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RESUMEN

En el presente trabajo se realizé una serie de fermenta-
ciones en las que se utilizaron mostos semisintéticos de
alta concentracidn ( 20,22 y 24 % de s06lidos disueltos )

a temperaturas de 16, 18 y 20 grados centigrados para es
tablecer mediante representaciones graficas de ecuaciones
matemdticas, la midxima concentracidén de carbohidratos que
toleraria una levadura en funcién de la concCentracidn de
etanol generado durante el proceso fermentativo,

Durante el transcurso de l1as fermentaciones, se determi-
naron diferentes pardmetros ( células muertas, niveles de
glicégeno, células deficientes en respiracidn ) para ob-
servar Ta levadura en sus funciones fisioldgicas y bioqui
micas y ver si sufre alteraciones.

Por los resultados obtenidos en la serie de fermentaciones
se concluyd que la levadura no se ve afectada bajo las con
diciones a las que se ve sometida, alin en concentraciones
de etanol hasta de un 7% volumen /volumen

Analizando 1os resultados obtenidos, mediante una funcidn
lineal, graficando velocidad de fermentacidn contra concen
tracidon de etanol, puede predecirse el nivel de tolerancia
de una levadura al fermentar mostos con gravedades altas,
con Jos cuales se obtuvo una concentracion de etanol Timi-
tante de la fermentacion de 144,16 g. de etanol / litro.
Ademas se concluye que un valor de 115 g. de etanol / litro,
reduce la velocidad de fermentacidén a cero, bajo las condi-
ciones de trabajo dadas, 1o cual equivaldria a tener una --
concentracion de aziicares en el mosto de aproximadamente --
35.77 % de sdlidos disueltos.
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I.- INTRODUCCION.

E1 proceso de fermentacidn para producir alcohol es un arte
muy antiquo, ya que en el afio 6000 A.de C., los Sumerios y

los Babilonios conocian la capacidad de Tas levaduras para

producir alcohol.

Por otra parte las levaduras se han utilizado desde hace --
miles de afos para la fabricacidn de alimentos fermentados,
y actualmente se usan en procedimientos simples como: la fa-
bricacidn de pan y bebidas alcoh8licas, o bien en procedi-
mientos tecnologicamente mas compiejos como: produccidn de
alcohol a nivel industrial y la produccidn de hiomasa, invo
lucrandose en ello una gran variedad de sustratos carbonados,
(melaza de cana, jugos de frutas, almidones sacarificados,
etc.). Esto dG1timo ha venido a poner en evidencia la gran -
capacidad biosintética de estos microorganismos, asi como -
su gran capacidad de adaptacidn a cambios de las condiciones
ambientales.

De entre los productos de fermentacidon que involucran leva-
duras, uno de l1os de mayor consumo en el mundo, es la cer-
veza. Se Tlama cerveza a las "bebidas prenaradas por fermen
tacidn de extractos de granos germinades”. La fermentacidn

de extractos de granos, constituia ya una ticnica avanzada
hace mds de 6000 afos, estas bebidas apartz de tener mejor
sabor que el agua, tenfan una menor posibi’idad de contami-
narse ya que su acidez y el contenido de sustancias antimicro
bianas derivadas del tdpulo {resinas amarczs zomo hunulc i,
Tupulona e isohumulona) impecian el desarrc’lo de microo:ga-

nism0os patdgenos (1).



Normalmente, los cultivos de levadura cervecera toman los - -
azticares del mosto de acuerdo a su propio poder de penetracidn
dichos azicares son: glucosa, sacarosa, fructosa, maltosa y =--
maltotriosa, de estos‘az&cares, Ta glucosa penetra en la leva-
dura sin gasto de energia previa a su ingestidon, a diferencia
de la maltosa que es la que se encuentra en una mayor concen-
tracidén en el mosto, por 1o que 1a célula toma glucosa en pre
ferencia a la maltosa (2).

Siendo las levaduras el centro real de atencidn en este proce
dimiento, alrededor de ellas se ha generadoc una gran cantidad
de estudios que han elucidado su fisiologia y bioguimica ¥ su
relacién con el medio ambiente, asegurdndose asi el crecimien
to en dptimas condiciones y la eficiente transformacidn de --
azidcares en etanol,

Se conoce muy bien gue diferencias pegquenas en la composicidn
del medio, variaciones en la temperatura y alteraciones - -
fisioldgicas en el comportamiento de la levadura, pueden ejer
cer efecto significativo sobre la fermentacidn y el credimien
to de Ta misma (3,4).

Tomando en cuenta las condijciones que se tienen gue estable-
cer para el crecimieto de la levadura, la agitacidén juega un
papel muy importants; su rango maximo de cracimiento durante
una fermentacidn varia con la velocidad de sgitacidn, el tipo
de agitacion y la temperatura, asi como tarpién se ha observa
do que Tos valores para la velocidad de crecimiento y el cre-
cimiento méximo varian inversamente con los niveias de bidxico
de carbaono disueito durante 1a fermentacidn.

£l oxigena disoonible también tiene un gran et cte sobre el



crecimiento y la fermentacidon de 1a levadura (5), los cambios
en la suplementacidn del mismo también pueden ejercer efecto
significativo sobre la fermentacidon y el crecimiento de la le
vadura (5). '

La necesidad de una composicion balanceada en el medio de cul
tivo y el control del contenido de ergosterol es critica para
la levadura (5). E1 ergosterol y los esterpides insaturados -
fueron los primeros complementos que se utilizaron para esti-
mular el crecimiento de la levadura bajo niveles reducidos de
oxigeno (6,7). Con relacidn a lo anterior se ha estudiado tam
bién la importancia que tiene la presencia de aminodcidos en
el mosto con la produccidn de alcoholes superiores en la cer-
veza (propanol, butanol, isobutanol, etc.} (8).

E1 desarrollo de la industria cervecera ha ido evolucionando
respetando el proceso tradicional de produccidn pero conside-
rando las necesidades que se tengan en su fabricacion.

Actualmente es necesario que la produccijon de cerveza sea --
econfmica, que se obtenga en un corto tiempo y principalmente
que se mantenga la calidad de la misma, por To que muchos cer
veceros proponen el uso de tecnologia moderna.

Al realizar una comparacidn entre los métodos en los cuales -
se .tiliza la tecnologia 1 oderna, se ha visto que en estos --
dltinos se tiene la ventaja de que se obtiene una mayor canti
dau de producto con una disminuacidn en el consumo de energia
y & nisma capacidad instalada de eguipo.

Con 21 uso de lo< métodos mocarnos se cuenté con "a posibilidad
de .t*Tizar una iran cantidsa Ze adjuntos c2mo son: los

(&S]



materiales amildceos, 10s granos no malteados, el jarabe de

maiz, los licores de molienda, el ergostercl, los dcidos -

oléicos, etc., en la producciéon de cerveza; pero con la - =

desventaja al utilizar los mismos-de que se puede obtener -

cerveza con una mayor cantidad de esteres, los cuales pueden
ocasionar diferencias en el sabor de Ta misma,.

En la cerveceria tradicionalista, son utilizados los mostos
de 11 a 12 % de sélidos disueltos, los cuales son fermentados
para producir cerveza de 4-5% vol/vol de etanol. Actualmente
Ta industria cervecera toma como 1imite de concentracidn en
los mostos de 16-18% de sélidos disueltos (9,10), ya que en
los reportes que se tienen sobre las fermentaciones con mos-
tos superiores ail 18% de sélidos disueltos describen que se
tienen problemas con la viabilidad de la levadura y ademds,
se obtienen fermentaciones incompletas (11).

La toxicidad del etanol (11,12) y los niveles de alta presidgn
osmotica (13) se consideran como los factores limitantes en
la viabilidad y capacidad fermentativa de la levadura.

S5e na demostrado que un incremento combinado entre la cantidad
de indculo (14) y una suplementacidn rutricional (15) pueden
permitir 1a rapida fermentacidn de mostos con sélidos disueltos
por arriba del 287%. Al suplementar 105 mostos con nutrientes -
talss como el extricto de Tevadura (como na fuente de hitrige
no asimilaole) y ergosterol (que propor icona esteral y acidos
gr-sos insaturados) y ademds con un iid6culo de 20 x 106 8

30 106 unidades formaaoras de coloniac’ml, dan como resulta-
do 2n una “ermentacién durants 5 dias a 15" C una produccidn -

de 5, vo' vol de etanol (15).



Lo anterior sirvid de base a Casey y colaboradores, guienes -
trabajando con una fuente de nitrdgeno, ergosterol y acidos -
oléicos, lograron producir cerveza con un 16.2% vol/val de - -
etanol. En estas fermentaciones la viabilidad de las células -
logro0 mantenerse bajo estas condiciones, demostrando con esto
que, la cepa normal de levadura para cerveza tipo Tager (leva-
dura que al final de la fermentacidn se va al fondo del tanque)
en condicignes normales y sin manipulacion genética, es tole-
rante a concentraciones de 16-17% vol/vel de etanol (16).

La cerveza contiene aproximadamente un 93% de agua, y tiene ~
ventaja econdmica al reducir el volumen durante el proceso de:
fermentacidn diJuirla después a su nivel normal durante el pa-
so final de produccidgn (17).

Para que el uso de mostos concentrados o de alta gravedad ten-
ga ventajas econfmicas en ]la industria cervecera, es necesario
que la cerveza resultante de fermentaciones con suplementos nu
tricionales tenga un balTance de sus cualidades organolépticas,
similar a la obtenida de manera tradicional. El sabor de 13
cerveza es determinado por la concentracidon y tipo de metaboli
tos c2cundarios (especialmente esteres) que se generan durante
la fermentacidn. Los esteres de mayor importancia significati-
va en la industria cerve-era {por sus aromas caracteristicos)
son: acetato de etilo (frutas), acetato de iscamilo y aceta:zo
de isopbutilo (olor & pldtano) caprilato o tilo (ol - a ma za
na) 18), de estos e.teres, el acetato de 2ti1lo y acetato de
iscamilo, gue son influenciadss por la concentracidn original
d2 zzucares del mosto. Cuando se usan dju-tos (adicidn de -
nat2riales amiliceos difer ntes a ma -a y/o cebada) . se han -
hec1o fer—entaciones con alta graveaad y la cerveza resultante

(95



fue diluida a una concentracidn de azidcares orginal de 10 a 12%
de s6lidos disueltos, 1os niveles de ester2s exeden a la concen
tracidn tradicional, alterandoc con esto el sabar de la cerveza

(19 a 26).

En diferentes companias de Estados Unidos de Norte América es -
comin el uso de la tecnologfa para producir cerveza con la uti-
lizacidn de mostaos concentrados con su subsecuente dilucidgn - -
hasta tener los niveles deseados de alcohol (27).

La mayoria de las cervezas que se fabrican con utilizacign de -
mostos de alta concentracidn, son del tipo ale (levadura gque --
durante ]a fermentacidén sube a Ta superficie), ya que al fermen
tar Tos mostos de alta gravedad con c2pas de levadura floculante
o tipo lager, frecuentemente resultan con una atenuacign pobre,
y este fendmeno puede ser causado por una prematura sedimenta-

cién de 1a Tevadura (16).

En cuanto a la produccidn de etanol, se ha visto que cierto tipo
de levaduras es capaz de producir mds altos niveles de etano] --
que otras, 1o cual es tomado en cuenta para la produccidn de - -
sake y destilados (28). La produccidn de etanol en la fermsnta-
ctén industrial es limitada por ia sensibilidad de 1a levadura a
este producto, se han realizado divers-s e peculaciones sobre --
cual puede ser la causa de que el etancl le sea inhibitorio a la
levadura y una de estas especuiaciones menciona que se tiene una
relacién directa entre la t-xicidad del etanol Y su sitio esoeci
fico de accidén en la estructura celular (29 a 31). Los trastornos
que o>rovoca el etanol en la levadura producan un cambig en Ja com
posizidn Ge los 1ipidos de la membrana plasmé-ica con un incrzmen
to &1 la croduccidn de dcidos grasos inscturados (32 a 34). Zstos
camcios .n la memporan plasndtica gcasionan ue el etanol acr.e -

N



como un inhibidor no competitive del transporte de la maltosa
y la glucosa a través de 1a membrana plasmatica (36, 37).

Para determinar la tolerancia de las levaduras al etanol, se
han utilizado diferentes metodologias y diferentes cepas de
levaduras y se ha observado gque el etanol afecta los valores -
de fermentacidén y el crecimiento de éstas se inhibe por com-
pleto 2 un 12% vol/vol de etanol donde solo una reduccidn del
50% en la habilidad fermentativa ocurre (37).

Como se ha visto que al utiIfzar mostos concentrados, Se des-
perdicia mucho ya que no todos los azicares son fermentades,
se han puesto en operacidn dos nuevas sistenas que incremen-
tan la eficiencia del material cervecero en un promedio de -
2.5% para un mosto de 16% de sdlidos disueitos. El primer sis
tema involucra el reciclaje del mosto de alta gravedad que -
permanece en la tina de filtracidn una vez que se lleva la --
olla de ebullicidn con ldpulo, mientras que el seqgundo siste-
ma ha automatizado la descarga de Ta tina de filtracidn (38).

En el proceso cervecero normal se presenta el problema de con
taminacidn de la cerveza por bacterias dcido ldcticas como --
Lactobacillus spp. y Pediococcus spp. (3% a 42), ademds de -

Flavobactarium proteus (43) s Enterobacter agglomerans (d44) -

jue resisten concentraciones Je etanol por arriba del 3., can
lo cual se pueden contaminar ia levadura cosechada para inécu
1o y extenderse a toda la planta de oroduccidn. Lo anterior -
fué tomado en cuenta por Mancus y colaboradores; los cuales -
realizarcn un trabajo para oc-servar la viabilidad de estas --
bactarias contaminantes utiiizando ~ostos concentraoos can --
a tz oro-uccidn de alconol (r~asta 16.4 )1/voi) y obtus ieron
F * *es tado que la alta graverad 2» fermentacidn disminuye



el rango de bacterias capaces de contaminar y descomponer la
cerveza (45).

En un trabajo realizado por J.H.T. Luong se propone modelos -
para describir el patrdn cinético de la inhibicidn de las le-
vaduras por etanol, con 10s cuales se predice un valor de 112
gr/lt como valor mdximo para la produccidn de etanol y un va-
lor de inhibicidn para la capacidad de produccidn de etanol
por las levaduras igual a 115 gr/1t.

Los modelos propuestos para crecimiento y produccion de:etanol
son los siguientes:

O |_[P Vi P
Pm Vo

/(AL = 1
S0

En donde:

Wi es el valor del dato maximo de crecimiemto especifico en
presencia de etanal.

“wo es el dato mdaximo de crecimiento especifico.
P es la concentracidn de etanol.

Pm es la concentracitn superior de etanol a la cual las cé’

e

las ra no crecen.

P'm es la concentracién superior de etano” a la cual Tas cé'u
1as de levadura dejan de producir etarol.
11 es e dato especifico de -roduccidn d2 etanol en la presan

cia 2 etanol.

[¢5]



Vo es el valor maximo especifico de produccidn de etanol en
concentraciones de etanol iguales a cero.

En este trabajo se concluyd que el modelo cinético prOpuésto
aparenta ser muy Gtil para representar la cinética de la fer-
mentacidn de alcohol, pero los pardmetros del modelo dependen
de la especie microbiana, las condiciones fisioldgicas del --
microorganismo y el estado del medio de cultivo (46).

E1 propdsito de este trabajo es el de manejar los resultados

obtenidos en fermentaciones con mostos semisintéticos de alta
gravedad (20, 22 y 25% de sdlidos disueltos) en el orden de -
predecir la maxima gravedad a 1a que la levadura ya no puede

fermentar el mosto como consecuencia de la concentracidn del

mismo sobre su fisiologia.



IT.- OBJETIVO

Establecer mediante representaciones grdificas de ecuaciones
matematicas la maxima concentracidon de carbohidratos que --
toleraria una levadura en funcidon de la concentracidon de -
etanol generado durante un procedimiento fermentativo. Esto
realizado bajo tres programas de temperatura con 16, 18 y

20° € como maximos alcanzados al tercer dia de fermentacidn.

10



IIT.- MATERIALES Y METODOS

l1.- MICROORGANISMOS
Se utilizbé una cepa de Saccharomyces uvarum (carlbergen-

sis). La cepa fué proporcionada por el Laboratorio de Investi
gacion y Desarrollo de Cerveceria Cuauhtémoc, S.A. A dicha -
cepa se le mantuvo previamente en tubos con agar inclinado y
se le propagd por el método convencional (indculos serijados -
en volumenes ascendentes) usando para ello mostos de 167% de
s6lidos disueltos obtenidos de la Cerveceria Cuauhtémoc, S.A.
Planta Monterrey.

2.- MEDIO DE CULTIVO

Se usaron como medios de cultivo mostos semisintéticos
de 20, 22 y 24% de sélidos disueltos. Para la obtencidn de --
dichos mostos se tomd en cuenta la cantidad de nitrdgeno total
y de azdcares fermentables (tomando en cuenta solo los azlca-
res fermentables para realizar un balance de carbonos) presen-
tes en el mosto convencional.

Los mostos semisintéticos se elaboraron caon peptona, - -
extracto de levadura y miel de mafz a la cual se Te determind
la cantidad y calidad de los azlcares presentes utilizando - -
para elTo la cromatogratia liquida de alta presidn. Las canti-
dades usaaas en la elaboracidn de 1os mosto. semisintéticos --

/

para obtener los grados plato {3 de s6lidos disueltos) deseados
aparecen en la Tabla No. 1.

3.- FERMENTAGION
Las “ermentaciones se realizaron en matraces Erlen Meyer
de 300 ml (dos ratraces para cida concentracidén de mosto),

—
-



6 células

conteniendo 250 ml de mosto e inoculados con 18 x 10
de levadura por m] de medio. Para la incubacidén de los matra-
ces se uso una incubadora calibrada y regulada para seguir --
las temperaturas programadas previamente y que se muestran en
la figura No., 1. Cuando la temperatura de los matraces 1legé
al mdximo programado, esta se mantuvo hasta el octavo dia en
el cual se cosechd la levadura realizando con ella diferentes
estudios para observar el efecto de la concentracidn de azicar
durante el transcurso de la fermentacidn, diariamente se toma
ron muestras de 1a misma para las diferentes pruebas que se --

llevaron a cabo.

4,.- CINETICA DE CRECIMIENTO

La cinética de crecimiento se estimd al medir la turbidez
provocada por la masa celular en un Espectrofotémetro Coleman
Junior Il (Backman Instruments Inc) a 600 nm cada 24 horas - -
durante el transcurso de la fermentacidn.

5.- DETERMINACIONES REALIZADAS A LAS CELULAS DE LEVADURA

5a~- DETERMIMACION DE CELULAS MUERTAS
E1 porciento de células muertas se determind con el método

de azul de metileno recomendado por la Am rican Society of Bre-
wing Chemists ( A.S.B.C. ) (47).

5b- DETERMINACION DE NIVELES DE GLICOGENO

E1 glicdgeno se cuantificé con el método recomendado por
D.E. Quain y R.S. Tubb (48).

bc- DETERMINACIIN DE CELULAS CON DEFICIE{C 3 RESPIRATORIA.

Para esta =2terminacidén se utilizd un -étodo recomendado
por la A.5.B.C. 2n el cual se usa cono irzicador el Cloruro <=2
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2, 3, 5, fenil tetrazolium (TTC) (49).

En este método, se siembran de 500 a 1000 células de levadura
por extension en cajas de petri conteniendo agar dextrosa, -
extracto de levadura y peptona; se incuban las cajas en posi-
¢ién invertida durante 3 dias a 28-30° C; transcurrido este
tiempo se recubren las cajas con una capa de agar con solu-
cién amortiguadora doble de fosfato y TTC; se incuban por 3
horas a temperatura ambiente y se observan, si en dichas pla-
cas se obtienen colonias bTancas, estas son células que pre-
sentan deficiencia respirateria, las colonias normales reduci

ran el TTC u se teniran de rojo.

6.~ DETERMINACION REALIZADAS A LA FERMENTACION

6a- DETERMINACION DE LA GRAVEDAD DEL MOSTO

En esta determinacidn, se utiliza un picndémetro de 10ml.
previamente llevado a peso constante, con lo cual al ya cong-
cer su peso exacto a 20° C; se toman 10 ml de muestra de cada
fermentacidn y se pesa el picndmetro y por diferencia de peso
utilizando para ello la formula de densidad se obtienen las -
gravedades del mosto.
La determinacidn de gravedad se realiza diariemente para po-
der cuantificar la caifda de la misma en la fermentacidn.

6b- CUANTIFICACION DE ETANOL
Se tomaron muestras al final de cada fermentacidn y dij-

chas muestras se mantuvieron en congelacidn hasta el momentg
de su cuantificacidn para la cual se utilizé cromatografia de
gases.,

Las muestras antes de ser inyectadas en el cromatdgrafo de 9a
S25§ cibieren un tratamiento previo para >liminar contaminan
t -. cste tratamiento consistic en nacerlas pasar a través de



una precolumna de 6 cm de longitud por 1/8 de pulgada de dia
metro y empacada con Tana de vidrio.

Después de este tratamiento se inyectaron 0.5 sl de muestra a -
un cromatégréfo de gases Beckman con detector de ionizaciodn
de flama, nitrdégeno como gas acarreador y columna de acero -
inoxidable de 2m de longitud y 1/8 de pulgada de didmetro;
empacada con porapak Q; se uso n-propanol como estandar in-
terno,

En todos los analisis cromatdgraficos se utilizaron las si-
guientes condiciones:

Flujo de nitrdgeno: 30 ml/mn

Flujo de hidrdgeno: 30 ml/mn

Flujo de aire: 30 ml/mn

Temperatura de la columna: 180° C isotérmica
Temperatura del inyector: 250° C
Temperatura del detector: 250° C

Detector de ionizacidn de flama
Sensibilidad del detector de 10710
Velocidad de registro de 1 cm/mn
Volumen de muestra de 0.5 M.
Estandar interno: n - propanol

6c- ANALISIS CROMATOGRAFICO DE CARBOHIDRATOS

Para 1levar a cabo lo anterior se uso un cromatdgrafo -
para liguidos Beckman can columna de 7.5 mm de diametro y 30
cm de largo empacada con esferogel e carbohidrato, un detec
tor de indice de refraccion Altex modelo 156 y un integrador
Varian modelo 4270.
®ara el andlisis cromatografico se utilizaron las siquientes
condiciones:

Temoeratura de la columna: 20° C



Velocidad de flujo: 0.6 ml/mn
Detector de indice de refraccidn
Volumen de muestra inyectada: 10 f
Eluente: agua destilada

Estandar interno: manitol
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Al ser analizados Jlos resultados dbtenidos en las grdficas No.
2 al No. 7 para la caida de la gravedad del mosto entre el 3°

y 5° dia, Se puede observar que los mismos, muestran un patrdn

similar en la mayoria de los casos, con ligeras variaciones en
la fermentacidon a 18° C.

E1 mismo patrdn puede <er observado en la gréafica No. 8, asi
como también en ella se puede natar que los valores obtenidos
en la primera y sexta generacidn son muy similares entre si,
sin verse afectados al ser utilizada la levadura en 6 fermenta
ciones consecutivas de aproximadamente 7% vol/vol de etanol --
final y a temperaturas hasta de 20° C.

A 20° € se tiene una atenuacidn menor que a 16° C y esto se debe
quiza a que la alta temperatura afecta Ta fisiolofia de 1a Teva
dura con la rdpida acumulacidn del alcohol. Estos resultados -
coinciden con 1os reportados paor E. Pfisterer y G. Stewart (17)
quienes en su trabajo realizado observan que a temperaturas ele
vadas se tiene una floculacidn prematura de la levadura lo cue
ocasiona que no haya un consumo de 1los azlcares que se encuen-
tran disueltos en el medio por lo que se tiene una atenuaciin
en el mosto mas lenta.

Considerando los resultados obtenidos en las grdficas anterio
res, se calcularon los valores pnara la velocidad de fermentz-
¢idn gue se encuentran enumerados an la Tabla No. 11.

En la grifica No. 9 en la c.al se r

asenta el efecty da |

Aar
S
grzvedac del mosto sobre Ta velocizcad de fer entacidn, se

($3]



muestra que al graficar la gravedad del mosto contra la veloci
dad de fermentacidn, puede observarse una l1inea recta horizon-
tal por 1o cual puede concluirse que a las concentraciones de
mosto ensayadas (20-24° P) no hay un efecto de retardo en la -
asimilacion de los azicares y transformacidon bicquimica de los
mismos.

Los resultados de la grdafica No. 10 en la cual se representa -

el efecto de la temperatura contra la velocidad de fermentacidn
‘nos permite observar que al igual que la concentracién del mos

to, la temperatura no ejerce un efecto importante sobre ia velo
cidad de fermentacidn a las gravedades ensayadas, aunque hay -

que aclarar que 1a cosecha de la levadura tiene que hacerse --

cuando muy tarde en el décimo dia porque la levadura sumergida

en la cerveza ( etanol 5-7% vol/vol) tiende a autolizarse aca-

rreando como consecuencia una acumulacidn de materiales nitro-

genados (Ac. nucléicos y protejnas) que pueden provocar un au-

mento en el pH de la cerveza (podria incrementarse de 4 a 6).

Al calcular los extractos aparentes de acuerdo a los resultados
obtenidos y graficdndolos, ellos permiten predecir niveles de -
etanol tedricos, y estos valores a su vez serdn utiles para ob-
tener algunos otros valores importantes en la evaluacidn del --
procedimiento fermentativo ( grdfica No 11 ).

La grdafica No. 12 que muestra el efecto de la concentracidn de
atanol y la temperatura de fermentacidn sobre la velocidad de
fermentaciodn , permite observar que al aumentar la concentra
citén de etanol en el medio de cultivo, disminuye Ta velccidad
de fermentacidn, pudiendo extrapolar una l1inea recta, mediante
1a cual se puede establecer una ecuacidén matematica que - -

17



que nos permite predecir el punto de interseccidn con la abcisa
correspondiendo este valor al momento en que la velocidad de -
fermentacidén de la levadura se reduce d 0. La concentracidn -
de alcohol seria: Ecuacidn de Ta recta Y=-0.12X + 0.173

mo= 0.077 - 0.125  _ o o1,
8 - 4
x = =0.125 | ,
-0.012

donde x es igual a la concentracion de etanol a la cual se tie
ne una velocidad de fermentacidn con wun valor de 0.

Con este modelo se obtiene un valor de 115.87 g. de etanol/l.
Este resultado coincide con 1os valores de concentracion de - -
etanol inhibitorios para el crecimiento de la levadura y la ve-
locidad de fermentacidn iguales a 115 g/1 de etanol.

E1 valor anterior de concentracidn de etanol puede ser trans-
formado a su concentracion original de azicares en el mosto - -
mediante la ecuacidén Y =0.328545x - 0.205273 que fué obtenido -
de la grdfica No. 13, resultando ser de 35.77° P (% de sdlidos
disueltos).

La Tabla No. II, muestra l1os valores obtenidos para el grado
real de fermentacidn, y el porciento de etanol obtenido, se pue-
de notar en estos resultados que a los 16° C de temperatura de
fermentacidn se obtiene el valor mdl alto de 52% para el grado

real de fermentacion; pero estos resultados no concuerdan con -
las valores que se obtuvieron para la produccién de etanol , ya

18



que en estos resultados a mayor temperatura seé tiene mayor pro-
duccidn de etanol , asi como también hay mayor produccidn de -
etanol con valores mis aitos en la concentracién del mosto.
Esto mismo lo mencionan algunos investigadores (16) los cuales
reportan que aumenta la produccidén de etanol al aumentar la -
concentracion del mosto, hasta que se llega a tener en el - --
medio concentraciones inhibitorias de etanol.

Por otro lado la grdfica No. 14 de concentracion de etanol en
el medio contra el grado real de fermentacidn pudiera interpre
tarse como una parabola con la concavidad hacia arriba, pero -
esto provocaria.que en un determinado momento, al incrementar-
se la concentracidn de etanol , el grado real de fermentacidn
disminuiria hasta un valor de 0 en el punto de interseccidn --
con la abcisa, pero matematicamente el valor obtenido no es --
vadlido. De iqual manera, al invertir la observacidn cuandg la
concentracion de etanol se reduce, el grado real de fermenta-
cion se elevaria a valores altos y esto no concuerda con la --
realidad. E1 tipo de grafica que se gbtiene seria aplicable -
en el caso de los carbohidratos contra etanol, por To cual Ta
grdfica no puede ser utilizada para predecir comportamientos -
bioldgicos mediante modelos matemdticos. Tal vez, sea conve-
niente establecer que el grado real de fermentacidon tendria --
que ver con la compos cidn del mosto o con la actividad biolo-
gica de la levadura (habilidad fermentati a) y no con la con-
centracién de etanol acumulado en la fermentacidn.

De acuer 2 a los resultados mnstrados en la Tabla No. I°1, n¢c
F v infl.encia negativa del numero ae usns er fermentac-46n -:-
bre la v zai idad te las levaduras, a pe ar e 25 har -

e}

s ap some-idas a temperaturas hasta de 2.° C y r vete ge -



etanol de alrededor de 7% vol/vol, hay reportes que indican que
a niveles de etanol de 8 a 10% vol/vol (agregado) reducen la --
habilidad fermentativa de las levaduras hasta en un 50% (50) -
pero en este caso no ocurre tal cosa, lo cual puede deberse a.-
que el nivel de etanol mencionado (7%) es acumulado por la leva
dura en el transcurso de la fermentacidn, esto coincide con 1lo
reportado por otros investigadores (35, 36) que indican. que
el efecto nocivo del etancl tiene que ver con Ta permeabilidad
de 1a membrana y la cantidad de alcohol presente en el citoplas
ma .

ET glicdgeno presente en 1a levadura es importante, ya que este
compuesto le sirve a la misma como componente de reserva. Al
llevar a cabo Ta determinacion del glicdgeno en la levadura, --
se obtienen valores que son aceptables para la misma, con lo cual
podemos decir que la levadura no se ve afectada por las concen-
traciones del mosto y la concentracidn de alcohol que se obtie-
ne.

Asi como es importante el determinar el glicdgeno presente en -
la Tevadura, también es importante el conocer si dicha levadura
presenta deficiencias en su sistema respiratorio, ya que esto -
pueae ocasiaonar que la célula sufra una alteracidon en su metazg
lismo con 1o cual el producto final en la fermentacidn nodrie -
no ser el mismo gque bajo condiciones normales, o bien se ten-
drian actividades fermentat sas demasiado lentas.

Al analizar este parametro durante ¢l proceso ‘ermentativo, - -
nunca se obtuvieron levadu 3s que orasentaran deficiencias res-
oiratorias por encima de 10 gue se zansidera un valor oJrme’

ista un 2 es aceptable en pobiac >nes n.evas de 1:vaduras
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CONCLUSIONES

La levadura no se ve afectada fisioldgicay bioquimicamente
con el uso de mostos con alta concentracion (hasta un 24%
de sélidos disueltos), temperaturas hasta de 20° C y una -
acumulacidn de niveles de etanol hasta de un 7% vol/vol.

E1 valor predecible que reduce a 0 la velocidad de fermen-
tacidn es de 115.87 ¢ de etanol/1.

Se predice un valor de 35.77% de sélidos disueltos como mi
xima concentracion de azdcares gue puede ser tolerada en e]
mostao.

La viabilidad de Ta levadura no se ve afectada bajo las -
condiciones a las que se ve sometida en cada fermentacién
aunque se le haya utilizado por seis veces consecutivas.

Mediante una funcién lineal, graficande velocidad de fer-
mentacién contra concentracion de etanol, puede predecirse
el nivel de tolerancia que tendria una Tevadura al fermen-
tar mastos con gravedades altas con “gs cuales se obtuvie-
ron concentraciones de alcohol hasta de 144.16 ml po» litro.
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GRAVEDAD DEL MOSTO ( GRADOS PLATO ),

GRAFICA 8.-

20

18 1

20°P \, 22°P
A Y| A A

20°P \ 22°P \\\\\2u°P
B B B

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ).

CAIDA DEL EXTRACTO EN FERMENTACIONES DE
MOSTOS COMCENTRADOS A TRES TEMPERATURAS
A, (16°C ) ; B,(18°C ) ; C, ( 20°C ),
DURANTE LA PRIMERA ( --- ) Y SEXTA (
) GENERACIONES.
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GRADO REAL DE FERMENTACION

(H,K)

(4,74 , 25 ) & 130°

0 5 6} 71 sl \ 9 10
ETANOL % V./ V,

GRAFICA 14,- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ETANOL (X) SOBRE
EL GRADO REAL DE FERMENTACION (Y) EN UNA REFRE
SENTACION PARABOLICA.
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