron mas experimentos.

Con base a los resultados obtenidos se concluye que las condiciones favorables

para fermentar son a pH de 5.3-5.5 y con levadura comercial. La levadura no
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activada tuvo un desarrollo mas bajo debido a que el volumen de muestra
inoculada no fue suficiente. Por otra parte, la levadura activada fue propagada en
caldo soya tripticaseina, es conveniente que se lleve a cabo directamente en el
mosto cervecero para que la levadura se adapte al medio y pueda desarrollarse

mejor.

5.3 Fermentacion a nivel matraz

La fermentacion llevada a cabo a nivel matraz se realizé con mostos producidos
con el método 2. Los resultados de los mostos y cerveza realizados con las
variedades de malta de estudio se compararon con la variedad Esmeralda T; ésta
fue elegida debido a que presentd mejores resultados en cuanto a calidad maltera.
Los mostos realizados con las muestras de estudio fueron previamente evaluados
de acuerdo a los analisis de calidad de mostos. Los resultados de dichos analisis
se muestran en la tabla 19.

Se observa que en el analisis de Grados plato (Tabla 19) la muestra M16-T
(12.00) presento el valor mas bajo y le sigue la muestra de Esm1-H (13.50).

Las muestras de Esmeralda T (14.58) y Esm2-H (14.75) son estadisticamente
iguales, y mostraron los valores mas altos. Estos resultados indican que la
cantidad de sdlidos presentes (en su mayoria carbohidratos como, glucosa y
maltosa (Kobayashi et al., 2005) en las muestras de Esmeralda T y Esm2-H son

mayores que en el resto de las muestras.

Tabla 19. Resultados de analisis realizados a los mostos de las maltas seleccionadas
para la elaboracion de cerveza (desviacion estandar).

Variedad Peso Grados H % atenuacion
arieda especifico  plato P real aparente
Esm-T 1.058 (0.0)¢ 14.58 (0.1)°¢ 6.29 (0.0)¢ 59.04 (0.1)® 72.09 (0.1)°

Esm2-H  1.059(0.0)° 14.75(0.0)° 5.60 (0.0)® 56.22(0.0)* 68.65 (0.0)°

)¢ (0.0 )° (
Esm1-H 1.054 (0.0)® 13.50(0.0)® 5.34(0.0)® 63.52(0.1)¢ 77.56(0.1)¢
) ° (0. ) ° (0.
M16-T 1.049 (0.0)® 12.00 (0.0)® 5.65(0.0)¢ 62.76 (0.0)° 76.63(0.0)°

*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).
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El mosto normal se encuentra en el rango de 10-12 °P y el mosto con alto peso
especifico se encuentra en el rango de 15-24 o mas. La muestra de M16-T se
encuentra dentro de los rangos de un mosto normal, en cambio el resto de las
muestras no se encuentra en ninguno de los rangos por lo que no se puede
catalogar como mosto con alto peso especifico o normal.

El analisis de pH muestra diferencias significativas entre las variedades de malta
(Tabla 19). Las muestras de Esmeralda T (6.29) y Esm2-H (5.60) son
estadisticamente iguales y a la vez presentaron los valores mas altos. La muestra
de M16-T presentd un valor de 5.65 y la muestra de Esm1-H de 5.34. El rango de
pH 6ptimo es de 5.0-5.5; la muestra de Esm1-H se encuentra dentro de este
rango. Por lo tanto se puede decir que las muestras son estadisticamente
diferentes en el analisis de pH y la muestra de Esm1-H se encuentra dentro de
este rango de pH optimo. Sin embargo, éste se puede ajustar con una solucion de
NaOH.

El porcentaje de atenuacién real (A. R) y aparente (A. A) fue mas bajo en las
muestras de Esm2-H (A. R. 56.22 y A. A.68.65%) y Esmeralda T (A. R. 59.04 y A.
A. 72.09%), lo cual indica que hubo una menor conversion de azucares del mosto
en alcohol y en las muestras de Esm1-H (A. R. 63.52 y A. A. 77.56%) y M16-T (A.
R. 62.76 y A. A. 76.63%) hubo una mayor conversién. Los rangos aceptables de
atenuacion aparente son desde 67% hasta 80% y todas las muestras cumplen con
este rango de atenuacion, por lo tanto aunque son diferentes estadisticamente

cumplen con los valores éptimos de atenuacion.

Tabla 20. Resultados de analisis realizados a los mostos de las maltas seleccionadas
para la elaboracion de cerveza (desviacion estandar).

Variedad B-glucanos  Viscosidad % Nitrogeno % Proteina

(mgl/L) (cSt/s)
Esm-T 3.16 (0.0)© 1.87 (0.0) © 1.15(0.0)®  7.17 (0.0)®
Esm1-H 2.13(0.0)° 1.54 (0.0)° 1.30(0.0) ° 8.13(0.2)°
Esm2-H 1.05(0.1) 2 1.48 (0.0) @ 1.15(0.5)2  7.19(0.3)?
M16-T 2.22 (0.0)° 1.59 (0.0) ® 1.11(0.0)®  6.97 (0.0)°

*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).
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La muestra Esm2-H registré el resultado mas bajo de contenido de B-glucanos
(1.05). Las muestras de Esm1-H (2.13) y M16-T (2.22) son estadisticamente

iguales y la muestra de Esmeralda T (3.16) mostro el valor mas alto.

Los resultados de viscosidad muestran una tendencia similar a la de B-glucanos; el
rango de viscosidad 6ptimo es de entre 1.34 a 2.49 cSt, como se observa en la

tabla 20. Aunque las muestras son estadisticamente diferentes, todas las

muestras cumplen con este analisis.

En los analisis de % de nitrogeno (%N) y proteina (%P) las muestras de
Esmeralda T (%N 1.15y %P 7.17), Esm2-H (%N 1.15 y %P 7.19), M16-T (%N
111 y %P 6.97) son estadisticamente iguales. Los valores aceptables
establecidos por la EBC son de 7 a 16.5% y todas las muestras entran dentro del
rango. Por lo tanto aunque hay poca diferencia estadistica entre las muestras,
todas entran dentro del rango aceptable de contenido de proteina.

Después de haber realizado los mostos cerveceros se colocaron a fermentar,
durante el proceso de transformacién se tom6 muestra de mosto y se midi6 el
porcentaje de etanol formado. Los resultados de la produccién de etanol se

pueden observar en el grafico (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de etanol formado durante el proceso de elaboracion de cerveza en

4 variedades de maltas.
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Se puede observar que la produccion de etanol incrementa ligeramente durante el
transcurso de fermentacion en las cuatro muestras de estudio, lo cual indica que la
levadura consumié los azucares del mosto y produjo por consecuencia etanol.
Después de 12 dias la fermentacion fue detenida y las muestras se embotellaron y
fueron colocadas a maduracién durante 21 dias. Transcurrido este tiempo se
pasteurizaron y se realizaron analisis de calidad a la cerveza terminada. Entre los
analisis realizados se midié nuevamente el porcentaje de etanol.

En el grafico 18 se observa que al finalizar la fermentacién (dia 33) el contenido de
etanol tiene una ligera pérdida para las variedades Esm-T, Esm2-H y Esm1-H y
por el contrario M16-T tuvo un ligero incremento. Este hecho pudo deberse a que
los recipientes en los que se llevd a cabo la maduracién no se encontraban
debidamente cerrados y hubo una pérdida del etanol.

En las tablas 21 y 22 se muestran los resultados de los analisis realizados a las
muestras Esm1-H, Esm2-H y M16-T, las cuales fueron comparadas con una malta

comercial y con dos cervezas (Sol y Victoria).

Tabla 21. Resultados de los analisis realizados a cervezas (desviacion estandar).

. Peso B-glucanos Color %o
Variedad especifico PH (mg/L) (EBC) Nitrégeno  Proteina
Esm-T 1.012 (0.0)° 4.34(0.0)° 0.80(0.0)° 14.26 (0.4)° 0.88(0.0)° 5.50(0.5)"
Esm1-H  1.012 (0. 1)° ¢ 4.35(0.0)° 1.00(0.0)° 18.24(0.8)° 1.29(0.0)° 8.00(0.2)¢
Esm2-H 1.011 (0. 0) 4.32(0.0)® 1.18(0.0)® 16.06 (0.5)™ 1.00(0.0)° 6.26 (0.1)°
M16-T 1.010 (0.0)° 4.37(0.0)° 2.14(0.0)" 31.79(29)° 095(0.0)° 5.93(0.2)°
Sol 1.013(0.0)¢  4.05(0.0)® 0.01(0.0)® 5.74(0.1)®  049(0.0)® 3.13(0.0)®
Victoria  1.009 (0.0)®  4.10(0.0)® 0.22(0.0)° 17.23(0.6)° 0.56(0.0)  3.00 (0.0)°

*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).

Se observa que en el analisis de peso especifico las muestras Esmeralda T,
Esm1-H, Esm2-H y M16-T son estadisticamente iguales; las muestras Esm1-H y
Sol también son estadisticamente iguales. La muestra de Victoria (1.009) presenté
el valor mas bajo y es estadisticamente diferente a las demas muestras. Las
muestras de cerveza no presentan una marcada diferencia significativa en el

analisis de peso especifico.
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El analisis de pH no presenta diferencias significativas entre las cervezas
realizadas en este trabajo. Se observa una diferencia significativa con las cervezas
comerciales, esto es debido a que presentan un pH mas bajo, como se observa en
la tabla 21.

En el andlisis de color, las muestras de Esm1-H, Esm2-H y Victoria son
estadisticamente iguales. Por el contrario la muestra Sol present6 el valor mas
bajo como se puede observar en la tabla 21, lo cual indica que este tipo de
cerveza presenta un color mas claro. Como se puede observar las demas
muestras se encuentran por arriba de 10.00 EBC, las cuales tienen un color mas
oscuro. La variedad de M16-T (31.79 EBC) fue la mas oscura. La analitica EBC
plantea que los valores 6ptimos se encuentran en el rango de entre 8.0-120 EBC.
Todas las muestras cumplen con el rango establecido, a excepcidén de la muestra

de cerveza Sol.

Las muestras de cervezas comerciales son estadisticamente iguales (Sol (0.49) y
Victoria (0.56)) con respecto al % nitrégeno y ademas presentaron los valores mas
bajos. Las muestras de Esm2-H y M16-T son estadisticamente iguales y el resto
de las cervezas presentan diferencias significativas. Los valores adecuados de
nitrogeno establecido por la EBC son de entre 0.04-1.00 % de nitrégeno. Todas
las variedades cumplen con esta especificacién a excepcion de muestra de Esm1-

H (1.29) la cual excede esta cantidad.

Tabla 22. Resultados de los analisis realizados a cervezas (desviacion estandar).

%

Variedad
arieda Etanol Alcohol Extracto Extracto Ex.tr.acto G.R.F.
real aparente original
Esm-T 4.68(0.1)¢ 6.80(0.0)° 4.13(0.1)° 319(02)cd 14.3(0.2)°  73.1(0.1)°
Esm1-H 3.18(09)° 5.14(0.0)° 4.66(0.5)° 3.08(0. 1) 12.4(0.5)b 66.0(0.8) °
0.3) 2.73(0.1)° 14.6(1.1)° 71.34(2. 5)°

M16-T 470 (0.0)¢ 6.05(0.3)¢ 4.98(0.1)¢ 2.67 (0. 3) 14.6 (0.4) ¢ 66.2 (0.9)°
Sol 1.07 (0.0)* 4.09(0.0)° 3.09(0.0)® 3.39(0.0)° 9.3(0.0)® 67.9(0.1)°
Victoria  1.10(0.0)® 3.29(0.0)® 3.40(0.0)*> 2.36(0.0)° 85(0.0)* 61.1(0.2)°

(
(
Esm2-H 4.27(0.9)° 6.87(0.6)° 4.39(
(
(

*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).
G. R. F. = Grado real de fermentacion
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En la tabla 22 se muestran los analisis de % de etanol y % de alcohol, se observa
que las muestras de cerveza comercial (Sol y Victoria) muestran los valores mas
bajos. Los valores esperados para % de etanol son de 3.6-4.2 (Hough, 1999) y
ninguna de las muestras estudiadas cumplen con este valor. Para el contenido de
alcohol el rango aceptable es de entre 1.7-7.0 y todas las muestras aunque son

estadisticamente diferentes cumplieron con este analisis de calidad.

Las muestras de Sol (3.09) y Victoria (3.40) son estadisticamente iguales en
cuanto al porcentaje de extracto real. Estos resultados son valores bajos, lo cual
indica que hay un bajo contenido de materia sdlida que no se fermenté en la
cerveza terminada. Por otra parte las muestras de M16-T (4.98) y Esm1-H (4.66)
muestran valores altos sin embargo, todas las muestras cumplen con los rangos

que indica la EBC el cual es de 2.9-6.

En los valores de extracto aparente la muestra de Victoria (2.36) obtuvo el valor
mas bajo. Las muestras de Esmeralda T y Sol tuvieron los valores mas altos
ademas no existen diferencias significativas entre ellas. El rango aceptable
establecido por la EBC se encuentra entre 1.5-3.0, las muestras de Esmeralda T y

Sol no cumplen con este parametro.

Las muestras de Esmeralda T (14.32), Esm2-H (14.57) y M16-T (14.60) presentan
las cantidades mas altas de extracto original ademas de no presentar diferencias
significativas. Los valores mas bajos son de Sol (9.31) y Victoria (8.52). El rango
aceptable es de 7-12%, por lo tanto las muestras comerciales son las que cumplen

con este rango, y la muestra de Esm1-H (12.43) podria entrar en el rango.

El porcentaje de grado real de fermentacion muestra que las variedades de Esm2-
H (71.39) y Esmeralda T (73.11) obtuvieron el valor mas alto; el valor mas bajo lo
presentd la muestra de victoria (61.14). Las muestras de Esm1-H, M16-T y Sol son

estadisticamente iguales. El rango recomendable para este analisis es de 63-71
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%, las muestras que se encuentran dentro del rango son las de Esm1-H (66.03),
Esm2-H (71.39), M16-T (66.18) y Sol (67.92).

5.4 Fermentacion a nivel fermentador

La fermentacion a nivel fermentador se realiz6 con el fin de comparar los
resultados de una escala pequefia a una escala mas grande. De igual manera que
en la fermentacion a nivel matraz se realizaron los mismos analisis.

Los resultados obtenidos en la produccion etanol para la muestra de 5 litros se
presentan en la figura 19, Se observa que la produccion de etanol fue
incrementando ligeramente conforme la fermentacion transcurria.

Si se comparan los resultados obtenidos en la fermentacion a nivel matraz y nivel
fermentador se puede observar que la muestra a nivel fermentador registré valores
pequefios de etanol. También se observar que en este caso incrementd la
cantidad de etanol en la muestra terminada (33 dias), debido a que en esta
muestra las botellas fueron debidamente selladas con corcholatas, lo cual se evitd

la pérdida de este.
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Figura 19. Grafico del porcentaje de etanol para la muestra de Esm1-H a nivel
fermentador.

Durante el transcurso de la fermentacion el equipo de fermentacion midio el pH y
concentracion de oxigeno disuelto en la muestra. En los Anexos | y Il se
encuentran los graficos de concentracién de oxigeno y los valores de pH que se
registraron durante la fermentacion.
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En el grafico de pH (Anexo 1), se observa que las primeros 1.9 dias el pH
descendid, manteniéndose estable después de los 7.4 dias de fermentacion. Sin
embargo, el fermentador no registro los datos entre 1.9 y 4.2 dias, debido a que la
energia eléctrica fue suspendida. Este hecho dio lugar a que la temperatura no
fuera controlada y por consecuencia el pH incrementé y se mantuvo un poco
inestable. Durante el transcurso de la fermentacion se tuvo algunos otros
problemas de este tipo, no obstante, el pH siguié descendiendo poco a poco hasta

mantenerse constante (Anexo ).

Durante el tiempo de agitacion el porcentaje de oxigeno mantuvo una
concentracion alta. Después de los 0.5 dias de fermentacion se observa un
marcado descenso y posteriormente seguir decreciendo de manera mas lenta
(Anexo 1l). Por lo tanto después de este tiempo las levaduras comenzaron a

trabajar bajo condiciones de anaerobiosis.

Al tercer dia de fermentacién se observo que las levaduras se depositaron en el
fondo del fermentador, esto nos indica que las levaduras flocularon demasiado
pronto, trayendo como consecuencia una baja fermentabilidad del mosto. La
floculacién es la agregacion no sexual de células en grupos (Mateu et Abreu,
2004; Jin et Speers, 1998). Una floculacion muy rapida en el mosto produce
cervezas poco fermentadas.

En los fermentadores se emplea agitacion moderada para incrementar la
frecuencia de la colision entre las células y aumentar la floculacion al término del
proceso. Una agitacion muy fuerte provoca turbulencia disminuyendo la intensidad
de la floculacion (Stratford et Keenan, 1987).

En la fermentacion realizada a nivel fermentador la agitacién se llevo a cabo de
manera controlada y mas lenta; en la fermentacion a nivel matraz se llevé a cabo
de manera manual, ésta fue realizada de manera mas rapida (Anexo Il). Por lo
tanto se sugiere que en experimentos futuros en la fermentacién a nivel
fermentador, la agitacion se lleve a cabo por un tiempo mas prolongado con la

misma intensidad.
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En la tabla 23 se muestran los resultados obtenidos en los analisis en la muestra

de cerveza de Esmeralda 1 de Hidalgo.

Tabla 23. Resultados de los analisis realizados a cerveza a nivel fermentador (desviacion
estandar).

Analisis Esmeralda 1
Peso especifico 1.01(0.0)
pH 4.53 (0.0)
B-glucanos (mg/L) 0.42 (0.0)
Color (EBC) 14.03 (0.6)
% Nitrégeno 0.39 (0.0)
% Proteina 2.49 (0.0)
% Etanol 1.31 (0.0)
% Alcohol 2.43 (0.0)
% Extracto real 2.90 (0.0)
% Extracto aparente 2.47 (0.0)
% Extracto original 6.72 (0.0)

% Grado real de fermentacion 57.58 (0.5)
*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).

En el Anexo lll se observa una tabla en la que se muestran los resultados de los
analisis realizados, la cual agrupa las cervezas comerciales (Sol y Victoria), las
realizadas a nivel matraz (Esmeralda T, Esm1-H, Esm2-H, M19-T) y nivel
fermentador (Esm1-H). Se observa que la muestra de fermentacién a nivel
fermentador obtuvo los niveles mas bajos en cuanto a los analisis de peso
especifico, % alcohol, extracto real, extracto aparente, extracto original y grado
real de fermentacién. Estos analisis reflejan una baja fermentabilidad de la
muestra.

Se puede concluir que la baja fermentabilidad de la cerveza se debid a la rapida

floculacién de las levaduras, provocada por la inadecuada agitacion.

5.5 Analisis estadistico
5.5.1 Analisis de componentes principales en mosto

El analisis de correlaciones aplicado a los analisis del mosto se muestra en la
tabla del anexo IV (a y b); se observa que el % de atenuacién real esta altamente
correlacionado con el % de atenuacién aparente (R=1.00), viscosidad con B-

glucanos (R?=0.8855), peso especifico con grados plato (R?=1.00) y % nitrégeno
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con % proteinas (R?=0.9992). Para la realizacién del analisis de componentes
principales es conveniente trabajar con pocas variables y asi facilitar el manejo de
los datos. Como se menciond anteriormente algunos de los analisis estan
correlacionados. Por lo tanto para la realizacion del analisis de componentes
principales sélo se tomaron en cuenta los andlisis de grados plato, pH, % de
atenuacién aparente, p-glucanos y % proteinas.

Se observa en la tabla 24 que los vectores caracteristicos de las variables de los
dos primeros componentes muestran una contribucién mayoritaria.

En el CP1 la variable con mayor influencia de manera positiva es el % de
atenuacion aparente por el contrario el pH influyé de manera negativa. En el CP2
la variable que influyé mayormente de manera negativa fue B-glucanos.

Las variables con mayor influencia en la calidad de los mostos son los que

presentaron los valores mas altos en los componentes.

Tabla 24. Vectores caracteristicos para las variables de las muestras de mosto.

Variable CP1 CP2
% Atenuacion aparente 0.575 -0.374
B-glucanos -0.076 -0.722
% proteinas 0.385 0.181
Grados plato -0.495 0.304
pH -0.520 -0.462
CP Proporcion Acumulado

1 0.455 0.455

2 0.336 0.792

3 0.196 0.988

4 0.016 0.998

5 0.001 1.000

En la figura 20 se presenta la distribucion de las muestras entre el CP1 y CP2,
donde se observa que las muestras de mosto forman tres grupos, lo cual indica
que cada mosto tiene caracteristicas propias de calidad, a excepcion de las

muestras de M16-T y Esm1-H que tuvieron un comportamiento similar.
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Figura 20. Distribucién de componentes principales en mosto.

5.5.2 Correlaciones entre los analisis realizados en cerveza
En el Anexo IV (a y b), se presenta la tabla de correlaciones en la cual se puede
observar que el % de alcohol esta correlacionada positivamente con el % de
etanol (R?=0.7172) y grado real de fermentacién (R?=0.8584). El etanol es
producto del metabolismo primario, y es el alcohol que se encuentra
mayoritariamente en la cerveza terminada (Bulinski et Kot, 1988), los azucares del
mosto fueron por lo tanto mas fermentados y esto se ve reflejado en la correlacion

positiva con el grado real de fermentacion.

También se puede observar que el % de nitrdgeno esta correlacionado
negativamente con el % de etanol (R?*=-0.9681). Esto se podria deber a que, para
el adecuado desarrollo de la levadura necesita de nutrientes, tales como fuentes
de nitrégeno, por lo tanto entre mas nitrdgeno consuma la levadura, mas actividad
presentara la levadura y por consecuencia, producira mas etanol (Obido et al,
2002).

El extracto real se encuentra negativamente correlacionado con el grado real de
fermentacion, esto indica que entre mas extracto real halla menor sera el grado

real de fermentacion, por lo tanto se encuentra mayor materia seca en el mosto.
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5.5.3 Analisis de componentes principales en cerveza
Al igual que en el analisis de componentes principales en mosto, en la cerveza se
realiz6 este mismo estudio probabilistico. Para no recurrir a todos los analisis
realizados de acuerdo con la tabla de correlaciones (Anexo IV a y b) el analisis de
componentes principales se llevo a cabo sélo con las variables % de alcohol, [3-
glucanos, % de nitrégeno, extracto aparente, extracto real y pH. Las variables
omitidas no fueron incluidas ya que dan la misma informacién estadistica que las

que aparecen.

Tabla 25. Vectores caracteristicos para las variables de las muestras de cerveza.

Variable CP1 CP2

% Alcohol 0.468 0.244
B-Glucanos 0.476 -0.277
% Nitrogeno 0.490 0.099
% Extracto aparente 0.098 0.701
% Extracto real 0.521 0.020
pH 0.182 -0.602
CcP Proporcion Acumulado

1 0.562 0.562

2 0.246 0.808

3 0.103 0.911

4 0.049 0.960

5 0.033 0.993

6 0.067 1.000

Se observa que los vectores caracteristicos de las variables de los dos primeros
componentes principales (Tabla 25) muestran una contribucién mayoritaria. Se
observa que el CP1 aporta mas del 50% y el CP2 mas del 20%.

En el CP1 las variables de % alcohol, B-glucanos, % nitrégeno y % extracto real
influyen de manera positiva, mientras que en el CP2 influye de manera negativa el
pH y de manera positiva % extracto aparente.

En la figura 21 se muestran la distribucién de las muestras entre el CP1 y CP2,
donde se observa que las muestras de cerveza realizada con variedades Esm1-H
y Esm2-H forman un grupo y el resto de las variedades tienen un comportamiento

distinto mostrandose muy distribuidas y desagrupadas en el grafico.
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Figura 21. Distribucién de componentes principales en cerveza.

También se puede observar que la fermentacion con la variedad Esmeralda 1 de
Hidalgo realizada a nivel matraz (Esm1-H) y nivel fermentador (Esm1-H 5I),
presentaron comportamiento distinto, a pesar de que se llevaron a cabo en
condiciones similares. Este resultado indica que las muestras realizadas a
distintas escalas presentan comportamientos diferentes ya que la muestra
desarrollada a nivel fermentador se llevo a cabo de manera mas controlada que la

otra.
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6.1 Conclusiones

De los diferentes procesos para obtener el mosto estandar, se concluye que el
método 2 fue el que presento la mejor calidad. Es importante remarcar que para
este proceso se utilizaron maltas comerciales especiales para cerveceria. A pesar
que dichas maltas cumplen con los parametros de las normas oficiales mexicanas,
al momento de elaboracion del mosto presentaron diferencias significativas en las

calidades de los mismos.

Los resultados de las microfermentaciones mostraron que la levadura comercial
no activada tuvo un menor desarrollo que la activada, por lo tanto fue la utilizada

en la produccién de cerveza.

Las fermentaciones llevadas acabo a nivel matraz y nivel fermentador mostraron
comportamientos distintos. Sin embargo, el analisis a nivel matraz ayud6 a
comprobar que algunas de las variables mencionadas en la bibliografia son las

adecuadas para la produccion de cerveza.

La agitacion de la muestra fue un factor de gran importancia para el buen
desarrollo de la levadura y conversion de azucares en alcohol, asi que para
obtener cervezas mas atenuadas es necesario aumentar el tiempo de agitacion de
la muestra. Esto se concluye después de evaluar las fermentaciones a nivel
matraz y fermentador. Durante el proceso de transformacién de azucares a alcohol
a nivel matraz, se realizo con una agitacion manual lo que se tradujo en una buena
produccién de alcohol. Por el contrario a nivel fermentador esta transformacién fue
mas lenta por la inadecuada agitaciéon dando como resultado una baja produccion

de alcohol.

De acuerdo a lo establecido por la EBC, se concluye que todas las muestras
analizadas poseen la calidad requerida. Mediante los resultados de distribucion de
componentes principales se concluye que las muestras obtenidas tienen distintas

calidades comparadas con la cerveza realizada con malta comercial y cervezas
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comerciales. Las muestras de Esmeralda 1 y 2 de Hidalgo tuvieron

comportamientos parecidos en cuanto a calidad.

Se concluye que las cuatro variedades de malta utilizadas en este trabajo de
investigacion presentaron excelentes potenciales en la fabricacion de cerveza. Es
importante remarcar que fueron comparadas con las comerciales y estas se
distinguieron por poseer cualidades peculiares, propias de las cervezas

artesanales.

Por lo tanto estas variedades de malta tienen el potencial para obtener cerveza de

buena calidad y de caracteristicas propias.

6.2 Perspectivas

En este trabajo de investigacion se concluyé que el método 2 para obtencion de
mosto presenta una mejor calidad, en futuras investigaciones es recomendable

optimizar este método y asi obtener mostos de excelente calidad.

Con lo que respecta al indculo, la levadura activada presentd una menor actividad
en las microfermentaciones con respecto a la levadura comercial. Esto
probablemente se debi6é a la cantidad de inéculo utilizado. Asi también como al
medio de propagacién que se utilizé (caldo soya tripticaseina), probablemente este
fue inadecuado. Para investigaciones posteriores es importante tomar en cuenta
distintas cantidades de indculo y realizar la propagacién directamente en el mosto

cervecero, con el fin de optimizar los mecanismos de propagacion.

Es recomendable también, que se tome muestra durante la fermentacion para
realizar analisis de densidad éptica, con el fin de verificar que la biomasa esta
incrementando y con esto verificar que la levadura se desarrolla de manera

adecuada.
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En este trabajo de investigacion se utilizé lupulo fresco adquirido en forma a
granel. Debido a que el lupulo es uno de los ingredientes con mayor influencia en
la elaboracion de cerveza, le confiere un sabor y amargor caracteristico. Seria
interesante evaluar la influencia del uso de diferentes lupulos con diferentes

niveles de amargor.

En este trabajo de investigacion se utilizd agua embotellada la cual le confiere
ciertas caracteristicas sensoriales. En investigaciones futuras es necesario realizar
un analisis de agua completo, para determinar el contenido de sales, minerales,

metales, microorganismos.

En las posteriores investigaciones a realizar es conveniente que se lleven acabo
directamente en el equipo de fermentacién, ya que algunos parametros pueden
controlarse y almacenarse en registros. Como son los parametros de agitacion y
oxigenacion, los cuales fueron factores que influyeron en las diferencias de los

resultados de las fermentaciones nivel matraz y fermentador.

El tipo de cerveza que se realizé fue de tipo lager en esta investigacion, debido al
tipo de maltas claras usadas. En un futuro seria interesante obtener maltas de
diferentes niveles de tostado (maltas claras hasta maltas chocolates) para elaborar

cervezas oscuras.

La parte experimental de este trabajo se desarrollé a nivel matraz y fermentador.

Por lo tanto seria recomendable probar esta metodologia a nivel piloto.
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VIll. ANEXQOS

Anexo |. Grafico de pH en la fermentacion a nivel fermentador.
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VIll. ANEXQOS

Anexo ll. Grafico de % de O, durante la fermentacion a nivel fermentador.

Tiempo (dias)

Fermentacion Esm1-H 5l

(%) zo
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VIIL.

ANEXQOS

Anexo lll. Resultados de los analisis realizados a las cervezas realizadas y
cervezas comerciales (desviacion estandar).

Variedad Peso pH B-Glucanos Color %
especifico (mg/l) (EBC) Nitrégeno Proteina
Esm-T 1.012 (0.0)®  4.34 (0. 0) 0.80 (0.0)Y  14.26 (0.4)°  0.88(0.0)° 5.5(0.5)°
Esm1-H 1.012 (0.1)*  4.35(0. 0) 1.00 (0.0)° 18.24 (0.8?)d 1.29 (0. 0)g 8.0 (0.2)f
Esm2-H 1.011 (0.0)°**  4.32 (0. 0) 1.18 (0.0)' 16.06(0.5)™ 1.0 (0.0 6.26 (0.1)°
M16-T 1.010 (0. 0)bc 4.37 (0.0)° 2.14 (0.0)° 31.79 (2.9)° 0.94 (0. 0) 5.93 (0.2)°
Sol 1.013 (0.0)° 4.05(0.0)* 0.01(0.00* 5.74 (0.1) 0.99 (0.0)° 3.13 (0.0)°
Victoria 1.009 (0.0)* 4.10 (0.0 0.22(0.0)° 17.23 (0.6)  0.56 (0.0)° 3.5 (0.0)
Esm1-H5L 1.01(0.0)®° 4.53 (0.0)° 0.42(0.0)° 14.03 (0.6)" 0.39 (0.0)* 2.49(0.0)
*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).
%
Variedad Etanol Alcohol Extracto Extracto Ex_tra_icto G.R.F.
real aparente orlgmal
Esm-T 468 (0.1)° 6.80(0.0) 4.13(0.1)"  3.19 (0. 2)de 14.3 (0.2)° 73.1(0.1)°
Esm1-H 3.18(0.9)° 5.14 (0. O)d 466 (0.5)°  3.08(0.1) 12.4 (0.5)° 66.0 (0.8)°
Esm2-H 4.27(0.9" 6.87(0.6) 4.39(0.3)°  2.73(0.1) 14.6 (1.1)°  71.4(2.5)°
M16-T 4.70 (0.0° 6.05(0.3)° 4.98(0.1)° 2.67 (0.3) 14.6 (0.4 66.2(0.9)°
Sol 1.07 (0.0)°  4.09(0.0)° 3.09 (0.0) 3.39(0.0)° 9.3 (0.0 67.9(0.1)°
Victoria 1.10 (0. )a 3.29 (0.0 )b 3.40 (0. 0)° 2.36 (0. 0)a 8.5 (0.0)b 61.1(0.2)°
Esm1-H 5L 1.31(0.0)° 2.43(0.0)* 2.90 (0.0)? 247 (0.0° 6.7(0.0° 57.56 (0.5)°
*Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas estadisticas (P<0.05).
G. R. F. = Grdado real de fermentacion.
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Anexo IV a. Tabla de correlaciones.

Vill. ANEXQOS

% Alcohol | A.A. A.R. BG BG %N %P Color | % Etanol | %E.A.
cerveza mosto cerveza cerveza

% Alcohol 1

A A. -0.8178 * 1

A.R. -0.8178 * 1.00 ** 1

BG cerveza - - - 1

BG mosto - - - - 1

% N cerveza - - - - - 1

% P cerveza - - - - - 0.9997 ** 1

Color - 0.5639" 0.5639"' 0.9572 ** - - - 1

% Etanol 0.7172* - - - - -0.9681 ** -0.9675 ** - 1

% E. A. - - - -0.6870"' 0.5808'"' - - -0.5696"' - 1

% E. O. 0.7946 * -0.5077"' -0.5077"' - - -0.7845 * -0.7858 ** - 0.7951 * -

% E. R. - 0.5391" 0.5390"' 0.6294 "' - - - 0.6390" - -

% GRF 0.8584 ** -0.8037"' -0.8037 * -0.5327"' - -0.5997"' -0.6064 "' -0.6625" - -

% N mosto -0.7288 * - - - - 0.8411 ** 0.8409 ** - -0.8739 ** -

% P mosto - - - - - - 0.8409 ** - -

°P - - - - - - - -0.9115 ** - -
P.E. - - - - - - - - - 0.7053"'
P. E. mosto 0.5112" -0.7954 * | -0.7984 * -0.8304 ** - - - -0.9115** - -

pH - - - - - - - - - -

pH mosto 0.6347"' - - - 0.6724"' -0.7896 * -0.7858 * - 0.7105* -
Viscosidad - - - - 0.8855** -0.5532"' -0.6144"' - - 0.5008"'
BG: B-Glucanos % N: porcentaje de nitrégeno % E. R: Extracto real - Correlacién no significativa.

% E. A: Extracto aparente % E. O.: Extracto original % GREF: Grado real de fermentacion. * Significativo a un 95%
A. A.: Atenuacioén aparente A. R. Atenuacion real P.E.: Peso especifico * Significativo a un 99
% P: Porcentaje de proteina ** Significativo al 99.9 %
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Vill. ANEXQOS

Anexo IV b. Tabla de correlaciones.

0, 0,
% N % P op pe | P-E pH | pH mosto | Viscosidad

% E. O. % E. R. % G. R. F.
mosto mosto mosto

% Alcohol
A. A.

A.R.

BG cerveza
BG mosto
% N

% Proteinas
Color

% Etanol

% E. A.

% E. O. 1
% E.R. - 1
% GRF - -0.7359 ** 1
% N mosto -0.8739 ** - - 1
% P mosto - - - - 1
°p -0.8694 ** -0.7274 * 0.7834* | 0.9992 ** 1
P.E. - - - - - - 1
P. E. mosto - -0.7274 * 0.7834 * - - 1.00 ** - 1
pH - - - - -0.5140"' - - - 1
pH mosto - -0.5084 "' 0.7220 * | -0.5144" - - - - - 1
Viscosidad - - 0.5138" - - - - - - 0.9036 ** 1

BG: B-Glucanos % N: porcentaje de nitrégeno % E. R: Extracto real - Correlacion no significativa.
% E. A: Extracto aparente % E. O.: Extracto original % GRF: Grado real de fermentacion. ‘ Significativo a un 95%
A. A.: Atenuacién aparente A. R. Atenuacion real P.E.: Peso especifico * Significativo a un 99
% P: Porcentaje de proteina ** Significativo al 99.9 %
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