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INTRODUCCION

Con el objeto de controler la calidad microbioldgica
de un proceso industrial que tiene por finalidad elaborar
un producto alimenticio &l igual que otras industrias que
caen en este campo de produccién, celosamente se vigila
esta frea de la ciencia para lograr una 4ptima y uniforme
calidad en el producto.

La industria cervecera, con sus caracteristicas pro-
pias debido a la naturaleza de sus productos y a los cam—
bios rdpidos que se dejan ver en los sistemas de produc-—
cién, ha avanzado mucho en los métodos de control analf-
ticos, que interpretados en forma adecuada por los cerve-—
ceros, serdn grandemente beneficiosos para lograr que di-
chas caracteristicas se mantengan uniformes y las trans-
formaciones de les materies primas sean llevadas correcta
mente.

Con el mismo enfoque debe llevarse un control micro-~
biolégico desde que se proporciona el mosto para ser en-
viado a la importante fase de fermentacién donde comien-
zan los problemas para los cerveceros, ya& que si no se e-
jercitan los cuidados que merece, pueden afectar en todas
las etapas subsiguientes incluso en el almacenamiento y-
en el embotellado.



CAPITUTLO I

GENERALIDADES



OONSIDERACIONES GENERALES
Aungque las levaduras, como 1las bacterias, son organis
mos unicelulares, no deben considerarse tan intimamente e;
parentadas con las bacterias, Por el contrario, pertenece;
a la amplia clase de hongos, inecluida en un grupo heteroge
neo, denominado de levaduras, en virtud de ciertas consid;
raciones morfolégicas,

Sin embargo, incluso basindose en 1a morfologfa, no-
existe definicién neta de este grupo, dada la ausencia de
una caracterf{stica comin a todas las levaduras,

MORFOLOGT &

En general, las levaduras son mucho mayores que las -
bacterias, algunas especies son pequefias, pero las células
Jovenes en crecimiento activo de la mayor{a de ellas, tie-
nen dimensiones que fluctuan entre 3y 5 micras de anchura
¥ 5 a I0 micras de longitud,

La célula de levaduras €8 generalmente ovoide o elip-
8oidal, rars vez filamentosa, cilfndrica o esférica.

Ia morfologfa de las levaduras no.es tan constante co
mo la de 1las bacterias; segin los medios ambientales, pue-
den encontrarse veriaciones en el tamafio y forma de la -
misma especie; en algunas especies pueden considerarse co-
mo micelios verdaderos o como cadenas de células arbores -
centes conocidas como seudomicelios,

La pared celular de lasg levaduras es rigida y parece
formada de un material seme jante al que se encuentra en 1a
pared de las células de mohos.
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Alpunas levaduras forman cédpsulas gelatinosas.No ge~
ha registrado en lasg levaduras, ni motilidad ni produc -
cidn de flagelos,

El citoplasma de las células maduras de levaduras e
neralmente contiene vacuolas, grinulos de glucégeno y vo-
lutina y gotitas de aceite. En los vacuolos se ve con fre
cuencia gran cantidad de grdnulos. Fn cada célula se en -
cuentra un nucleo pequefio, pero bien definido,

Los nucleos de dividen por mitosis, permaneciendo la
mitad en la célula mAadre, mientras la otra mitad se des -
Plaza al interior de la célula hija.

REPRODUCCION

La mayor parte de las células de levaduras se repro -
ducen vegetativamente POor un proceso de gemacién, como o-—
curre en los generos saccharomyces y torulopsis.

Sobre un lado de la célula de levadura aparece un pe
quetia protuberancia, los nucleos de dividen, emigrando -
una mitad hacia el botén o yema, que aumenta gradualmente
de tamafio y termina Separandose de la célula madre por -
constricecidn,

Las células pueden Separarse 0 permanecer unidas. Si
las células se multiplican répidamente, una so0la de ellas
puede disponer de varis botones, que pueden a su vez for—
mer yemas por si mismo antes de alcanzar el tamafio de la-
célula original.

Las masas irrcgulares resultantes de tal divisidn pue
den semejarse a un micelio arborescente si las células -

tienen forma alargada.
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La formacién de ascoesporas suele ocurrir en el inte—

rior de una célula cuyo aspecto externo no difiere del co-—
_rrespondiente a otras células.

Ia célula en su totalidad, se convierte en asca. (sa-
co de esporas) que contiene dos o cuatro de estas, aunque-—
algunas especies formen solo una espora por asca sSi bien-
en otras se producen hasta I6 o més.

3i la cepa de levadura es haploide es necesaria la -
conjugacidén para formar un nucleo dipoide antes de que pue

"de lograrse la formacién de esporas.

Puede consumarse esta conjugacién con otra célula del
mismo cultivo, o puede ser necesaria la presencia de daes-
ragas diferentes mds o menos de la misme especie. Las ce~
pas diploides de levadura forman ascoesporas sin conjuga -
cidén previa, pero las esporas son usualmente haploides y-
conjugan por gemacidn.

Este proceso sexual de conjugacién ha hecho posible -
la crie de cepas de levadura con caracterf{sticas deseables
meﬁiante suplementos alimenticios y diversas Termentacio
nes comerciales, y ha sido también de valor en estudios -~
fundamentales de génetica, por virtud del rédpido ritmo de
las levaduras comparado con otras plantas y animales,

Levaduras representativas o t{picas. Saccharomyces,
este género, el mejor conocido es t{pico de las levaduras
ascoespordgenas, perteneciendo tambidn al mismo, las espe
cies de mayor importancia econdmica.

Saccharomyces cerevisiae es la levadura frecuentemeg
te usada para la produccién comercial de alcohol Yy de la-
mayorfa de las bebidas alcohélicas las células son casi-
esféricas y de tamafio variable, generalmente de unas 6 a-
8 micras de didmetro.
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La reproduccién de tipo asexual se efectda por gemacidén y con
rapidez inusitada, en condiciones [avorables se observa formacién de
esporas en determinadas circunstancias, en especial si la temperatu-

ra es de 25°C con aereacidn abundante.

Generalmente las células son diploides de manera que la esporu-
lacidén es usual pero no inmediatamente, producida por conjugacién.
Saccharomyces cerviciae, variedad ellipsoideus es la cepa de levadu-
ra comunmente usada para la produccidén de vino por fermentacidn de
los zumos de frutas, es similar a S. cereviciae de la que solamente
difiere por la tendencia de las células a adoptar forma alargada mis
eliptica que esférica, se usan a mcnudo muchas cepas de estas levadu
ras para la preparacién de vinos y cervezas, y con frecuencia pueden

aislarse de materiales que fermentan en forma natural,

La importancia econdmica de S. cerviciae, de sus variedades y
especies alines radica en su facultad de fermentar ripidamente los

azdcares con produccidén de alcohol y bidxido de carbono.

En presencia de abundancia de oxigeno las células de levadura crecen
aerdbicamente, y utilizan la mayor parte del azdcar para construccién

de nuevas células.

Bajo estas condiciones se acumula muy poco alcohol; ahora bien,
en ausencia de oxigeno las levacuras dan lugar a la fermentacidn,
convirtiendo el azdcar en alcohol etilico y bidxido de carbono. En
medio anaerobio el contenido de alcohol de liquido en fermentacidén

alcanza rdpidamente concentraciones de O a 8% que se eleva a 14 a 1%
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siempre gque exista suficiente cantidad de azdcar.

Sin embargo las ltimas etapas de la fermentacidén sg
producen probablemente por enzimas ya elaboradas paras es-
te tiempo, pues las concentraciones elevadas de alcohol —
inhiben el crecimiento de las levaduras.
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TABLA I. CGontenido en I00 gr., de substancia comestible en
levadura seca, de cerveza,

Agua 7.0 gr
Proteina 46.7 gr
Lipidos

Totales 1.6 gr
Colesterol 0.68 gr
Carbohidratos

Totales 37.4 gr
Fibra 0.8 gr
K. calorias 34.8
Vitaminas

A 0. mg
Br 9.69 mg
Bo 5.45 mg

Componentes inorgénicos

Sodio ' I80 mg
Potasio I900 mg
Calcio I06 mg
Magnesio 0 mg

Hierro 18.2 mg
Fésforo 1892 mg

A= actividad vitaminica derivada de }a vitamina A mds

carotenos. ‘. 6



Levadura de verveza, contenido de aminoacidos en gramos

por 100 gramos de proteinas.

alanina 9.2

arginina 5,0
ac. aspirtico ———————- 10.6
cistina 2.1
ac. glutdmico ———————- 20,2
glicina 6.0
histiding ——emeeeam——— 4.1
leucina 7.5
_isoleucing m—=—me————- 4.5
lisina 6.7
metioning —————————e— 1.4
fenilalanina ————————— 1.9
prolina 3.9
serina 346
treonina 8.2
tirosina 4.1
valina 9.4



CAPITULO II

OBSERVACION MICROSCOPICA DE LEVADURA



a)

b)

c)

REACTIVOS
Solucién regulada de azul de metileno segun Fink Kllesge
Se prepara de la siguiente manera.
Solucién A. disolver 0.1 gr de azul de metileno,en agua-
destilada hasta 500 ml,
Solucién By disolver I3.6 gr de fosfato dcido de potasio
en agua destilada y diluir hasta 500 ml. '
Solucién C@. disolver 2.4 gr de cristales NapHP04.I2Hp0.-
en agua destilada y llevar hasta I00 ml.
Solucién D. retirar I.25 ml de la solucién B de modo que
a los 498,75 ml restantes se les adicione I.25 ml de so0-
lucién ©.
Solucién E. mezclar 500 ml de la solucién A con 500 ml -~
de la solucién D\ )
Esta mezcla, es la solucién final de azul de metileno.,
Azul de metileno, I:I0000 en solucién acuosa.
disolver 0.0I gr de azul de metileno en JOO ml de agus
destilada.
Solucién de NaOH 0.I N.
APARATOS
I. microscopio, aumento de 540 X a 750 X .
2, lémpara de microscopio, con filtro azul para 1la lug
del dfa.
3, disco de conteo Howard, u otro disco ocular para que
el campo sea dividido en areas uniformes,
4. porta objetos y cubre objetos.
5. Vaso pequefio de precipitado, tubo de ensaye, vidrio-
de reloj y agitador de vidrio.

METODO
Observar lo suficientes sobre la muestra homogénea reci

bida.
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Sabor. (resabio amargo)
Aspecto. (cremoso, reseco, prensada etc,)

EXAMEN MICROSCOPICO

Diluir une pequefla porcidn de la muestra de la levadu-
ra de siembra con solucidn de azul de metileno, en un vaso
pequefio de precipitedo, en un tubo de ensaye o en un vidrio
de reloj, hasta que se obtenga una suspensién que tendréd Qde
I00 a 200 células de levadura en un campo. ,

Colocar una gota de la suspensién que fue bien agitada
sobre un porta objetos y tapar con un cubre objetos, la go-
ta debe ser regulada de manera que no se formen burbujas de
aire y que no queden atrapadas entre el porta y el cubre ob
Jetos,ni poner exceso para evita? que salga por las orillas
del cubre objetos.

Examinar empleando un aumento de 600 X ( 540 X a 750X)
Obserbar cuidadosamente los siguientes conceptos.

Forma de las células (redondas,ovales,en forma de pe —
ras, alargadas, apiculadas)

Uniformidad de las células (uniformes, medianamente u-—
niforme, algo irregular}

Células muertas. (con paredes rotas o sea membranas ce
lulares arrugadas o sea células plasmolisadas)

(se reportan aproximadamente, como pocas, algunas o numero-
sas).

Para determinar las células muertas, se puede hacer -
por cualquier metodo a). o b). los cuales han sido amplia -
mente aceptados.

RESUMIENDO
I. preparar una suspensién de levadura de siembra a la que
se le adiciona solucién de azul de metileno I:I0000 y se—
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examina despues de I a 5 minutos de contacto con la solu-
cidn para tincidn; todas las células que tifien de color a
zul, se consideran como muertas.

2. Examinar le suspensidén de levadura en la misma forme -
gue en el inciso anterior, pero empleando la solucién de
Fink Klles.

Normaslmente se emplea le técnica del inciso I.

Observacidén Microscdpica de Bacterias en Levadura de
gsiembra.

METODO

Diluir la muestra de levadura con solucién de NaOH-
0.I N empleando un vaso de precipitado, tubo de ensaye o
vidrio de reloj, hasta obtener una suspensién que colocan
do una gota en un porta objetos y vista &l microscopio,se
aprecien I00 a 200 células por campo.

Si se encuentra demasiado concentrads, es decir, si-
se excede este nimero de células, se diluye con un poco -
de agua destilada. Al colocar la gota sobre el cubre obje
tos, no hacerlo en exceso.

Examinar I0 a IS5 campos, empleando U aumento de 600
X (540 X a 750 X) y contando las células de levedura y de
bacterias en cada campo.

El frotis deberd irse corriendo sistemdticamente, de-
tal manera que el conteo sea representativo. Contar por -
lo menos I500 células de levadura.

Un ocular de Howar u otro ocular que divida el campo
en secciones de areas iguales, es recomendable pera faci-
litar el conteo.

Clasificar las bacterias como, bacilos ¥ cocos. Si-
se desea, se pueden olasificar los cocos en monococos, di
plococos, etc.

Los bacilos, que se encuentran en cadenas, los diplo
plococos y las tetradas se cuentan como un microorganismo.
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Reportar el nimero de bacilos y cocos en porciento,
es decir, el mimero de bacterias por IO0 células de leva
dura, aunque comunmente se reportan estos resultados al
millar.

Esta manera de hacerlo, facilita tener una clara -
idea de la contaminacién presente..
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CAPITULO IIII
METODO PARA LA DETERMINACION DE PODER
FERMENTATIVO EN LEVADURAS



Método para la determinacidn del poder fermentativo -
en 1evaduras;
APARATO
Un simple aparato de fermentacidn de laboratorio pue -
de ser usado.
Fste aparato puede estar constituido por las sipguien-—
tes partes.
A) Botellas de fermentacidn de 250 ml de capacidad de ﬁoca
angosta Pyrex.
B) Embudo graduado. f. Sedgwick, Rafter. Un embudo de 500 -
ml de capacidad es suficiente., ©1 diagrama de este embu
do apiarece en 1os métodos estandar para el examen de aguas
de desecho. A. P. H. A. 12, ava ed, 1965, pig. 670.
C) Bulbo de nivel, 500 ml de capacidad.
D) Bulbo Kjeldhal.
E) Tubos de goma eldsticas o tig&h de diametro conveniente
MEDIO
Fl siguiente medio sintético es sugerido para la prue

ba de poder de fermentacidn.

K2HP04 (anhidro) 3.2 epr
(NH4) HPO4 4.0 gr
Dextrosa (anhidra) ————e————m——— «50.0 gr
Apua destilada para llevar a 1000 ml

Freparacién de la muestra de levadura )

Recoger una suficiente cantidad de levadura liquida, -
mezclar la muestra perfectamente hasta obtener una suspen -

8ién homogénea y pasar una muestra & través de una malla me
t4lica del No 100, para la separacidén de las partfculas de

trub.
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Filtrar la levadura tan rdpido cémo sea posible por
un largo embudo buchner, usando papel filtro ordinario,-
*Y con aplicacidn de vacio. Continuar la aplicacidén de va
cio hasta que aparezca el queso de levadura seco.

pesar 20 gr de queso de levadura y hacer una suspen
8idn fria en solucidn salina nermal (0.85 x I0O de Na C1)
hacer la mezecla y completar a un volumen de IO0 ml. Esta-
suspensién de levadura es usada en la inoculacién del - -
substrato de levadura y para determinar la levadura seca—

o 88lidos de levadura.
~I3-



DETERMINACION DE PODER FERMENTATIVO

Ilenar el embudo graduado (gasdémetro) y el nivel del
bulbo con solucidn acuosa de cloruro de calcio al 104 y
que lleva unas gotas de 4cido clorh{drico concentrado, y-
con adicién igualmente ge unos ecristales de cloruro cﬁpri
co.

El volumen de 1a solucidn usada en el aparato debe —
ser suficiente para 1llenar el gasémetro a la marca cero,-
cuando el lfguido superficial en el gasénetro y el nivel-
del bulbo se mantenga al mismo nivel,gdicionar I00 ml de
la botella del medio de fermentacién.

Pipetear 5 ml, de 1a suspensidn de levadura, bien —-
mezclada en la botella., La suspensién de levadura debe Ber
continuamente agitada mientras se pipetea,

Inmediatamente después de 1la inoculacidén, con precau-
cién conectar el bulbo el bulbo kjeldhal dentro del tubo y
colocar la botella de fermentacidn en bafio de agua a 3o°m,
la botella debe sacudirse cada IO minutos para desprender
el diéxido de carbono producido en la fermentacidn del meo-
dio.

Hedir el volumen de gn8 producido después de 3 horas—
por el registro del 1{quido en el gasdémetro,

Esto se hace por ajuste del nivel del bulbo, asi que
la superficie del 1fquido en embos, del nivel del bulbo y-
gasémetro, se encuentre en el mismo nivel.

El gas total que se desprende en 3 horas es medido ra
ra calcular el poder de fermentacidn.

CALCULOS

Poder de fermentacidn ( p. f.) es calculado como el volu -
men de didxido de carbono producido en 3 horas POr gramo——
de levadura sélida (seca)
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P.F :_ggs_prgggcigg_gn ml. X I000
"t =% de"Ievadura s3Iiga—-
Procedimiento para determinar el poder de fermentacidn en
levadura de cervecerfa.

MATERIAL

Balanza analftica.

Embudo buchner.

Matraz para vacio.

Bafio de temperatura constante e 28%%,

Agitador mecénico.

Buretas para absorcidn de gas con bulbos para niveles.
Pipetas, vasos, papel filtro.

Plsce psra humedad.

Desecador y estufa para secado,

Soluciones.

GaCl2 comercial

KoHPO4 Q.P.
Extracto de levadura difco.
Dextrosa anhidre Q.P.
Técnica.
Colectar aproximadamente 500 ml. de levadura de siembra hg
mogenea proveniente de un tanque,

Diluir a I 1t. con agua fria de la llave.
Agitar bien y entonces transferir 1la crema a través de una
malla No I00 hasta un embudo buchner al cual previamente —
se le ha colocado wn papel filtro himedo wettmen No 42 y -
montado sobre un kitasato que esté conectado a un sistema-—
de succidn,

Se seca el queso de levadura por succién hasta que a-—
barezca quebradizo. Lavar con agua fria mientras se seca-
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con pipeta estéril tomar T00 ml. de medio sintético igual-
mente estéril y IO0 ml. de mosto frio y filtrado dentro de
matraces o botellas para uso de agitacién y aparatos colec
tores de g4s carbénico. B

Cubrir con papel aluminio Y atemperar aproximadamente

30 minutos el medio sintético es el siguiente:

3.2 gr. de KpHPO, '

4.0 gr. de NH,4H2 POy

2.0 gr. de extracto de levadura difco

50.0 gr. de dextrosa anhidra o bien 55 gr. de monohidrato
dextrosa, llevar a un 1t. con agua destilada.

Esterilizar en autoclave por 20 minutos a IS Lb/in2-
de presidén enfriar inmediatamente. Este medio contendrd -
aproximadamente 0.053 % de nitrégeno.

Después que el queso de levadura se encuentra seco -
por vacio, pesar 20 gr, dentro de un vaso de 250 ml. y en
tonces aforar a I00 ml. con agua destilada frisa.

Colocar un agitador magnético de teflén dentro del -
vaso y disponga la agitacién magnética hasta hacer una—-
suspensién homogenea. Mientras haya agitacién pipetear 5
ml. de la crema dentro de una placa para humedad previa -
mente tarada y porciones de 5 ml. de la mezcla atemperada
mosto-medio sintético.

Conectar los soportes de muestra (matraces o botellas)
a las buretss colectoras de gas, los cuales se llensan con—
solucidén de CaCly al I0 % ligeremente acidificada con HC1

LLeve la solucidén de CaCl, de la botella sobre el ni-
vel en la bureta y anotar la lecturs del volumen original,

Colocar el agitador en movimiento y de jarlo exactameg'
te durante 3 horas, verificar varias veces la temperatura-
del bafio durante las 3 horas, 8l final de las 3 horas, se
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quita: el matraz o botella de la pinza del soporte y se agi-
ta vigorosamente y se usa el nivel de la botella como ante -
riormente se anot$ el volumen final en la bureta colectora -
de gas.

Al mismo tiempo colocar la muestra en la placa para la
prueba de humedad (pesafiltro) en la estufa a 85°¢. ¥y secar-
durante 24 horas hasta obtener el peso seco de la levadura -
usadea.

El poder fermentativo se reporta como ml. de €02 colec-
tedos divididos por el % de levadura seca en la muestra por

100,
~I7-



CAPITULO IV .

METODO RAPIDO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LAS
CELULAS DE LEVADURA



Este método se basa en el hecho de que la cerveza brillante no
absorbe radiacidén alguna en la regidn cercana al infra-rojo, ya que
las particulas en suspensidn dispersan las radiaciones en esta longi
tud de onda en forma normal.

Esto proporciona un método para la medida de la concentracién
de levaduras en cerveza sin diluir. Guarda mucha semejanza con deter
minaciones hechas con la cdmara de contco, asi es que es un wétodo

simple y rdpido.

INTRODUCCLON

Uno de los métodos dtiles para la determinacién de la concentra
cidén de levaduras es el turbidimétrico que razonablcmente es prdcti-
co, pero es mias complicado.

Cuando las concentraciones de levaduras son menores de 3.3 X 10\J
células/ml.

Frecuentemente no es necesario conocer con exactitud las concen
traciones de levaduras al usar cualquicra de los métodos descritos por
el comité de andlisis del instituto de cerveceria.

A menudo es suficiente detcrminar concentraciones de levaduras
cerca del millén de células/ml. Burns, en un trabajo sobre {locula-
cién de levaduras descubrid tal mltodo, el cual ha sido usado con éxj
to como una estimacidén rdpida rutinaria.

Este método propucsto, puede ser visto como ampliacidén de proce
dimiento y que es liperamcnte mds rdpido y dd resaltados mds precisos.

Por esto es necesario disponer de un cspectrofotdmetro que tenga
un rango amplio hasta 1000 milimicrones.

El procedimiento de este método depende del hecho de que la cer—
veza no absorbe cualquier radiacidén a una longitud de onda de 1330 mi

limicrones, petro las suspcnsiones de levadura si.
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51 las extinciones de las suspensiones de levaduras —
son graficadas contra sus concentraciones, se obtiene una-
curva uniforme; a concentraciones tan bajas como 0,5 X I06
células/ml. dé una apreciable densidad Sptica (0.I3)

La materia amorfa no interfiere, psro su efecto pue-
de ser disminuido tratando la muestra de cerveza con solu—
" cién de hidréxido de sodio.

EXPERIMENTO

Se hizo una suspensién de levadura al § % en agua y-
diluida para dar un rango de suspensiones aproximadamente—
de 0.5 X IO células por ml. a 4 X IO6 células por ml.

Las extinciones de estas suspensiones se leyeron en un
espectrofotémetro Unicam S.P. modelo 500 con longitud de -
onda de IO00 milimicrones. En uns de las suspensiones se —-
hizo una cuenta utilizando una cédmara para conteo con una —
regla modificada o mejorada de Neubauer.

De estas cuentas se calcularén las células presentes y
Junto con las extinciones se graficaron, empleando el méto-
do que se muestra en seguida; las concentraciones fueron—-
determinadas en muestras de draught pale ale (cerveza de-
barril fuerte) y draught mild ale (cerveza suave) ambas de

fermentacién alta.
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Estas se verificaron utilizando la cémarse para conteo
Y cuyos resultados se muestran en la tablas siguiente. .

Tipo de cerveza concentracidn de concentracidén de
levaduras por el levaduras por el
método espectro- método cédmara de
fotémetrico. conteo. '

% 10% células/ml. X 10% células/ml.

Draught pale ale I.4 I.2
(cerveza fuerte) I.6: I.7
2.6 -3
3.9 .8

Draught mild ale
(cerveza suave)

Valores correspondientes a la concentraciédn de levadu-
res por el método espectrofotométrico y el método de la cé-
mara de conteo y cuya gréfica esté representada por el No-
2y 3. '

Extincién de la suspensidn de levaduras a I000 milimi-
crones contre la cuenta de células.

extinciones conae. de levaduras
.2 T.2
5 3.2
o7 4.4
.8 5.2
.9 5.9

Valores referentes a la extincién y concentracién de leva —
duras representados en la grafica No.I

—=20-—



CAPITULO V
RECUENTO DE CELULAS DE LEVADURA



APARATOS
a.~Microscopio. Aumento I00 X ( si se desea se puedé -
usar un aumento de 440 X ).

b.~-Hemocitémetro. Cualquiera de los dos, el tipo cerra
do con la cuadricula Thomas, Zeiss, Turk o la original de-—
neubauer, o bien el tipo abierto ( Burker ) con cuadricula-
modificada de neubauer.

c.-Pipeta becteriolégica de I ml. un vaso de precipita
dos de un 1t. un matraz volumétrico de I 1t. de capacidad-

d.-Un agitador mecénico de 200 rpm.
PREPARACION DE LA MUESTEA

Preparar una dilucién de levadura I:400 de cuslquiersa
de las dos siguientes maneras.

L.~LLevar 2.5 gr. de muestra de levadura en crema & un
vaso de precipitados de un 1%. sdicionando 997.5 ml. de -
sgua. Agitar la muestra con un agitador mecdnico operandolo
a 200 rpm., durente 5 minutos antes de tomar la muestra para
el conteo.

2.,~LLevar 2.5 gr. de muestra de levadure en crema a un
matraz volumétrico de I 1lt. y aforar con agua. Agitar hasta
que la suspensidn adquiera un aspecto uniforme.

La dilucidn I:400 puede ser ajustada si contiene dema-
siadas o muy pocas células de levaduras, para que de esa ma
nera se logre un conteo exacto.

El indice de conteo de la suspensidén debe ser un méxi-
mo de 3 asi es que I6 cuadritos en el hemocitémetro deberidn
contener cerca de 48 células,
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Colocacidén y conteo de las células. Thomas zeiss o ti-
po cerrado, tomer cerca de I ml. de la suspensién de leva~
duras de la parte central del vaso de precipitados utilizan
do una pipeta bacteriolégica de I ml.

Jolocar la pipeta en la orilla del cubre objetos y de-
jar caer una gota la cual fluye por atraccién capilar, bajo
el cubre objetos.

Dejar que la cédmara permanezca en reposo de 3 8 5 minu
tos para que las levaduras sedimenten, entonces proceder a
conter lo mids rédpido posible.

CALCULOS

Cuenta de células en las 4 esguinas de 1los cuadros -

(I00 cuadritos) X 40 es igual a cuenta en T mm3

de suspen -
sién de levaduras.

Cuenta en I mm3 X I000 X factor de dilucién igual a -
células sobre gr. de levadura original.

Si la dilucidén es I400, el cdlculo es el siguiente.
células en I gr, de levasdura igual a cuenta en 4 esquinas-
de los cuzdros X I6000000

Burker o tipo abierto. E1l procedimiento es el mismo -

que se siguid en el tipo cerrado.
CALCULOS

células contadas en 80 cuadritos por 5 igual a cuenta
en I mm3.

Cé1lules/gr. de levadura original igual a cuenta en T
mm3 por 1000 por factor de dilucién.

Si el fsctor de dilucién es 400 el célculo es el si-
guiente: células/gr. de levadura original igual a células

en 80 cuadritos por 20.000 000.
20



CAPITULO VI
RESULTADOS



I. Result.dos de la determinacidén del poder fermentati

vo en levaduras,.

Lectura en la bureta (inicial)- - = = = = = = == - 475 ml.
Lectura en la bureta (fianl) = = = = = = = = - - - 225 ml.
Diferencia en bureta después de 3 horas - - - ~ - 250 ml.

HUMEDAD EN LA MUFSTRA S®CA

Fn la placa = « = = = = = = = = = = = = = = = ~ 30+3750 gr.
Placa vacfa = = = = = = = = 0 = - - - - -~ 30.1250 gr.
Diferencia = = = = = = = = = = = = = = = = - = 0.2500 gr.

0.2500 ~ 0,2500 X 100 = 25 %

1
P.Fem ~ 22—59 - =10 X 100 = 1000
Lectura bureta inicial — = = = = = = = = = = - - — 475 ml.
Lectura bureta final - - = = - « = = = = = = = - = 230 ml.,
Viferencia en buretu despuds de 3 horas - - - - - 245 ml.
HU.IEFDAD EN LA MUESTRA

Placa con muestra— — — = = = = = = = = = =~ = =~ - 30.3725 gr
Placa vacia = = = = = = = = = = = = = - - - -~ 30.1300 gr
Diferencia en la muestra secu = = — = = = = = — 0.2425 gr
55§332= 0.2425x 100 = 24%

= 1020

P.Fo= 245 x 100
2
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Thoma Zeiss o tipo cerrado.
Cuenta en 4 esnuinas ipual a 160
Factor de dilucidn ipual a 400
€élulas/gr. de levadura igual.
‘ 160 X 400 X 40 X 1000
160 X 16 000 000
2560 000 000
2560 x 10° célules.
guenta en 4 esquinas igual a 150
Factor de dilucidn igfual a 400
células/gr. de levadura ipfual,
150 X 400 X 40 X 1000
158 X 16 000 000
2528 000 000

2528 X 106 células.

Cuenta en 4 esyuinas igual a 159
Factor de dilucién ipual a 400
células/ gr. de levadura ipgual.

156 X 400 X 40 X 1000
159 X 16 000 GO0

2544 00U 000

2544 X 10° células.

24—



Cuenta en 4 es¢guinas igual a 162
Factor de dilucidn igual a 400
Células/ gr. de levadura igual.
162 X 400 X 40 X 1000
162 X 16 000 000
2592 000 000
2592 X 10% células.

Cuenta en 4 egquinas iguai a 156
Factor de dilucién igual a 400
Células/gr. de levadura igusal.
156 X 400 X 40 X 1000
156 X 16 000 000
2496 000 000
2496 x 10° células.

F1 valor promedio es de 159 células/ gr.
~25~



Burker o tipo abierto.
‘Células de levadura/ 80 cuadros igual a 128
células/gr. de levadura ifual
128 X 50 X 1000 X 400
128 X 20 000 000
2500 000 000
2560 X 100 células.

células de levadura/80 cuadros igual a 130
células/gr. de levadura igual
130 X 50 X 1000 X 400
130 X 20 000 000
2600 000 000
2600 x 10° célules.

Ccélulas de levadura/ 80 cuadros igual a 126
¢élulas/gr. de levadura igual.
126 X 50 X 1000 X 400
126 X 20 000 000
2520 000 000
2620 X 10° célules.

células de levadura/80 cuadros= 129
células/gr. de levadura=
129 X 50 X 1000 X 400
129 ¥ 20 000 000
2580 0CGO 000
2580 x 10° células.
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Células de levadura/ 80 cuadros= 127

_ Células/gr. de levadura=

28—

127 X 50 X 1000 X 400
127 X 20 0VO 000

2540 000 000

2540 x 10° células.



No de células de levadura/ml No de cocimiento.

12 x 10° 471/472
10 x 10° 473/474
11 x 10° 475/476
10 x 10° 477/478
x 10° 479/480

X 106 481/482

11 x 10° 483/484
10 x 10° 485,486
9 x 10° 487/488
10 x 10° 489/490
13 x 10° 491/492
12 x 10° 493/494
9 x 10° 495/496
10 x 10% 497/498
12 x 10° 499/500
11 x 10° 501/502
11 x 10° 503/504
9 x 10° 505,506
10 x 10° 507/508

Valores referentes a la proporcidn de levadura de siem
bra y cuya grafica es la mim. 4.
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GAPITULO VIT
GONCLUSIONES



.

Por lo que se ve & través de este pequefio estudio sobre
las caracteristicas que debe tener una levadura para ser-
empleada en la industrie cervecers, se deduce la necesidad-
de llevar a cabo un control minucioso de la levadura de tal
manera que de una visién clara de las ceracteristicas que ~
debe tener, para asi poder llegar a obtener un producto de
optima calidad el c¢ual reuna todas las normas esteblecidas-
para la elaboracién de cerveza.

I.-E1 método espectrofotdmetrico, guarda mucha semejen
za con las determinaciones hechas con la cémara de conéeo.

Es més usual hacer las determinaciones de las concen—
traciones de las células con la cdmara de conteo ya que es
mds fécil contar con una cémara de conteo que con un espec—
trofotémetro y es muy poca la diferencia de resultados en--—
tre un método y otro.

2.-E1 uso de pipeta para dilucién de sangre, agitador
de vidrio o asa de platino en la preparacién de la cédmara -
de conteo no dan la misma reproducibilidad de resultados co
mo la pipeta bacteriolégica de I ml.

Si se observan burbujas de aire cuando se carfa la pipeta,.
vaciarla y preparar nuevea chrga.

Un contador de los que sSe usan normalmente es Util pa-

ra el conteo.
Es aconsejable el uso de luz artifiecial logrando un -

campo obscuro en el microscopio.
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