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La agregacion reversible de células de levadura se denomina floculacion, e incluye
la formacion de agregados de tamafio considerable o floculos que, en el caso de
levaduras de fermentacion baja, se depositan en el fondo de los tanques al final de
la fermentacion. La teoria més aceptada define la floculacion de levadura como una
interaccidn, facilitada por la presencia de iones calcio, entre restos de alfa-manosa
de manoproteinas y proteinas tipo lectina de células adyacentes. Asi como los
mananos se encuentran siempre presentes en la pared celular, las proteinas tipo
lectina (denominadas floculinas) son sintetizadas especificamente para el proceso
de floculacion. Las floculinas se unen a los azUcares de forma especifica, y la
floculacion de la levadura es suprimida de forma reversible por la presencia de
manosa, maltosa, glucosa y sucrosa en el mosto [1]. La formacion de floculos es
una caracteristica determinada genéticamente en las células de levadura, e influida
por el efecto de mezclado que genera la liberacion de CO2 durante la fermentacion.
El nivel de mezcla depende, entre otros factores, de la geometria del fermentador,
la velocidad tangencial y la viscosidad del fluido.

Al final de la fermentacion, cuando la mayor parte de azucares fermentables han
sido transformados en etanol y dioxido de carbono, si la intensidad de la
turbulencia es lo suficientemente baja, las células de levadura forman aglomerados
y sedimentan en el fondo del fermentador, de donde pueden ser separadas para su
utilizacion en siguientes fermentaciones. La capacidad de floculacion de la
levadura es una caracteristica de gran importancia para los cerveceros ya que

asegura la separacion de las células sedimentadas del producto fermentado.



En ciertas ocasiones, puede ocurrir que las levaduras floculen antes de tiempo,
cuando el medio de fermentacion contiene aun concentraciones elevadas de
azUcares. Este fendmeno solo se da en levaduras de fermentacién baja, y se conoce
como Fermentacion Prematura de la Levadura o FPL. Aungue se ha registrado la
ocurrencia de FPL a nivel mundial en distintas ocasiones como causa directa de
alteraciones en los procesos de fermentacién, la floculacion prematura es un
problema claramente subestimado, que hasta el momento no ha sido tratado en
profundidad.

La Floculacion Prematura de la Levadura origina altos porcentajes de extracto
residual y bajos rendimientos de alcohol, asi como perfiles sensoriales no deseados,
debido a concentraciones elevadas de compuestos aromaticos como dicetonas o
aldehidos. Los azucares residuales son también responsables de alteraciones en las
caracteristicas organolépticas en la cerveza, y hacen al producto mas susceptible a
riesgos biologicos. Ademas de los problemas tecnologicos que implica, la FPL es
también origen de costes afadidos debido al incremento en el tiempo de
produccion, la posible necesidad de mezcla de lotes, tareas de gestion y analisis de
laboratorio adicionales.

El fendmeno de FPL parece depender tanto de la cepa utilizada como de la edad y
estado de la levadura inoculada. Sin embargo la causa principal del desarrollo
anomalo de la fermentacion no es la levadura, sino que se atribuye al llamado
factor FPL del mosto, que tiene su origen en la malta utilizada [2]. Este factor
parece tratarse de un polisacarido presente en la cascara de la malta, soluble en
agua, y que es capaz de producir efectos no deseados incluso a bajas
concentraciones.

Debido a que la aparicién de FPL esta frecuentemente asociada a condiciones
climatolégicas determinadas, como grados altos de humedad durante la cosecha, el

estudio de la carga microbiana de la malta ha recibido una atencion especial



durante los ultimos afios. En 2004, un grupo de investigadores de SAB Miller
expuso la teoria de sintesis del factor PYF inducida por mohos [3]. Su hipotesis se
basa en la segregacion de enzimas por parte de los hongos, con la finalidad de
generar nutrientes por asimilacién, lo que implicaria la degradacion de la céscara
del cereal. Los polisacaridos resultantes, de alto peso molecular, son ricos en
arabinosa y xilosa, y estan formados por compuestos acidos y nitrogenados. La
cascara de la cebada estd compuesta principalmente por arabinoxilanos y celulosa.
La celulosa es resistente a la degradacion enzimatica; los arabinoxilanos acidos son
producto de la degradacion de la cascara de la cebada por xilanasas.

Estos polisacaridos de alto peso molecular, solubles en agua, permanecen en la
superficie del grano y compiten con los azlcares fermentables por los sitios de
union en la superficie de las células de levadura. En el caso de que la levadura
sintetice floculinas, los polisacaridos de alto peso molecular se combinan con las

proteinas tipo lectina, dando lugar a la formacion de fléculos.

Aunque todavia no se ha confirmado si existen otros factores que puedan originar
floculacion prematura, la investigacion y el analisis de materias primas se centran
cada vez mas en caracteristicas de la malta y/o el mosto resultante de la misma.

Es complicado identificar maltas FPL positivas mediante andlisis rutinarios de
materia prima ya que estas muestras cumplen normalmente todas las
especificaciones de calidad. Ademas estas maltas muestran también un
comportamiento normal durante los procesos de maceracion y posterior filtrado,
iniciandose el proceso de fermentacion con todos los parametros dentro del rango
esperado. El problema comienza al inicio de la fase estacionaria, dentro del ciclo de
crecimiento de la levadura, y se pone de manifiesto durante las etapas de
fermentacion secundaria / maduracién, cuando es necesario un elevado nimero de

células de levadura en suspension para completar el proceso durante el que se



determinan el perfil sensorial de la cerveza y su estabilidad. Asi, velocidades altas
de sedimentacion tras el inicio de la floculacion, acompafiadas siempre de un
importante descenso en el nimero de células en suspension, se considera un buen
indicador de FPL.

Test de Laboratorio

Durante el analisis de diferentes lotes de malta, se detectaron muestras positivas
tanto en Europa como en America del Norte. Aungue la frecuencia de aparicion de
malta FPL difiere entre empresas, se confirmo una tendencia de agrupacion de un
mayor nimero de maltas FPL positivas provenientes de ciertas compafiias [4]. El
proceso de malteado parece influir de forma importante en la capacidad de

fermentacion de la malta.

Existen diferentes métodos para evaluar el potencial FPL en muestras de malta
pero, ademas de no ser comparables entre si, la realizacion de los tests conlleva a
menudo tiempos de analisis elevados. En el Laboratorio Bioldgico de VLB se ha
probado como particularmente fiable uno de los tests de fermentacién desarrollado
por la cervecera japonesa Asahi Breweries Ltd. [4]. La metodologia se inicia con la
produccién de un mosto Congreso a partir de la malta en estudio. Después de
distintos pasos como autoclavado, adicion de glucosa, filtracion estéril y aireacion,
el mosto se transfiere a probetas de 50 mL y se inocula con la cepa de levadura
SMA, de la coleccion de levaduras de VLB.

Se deja fermentar el lote a 20 °C y se toman muestras al inicio, y después de 24 y
40 horas (fig. 1). El nimero de células de levadura en suspension se determina
mediante registro de la densidad dptica a 600 nm. El llamado indice de Levadura

en Suspension, calculado a partir de las medidas realizadas a las 24 y 40 horas, se



utiliza como pardmetro principal para la evaluacién. Si el nimero de células en
suspension después de 40 horas se ha reducido en mas de un 70% en comparacion
con el nimero de células en suspension a las 24 horas, se debe considerar
floculacion prematura a escala industrial. El grado de floculacion dependera del
potencial FPL de las maltas analizadas.

Los controles cruzados y analisis de muestras comerciales realizados durante mas
de 9 afios demuestran que el método Asahi es fiable y reproducible. Cada afio se
encuentra que un namero aproximado del 20% de maltas analizadas no cumple con
las especificaciones, y el resultado de estos tests ha ayudado a diferentes cerveceras

a entender y/o prevenir posibles problemas en fermentacion.

Experiencias Practicas

Una reputada fabrica alemana experimentd un incremento en los tiempos de
produccion debido a la etapa de fermentacion secundaria / maduracion, con valores
de diacetilo anormalmente altos, y velocidad de degradacion del extracto residual
por debajo de especificaciones. La cerveza se habia producido a partir de una
mezcla de maltas provenientes de seis malterias diferentes, todas ellas cumpliendo
especificaciones analiticas. El problema no se pudo resolver mediante la alteracion
de parametros de proceso, ni durante la produccion de mosto ni durante la
fermentacion.

La mezcla de maltas obtuvo un Indice de Levadura en Suspension del 69.6%
(siendo el valor critico acordado del 70%) vy, por tanto, se decidié someter las
diferentes maltas a anélisis de forma individual. Como 3 de las 6 maltas mostraron
potencial FPL, y no se pueden descartar posibles efectos de sinergia, la cervecera
comenzo a utilizar una mezcla de maltas formada unicamente por las maltas FPL
negativas (malta A en la fig. 2) en el proceso productivo de algunas de sus

cervezas. Durante la fermentacion primaria no se observaron diferencias



significativas en la utilizacién del extracto (fig. 3), sin embargo hubo una
divergencia importante en la medida de células de levadura en suspension: en el
momento de transferir la cerveza desde el tanque principal de fermentacion al
tanque de maduracion, la cantidad de células en suspension en la cerveza producida
a partir de la mezcla malta A era el doble de la contabilizada en el caso de la
cerveza producida con la mezcla original de 6 maltas. El resultado fue un claro
aumento de la velocidad de degradacion del extracto residual (fig. 4), y una
reasimilacion del diacetilo también mas rapida: en comparacién con el lote
producido con la mezcla malta A, el lote producido con la mezcla original de 6
maltas necesitd 6 dias mas para que el valor de diacetilo obtenido estuviese por
debajo del limite marcado de 0.1 mg/L (fig. 5). Estos resultados muestran que
incluso un pequeiio valor de potencial FPL es capaz de alterar de forma
significativa el proceso de fermentacion. El analisis separado de maltas puede
ayudar a identificar lotes criticos; y la sustitucion de esta malta, suponer una mejora
en el control del proceso de fermentacion.

Actualmente, la investigacion en relacion a la FPL esta enfocada a la determinacion
del origen del problema. Queda pendiente la evaluacion de la influencia de la
levadura en el desarrollo de este fenomeno, asi como la identificacién de los
parametros y condiciones del proceso de malteado que puedan afectar al potencial

FPL de las maltas.
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Fig. 1: Perfil de fermentacién de maltas FPL positivas y FPL negativas
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Fig. 2: indice de Levadura en Suspension de una mezcla de maltas y de las diferentes
maltas de la mezcla



Main Fermentation
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Fig. 3: Degradacion del extracto durante la fermentacion primaria
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Fig. 4: Células en suspension y degradacion del extracto durante el proceso de
maduracion
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Fig. 5: Células en suspensién y degradacion del diacetilo durante el proceso de
maduracion
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