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i. RESUMEN

a cerveza es 2 una  bebida oe gran consuma a nbvel
mundial , ra:ﬁn_ < R la cural e 1lenar e ol T o
requerimientos para ﬁmd@y asagurar gue 235 on prodocto de
calidad v gue pueds ingerirse con seguridand. Para 2110 se
sonete a andlisis guimicos ¥ microbiclogicas;: 2hittse los
analisis quimicos se esncuentra la cuantificacidn de nitrdgena
cosgulable, =1 ochietivo o= dicho analisis es ) establecer 1a
cantidad de proteinas inestables pressnises en la cervera, las

cuales pusden originar turbidss en la misma, afectar su

eatabilidad, wuniformidad ifea LS caracteristicas

apariencia cristalina v dorada.

El métodn de andlisis consiste en somstar 8 la osevera s
altas temperaturas para provocar la despaturalizacion de las
proteinas inestables v il.il'i'*t:.‘l.ij cuantificarlas, como nitedgano

coagulable, por medio del setodo Ejisldahl. Este mdtodo o9 may

sensible ¥ cualguier cambio en las condicliongs an las chales
sa lleva a cabo afecta negativamente dicho andlisis.

Con 2l proposito de establecss #i el método do analisis
der nitrdgeno coagulable es confiable, preciso v reproducibles
se realizd un estudio de las condigiones e las cuales debe
llevarse a cabo.

Los factores gque se consideraron fusron los siguisntes:
temperatura de 1= CEPVETA al filtrarla, tienmpo e

almacanamisnto del papsl filtro que contiepns la musshra

s

bimmpo de digestion ples g ile ] aclaramiento i 1a




muestra,. Los niveles de dichos factores fueron para la
Eempet-atura de 1la CErVaTan CEtTE T A fria s, grardos
centigrados) ¥y cerveza  caliente (100 grados centigrados),
para el tiempo de almacenamiento del papel Ffiltro 3 v 12 dias
de almacenamisnto ympaﬂﬂ @)l tismpo de digestidn a los 25, 30

|
y 43 minutos despuds del aclaramiento de la musstra.

Fara establecer si estos factores afectan s1 método de

analisis se realizardn T2 determinaciones, g laz cuales

Mmdkficarmﬂ ¥y eombinaron todos los odiveles de los
factore: gus se evaluaron en seste estudis. & los resultados
obtenidos se les aplicd wun andlisis de varianza [arra
disefo factorial 2 H e £ L5 establecidgndosa gue la
temperatura de la werveza al filtraria, i ] tiempo g

almacenamiento del papel filiro gue contiens 1la musstra + e

Bigmpo de digestion despuds del aclaramisnto de la musstra
I - f

influyen an 8l andalisis de nitrdgeno coagulable,

Be recomisnda contingar con 2l estudico del  oméks

analisis de nitrogeno coagulable, tanto pretratamiente como
metocdn Kieldahl mﬂré pader  oblener mejorss  resul tados oy
aplicar =1 método Kieldahl a todas las formas de nitragenao,
lo cual seria de utilidad sobre fodo en la industria

alimenticia.
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2. INTRODUCCION

lL.a CeErvesa =3 LAra bebida oue s obtiene de la
fermentacion de mosto preparadeo con cebada gque se ha dejado
germinar, J&pulu ¥ aguwai; el producto final contiene aas
carbonico ademas de proteinas, vitaminas, carbohidratos %

sales mineralos,

lLas proteinas que contiene la cerveza son una mezcla de
moléculas proteicas, unas con pesos moleculares gue oscilan
grntre 10.000-40.000, puntos isoeldéctricos entre pH 3.0 v 5.5
¥y afectan la estabilidad de la cerveza va aue producen
turbidez en la misma. 0Otras con pesos moleculares gue van
desde 10.000 hasta 15.000, puntos isoelectricos situados
gntre pH 5.5 % B.0 % estAn asociados a la. formacisn de
BeEpuma. Ambas le prﬂpﬂrtiﬂﬂaﬁ un alto wvalor nmutritivo a la

CEPVEZdA

Fara la determinacidn de las protednas gue oausan
turbidez, la cerveza se somete a altas temperaturas para
provocar la desnpaturalizacidn v consecusnte coagulacion de
proteinas v se cuantifica el nitrdgeno coagulable presente
por medio del metodeo Kieldahl. El nitrogeno se convierte en
amoniaco libre por digoestidn con dcido sulforicoo concentrado,
se destila, se coelecta en una solucidn dcida ¥y se cuantifica

por titulacidn con HGC1I 0.1 N. Este método gs compleio v



in

[

zensible a cualguigr cambio =2n las condicionss &n las que se

lleva a cabo.

Ern @l presente estudio se realizd una evaluacidn de los
factores que influven en la determinacion de nitrogeno
coagulable: los parametbtros e =) consideraron SO o
temperatura de la Cerveza al filtrarla, tismmpo il e
almaceanamianto dal papel filtro qgus contiena fa muastra
filtrada v tiempo de digesfiﬂn. Los mismos se wvariaron v
combinaron entre si con el obieto de determinar camo influven
e2n =1 andlisis v wmstablecer asi las condicionss en las que

debe llevarse a cabo 21 método para gue =21 mismo sea

confiable, preciso vy reproducible.
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3. ANTECEDENTES

La —eepveras o5 una bebida debilmente alcobdlica oue
contiense didxido de carbonn, =e obtigne de la fermentacidn
derl mosto preparada total o pavcialtmente de malta de cobada u
obtros cersales con materias primas asucaradas, Ievadoras v
agua potable. Es aromatizada con lupule v su elemsnto
preaedominantea e el A0 . tamhien contiens materias
v bragenadas, dextrinas » Foafatos (1-59).

lLa palabra cerveza viene originalmente del wverbo latin
Bibere, beber. En el ; sigln YIIT tomg la forma Peor o Biors
tioy loz alemanes la llaman Bier. los Tranceses Biere v hasta

los iaponeses tienen su propia cerveza, Biru. En Espasia v

America Latipa tiene su origen en la taiz latina Cerevisi

cir iavatha oo Doepes, dioss ode La agricul turse entre los poamanos,

a gue =1 liguido se hagia con trigo o cebada; otros opinan

by

o hondad de grand v Vi
! ! :

pregr e depcdisa de la dombinacion Cere

I o o e - L

ol Valop noteilive de la ceesera

La cerveza eBs un alimento agradable, completo v de alto
walor nmuteitisvo (P8, DContiene cantidades wariables de
"alcohol ., azmvcares no fermentadeos. dextrinas {(1,8), 2.% g de
protesnas ger  FditFe ($1,5.7.9F. ZL. g de carbohidratos por
Titreo (7.9 . B5-920 de agus (B e extracrdinariamente o

Kl |:i



#n  vitaminas: riboflavina, pilacina, piridoxina y folacina
(D;7:9). Contiene metalss traza y otros minerales: calcie,
P foroa, magnesio, azuafrs, potasio, hiereo, cobre, manganeso,
cine o bajog cantidades ode sadico (570500 AOdemnds conbtienc

males minerales, subproductos metabdlicos de la levadura vy

macterrias exltractivas vegetales menos conocidas (53

bhaia 211 [ =1 alt okl bex pPrEaporcioana

aproasimadamente 7 calfg pereo puesde contener mads calordias de
Lo dngradisntes stras e o sean Aloobol (93,

k
Lag proleinas son sustancias nd Leogernad =t e emachamenr e

complejas, gque constituven los slementos primordiales de las
veélnlas wivas de los wvegetales, asnimales vy el organismo
humarno. E1  hombre Ao puede: saptetizarlas v, como son Los
elomentos mas imporlantes: en la alimentacion, tiense guae
procur-drsalas mediante alimentos gue bas contengan (130,
Contigng 200-260C mg/ml de colina gue tisne un ofecto

Tavoreoedar &n La moalilidad intestinal s fate o2 on dimper Lan be

consbituyente de fosfaltidos coma lecibina v =u derivado

e T P W B e R La  wustancia Fasmioldogica esciladorea  del

sy srade. CH) .
Aea Wirtudes medicinales ateibuidas a la cersvessa

l.om

médicns le atribuyven a la cervera grandes wvirtodes
medicinales (11) va rque su uso moderado pusde reducie =1
Friesgo oo cinfaetor al miocardico, meioncar La caldchad o wida ole

&




Las  personas  de  sdad madoura, para moderss gestantos o
lactantes, RS G R - tratamiento de enfToermedades e e,
perviosas v alérgicas v o porgue contribuve a la nubricion
e e i, 21

Existen estudios de casos controlades, bien disefados v

ejrcutados L indican e =n 1 riesgo de enfermedades

coronarias al corardn., especialmente el infarto al miocarvdio,
825 MEN0r en pRrsonas que usan moderadamente cervesza que 2o
Leavee  abstemios. Los  estudios sostraron Lria  torrelacidn
inversa de la arterdesclerosis coronaria y la ingestidn de
aleohol; ¥y wuna nﬂrreléciﬁn positiva de la ingestion de

alocohol »  los niveles elevados de suero de lipoprotoinas

tde alta densidad (AD}, gue parecen ser un factor negativo de

sy para sl infarto al miocardio (9.

Estudios realizados determinaron gue persopnas gue Bl an
alcohol regularmente tienen tiempos de vida mas largos, los
abstemios tuvieron wuna tasa de mortalidad &0% mas alta. las
RSO A e Tn A an diariamente LA jarro e CEPrVEEa
faprosimacdamente LATY l1itro) durante toodo el estudio
presentaron 21 menor riesgo de muerte, las gue consumieron
mas de wun litro presentaron riesgo de muerte muy altos. De
esta forma se establecid guse =] consumo recomsndado esta
entre uno v tres wvasos de cerveza diarios, esta cantidad =e
considera dentro de los limites moderados (1) .

La cerveza es muy util en la dieta geridtrica. Los

medicos indican una reduccidn e2n las calorias consumidas por

7z



los adul tos gue tienen edad cercana a los astenta afos, ésto
me debe a la disminucidn de su metabolismo vy de su actividad
fisica. Ellos reguieren de uwun suplemento de alimentos ﬂ@
facil digestidn y que no formen depodsitoz de grasa en el
organismo ya que es desfavorable para el corazdn y el
sistema circulatorio 2n general. Los médicos incluyen a la
cerveza junto con carne, pescado, leche y jugo de frutas en
1a dieta dideal gue cumple con essos reguerimientos. La cerveza
y la levadura de cerveza son fuentes dtiles de vitaminas y =e
dice gue tiene influencia rejuvenecedora en los sistemas
digestivo, nervioso vy urinario. Ademas la cerveza tiene
propiedades antisépticas y bacteriostaticas que disminuyen
el conteo de microorganismo gram positivos (12).

En =1 Hospital de HMilan zge comprobo gue la cerveza
estimula la produccion de leche en las madres lactantes.
Despuds de dos dias de tratamiento con wun litro de cerveza
diario, se alecanzéd una produccidn diaria de 3460 g de leche.
Los medicos trataron de obtener los mismos resultados con un
tratamiento a base de agua mineral descarbonatada, pero no se
logrd aumentar la produccidn de leche materna en absoluto
3§ % P I g 1

Un estudio clinico de 1los efectos de la cerveza en
pieles alérgicas fué hecho en un Hospital de Roma bajo los
auspicios de Center Riological Research on Reer y se encontrd
gque un litro de cerveza al dia reduce las re2acciones
alérgicas que presentan ciertas personas. Esto se debs a que

g



los alergenos producen ciertos cambios gue no son normales on
los capilares de la piel, la habilidad del cuerpo a resistic
eEsns cambhios es ayudada por rciertos constituventes de la
cerveza sspecialmente =1 Factor Preventivo de la Pelagra
(vitamina FF o Acido nicotinico), riboflavina (vitamina Bs) ¥
algunns consideran gue tlarnh:r"_én la tiamina (vitamina By ). La
cerveza indirectamente también contribuve a la disminucicon
e los sintomas alérgicos por un incremento del wvigor de los
procesos digestivos W también [almlg 1levar = cabo  una
separacion mas completa de la degradacidn de productos de
proteina los cuales son responsables en gran medida de las
alergias debidas a los alimentos (1il.14).

La ecerveza en cantidades moderadas posee una accion
aadante, tomada a la hora de acostarse produce suefio
Ltranguilo y profundo. Es agradable al paladar v otorgas un
suefio tranquilo sin molestias, contrariamente a los efectos
atversos gue producen los somniferos en comprimidos o en
babida (#,?.1F).

La cerveza tambi#n posee efecto diurético debido a =u
bajn contenido de sodio y alto de potasio; se ha determinado
cientificamente que lusgo del consumo de un litre de agua =1
cuerpos elimina 385 ml de orina mientras gue al ingerir un
litro de cerveza elimina 1012 ml. For ello la cerveza pusde
incluirse en dietas para pacientes con problemas de rebencion
de liqu;dnﬁ tales como los gue tienen enfermedades cardiacas

¥ renales (P.1113.



Loz datos presentados no deben ser considerados como
contratorios de La avidencia gue 21 beber en exceso es dafiino
para la szalud vy gue puede producir accidentes de trafico,
sindrome fetal del aleohol, adiccidn v gque la cerveza al

estimilar el apetito adtomiticamentie produce aomento de peso,

hipertensitn W eventualmante znfermedades circulatorias.
fl'uien recomiends la cerveza como bebida ideal, debhe esstar
plenamente consciente de los peligros gue encierra 2] sxoceso
de su consumo v gue Jom alcobdlicoz comp regla general
deberan abstensrsse del consumo de alcohol en cualguier niveal

£ 1493,

Efectos e las proteinas en La Qorvera

Hay aproximadaments 5% de materiales nitrogenados en 1
total de sdlidos de la cervera. los cuales popraesentan 45 del
peso de una cerveza normal. Este grupo de materiales
B T ogen acos consdsten €21 compr e o altamen e
hiopolimerizados tales como proteinas, peptidos vy Acidos
nucleicos { 15, 14) asnd como moléculas relativamente pegueias
como amingdcidos, aminas, purinas v i taminas (15).

Los compusstos nitrogenados se derivan primariamente de
las proteinas de cebada y secundariamente de obtros materiales
veados en la fabricacion de cerveza (15). Dourante &) proceso
deo malteo v fabricacidn, las proteinas sufren hidrdlisis
phzimatica por las ribonucleasas (15,14), desnaturalizacion

2
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termal, reacciones con otros constituventes v eventualmente
accion de las levaduras (15).

Las sustancias nitrogenadas son absorbidas v wutilizadas
por las  levaduras como nutrientes para su crecimiento v
supervivencia asd, como para sintesis de componentes
citoplasmaticos (15-17).

Durantes el metabol ismo de las levaduras algunos
compuestos  importantes del sabor; tales como alcoholes de

'
alto pesn molecular, esteres, compuestos carbonilo Wy
susktancias npucleotidicas son formados v liberados por la
célula. For o tanto es razonable pensar gue los
conshituyentes nitrogenados contribuyven significativamente a
Lag caracteristicas de la cervera terminada como el sabor, La
2oapama ¥ la opalescencia L5185,

El total de nitrdgeno contepideo en ] mosto varia
considerablemente. l.a wariacidn depende grandemente del
careal utilizado, del maltiteo y las condiciones de mal teado.,
Enzimas en la malta, preparadas de variedades apropiliadas de
cebhada, han sido usadas para incrementar el contenido de
nitrdgeno. La praoduccidn de compuestos nitrogenados solubles
durante 21 malteo =« dependiente de variables tales como la
tﬂﬁperatura‘ el tiempo ¥ el pH. fiproximadamente &% de
nitrdgeno del moste se debe al contenido de purina. El
porcentajie de purina s afectado inversamante per  la
temperatura oe malteo (15).

El contenido de &acidos nucleicos predominantes en =1

11



mosto es uwridina, citosina, citidina, guanosina, adenina,
adenosina y uracilo. La adenocina monofosfato también esté
presente en cantidadesz sustanciales. En la mavoria de los
casos, 21 total de Acidos nucleicos ez mags alta en =21 mosto
gue e la  correspondiente osrveza  terminada. Hay =in
embargo, Acidos nucleicos presentes en la cerveza los cuales
no pueden ser detectados en el mosto; por ejemplo inosina,
#antina ¥ metiluracilo. Estos son liberados proabablemente
despuds  que los  nuclectidos son  hidrolizados por  las
rueLentidasnas flﬁ)u !

El problema del entlurbiamiento de la cervera por sl frio
o por oxidacidn es importante en la produccidn de la misma.
L entuwrbamiento por el frio es la turbidezr reversible que e
forma cuando la cervera se enfria a temperaturas oe coero a un
grado centigrado y desaparece cuando la perveza vuelve a la
temparatura ambiente, 1 turbidez por  oxidacidn o o
pasteurizacinn =3 la turbidesz irreversible (TN podria
desarrol larse e la CRFVeZa amhotel lada, almacenada &
temperatura ambiente, posiblemente pot oxidacion del
material (1L9).

Se mabe gue el material reéesponsable del enturbiamiento
por el frio es un compuesto complejo formado entre las

proteinas fragmentadas de 1a cebada y &1 tanino del lapule

1)<
Se han encontrado cuatro tipos de proteinas en l1a
cebada: albdminas, globulimas, prolaminas (hordeinas) Yy

1.&
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glutelinas. Cada tipo consiste en dos o mas fracciones: la
alobulina, por Ejemﬁlr:r,E se compone de alfa, beta, gama v
delta globulina (19); la hordeina en alfa, beta, gama, delta

v epsilon hordedina (20).

Algunas de estas fracoiones sufren cambios considerables
durante el malteado. lLas hordedinas, las glutelinas v la gama
globulina s=se hidrolizan parcialmente. Las albiminas v la
alfa globulina permanecen inalteradas, mientras gue la delta
globulina desaparece completamente (19).

Muesse  fracociones protedinicas  aparecen  en el mosbton
albtimina, beta globulina, cinco fracciones de hordeina v dos
fracoiones de gluteina.

DDurants la coccidn t:lr;'-?l. mosto con el ldpulo oouwrre alguna
desnaturalizacidn o fragmentacion de las proteinas. Esto
cambia la solubilidad de estas vy ademas resulta =2n la
formacion de grupos sulfhidrilicos. Una peguera porcion de
las proteinas fragmentadas se combina con el tanino del
lipule formando asi el compleio del enturbiamiento por el
frio. Se ha demostrado gue este compleio se compone de A5SXH de
proteina ¥y 354 de tanino, aproximadamente. Se ha encontrado
que la porcidn proteinica se compone de beta-globulina, asid
como de uwuna fraccidn relacionada con la hordeina y una
fracoidn relacionada con la glutelina (19).

La transftformacion del material responsable por el
enturbiamiento por el frio al material insoluble gue forma la
turbider de oxidacidn puede sxplicarse en parte al suponer la

13



oridacien de los grupos sulfhidrilo de la cisteina, un
componente dé la beta gleobulina, vy de las fracciones
glutelinicas desnaturalizadas. Esta oxidacion forma las
uniones disulfThidrilicas gue hacen a la proteina insoluble.
Tal oxidacion pusde ser causada por =1 oxigeno gue pudiera
encontrarse en la cerveza embotellada v que es activado por
cieprtos metales (1%).

Otro fanﬁmenulde importancia en dicha transformacidn es
La polimerizacidn ole Las moleéculas praoteinicas
desnaturalizadas gue eventualmente resulta en la

precipitacidn de los polimeros (1%).
Gefd. El méttodo Kieldahl para nitrdgeno coagulalle

El metodo Eieldahl debes su nombre al bioguimico
dinamargues Johann Eieldahl v su método de determinacidn de
nitrdgenao, logrado en 1BE3Z, es fundamental en la materia v
armn conserva wvalidez ().

fdeldahl trabaid corto tiempt en la industria cevveocora,
lusgo =e convierte en asociado del Laboratorio Carlshberg
donde contintw su  trabaio en problemas relativos a  la
industria cervecera (E20).

El pfnhlwma &ﬁ cambios de la cantidad de protedina en los
granos condujo directaménte a una investigacidn de un método
gue superara las insuficiencias de los existentez en 1la

gpoca. kKieldahl dedicd tiempo completo a la solucidn de este

14



problema y cuando cada detalle ¥y cada pase estuvo bien
ensavatlo lo publicd en Zedtschritt fur analyitische chemie. E1
matode fuéd inmediatamente un éxito porgue eBra mas simple,
confiable v también porgue podia ser mejorado. Kieldahl supo
de las limitaciones de su metodo v gue no era aplicable a
todas las formas de nitrdgeno, con omuchos compuestos &1
encontrd gue el nitrdgeno era sdlo parcialmente recuperado
L 2y

Kieldahl probo primero el método de Wanklyvyng una
tdestilacidn fad g permanganato alcalino, pero ol i ch bajios
resultados. S obtuvieron meiores resultados con permanganato
¥y Acido sulfdrico diluido, primero se sometia a ebullicion v
lusgo se hacia alcalino con el alecali fijado, se destilaba
dentro de wn Acido estandar v =e titulaba el exceso. Su
método final consistiod en calentar la sustancia en Adcido
sul furico concentrado, hasta ebullicidn, entonces se oxidaba
Con peErmanganato en polvo. El recomendd la adicidn de acido
sul furico fumante vy anhidrido forforico al acido sulfurico
e contenda la muestra y s calentaba por dos bhoras, Despuds
de la adicidn e permanganato, la s0lucicn Tue
subsecuentemente diluida, =e agregaba cinc v se destilaba
.dentrm de acido estandar. Luego se agregaron  ioduro de
potasio y iodato al destiladoe v el ioduro liberado se
titulaba con tiosulfato estandar (21).

Hetffner, Hollrung vy Morgen compararon el método Kieldahl
con el de Will-Varrentreapp én numerosns compuestos ordanicos.

i

£t
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En &l 24% de los compuestos chegueados, 21 método de HKieldahl
dich resultados méds altos (221).

Modificaciones vy mejoras siguieron rapidamente a la
publicacidn de su método. Se encontra que la wvelocidad de
reaccion con 1 dcido sulfurico concentrado se aceleraba con
=]l uso de c:ata..lizadnres. Wilfarth estudid y reportd la
adicidn de dxidos de h;iF_lr'r'c::,. mercurio, manganeso, bismuto,
cinc, plomo vy cobre a la mezcla de digestidn vy sus sales
formaron complejos, afectando la recuperacion En la
digestidn; pero ésto fué superado con el uso de sulfuro,
tiosulfato de sodio, monofosfato de sodio o xantato de
potasio previo a la digestidn. El descubrimiento de Wilfarth
e la accion catalitica de wvarios metales fué probablemente
La contribucidn mds importantie al método Kisldahl » pronto el
usn de cataliticos Tué universal (21).

Existe gran cantidad de trabajos publicados cde
cataliticos simples vy combinados. El1 selenin, sugerido
primero pot Lauro, tuvo Lir merr-ito considerable como
catalitico aungue ha sido objieto de mucha controversia. Este
no es tan segur"ﬂ. como el mercurio, pero posee la ventaja de
gque no necesita un pretratamientos; Davis y Wise, pensaron gue
era adaptable a las condiciones generales del laboratorio
comt &1l mercurio (213,

Milbauwer estudid el efecto de los catalizadores en la
oxidacidin de sustancias tales como hidrdgeno, mondxido de
carbono, sulfuro de carbono y sucrosa con acido 51.11%1.’11*11:::1;
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encontrd e la actividad catalizadora wvarid con la
temperatura y e1 material gue se oxida. Los resultados
indicaron que gl selenio es el mids efectivo catalizador
simple y Sely -HgB0O, (1:1) y Sel, -CuS0, (3:l) la mezcla mas
aefoctiva (21).

Limna objecidn para =1 método Kisldahl fug =1 tiempo tan
largo gue s necesitaba y la desventaja obvia de tener gue
usar una muestra muy pequeﬁa para no pralongar mas el tiempo
de digestidn. Para incrementar la severidad de la reaccidn vy
con eso reducir el tiempo de digestidn, Glunning en 1889,
propuso la adiciéﬂ de sulfato de potasio como un medio de
elevar &l punto de sbullicidon de la mezcla de digestidn (21,

Kieldahl EE=Ts peErmanganato e potasio Como agente
oxidante pero la atribucidn de éste fué dudosa v se descartno
su uso, per ello se usa el acido sulfurico, el perdxido de
hidrdaeno v =1 adcido perclérico pero deben ser manejados con
cuidado porque reaccionan de Fforma mas o menos violenta (213,

La recuperacidn de amonlo ha sido aprovechada por
varios angulos. Kjeldahl, en su métodeo original, después de
agregar alcali, destilaba =1 amonio dentro de un voldmen
conacido de Acido essténdar, agregaba voduro de potasio,
iodato, titulaba el yoduro liberado con tiosulfato de sodio
estandar. Este metodo més o menos incamodo ha sido
reemplarado enteramente por una retrovaloracion de un voldmen
conocido de étidﬂxgsténdar o por valoracidn directa con el
wso e dci f!l;’.'J borico eomn Propuso Winller (21).
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Actualmente, =1 método Kieldahl representa wuna cantidad

conversidn v la oxidacion de anilina sra wna reaccion de
primer ordeni Schwab vy fAgallidis confirmaron esto. Self vy
Carpiaux establecieron gue una cantidad definida de Acido
debs estar presente en el fipal de la digestidn, Self
establecidt gue un exceso de por lo menos 10 g de Acido era
necesario, también reporto las cantidades apr—m—eimadam}de
dcido sulfurico necesario para la dezcomposicion de varios
tipos de materiales orogénicos, por ejemplo, para las

proteinas se necesitan 9 g de dcideo (213).
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4. JUSTIFICACION

La cerveza s una bebida de alto consumo a nivel
mundial, los nutricionistas la consideran una fuente
importante de nutrientes por lo cual es muy uwtilizada en la

preparacion de alimentos.

Se le atribuyen virtudes medicinales ya que tiene
efectos terapéuticos en el tratamientos de enfermedades
alergicas, renales, cardiacas, nerviosas, del colesterol; se

considera que mejora la calidad de wvida de los ancianos y

esktimula la producecion de leche en madres lactantes.

Constituye una fuente importante de trabajo para muchas
peErsonas y para los Gobiernos de muchos paises constituye una

de las mejores fuentes de ingresos por €1 pago de impuestos.

Mo salo poir Ser considerado un producto de gran
consums sino gue también por ser wun alimento, debs someterse
a evaluacidon de los reguerimisntos que debe complir con
respecto a higiene, estabilidad y contenido para asegurar que

@5 una bebida de calidad v gue: puede ingerirse con seqguridad.

Fara ello se somete a anpédlisis fisico, guimico vy
microbioldgico. Uno de los andlisis gquimicos realizados es la
determinacidn de nitrdgeno coagulable que forma parte de las

17
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proteinas que se encuentran en la cerveza. Dichas proteinas
al enconktrarse =n grandes cantidades pueden originar turbide:
1o cual constituye un factor deteraminante nue afecta no solo

la apariencia_ cristalina y dorada de la cerveza sirp gue

i

Eambien su estabil idad ' ls vl formidad e  sus

caracteristicas.

El a2nalisis cuantitativo del nibtrdgeno coagulzhble

[F1]

=
lleva a cabo por medio de un pretratamiento gue consiste 2n
someter a la cerveza a alta tempsratura (107 TF dorante
cinco horas  con el abieto de desnaturalizar las proteinas.
Las proteinas desnaturalizadas son cuantificadas por madio
del método @ Kisldahl CEme nitrageno coagula2ble. Esko
procedimiento 25 muy  sensible vy cualoguis cambisn =0 las

condiciones 'en las cuales se lleva a cabn pusde alterar
significativamente los resul tados deail analisis. o 1o
anterior se  considera de  mucha witilidad establecer ogud
factores pueden alterar negativamsnte dicho sebtodo,. asi como
también s importante poder comprobar si 1a téonica vbilizada

es confiable, wvalida y reproducible para la cuaptificacidn de

proteinas inestables como nitrdgeno coaguelable. 4

El m&todn Kieldahl desde su publicacidn ha sido obhieto
de muchas investigaciones, modificaciones vy mejoras para
hacerlag aplicable a todas las formas e anidlisis d=

nitrageno.



Todas las investigaciones que se realicen sobre el
método KEjieldahl son, por tanto, importantes vy de mucha
utilidad va gque éste es un método ampliamente utilizado,

sobre todo en la industria alimenticia.

21



5. DEJETIVOS
J.1. General !

Estandarizar el método de cuantificacion de nibrdgeno
coagulable para la determinacidn de proteinas inestables en

CRrYEIA .
Hads Espmedificos

3.2.1. Establecer qué factores influyen en la estabilidad deil

matodo de cdantificacidén de nitrdgenc copagulable en

d.2.2. Determinar las condiciones en gus deba llevarze a cabo
el matodo de andlisis de nitrédgenn coagulable prara
que tenga validez, confiabilidad v reproducibilidad.

S.2.5. Determinar A Erawvis del andlisis e nitbrdgeno
ooagulable la estabil idad y e L Fonrm i ol acd da las

caracteristicas de la cerveza.

- MRS B Shy
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o, HIFOTESIS

El  andlisis de nitrdgeno coagulable @y Carvers e
afectade por 1a temperatura de la cerveza al filtrarla, o
2]l tiempo de almacenamiento del Papel filtro gque contiene Ia

muestra v por el tiempo e digestion.




7. MATERIALES Y METODOS

Jole UMIVERSD DD TRABRAIO

Lo constituve cervezas

envases de doce onzas.,

Zud. PEDIOS

Padal e Recursos Humancos:s

ftoras Br.

fsesors Ing.

ey e
A ndnmdes

Recursos PMateriales

FanZaP el Materialos

-

EBafico marda de

Mlanguerasm
vidrio

Freobetas de

A CEro)

de 25 v

pasteurizadas v embotelladas

Vilma PMaribel Calderdn Castilla

Jorge Luwis Dominguez Fon terroso

inoxidalkle

A0 ml

Balones de fondo Fﬁdmndﬁ

Condensadores

- JH - - 0
Tubos de digesticon Blichi

Erlenmeyer de vidrio de Z50 ml

Fipetas de 1 v 25 ml

i1

Bureta % mi

Fapel filtro especial para nitrdgeno coagulable

s
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FeRee2. Reactivos

Acido sulfdrico concentrado
Tabletas Kieldahl de selenio
ficido bdrico 20X

Hidrdxido de sodio 455
Glicerina

Indicador para titulacidn:verde bromocresol-rojo

de metilo (10:4)

P22 +3. Eqguipo
Estutfa de digestidn

Destilador
Zud. FROCEDIMIENTO

Fara poder evaluar como afecta la temperatura de la
cerveza gue s ha sometido a un pretratamiento al ser
filtrada, el tiempo de almacenamiento del papel filtro gue
contiene  la musstra » &l tiempo de digestion en - la
determinacidn de nitrdgeno coagulable se wutilizardn cervezﬁs
embotelladas en envases de doce onzas de un mismo lote v se
almacenaron en un lugar fresco v oscuro. Feriddicamente se
determind la estabilidad de la cerveza (apariencia, olor,

sabor).




7.5.1be Preparacidn de la mueslra

Removaer el didxido de carbona: transferir la muestra a
un erlenmeyer, agitar suavemante primero y despuss
vigorosamente, guardar a una temperatura entre 20 » 29 grados

cantigrados, si es necesario, remover el material suspendido

por medio de Ffiltracion (22).
7.3.2. Nitrdgeno coagulable

Medir 100 m)l de cerveza descarbonatada y transferir a un
baldn de fondo redondo de 300 ml. Llevar a ebullicidn en bavo
maria de acero inoxidable, usar una solucidn tal gue alcance
una temperatura de 107 grados centigrados, ebullir durante
cinca horas (23).

Filtrar el contenido del baldn con papel filtro ezpecial
y lavar el baldn con 100 ml de agua destilada caliente,
fraccionada en tres porciones (23).

Colacar &1 papal Ffiltro =20 2] tubo de digestidn Blichi
y agregar una tableta Kieldahl., dos perlas de ebullicidn » 25
ml cde dcido sulfirico concentrado (23).

Colocar lné tubos en la estufa de digestidn v calentar
suavemente hasta gque se produzca espuma. Cuando 1a.prmducciﬂn
de espuma decrezca aumentar la temperatura gradualmente,
continuar el calentamiento hazta que el color cafe

desaparezca v la solucidn mantenga una claridad definida,

24




prolongar 2l calentahiento tr@inta.minufnﬁ mSs  CESY.

Enfriar los tubos de digestidn y'diluir Ia mupstra con
100 ml de agua destilada vy 70 ml de hidrduido de sodio 45%,
destilar hasta obisner un vmlﬂmén de destilado de 189 ml,
recibir el estilade en un erlenmeyer de 250 m]l gue contenga
22 ml de dcido bhrico 2.54H ¥ GJﬁ_ml de La solucidn indicadora
para titular (23).

Al concluir la - destilacion, titular 1la solucion de
AN . Ao en Acido borico con Acido clorhidrico 0.1 M (23). |

Realizar como minimo 4B determinaciones; los factores a
tomar en cuenla son: la tmhp%rmtura e la  cervera  al
filtrarla, el tiempo de almacenamiento del papel filtro qué
contiene la muestra filtrada y el tiempo de digesticdn, Loz
niveles de dichos Ffactores =on para la temperatura de
filtraciﬁn: cerverza fria y cerveza caliente, para el tiempo
tle almacenamiaento de &a muestra:ztres W ocho dias cle
almacenamiesnto del papel filtro en refrigeracidn vy para el
tiempo de digestidn a Ios 25, 30 v 45 minutos despuéds que la
muestra se aclara. Combinar todos los niveles entre si para
poder sstablecer cudles son los factores .que influven en la
determinacidn de nitrdgeno coagulable,

El porcentaie de nitrdgeno  cuagulable se  calcula
mettiante la siguiente~Fodroulan

tml cle HCL Q.1 MW géﬂtmdmﬁ -~ BLEKY(F = & x L3

1"1:‘.- e e 1 i s S w4 L 0§ i e G b b e S S8 4 e B 4 0 B8 o L e e e



En dondes

ML = porcentaie de nitrdgeno coagulable
EBLE = blanco corrido
F = normalidad de la solucidn tituladoras; 0.0715
;
F = Extracto original
9.12 = Ffactores de conversidn (&3)

7.3.3. Extracto original

ﬁesar 200 g de .cerveza descarbonatada en un baldn de
fondo plano de 500 ml previamente tarado v agregar 100 ml de
agua destilada. Conectar Lna trampa ¥ enseguida  un
condensador, asegurar que la salida del condensador este
dentro de un baldn afnradn:de 100 ml tarado que contiene 10
ml de agua destilada, destilar hasta obtener 170 a 180 ml de
destilado, tomar en cuenta el agua agregada con anterioridad
C249) . I

Pesar el destilado ¥ llevar a un peso de 200 g mas o
menos 0.1 g con agua destilada y mezclar, luego medir la
gravedad especifica a wveinte ogrados cantigradus, con Einco
decimales, con picndmetro (24).

Fezar el residuo del balon ¥y llevar a 200 g mas o menos
0.1 g con agua destilada y mezclar, lusgo medir la gravedad
especifica a veinte grados centigrades, con cinco decimales

(24). . .
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Los valores de gravedad especifica obtenidos del
destilado se convierten en porcentaie de contenido alcohdlico
eﬁfpesn con la tabla 2 de extractos publicada por Methods of
ﬁﬁ%lyﬁim of the American Society Brewing Chemist (ASBC) y los
valores de gravedad especifica del residuo de la destilacidn
e2n grado plateo (g de exbractos100 g de solucidn) por medio de
1% tabla 1 de extractos publicacda por ASEC (24).

El valor del extracto original s calcula de 1la
siguiente format

2.05663(A)Y + Er
Boe= 100 % [ oy et el O L B A I

100 + 1.064650M)

Dorndes
o= Extracto oviginal
A = Porcentaie de contenido alcohdlico en peso

Er = Extracto real (grado plato) e
Za%. MnAlisis Estadistico

Llevar a ecabo un anAlisis de wvarianza para un disefio
factorial 2 x 2 u 3, =i existen diferencias entre los
factores individualmente aplicar la Frueba de Fisher de 1a
minima diferencia, si las diferencias son entre dos o mé?
Factorsd usar griaficos oe intmrammiﬂn;

Los factores a evaluar sons la temperatura de la cerveza

2%



al filtrarla, £l tiempo de almacenamiento del papel filtro
gue contiche la musstra ¥ el tiempo de digestidn. Los niveleos
para dichos factores son para "la temperatura de filtracidn:
carvers fria ¥ CErvezZa caliente, para el tiempo de
almacenamiento e la mueEstras brems y ocho dias ez
almacenamisnto del na#el filtro en refrigeracion vy para el
tismpo de digestidn a los 25, 30 v 45 minuteos después del
aclaramiento de la muestra.

Realirar 48 determinacioness como minimo., ¥y combinar
cada wuno de los niveles mencionados, para poder esstablecesr
cuales son los factores quﬁ afectan el andlisis de hitrﬁmﬁﬂm
coagulahle,

Llevar a caho la determinacidn del porcentaie de
nikbrdageno coagulable LI A CECVETAS pastewrizadas i
embotel ladas en envases de doce onrzas, gue pertenezscan a un
mimme Lole v selecoionadas al azar.,

Mantensr la cerveza e bafic M L& = 107 grados
centigrados, durante cince boras, filtrar con papel filtro
eapacial y posteriormente determinar la cantidad de nitrdgoeno

coaguliable, en porcenlaice, por medio del adtodo Kieldahl,

i
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8. RESULTADOS

“Tiempo de Tiempo de Tiempo de Tiempo de
almacenamiento | almacenamiento | slmacenamiento 3 ‘slmacenamienig 8
3 dias 8§ dias dias dias
t digestion | Flitrado en frio | Filtrado en frio | Filtrado en caliente | Filtrado en caliente

(min) YNC %WINC Y%NC - %INC
25 13,378 12.383 3.033 8.517

3 9.237 35.017 10.095 2.312

45 17.267 - 8.753 10.712 -13.245
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#. DISCUSION DE RESULTADOS

He realirzaron 72 determinaciones, a los datos obtenidos
ge  les aplicd un  andlisis de varianza para un diseio
factorial & x R_x de enconirdndose diferencias significativas
entre los factores gue se'equuaan por lo gues se aplicaron
gratfticos de interacoidn (ver anexos).

For medio del andlisis de varianza se establecisd que
existe diferencia significativa ip “ O 05} entre la
temperatura de la cerveza al filtrarla: cerveza fria vy
cervera caliente, al combinar los factores temperatura de la
cervera al filtrarla-digestidn vy al combinar los tres
factores temperatura de la cerveza al filtrarla-digestion-
Liempo de almacenamiento del papel F#illro.

Mo ase encontrd diferencia significativa (p > 0.0%) en )l
Liempo de almacenamiento del papel filtro: 3 v 8 dias, =n la
combinacidn almacenamiento del pépel filtro~digestidn, ni =n
la combinacidn almacenamiento del papel filtro-filtracidn de
la cerveza,

La  diferencia en la temperatura de la cerveza al
Filt#arla 52 debe a la solubilidad de las proteinas a
diferente temperatura, en la cerveza caliente las proteinas
san mas seolubles que en la cerveza fria., por lo gue al estar
fria Ia cerveza precipitan  las  proteinas gue han  sido
desnaturalizadas durante el pretratamiento v al filtrar la,
caerveza guedan retenidas en 8l papel filtro. En cambio at
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estar caliente Jla cerveza, las proteinas estan sn solucion b
no pusden recuperarse por medio de filtracion. For 2llo la
cerveza debe enfriarse después del pretratamiento va que la
temperatura de la misma influve en &l analisis.

Las combinaciones filtracidn en frio, tres dias de
almacenamiento del papel filtro v 30 minutos de digestion
después del aclaramiento de la muestra; filtracion en Traa, 8
dias de almacenamiento del papel filtro v 45 minutos de
digestidn después del aclaramiento de la muestra; filtracidn
en caliente, tres dias de almacenamiento del papel filtro v
20 minuwtos de digestidn despuds del aclaramiento de 1a
muestray filtracidn en caliente, ocho dias de almacenamiento
del papel filtro vy 45 minutos de digestidn despuds del
aclaramiento de la muestra fueron las dnicas combinaciones en
las cuales se obtuvieron valores de porcentaie de nitréageno
coagulable mads altos al filtrar la cerveza caliente, ésto =e
debid a gue la digestidn antes del aclaramiento de la muestra
ge. hizo muy rapida vy a una temperatura muy alta vy la
digestidn dehe hacersé.l&hta, la temperatura debe aumentarse
poco a4 poco hasta llegar a  la mawima temperatura {(maxima
capacidad de la estufa Buchi) cuando la muestra se aclara y
HD:aHtEE coma =e hizd con esas musstras,

En la combinacion temperatura e 1a CErVeTa al
filtrarla~-tiempo de digestion despugs del aclargmiento de 1a
muestra (grafica MNo. 1, ver anexos), se observa gue existe
diferencia significativa a los 23 v 320 minutos de digestidn

5
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despues del aclaramiento de la muestra mientras que a los 45
minutos tiende a desaparecer dicha diferencia. ya gue los
valores de porcentaie de nitrdgeno coagulable son  casi
iguales en ese tiempo de digestidn. FPor lo gue el tiempo de
digestion de la muestra despugs del aclaramiento de 1a
misma es una factor importante en el andlisis de nitrogeno
coagulable.

Al combinar los tres factores gue se ftomaron en cuenta

i,

o gute eshudio se obiuvo gue las combinacionss Ffiltracion de
cerveza Tria, 8 diaﬁ'de_almacenamiﬁﬁtm del papel filtro v 0
minutos de digestion despuds del aclaramientn de 1a muestera L'
la combinacidn filtracidn de cerveza fria. = dias de
almacenamiento del papel filtro y 45 minutos de digestion
cespuds del aclaramiento de la muestra son significativamente
diferentes (p < 0.05) a las otras combinaciones, mientras que
Lag demds combinaciones no sen diferentes entre si (p 3 O,0H)
(grAfica ko, 2. ver ansxos),

Las combinaciones de Tos factores clonde exjiante
diferencia significativa entre ellas son las adecuadas para
realizar 2l andlisis de nitrdgeno coagulable, sin embargo, on
la grafica Noa. I (ver aﬁeﬁnﬁ} 52 nohserva claramente gue 1la
combinacidn filtracith de CErvera fria, = dias o e
almacenamiento del papel filtro y 45 minutos de digestian
despues del aclaramiento de la muestra es la adecuada para
realizar el andlisis de nitrdgeno coagulable ya que por medio
de esta se obtiene un porcentaje de nitrdgeno coagulable méas

S48



cercano al wvalor EEpEr‘al:jD,. i6.1 %, =megin andlisis realizado
por =1 Instituto de Investigacion de Cerveza vy Malta VLE de
Berlin.

El papel filtro que contiene la muestra debe secarse v
luegqo almacenarlo en refrigeracidn va gue la cerveza =5 un
madio ideal para =1 crecimiento de hengos v Ievaduras por lo
que debs manejarse S mchio cuidado para svitar ol
crecimiento de estos microorganismos va gue puesden afectar

los resultados del andalisis. i
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CONCLUSIONES

-
al

a.

La temperatura de la cerveza al filtrarla, =21 tiempo d=
almacenamiento del papel filtro gue comtisne la musshra
y 21 tiempo de digestion después del aclaramiento deo 1a
muestra afectaﬁ significativaments @] anilisis de
nitrdgsno coagulable.

Las condicionas adecuadas para realizaec 2] andlizsis e
nitrdgeno coagulable =on las =iguisntes: Ja cervesa
dabe filtrarsa fria (25 grados cenbtigrados), 21 paps)
filtro que contisens la mueskra puedz . almacenarse
durante un maximo de tres dias y =1 tiempo uue: =g
praolonga la digestion despues del aclaramiento de la
muastra 235 de 4% minubos,

El papel filtre que contiene la muestra debz secarse
despuds da la filtracidn L debea almacenarsa @
rafrigeracidn.

La digestidn de la muestra debe ser lenta., avmantando
la temperatura paulatinamente. La maxima temperatura de
la estufa Buchi debse obtenerse hasta gue la suectra ae

aclara.
1
Hin menor % de nitrdgenn cocoagulable indica mavor

estabilidad v wniformidad en la ecervera debido a wuna

manor cantidad de profeinas inestables
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11. RECOMENDACIONES

1i.1.

11.2.

Continuar con estudios referentes al método de andlisis

de nitrédgeno coagulable, tanto pretratﬁmientn Como
mé&todo Kjeldahl, para poder obtener mejores resul tados

en un método especifico.

Continuar con la investigacidn del método Ejeldahl para
hacerlo aplicable a todas las formas de nitrdgeno y asi

poder wutilizarlo en el. andlisis de proteinas de

alimentos especificos ¥ de otros productos.
}
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13. ANEXOS

13.1. Historia

La cervera e Ltan antigua comn la agriculturas cuando el
hombre prehistédrico cultivéd la tierra, la materia prima para
fabricar cerveza fTug preparada por sus manos (&8). Este
"descubrimiento" de la cerveza por los primitivos labradores
del suelon a mediados de la Edad de Fiedra fué el resultado de
obhservaciones caswales. La mujer tendia gue ablandar sos
hogazas de centeno v preparar la harina de cebada o trigo
remojandola en agua después que se habia endurecido, al
olvidarese de @llos por unos dias prodoio un lhaguido agridoul s
que al beberlo hacia que la gente estuviera feliz v elevara
=1 valor en la batalla. Este liguido fueg una forma primitiva
de cerveza y tuvo un rapide desarrollo. El pan se horneaba
con una pasta heché dejando gue los granos germinaran v se
secaran. El pan =se partia; se maceraba con agua v se dejaba
P LA dia entonces comesnicaba a  Termentar, el liguicio
obtenido era cerveza y estaba asociado con la fabricacidn de
pan (25).

La prueba actual de la fabricacitdn de cerveza es un
s2llo mesopotamio gue data de £200 afos aproximadamente v
muestra de trabajores en un tangue de cervecsria (&6).

Los primeros productores de cerveza fueron los sumerios
en el milenio IV A.C.. La fabricacion y distribucidn de la
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cerveza Tué supervisada y controlada por el rey vy los

sacerdotes. La cerveza fug un constituyente importante de la

dieta vy cada sumerio tenia derecho a una racidn diaria: dos
_I

litros para los trabajadores, tres para las clases medias v

cinco para los sacerdoles (2%).

Entre los babilonios, que aprendieron la agricultura v

cerveceria ctes los SUMEN 1054 el liguido estimulants v
aliviador e pregocupaciones fue tambien Lir alimento

importante. Parte del salario er'un hombre esera pagado con
cervera o "pan liguide® como se le Llamaba (250,

En Egipto se atribuia su invencidn a Osirizs (1), su
Ffabricacidn ¥ distribucidn estaba dominada por los sacoerdoles
y funcionarios. La cerveza junto con el pan se guardaban con
otros productos agricolas en grandes almacenes pabliceos. lLos
soldados v funcionarios recibian veinte hogazas de pan v dos
jarras de cerveza por dia para &1 v su familia, los esclavos
rue trabajaban en la construccidn de piramides podian saciar
an sad con toda la corveza gue necesd taran. Adn oen la oeee be,
cualauiera gue Tusra la olase ﬁmﬁial,'habia darras de cerwveza
junto con otros articulos de wspo diario para su largo viaje
al mads alls (25).

Fronto la conocisron los hebreos ¥ los griegos (1). Farea
los griegos la cervera era como medicina vy fud una bebida
para las clasnes pobres (3205,

Tambidn los rpomanos miraban la cerveza como una bebida
barbara v un pubre.zustitutu del wino. Parq para los galos vy

43



germanons la cerveza fuéd una bebida diaria vy los intentos de
“tos conquistadores romanos de prohibir las cervecrias
eatuvieron todos destinados al fracaso (25),

Referencias escritas, lo mismo gque pinturas, muestran
que  los antiguos arianos, ochinos, babhilonios, egipcios,
griegos v romanos fabricaban cerveza. En 1711, en Alemania,
s encontrd wn jarro hermeticamente cerrado gue contenia
cerveza triturada hecha en los diass de la ocupacidn romana
XVI wmiglos antes (46).

La fabricacidn de cerveza llegd a las Islas Britanicas
antes de la legidn del César, los antiguos sajiones celebraban
hodas, cnrnnécinnas y ceremonias religiosaz con hlu, cerveza
inglesa, (&). i i

En la Edad Hadig la fabriﬁatlﬁn de cerveza, como muchas
ptras  artes fueé concentrada en las manos de hombres de
iglesia pero pronto los laicos también se convirtieron en
fabricantes de cerveza, profesidn que  llegd a ser s
prospera v respefada. La cerveza se convirtid en una bebida
estdndar en todaa partes de Europa (&).

‘La cerveza también acompafio a Cristdbal Coldédn en cada
uno sus viajes,. guien encontrd a los nativos de América
Central que fabricaban v utilizaban una clase de vino hecho
de mai.z,. parecido a la cerveza inglesa (4).

A lo largo de la historia, la cerveza, s=e desarrolld
Junto con la cienciai; asi la fabricacidn de la misma recibid.
L gran  impulso con la refrigeracidn __artificial, =4
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descubrimiento bizo pmsiblel que las Earvﬁéériéﬁ DReraran
independientemente del estado del tiempo. La primera planta
comercial de aire acondicionado fué instalada en Alexandria
B una cerveceria en 183830 (4).

En 1876 el cientifico frances Louis Fasteur, publict su
articulo "Estudios 101 Cerveza®, el descubridg gue  la

fermentacidn  ara WAL

sada  por’ una odlula simple | Dlamada
levadura y demostrd que las levaduras eran organismos que

podian ser controlados (4). -

Foco despuss el cientifico danés, Emil Christian Hansen,
descubris levaduras "salvajes" mezcladas o levaduras
aordinariaz en gran cantidad ¥ gue causan problemas en la
fermentacion. Hansen ensefio a los productores de cervera a
producir cultives puros de levaduras vy también el control en
La Fermentacidon (5).

Los cientificoas en muchos campos unisron sus fuerzas
para sstudiar cada aspecto de la faﬁritatiﬁn de cerveza, los
gquimicos encontraron. procesos mgjmradns para la maifa de
cebada ¥ la trituraciodn de la mi wina, los agrdnomos mosbearan
a los granjeros como seleccionar ff'mej@rar el cultivfl de
cebada, asi como otros granos y ldpulo:; los bacteridlogos
ensenaron la necesidad de satinizacidn ab=oluta, micho
despuss obtras industrias de . alimentos aplicaron la
pasteurizacidn v esterilizacion en ﬁuﬁ'prmductms [ T

Durante la primera Y segunda  Guerra Mundial 1la

produccion de cerveza disminuyd notablemente debido a que la
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materia prima v combustible wtilizada en la fabricacion se
reseryvd para usgo posterior, en la produccion de alimentos.
Despuds de las guerras continuaron las restricciones para la
conservacidn e granns ¥ los productores de cerve:za
colaboraron en la siembra y cosecha de granos (&).

Fooo a poco, las corvecerias establecieron sua prodocodon
normal. Actualmente  la ¢

mrve e s una bhebidda consumica

ampliaments =2n todo &l muondo vy su produccidn alcanza niveles
altos (4). Durante el. presente siglo el progresc cientifico

miaiord la técnica de fabvricacidn (3).
13.¢2. Fabricaclon de la cervera

Las principales stapas de la fabricacidn de la cervesa
son la preparacidon de un extracto fermentable (mosto) de
cehada malteada vy granos de otros cerpales, ebullicidn del
mosta con ldpule para introducir sabor. fermentacidon del
mosto enriquecideo con ldpule v levadura, separacidn de las
c2lulas de la levadura de la cerveza vy finalmente maduracidn
y acondicionamiento. La cerveza madura es filtrada, luego
embotellada o envasada en lataé para proceder posteriormente
a Bu pastewrizacidn, ademds puede ser distribuida en barriles
Cilgd)a

ira malta de cebada es la principal materia prima usada
para preparar cerveza vy suministra la mayvor parte de enzimas
v @l almiddn (H). Despuds de la Limpia mecdnidca de la cebada,
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duta se pone an remnio o mm&wrmciﬁn, =2 guitan los granos que
flotan g sea gue son defectuosos vy se renleva el agua varias
veres, para evitar putrefaccion. Durante =1  tiempo de
maceracion Ia cebada absorbe de 40 a 45 4 de agua. 52 deija
esCurrir la cebada Femojada W s 1leva a salas (2 1=)
gorminacion, sdtanos oscoros gue deben estar bDien ventilados,
porgue la plantsa naciente respivra oxdgeno v desprende bidxido
e carbono, gus debe eliminarss ().

La cebada germinada y del embridn, nacen las raicillas
2l talleo o plimula. Se forman las diastasas vy  parte del
almiddn se convierte en malitosa. Este azdcar v las peptonas
procedentes de la desintegracidn de las protedinas alimentan
La planta embionaria,. Couando las raicillas han : alcanzado otro
Lanto de la Imngitud.del grano, éste contiene 21 maximo de
tdiastasas. Entonces, s dintersvuamps: La germinacion, ples si se
prolonga, disminuvyen las diastasas. Fara ello, se deseca el
grant v despuds se buesta (1)

LLa cebeda germinada,. con un 40 a 45% de agua, se llama
malta wverde. Esta se pone en locales moderadamente calisntes
¥ aireados, sxtendida en capa deluada.y we convierte en malia
spca al aire, conserva el 12¥ de agua. Se tuesta en hornos
Eehecialea asi pasa a ser malta tostada o simplemente malta
(1. Con el tueste; las proteinas s solubilizan, parte del

almicdn se convierbte en dexlrina ¥ Las materias albuminoideas

sz  transforman en otras distintas gque sirven para la
nutricion de las células ovoideas que forman el hongo que

a3



constituye la levadura (1,33,

Despuds  del fueste, la malta pas=a a los aparatos de
limpieza ¥y Jupgo o tritura entre cilindros, se le agrega
agua v =e lleva a la cuba de sacarificacion para proceder a
la maceracidn, en donde se mercla con mas agua por agitacidn
mecdnica. Entonces es cuando ze verifica la conversidan del
almiddn en maltosa o0 azdcar de malta, por la accidn de la

amilaza. La peptasa

pepltoniza las profedinas (1.2).

Terminada la =acarificacidn, s& hace pasar. el mosto a
traves de un filtro v s=se transfieré a la caldera, donde
hierve con lapulo 11).

Lo priocipales ﬂmmpﬁnmntﬁm cher)l mosto son maltosa,
glucosa, dextrinaz v peptonas. Al hervirleo con el ldpulo,
disuelve de este el Acido tédnica (tapino). las sustancias
amargas v ]l aceite esencial, gue ar‘clma’r..i.za.la CErveasa Y ogue
contribuve a s=su conservacidn, ademas ipactiva la=z= enzimas,
aatoriliza ol caldo, coagula sustancias proledicas » concentira
2] caldo hasta que tiene el contenido deseado de sdlidos
solubles o exteracto (Ly3).

Tras la ebullicidn se procede a la clarificacidn del
mosto por medio de filtracidn o por un dispositive gque a
través de una fuerza centrifugs separa las sustancias menos
derrsas v las acumula =2n el oo de rotacidn. Luego a5 safelado
v o sme lleva a cubas de fermentacidn (2&). Aungue 21 mosto se
fermentaria espotaneamente por los gérmenes de lavadura gue
hay en @l aire, es preferible afadirle levadoura pura oblenida
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por un cul%ivu o procedente de una fermentacidn anterior. La
levadura de cerveza ssts constituida por una aglomeracidan de
micrnﬂrganiQMUﬁ- unicelulares pertenzcientes al grupo de
hongos ascomicetos. En s0 actividad total sstas células,

Sacchoromyces cerevisias, segqregan enzimas zimasas qgue

descomponen la maltosa v la glucosa en alcohol v anhidro
carbdnico. (1. 5.

Terminada la fermentacion, se traslada la cerveza a
Tangues dé almacenamiento para su maduracidn y clarificacidn.
L& il tracidn b La: v digmluciﬂn a I qas car b oo,
carbonatacién, completan el proceso para obtener la cerveza

“mvirracla (3) .

133 Fermentaoion

Hace por lo menosg =iz mil afios gue la humanidad sabe
fue puede obtenerse alcohol del andcar, que @5 uno de los
principales carbohidratos, segdn  lo demuestran estudios
relativos al antiguo Egipto (10).

Fermentacidn procede de la palabra latina fermentum,
sincopa de fervimentum, de fervére, hervir, porgue  al
desprenderse el diduido de carbono gasensn, parece,
efectivamente, como 5; el mosto estuviese en ebullicidn.
Fasteur descubrid gue esa fermentacidn es producida por unos
micrabiog, hongos miceoschdpicos Llamados cominmente lewvaduras
(1).
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Las levaduras aungue don seres unicelulares POSEEN UNA
gran cmmplejid;d fisica ¥ guimicas muchos segregan
sustancias gue son  las gue verdaderamente producen lasg
fermentaciones., a las gue se les llamo primeramente Fformen tos
=olubles porgue s=se diszuelven en el agua, ¥y mas tarde,
diastasas, zimasas v enzimas) pero su verdadero nombre es
fermentos (1).

El azdcar es &l alimento natural de las levaduras,
confarme se consume azdcar se produce aleohol. @i se dedia gue
la concentracidn de alcohol aumente, la levadura muere como
cualguier ser wivo al gue se deia sumido en sus propias

secreciones; por tanto, cuando se elaboran bebidas

sarin separar 2l alocohol a medida gue se
farma, pues de lo contrario cesaria la fermentacion debido a
guer 2l alocobol mata al fermento gue produce, ocomo mata a

cualguier ser wivo que lo absorba con exceso (10).
13.4. Proteinas

Las proteinas son las moléculas orgdanicas mas abundan‘tes
2n las celulas constiturendo el 50 o mas de su peso seco. Se
mhcuentran en todas las partes de cada celula., ya gue son
Fundamentales en todos los aspectos de la estructura v
funcidon celulares. Existen muchas clases de proteinas. cada
una especializada en una funcidn bioldgica diferente. Ademas
la informacion gendtica es expresada en su mayor parte por

las proteinas (27).
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Las proteinas son esenciales para la wida misma.
pradominante  gue duegan en sislemas vivientes puedoe ser
apreciada  por medio Jde pocos edeomprlos gue 1lustran la
variedad de proteinas fisiologicas asociadas oon esas
molécnlas. Todas Las reacciones guimicas en sistemasn
wivdontes son catalizadas por enzimas, molécualas de protedinas
o mon catal s bicos Ppr el las mismas o por La forrmacidn ol

comple ios con pagueiias noldoanls proteinas particiy

B

procesos diversos » necesarios bales como respieacidn,

conbracoidn musoulary, bransporte activo de conastitoyventes

cle

Fa

celulares, transmision eldolrica v en la perpestuidae
capradctoristicas gendticaz. Tambidn actds ocoma Feguladore

hormonal el metabolismo, como depdsito del almacenamisnto de

moplacolas, en mecanismos de detfensa dnmanoldgioa v

comi elemoentos esbrocturales (28,

Diahvido a 1a versatilidad o m propiedades ., pueden

corwerhi rse  en dngredisntes clave gue detevminen mochos
pardmaleros de la calidadd de Los alimentos, sin embacogo,
mirishas de las protedinaz tiemen la particolaridad de

ayudar a mejorar las prapiedades fisicas » funcionales (29

smposicion de las proteinan

Todas contienen carbono, hidedgeno, ndlrdgenn vy oxdgeno
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lIna de las caracteristicas distintivas de las Mol é el as
de proteina eg su contenido de nitedgeno, gque es
aproximadamente de 14 a 17 ¥ por peso (28).

Casi todas contisnen azufre y hay algunas que conlienen
elementos adicionales particularmente fodsforo, hierro, cinc y
cobre (B,27).

Los pesos moleculares de las proteinas son muy elevados,
peEro por hidrdlisds Acida. las moldculas proteicas dan una
serie de compuestos organicos sencillos de baio peso
moleculars son Imﬁ-alfa aminodcidos, gue difieren entre si
en la estructura de sus éruﬂﬂﬁ R o cadenas laterales. Los
aminodcidos estidn unidos en una ordenacidn de cabera a cola
mediante uniones amida sustituidas llamadas enlaces
paeptidicos, producidas por eliminacidon de los slemsentos del
agua entre ol grupo carboxilo de un aminodcido v el grupo
alfa amino del siguiente. Estas macromolédculas, 1lamadas
polipéptidos, pueden contener centenares de unidades de
aminodcidos. lLas proteinas contienen cadenas polipeptidicas
de composicion guimica especifica, un peso molecular y una
secuencia ordenada de sus aminodcidos estructurales v una

Fforma tridimensional (27).

13.6. Desnaturalizacidn

Las proteinas pueden sufrir cambios intramoleculares &n
su  configuracidn cuando su medio ambiente es alterado.
Estos cambios pueden  ser ocasionados por una variacion de
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t@mperatur&, pH. concentracion de sustancias tales como urea,
gtoc. (30).

A wmatosn cambios se les conoce como desnatuwralizacidn ¥
el efecto mids visible consiste en el descenso de su
sonlubilidad (27). Este procesgo se describe como la
transformacidn de una proteina de un estado ordenado a2 uno
desordenado z=in la ruptura de enlaces covalentes » por =llo
Ta estructura primaria permanece intacta (27,350).

El desorden pueds acompafar otras reacciones talez como
protedliais limitada (30). La consecusncia mds significativa
de la desnaturalizacion es que las proteinas pierden su
actividad bioldgica caracteristica (27).

La despaturalizracion consiste en el desplegamionto de la

structura nativa plegada caracteristica de la cadena
polipeptidica de 1%5 moléculas de las proteanas (27).  En
muchos casos, ode acuerdo a las condiciones., la moldcula
desplegada recupera su forma nativa en un proceso. 1 lamado
renaturalizacidn (27.30).

La estabilidad de la molecula. es por tanto, afectada
por la desnaturalizaciong la cual puede ser considerada como
S una fase de transicion de un estado cristalino a uno amDFfm

(3.

13.7. FPropiedades estructurales de las proteinas de cereales

El contenido de protedina de ftodos los cereales
proporciona alrededor del 10X en contenido de humedad °
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naturals estd distribuida de forma irregular entre los
tedidos del grano, pero en términos generales  se pueds deochir
que las concentraciones mids altas se encuentran en el extremo
del grano o subaleurona, en.-21l gérmen ¥ &1 lecho de aleurona
deal wndmﬁpﬁrﬁa. El interior del endosperma tiense el contenido
de proteina mas bajio gque el grano entero ¥ hay muy pooco en el
pericardio (31).

Hi la harina de algin cereal se somete a fraccionamiesnto
on agua seguida de etanol al 70X » Acido diluido o alecali se
aobtiene albtwina, globulina. prolamina (gliadina) » glutelina
(glutenina). La gliadina ¥ la gluteina constituyren =1 80-8% X
derl total de protedina del endospermo ¥y s¢ encuentra junto ;mn
cantidades pequefas de otras proteinas, lipidos y almiddn
i B

Aungue la gliadina es soluble en alcobhol ¥ la glutenina
2 Acidos diluidos » alcalis, esas dos fracciones Jjuntas son
frecusentemente referidas como proteina insoluble, protedina
soluble se refiers generalmente a la albdmina » la globulina.
Ambos Ltipos de proteina son diferentes en si. son formadas
por separadao y existen dndependientemente en las células del
Eqdmﬁpermm (31). i

LLa apariencia fisica o textura del endospermo puede ser

der dos formas vitreo o algodonoso. El endosipermo vitreo oo

transltcido, cristalino y fisicamenie duroig el endospermo

alagodornos:

s opaca, de aspecto harinoss y Fidaicamente
blando. lLa opacidad del endosperma algodonoso es debido a la
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presencia de innumerables grietas dimiputas o fisuras en =]

endospermo, las cuales constituyen superflcies refrigent

s

Las poroion witrea y algodonosa difieren en el

R L

contenido de proteinas uitr@m P.122 y algodonoso 5.746%.
Todos los granos inmaduros son vitrwnﬁ; aequiin maduran algunos
wm convisrben an alqmdanm;mﬁ [ I

La condicidn vitrea o algudnnnu—,é depende de la
proporcidn de proteina viscosa ¥ de iﬁﬂluﬁimﬁﬁﬁ aranulares,
granulos de almidén o granulos de prmiﬂiﬂa; la profteina
viscosa en el endospermo inmaduro es pléﬁtina v abundante, lo
st dejen te para envolver tmdmﬂ.laﬁ innlﬁmimmmﬁ granuilares.
Confoarme el grano madufFa la proteina wiﬁﬂmﬁ5 pierde wolomen »
elasticidads EE.tUn{raﬁ v algunas veces se vaelve
insuficiente @n voldmen p&ré ﬂﬁﬁmlvmr todos los grdnulos por
completo; en tales caszos se rompe. bag células en las cuales
la proteina viscosa asi rota se ﬂmnvihrtm en celulas del
endosperm) algodonoso. La prmpmrciﬁn rﬁlétivm de proteinas
solubles influye en la textura del endospermo y dste efecla

la calidad de molienda del grang (351).
13.8 Hitrdgeno

El nitrdgeno es el @1emeh{m fuuﬂa#mntal en la
composicidon de los EEFEBIVivdﬁ, su simbolo guimico es M ¥y su
nombre lo debe a Chaplal pﬁrqué w& halla-en_ el 4cido nitrico,
de donde derivd sa :'l_c:aml::rl-;r;?: nitrum, salitre ¥ genndn,

engendrar (4,32).



St epcuentra en satado de combinacidn con los Acidos

nitroso, nitrico ¥ sus sales; es un elemento imporlante para

la wida de log seres vivos: 1o contisnse la urea, los

albuminoides, los alcaloides, atc. (32).
s pooo soluble en agua v algo mbs soluble on alcohol.
£

B tendencia a combinarse con los demds elementos es moy

d@hil G s T



Anova table for a 3-factor Analysis of Yariance on Yy : % de NC

Source df: Sumn of Squares. Mean Square:  F-test: P value
FLTRACION (A) 1 1157.607 1157.607 11.619 0012
ALMACENADO (B) i 136,29 136,29 1,368 248
AB 1 120 534 126 524 {129 PR
DIGESTION (C) 2 2892 244 144 9272 1.455 2416
AC 2 672.574 1236 287 3.275 0408
BC 2 433 658 216.829 2.176 1223
ABC - 1806705 903 353 9067 0004
Error &0 Sa77.993 99 632
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LA 10. MEtods Acteal izado
¢ -

dogregar 100 ml de cerveza descarbonatada en un balon de

Tondn redondo de 300 ml .

maria gus contenga una solucion gue man tenga una
temporaturd en un rango de 100 a 107 grados centigradcios.,
Aplicar calor, dejar sballirv. durante cinco horas.

Enfriar

Filtrar el contenido del balodn, vutilizando un papel filtrq
B & 8 { Shledcher &-Hhumlliﬁ d = LR mm) .

Lavar &l baldn con agua destilada caliente, enfriar
Fakivar.

Sercar el papel diltro (el papel filtro puede ser almacenadeo
durrante ftres dias en refrigeracion).

En wn tubo Bachi colocar dos perlas de ebullicidn, wuna
pastilla Kisldahl de selenio., 20 ml de dcido sulfleioo
comcentrado v el papel Tilteo,

Colocar Fl Tk ean Lla estufa de diagsstidn Buchi, iniciar la
digestidn a baja temperatura, cuando los vapores ddsminuayan
e aumﬁnkandm 1a temperatura pooco a poco hasta gue ol color
eafdé ﬂmﬁaparﬁxca v la solucidn mantenga una.ﬂlawidad bien
definida.

Frolongar &) calentamiento 45 minutos mas.

Deiar gue 2l tubo doe digestidn se enfrie ¥ luego colocarlo

en la unidad de destilacidn con las siguientes condicior

e |




Lo ml de agua

O oml e Mall

B9 maguncon dd aopEra

i

minutos de destilacian

Frecibir ol destilado en un ervlenmeysr de 250 il oper
contonga 25 ml de dcido bdrice &5 ¥ .5 ml de Aindicadon

cepde bromocresol-roio de metilo 10wd,

Eitular wl destilado con FAZE 9.1 M

Catoulos

Fara caloulbar ol poveentate de nllsdgeno coagulab Lo

tildizar la sitowionte Fdronlag

Emd HEE PR = Sl FIEE SRR D 2 ;o e A

S

ml 0L Mt o= oml HEL 0.1 M utilizados para titular la muestra
el HET BLE = @il HCYL 0.1 N utilizados para titular el blanco

T o o= Factkores de o conversion

| A | e

M= pormalidad de HOL)

Eo = Extracto original de fa maestra
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