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Resumen 

En la producc ión de ce rveza , la fermentac ión resulta ser la e tapa donde se 

genera la mayor cant idad de compues tos aromát icos, con efecto en el perfil 

sensor ia l del producto f inal . Entre las notas aromát icas indeseables se 

encuent ran los compues tos de azuf re , los cuales conf ieren a romas que se 

re lac ionan con d rena je , huevo podr ido y vegeta les en descompos ic ión . 

Los compues tos de azufre que se han ident i f icado y cuant i f icado en cerveza 

s o n : ácido sul fh ídr ico, t io les, t ioésteres y d ióxido de azu f re ; la importancia de 

éstos compues tos radica en su alto impacto aromát ico , ya que niveles en el 

o rden de partes por bil lón o tril lón pueden ser detectados por el ol fato 

h u m a n o . 

En es te estudio se real izaron fermentac iones a nivel laborator io en donde se 

ensayaron var iab les de proceso (cepa, mosto y viabi l idad de levadura) con el 

objet ivo de determinar los factores de mayor impacto en la generac ión de 

compues tos de azuf re . 

Las cepas de levadura eva luadas fueron del género Saccharomyces t ipo lager, 

con uso actual en la industr ia cervecera (820 y 7 9 0 ) ; los mostos var iaron en el 

conten ido de nutr ientes n i t rogenados y la v iabi l idad de la levadura se modif icó 

mediante t iempo y tempera tura de a lmacenamiento previo a la inoculac ión. 

Los resul tados indican que los factores de cepa y mosto , fueron los de mayor 

impacto en la generac ión de compues tos azuf rados. De los anal i tos de in terés, 

cuant i f icados por cromatograf ía de gases con detector de qu imi lumin iscenc ia , 

so lamente ác ido sul fhídr ico ( H 2 S ) y meti l t ioacetato (MetSAc) , presentaron 
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di ferencias signi f icat ivas entre t ratamientos. La combinac ión de cepa 820 con 

un mos to def ic iente en nutr ientes (amino ni t rógeno y aminoác idos libres) 

generó la mayor concent rac ión de compuestos de azuf re , detectable 

sensor ia lmente por el g rupo de catadores ent renados. 

Se demost ró que la cepa 790 es capaz de regular la producción de compues tos 

de azuf re de manera más ef ic iente que la 820 y que el aumento de nutr ientes 

n i t rogenados en el mosto puede disminuir la generac ión de H 2 S y MetSAc en 

fe rmentac iones real izadas con la cepa 820 . 
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1 Introducción 

La cerveza se def ine como el resul tado de la fermentac ión alcohól ica del 

ext racto acuoso de granos rnalteados. El cereal mal teado genera lmente es 

c e b a d a , aunque pueden agregarse otras fuentes de a lmidón o azúcares 

fermentab les (Hardwick , 1995) . 

La producc ión de ce rveza , aunque se ha industr ia l izado, cont inúa s iendo un 

ar te. Lograr una consistencia impecable en parámetros de cal idad y 

acep tac ión , c o m o el a roma y el sabor , es aún un reto para los productores de 

esta bebida (Vermeu len et a l . , 2005) . La pr incipales fuentes de var iac ión en el 

sabor de la cerveza son las mater ias pr imas, las condic iones de fermentac ión y 

los t ra tamientos post - fermentac ión (Coghe et a l . , 2004) . 

Durante la fe rmentac ión se desarro l lan los a romas de mayor impacto en el 

perfil sensor ia l de la ce rveza . Tan to el etanol c o m o el d ióxido de carbono 

cont r ibuyen al sabor del producto impart iendo cal idez y e fervescenc ia , 

respect ivamente . Sin emba rgo , el carácter esencia l de cualquier cerveza está 

de terminado por los metabol i tos a romát icos , resul tado de la acc ión de la 

levadura (Boul ton y Q u a i n , 2003) . Se han identi f icado var ios c ientos de 

compues tos aromát icos en la ce rveza , a lgunos que imparten notas posit ivas y 

otros indeseables en el perfi l de sabor (Mei lgaard , 1981) . Los componen tes del 

a roma de la cerveza son var iados y han sido clasi f icados de acuerdo a su 

percepc ión sensor ia l . A lgunos grupos s o n : esteres, d icetonas vec ina les, 

a lcoholes super iores y compues tos de azufre (Drews et a l . , 1969) . 
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Es acep tado que ciertos compues tos de azufre forman parte normal de! aroma 

de la ce rveza , pero su contr ibución posit iva depende de las concentrac iones en 

las que éstos se encuent ren y del equi l ibr io que logren con otros compuestos 

volát i les. La importancia de los compuestos de azufre en la cerveza radica en 

su al to impacto a romát ico a pesar de las bajas concent rac iones p resentes ; en 

a lgunos casos niveles de hasta 1 ppb pueden contr ibuir en el perfil sensor ia l 

(Walker y S impson , 1993) . Entre los compuestos de azufre que se han 

ident i f icado y cuant i f icado en cerveza se encuen t ran : ác ido sul fhídr ico, t io les, 

t ioésteres y d ióx ido de azuf re , todos el los act ivos en la contr ibución de a roma 

(Laundaud et a l . , 2008) . L igeros aumentos en los niveles de concent rac ión de 

los compues tos de azu f re , en el orden de partes por bil lón o tr i l lón, crean notas 

aromát icas desagradab les . 
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2 Justificación 

Debido a su contr ibución a romát ica , la formación de compues tos de azufre 

(CA) en beb idas fermentadas ha s ido sujeto de interés. Para los consumidores 

de ce rveza , los C A pueden jugar un rol atract ivo o repuls ivo, depend iendo de 

su ident idad y concent rac ión (Laundaud et a l . , 2008) . 

Para la industr ia cervecera se cons idera de interés ampl iar el conoc imiento de 

las neces idades nutr ic ionales (aminoác idos, carbohidratos, v i taminas, etc.) y 

de proceso ( temperatura de fe rmentac ión , condic iones de a lmacenamien to , 

ox igenac ión , p res ión , etc.) de sus cepas de levadura , para lograr el mejor 

d e s e m p e ñ o , no so lamente en los parámetros básicos de producción de alcohol 

y abat imiento de ext racto, s ino también en términos de la generac ión de 

compues tos con efecto en el a roma (Stewart y Russe l l , 1993) . Por lo anter ior, 

el conoc imien to acerca de los factores de mayor impacto en la generac ión de 

compues tos de a roma permit i rá manejar las fe rmentac iones de tal manera que 

se produzcan los compues tos requer idos en las cant idades adecuadas o se 

d isminuya la fo rmac ión de compues tos indeseables. 

Estab lecer una relación entre resul tados químico-anal í t icos y sensor ia les se 

cons idera de alto va lor , ya que da robustez a ambos anál is is. Conocer cuáles 

son las concent rac iones sensor ia lmente detectables de compues tos de azufre 

ayuda a fi jar metas real istas acerca de las concent rac iones máx imas 

permi t idas en el producto , sin afectar su perfil de sabor. 
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3 Marco Teórico 

3.1 Reseña histórica de la Cerveza 

La más ant igua referencia que se t iene de producción de cerveza data del año 

6000 A . C . en la región de Babi lon ia, poster iormente se fue genera l izando el 

c o n s u m o de cerveza en todos los pueblos de la an t igüedad, desde los egipc ios, 

g r iegos , romanos , ce l tas, hasta españoles y la parte septentr ional de Áfr ica 

(Hardwick , 1995) . 

Durante la época med ieva l , la cerveza empezó a tener un importante arraigo 

en Eu ropa , sin embargo , a pesar de su popular idad y an t igüedad , la cerveza se 

c o m e n z ó a e laborar comerc ia lmente hasta el s iglo X V I , cuando surgieron las 

pr imeras grandes fábr icas cerveceras. La autént ica época dorada de la cerveza 

comienza a f inales del siglo XVI I I , con la incorporación de la máquina de vapor 

a la industr ia cervecera y el descubr imiento de la nueva fórmula de producc ión 

en fr ío. La producc ión de cerveza alcanza su per fecc ionamiento en el úl t imo 

terc io del siglo X IX , con los hal lazgos del b ió logo f rancés Luis Pasteur relat ivos 

al p roceso de pasteur ización (Cerveceros de España , 2007) . 

En la época con temporánea , la di fusión de la producc ión mundia l de cerveza en 

1961 ascendía a 435 mi l lones de hectol i tros y para 1998 esa cifra ya se había 

t r ip l icado (Boul ton y Q u a i n , 2003) . 

En Méx ico la historia de la cerveza comienza en el año 1540 , fecha en que se 

e labora la pr imera sol ic i tud para producir y vender cerveza en la Nueva 

E s p a ñ a . La expans ión de la producc ión cervecera durante la Co lon ia y la época 

Independ iente fue re lat ivamente lenta. Fue hasta 1865 cuando la producc ión 
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industr ial de cerveza empezó con la empresa To luca y México S.A. de C . V . , 

cont inuando con la fundación de Cervecer ía Cuauh témoc en 1890, Cervecer ía 

Moc tezuma en 1894 y Cervecer ía Mode lo c o m o fusión de las empresas To luca 

y Méx ico , Pací f ico y Yuca teca en 1925 (Asociación Nacional de Fabr icantes de 

C e r v e z a , 2005) . 

3.2 El sabor de la cerveza 

A pesar de los g randes avances tecnológicos en la industr ia cervecera , el 

proceso de e laborac ión todavía conserva rasgos ar tesanales. Por tanto el 

equi l ibr io y conoc imiento de los factores que afectan al sabor , ha requer ido de 

invest igación ardua y constante . 

Una mult i tud de compues tos contr ibuyen al sabor de la ce rveza , muchos de los 

cuales prov ienen d i rec tamente de las mater ias pr imas ut i l izadas en la 

e laborac ión del mosto . Sin embargo , el proceso de fermentac ión se cons idera 

el de mayor impacto en la generac ión de sabores y a romas debido a la gran 

cant idad de metabol i tos generados por la levadura (Boul ton y Q u a i n , 2003) . 

Los metabol i tos de la levadura que contr ibuyen al sabor per tenecen a var ias 

famil ias qu ímicas entre los que podemos encontrar ác idos orgán icos , a lcoho les , 

es teres , carboni los y compues tos de azufre. 

Var ios c ientos de compues tos han sido ident i f icados en la ce rveza , a lgunos 

contr ibuyen de manera posit iva en el sabor y otros a ciertas concent rac iones 

generan notas indeseables. Dentro de estas notas indeseables están el 
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diacet i io , 4 vinil guayaco l , a luzado, ox idac ión, metál ico y los compuestos de 

azufre (Me i lgaard , 1999) . 

Mor ten Mei lgaard fue el p ionero en la identi f icación de los componen tes 

aromát icos de la ce rveza , publ icó más de 200 de umbra les de detecc ión y en 

con jun to con la A S B C (Amer ican Society of Brewers Chemis ts ) , E B C (European 

Brewers Convent ion) y M B A A (Master Brewers Associat ion of the Amer i cas ) , 

clasi f icó los compues tos por su cercanía aromát ica , generando la Rueda del 

Sabor (Mei lgaard , 1981) , una fo rma gráf ica para facil i tar la ubicac ión de los 

d i ferentes descr ip tores que pueden formar parte del perfil de sabor de una 

cerveza (ver Figura 1). 

Figura 1. Rueda del Sabor de la Cerveza, Meilgaard (1981). 
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3.3 Proceso de e laborac ión de la cerveza 

3.3.1 Mater ias pr imas 

Las mater ias pr imas básicas para la e laborac ión de cerveza son a g u a , ma l ta , 

ad juntos , lúpulo y levadura. 

A g u a : La ca l idad del agua usada para e laborar cerveza es de s u m a 

impor tanc ia , cons iderando que de 90 a 9 6 % de la cerveza es agua (Sánchez , 

1999) . 

Mal ta : La mal ta es una fuente de extracto fermentab le y proporc iona 

caracter íst icas de a r o m a , sabor y color a la cerveza . Es el g rano de cebada que 

ha s ido somet ido al p roceso de remojo , germinac ión y secado , con el objet ivo 

de modif icar la característ icas del g rano y hacer lo apto para el p roceso 

cervecero . (Kramer , 2006) . 

Adjuntos : Son los ingredientes ut i l izados c o m o fuente de a lmidones , que no 

son mal ta . Entre los pr incipales adjuntos ut i l izados en la industr ia cervecera se 

encuent ran maíz , ar roz , t r igo, cebada sin mal teo y sorgo . 

Lúpulo : In f lorescencias femeninas de la planta Humulus lupulus. El lúpulo es 

un ingrediente reconoc ido en la e laboración de ce rveza , imparte el sabor 

amargo y un a roma herbal cí tr ico, ayudando a balancear las notas du lces 

procedentes de la mal ta . Las resinas del lúpulo inhiben el crec imiento de 

a lgunas bacter ias, lo cual ayuda a mantener la fermentac ión libre de 
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contaminac ión y permi te conservar las característ icas de la cerveza (Sidor, 

2006) . 

Levadura : Es un microorgan ismo unicelular per teneciente al reino Fungí. 

Espec í f i camente , para fermentac iones a lcohól icas, el género Sa echa rom y ees, 

con sus di ferentes espec ies , es el más ut i l izado. En la secc ión 3.5 se ampl iará 

la in formación de este mic roorgan ismo, imprescindible en la e laborac ión de 

ce rveza . 

3.3.2 Operac iones para e laborac ión de cerveza 

Coc imien tos : El objet ivo es la producc ión ef ic iente de un mos to , con la 

cal idad deseada de acuerdo a la fo rmulac ión. El mosto es la mezc la acuosa 

comple ja de mater ia l soluble y suspend ido , der ivado de los ingredientes. 

En el cocedor se adic ionan los ingredientes fuentes de a lm idón , que no son 

ma l ta , para ser acondic ionados en una solución acuosa con el auxi l io de 

enz imas y tempera tu ra . 

El macerador recibe la malta y con el efecto de la temperatura y las enz imas , 

los a lm idones serán t ransformados en azúcares . Aquí también se agrega el 

mater ial del cocedor prev iamente t ra tado. Por efecto de la act iv idad enzimát ica 

de la ma l ta , los a lm idones se convert i rán en azúcares s imples , enr iquec iendo 

la concent rac ión del grado plato (g sól idos disuel tos / 100 g de so luc ión , °P) 

del l íquido. El caldo resultante del macerador es ident i f icado c o m o mos to . 
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Al mosto procedente del macerador se le remueve ia cascari l la proveniente de 

ios granos de malta por medio de un fi l tro, norma lmente conoc ido c o m o lauter. 

En la ol la de coc imientos se cal ienta el mosto hasta la temperatura de 

ebul l ic ión y se adic iona el lúpulo. Los pr incipales objet ivos del herv ido s o n : 

• Precipi tar las proteínas coagulab les . 

• Asegurar estabi l idad microbio lógica. 

• Reduc i r los compues tos volát i les indeseables procedentes de las 

mater ias pr imas. 

• Isomer izar el lúpulo. 

• Evaporar el agua hasta el nivel de concent rac ión de azúcares 

deseado (°P). 

El mosto herv ido es t ransfer ido a un recipiente con ent rada tangenc ia l en el 

fondo (whi rpool ) , lo cual permi te la formación de un remol ino, faci l i tando que 

los sól idos (trub) se acumu len en el centro y fondo del m ismo. Aqu í reposa por 

un breve espac io antes de ser t ransfer ido al enfr iador de mosto (Fahy y 

Spencer , 1999) . 

Enfr iado de m o s t o : Durante el enfr iado se reduce la temperatura del mosto 

de aprox imadamente 94 - 100 °C a la tempera tura de inocu lac ión, entre 9 y 

15°C, para fe rmentac iones t ipo lager. 
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El mos to debe ser aereado para proporc ionar le ox ígeno a la levadura al inicio 

de la fe rmentac ión , la aereac ión se puede real izar inyectando d i rectamente 

aire estéri l u ox ígeno . 

Fermentac ión . La fermentac ión alcohól ica es el proceso en el cual la levadura 

t rans forma los azúcares en e tano l , d ióxido de carbono y energ ía . La 

fe rmentac ión ha s ido cons iderada el paso más importante y comple jo de las 

operac iones del p roceso cervecero . S iempre es un reto controlar los cambios 

de sabor y a roma procedentes del desempeño de la levadura (Carey y 

G r o s s m a n , 2006) . Los productos desarro l lados durante la fermentac ión 

impar tan el sabor f inal de la ce rveza . 

R e p o s o y a c a b a d o . Esta e tapa comprende los pasos de madurac ión , 

ca rbona tac ión , estabi l ización en fr ío, clar i f icación y es tandar izac ión. Te rm inado 

el p roceso de reposo, la cerveza es env iada al p roceso de abr i l lantado 

(f i l t ración), donde al l íquido es clar i f icado y carbonatado para enviar lo a las 

l íneas de envasado . 

En la Figura 2 se muest ra un esquema simpl i f icado de las e tapas más 

impor tantes en la e laborac ión de cerveza . Se cons ideran 3 e tapas c lave para 

l legar al p roducto f inal , ce r veza : e laborac ión de mosto , inoculación con 

levadura y fe rmen tac ión , 
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Figura 2. Esquema general para la elaboración de cerveza. 

3.4 Nutr ientes del mosto 

El mosto es un medio de crec imiento consistente en azúcares fermentables 

( f ruc tosa, saca rosa , g lucosa , mal tosa y mal tot r iosa) , componen tes 

n i t rogenados (aminoác idos , pépt idos, proteínas, ác idos nucle icos y otros 

productos procedentes de la degradac ión del endospe rmo de la mal ta) , 

v i taminas, iones , sales minera les, e lementos t raza y otros componen tes 

(Bamfor th , 2003) . 

La mayor ía de los cerveceros han basado el criterio pr incipal de cal idad del 

mosto en la g ravedad especí f ica del m ismo , asumiendo que el ba lance relat ivo 

de carboh idra tos , compues tos n i t rogenados y otros mater ia les permanece 

constante (Bamfor th , 2003) . Sin embargo , se ha reportado que la composic ión 

del mos to fo rma parte importante de las característ icas f inales de la cerveza 

(Mei lgaard , 1999) . A ú n cuando su compos ic ión precisa es desconoc ida , ha s ido 
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posib le establecer re laciones entre la asimi lación de ios pr incipales nutrientes 

por par te de la levadura y la generac ión de compuestos resul tado de su 

act iv idad metaból ica (Boul ton y Qua in , 2003) . Por lo anter ior, la manipulac ión 

en la compos ic ión de los mostos puede ser una estrategia del iberada para 

produci r camb ios en la fe rmentac ión . 

La as imi lac ión de los nutr ientes del mosto por parte de la levadura es select iva 

y regu lada. C u a n d o se presentan opc iones de nutr ientes la levadura asimi lará 

aquel los que le resul te más senci l lo metabol izar. Sin embargo , no so lamente la 

faci l idad de ut i l ización inf luye, también la presencia de a lgunos nutr ientes 

puede inhibir la ut i l ización de otros (Boul ton y Qua in , 2003) . 

Las levaduras cerveceras son capaces de asimi lar una ampl ia var iedad de 

carbohidratos c o m o g lucosa , f ruc tosa, saca rosa , ma l tosa , maltotr iosa y 

t reha losa , aunque puede haber var iantes metaból icas entre cepas . El orden de 

absorc ión de los azúcares por parte de la levadura genera lmente inicia con la 

g lucosa , cont inúa con la f ruc tosa. Cuando los monosacár idos se ago tan , 

comienza el c o n s u m o de la mal tosa y f ina lmente de mal totr iosa. Esta 

secuenc ia puede ser a l terada por la compos ic ión inicial de los mostos . En el 

caso de altas concent rac iones de g lucosa , en a lgunas cepas de levadura, se 

genera una repres ión en el uso de mal tosa, lo cual dejará al f inal de la 

fe rmentac ión extracto sin ser fe rmentado por la levadura (Boul ton y Q u a i n , 

2 0 0 3 ; S tewar t y Russe l l , 1993) . 
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Los compues tos n i t rogenados presentes en eí mosto son var iados. Se han 

encont rado de 19 a 20 aminoác idos , y se ha especu lado acerca de la presencia 

de 400 d ipépt idos y más de 8,000 tr ipépt idos como potenciales fuentes de 

n i t rógeno, as imi lab le por la levadura (Lekkas et a l . , 2007) . La mayor ía de las 

cepas son capaces de importar pépt idos de hasta 3 aminoác idos (Lekkas et a l . , 

2009) por mecan ismos dist intos a los de aminoác idos (Pat terson y Ing ledew, 

1999) . Sin embargo los aminoác idos son cons iderados la principal fuente de 

n i t rógeno as imi lab le en el mosto (O 'Connor -Cox e Ing ledew, 1989) . 

Al igual que en el caso de los azúcares , la asimi lac ión de compues tos 

n i t rogenados por parte de la levadura es o rdenado. Jones y P ierce, (1964) 

propus ieron una clasi f icación de aminoác idos en 4 grupos en base a su ruta de 

asimi lac ión (ver Tab la 1). En el g rupo A se encuent ran los aminoác idos que son 

as imi lados de manera inmedia ta , en el g rupo B aquel los que se asimi lan más 

len tamente , en el g rupo C están los que se consumen ún icamente después de 

que se han ago tado los grupos A y B, f inalmente el grupo D en donde está 

so lamente la prol ina (Lekkas et a l , 2005) . Aunque la prol ina es el aminoác ido 

más abundan te en el mos to , no cuenta con un grupo amino l ibre capaz de 

part ic ipar en las reacc iones t ransaminac ión (O 'Connor -Cox e Ing ledew, 1989) , 

por lo que prác t icamente no se as imi la. 

La func ión de los compues tos n i t rogenados asimi lables en el metabo l ismo de la 

levadura es va r iada , el amino ni t rógeno libre (FAN) del mosto lo uti l iza la 

levadura para la síntesis de nuevas estructuras y enz imas (O 'Conno r -Cox e 
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Ing iedew, 1989) y para ia formación de varios compues tos aromát icamente 

act ivos c o m o diacet i lo, compues tos azuf rados, a lcoholes super iores y esteres 

(Mei lgaard , 1999) . 

Tabla 1. Clasificación de aminoácidos del mosto en base a su velocidad de asimilación 
por la levadura (Lekkas et a l . , 2005). 

Los aminoác idos del mosto son metabol izados en dos maneras . Pr imeramente 

son t omados dent ro de la célula e incorporados a la fo rmac ión de proteínas, la 

otra opc ión es por la ruta de Ehrl ich en donde el g rupo amino es t rasfer ido por 

una t ransaminasa y el esque le to de carbón es secretado o uti l izado para la 

regenerac ión de N A D + , en este segundo caso el oxo-ác ido producido por 

t ransaminac ión es descarbox i lado para producir C 0 2 y un a ldehido. Los 

a ldeh idos son reduc idos, para dar lugar a a lcoholes de fusel (Lewis y Y o u n g , 

1995) . 

En la Figura 3 se muest ra un esquema que representa de manera general el 

dest ino de los nutr ientes del mosto cuando son as imi lados por la levadura. 
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Figura 3 . Esquema de asimilación de nutrientes del mosto, en la fermentación para 
producción de cerveza. Modificación de Carey y Grossman, 2006. 

3.5 Levadura 

La levadura es un microorgan ismo unicelular per teneciente al reino Fung i . 

Dentro del género Saccharomyces existen gran var iedad de espec ies , pero las 

más re levantes para la fermentac ión alcohól ica son S. cerevisiae, S. bayanus y 

S . pastorianus (Ga les , 2007) . 

Los taxonomis tas han modi f icado la posic ión y el nombre de a lgunos de los 

m iembros del género Saccharomyces, es por eso que las levaduras t ipo lager 

han s ido l lamadas de var ias maneras S. carlsbergensis, S. uvarum, S. 

cerevisiae var. carlsbergensis y actua lmente c lasi f icadas como S. pastorianus. 

Sin emba rgo , d icha clasi f icación no ha s ido to ta lmente aceptada ya que los 
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anál is is de A D N sugieren que las cepas t ipo lager en real idad son híbridos de 5 . 

cerevisiae y S, bayanus (Ga les , 2007) , 

La levadura , c o m o resul tado de su metabo l i smo, además de producir a lcohol 

(etanol) también genera C 0 2 y otros compues tos con efecto en el sabor y 

a r o m a : a lcoholes de fuse l , es teres , ác idos orgán icos , compues tos de azuf re , 

d ice tonas vec ina les , entre otros (Boul ton y Qua in , 2 0 0 3 ; Me i lgaard , 1981) . Es 

por eso que t iene gran inf luencia en el perfil y carácter de la ce rveza . 

El conoc imien to de la es t ruc tura , compos ic ión , metabol ismo y crec imiento de la 

levadura resul ta de impor tanc ia , ya que existen grandes di ferencias entre los 

t ipos y razas de la m isma espec ie (Kunze , 1999) . El genot ipo de una cepa 

part icular de levadura es crít ica para los resul tados de la fe rmentac ión , así el 

espect ro de metabol i tos inf luyentes en el sabor dependen de la cepa y de las 

cond ic iones de fermentac ión (Boul ton y Q u a i n , 2003) . 

Ot ro factor impor tante que impacta en el desempeño de la levadura es su 

ca l idad, no rma lmente eva luado c o m o viabi l idad y vi tal idad (Ga les , 2007) . La 

v iabi l idad se ref iere al porcenta je de células v ivas y la vi tal idad refleja la sa lud 

de las célu las (act iv idad metaból ica y es tado f is io lógico). Para que la levadura 

se mantenga s a n a , se deben seguir buenas práct icas en el mane jo de és ta . 

Durante el a lmacenamien to (entre la cosecha de una fermentac ión y la 

inoculación s igu iente) , se recomienda evi tar la presencia de ox ígeno , al tas 

tempera tu ras , agi tación y largos per iodos de espera (Pickerel l et a l . , 1991) . 
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3.6 Compues tos de azufre 

Los compues tos de azufre de mayor interés para los cerveceros son aquel los 

que generan a lgún efecto en el a roma o sabor de la ce rveza , cada uno de éstos 

presenta di ferentes característ icas f ís ico-químicas or ig inando di ferentes notas 

aromát icas . 

Ácido Sul fh ídr ico ( H 2 S ) . El H 2 S se percibe como un a roma a huevo podr ido o 

drena je . Es produc ido y consumido por la levadura durante la fe rmentac ión. 

Los niveles de producc ión de este compues tos se atr ibuyen a condic iones de 

p roceso c o m o : cepa , ox igenac ión , t rub , entre otras (Laundaud et a l . , 2008) . 

Deb ido a su ex t rema volat i l idad el H 2 S puede ser ef ic ientemente arrastrado 

por el C 0 2 y remov ido del l íquido f inal . Sin embargo su umbral de detecc ión se 

encuent ra entre 5-10 ppb (Mei lgaard , 1981) por lo que pequeñas cant idades 

pueden hacer g randes di ferencias en el perfil sensor ia l . 

Ad ic iona l al H 2 S producido de manera natural en la fe rmentac ión , 

con taminac iones con bacter ias g ram negat ivas pueden generar H 2 S , 

cont r ibuyendo a superar el umbra l sensor ia l (Kunze , 1999) . 

Sul furos y t io les. A m b o s grupos de compuestos presentan umbra les de 

detecc ión del o rden de ppb. Los pr imeros presentan a romas a vegeta les 

coc idos desde cebo l la , a jo , e lo te , apio y repol lo. Los segundos , también 

conoc idos c o m o mercap tanos , se caracter izan por el a roma a vegeta les 

podr idos. 
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Los t ioies son cons iderados de efecto negat ivo en el a roma de varios 

a l imentos , son ex t remadamente volát i les y con umbra les de detección en 

cerveza de 0.5 - 3.0 ppb (Vermeulen et a l . , 2005) . 

Dent ro de los sul furas más estudiados está el dimeti lsul furo ( D M S ) , que se 

es t ima es benéf ico en el a roma de la cerveza a ciertas concent rac iones y 

depend iendo del t ipo de cerveza . Su umbral de detecc ión se reporta en 30 ppb 

(Ga les , 2 0 0 7 ; Me i lgaard , 1981) . 

En la formación de sul furas y t io ies durante la fe rmentac ión , reposo y 

a lmacenamien to de la ce rveza , se han propuesto var ias rutas metaból icas, en 

donde los aminoác idos azuf rados (met ionina y c isteína) conten idos en las 

proteínas de la mal ta es tán involucrados (Laundaud et a l . , 2008) . 

Tioésteres . El t ioéster mayormente ident i f icado en cerveza es el S-met i l -

t ioacetato (MetSAc) percib ido c o m o un remin iscente a roma a vegeta les 

podr idos (Matsui y A m a h a , 1981) y colif lor coc ida (Arfi et a l . , 2002) . Su 

formac ión durante la fermentac ión del mosto se atr ibuye a la reacción de 

metanot io l y aceti l C o A (Laundaud et a l . , 2008) . El umbra l de detecc ión de 

Me tSAc se es t ima en 50 ppb (Miracle et a l . , 2005) . 

Dióxido de azufre ( S 0 2 ) . Es producido durante la fermentac ión por la 

levadura c o m o un subproduc to en la síntesis de aminoác idos . La concent rac ión 

t ípica en cerveza te rminada se encuentra en un rango de 0.5 a 10 p p m . El S 0 2 

es conoc ido en la industr ia de a l imentos y bebidas c o m o ant iox idante. 
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Debido a que parte de la población es sensib le ai SO?, los niveles de éste en 

las bebidas es lega lmente restr ingido a 10 ppm (Food and Drug Admin is t ra t ion, 

2010) . En caso de que se exceda dicho nivel se debe declarar en la et iqueta 

del p roducto . 

La concent rac ión de S 0 2 en la cerveza puede ser un importante indicador de la 

sa lud de la l evadura ; una pobre viabi l idad y vi tal idad de ésta pueden 

incrementar los n iveles de S 0 2 (Gales, 2007) . 

3.7 Rutas de fo rmac ión de compues tos de azufre 

Al tener su or igen en una fe rmentac ión , es aceptado que ciertos CA 

(compues tos de azufre) fo rman parte normal del a roma de la ce rveza , pero su 

cont r ibuc ión posi t iva depende de las concent rac iones en las que éstos se 

encuent ren en la cerveza y del ba lance con otros volát i les ex is tentes en el 

l íquido. L igeros aumen tos en los niveles de concentrac ión de los C A , en el 

o rden de partes por bil lón o tr i l lón, crean notas aromát icas desagradab les . 

Los compues tos de azufre son fo rmados a t ravés de var ias rutas que incluyen 

procesos enz imát icos y no enz imát icos. Entre los procesos enz imát icos se 

encuent ra la b ioquímica de la fermentac ión en la levadura y en los no 

enz imát icos es tán la reacc iones qu ímicas , fo toquímicas y térmicas ocurr idas 

durante el a lmacenamien to (Rauhut , 2009) . Los compues tos azufrados que son 

in f luenciados por el metabo l ismo de la levadura pueden generarse por dos 

ru tas: 1) por la ruptura de compues tos orgánicos que contengan en su 

est ructura azufre como aminoác idos y v i taminas o 2) por reacc iones de 
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asimi lac ión que integren el azufre inorgánico en nutr ientes. (Boul ton y Qua in , 

2003) . 

En la Figura 4 se muest ran las rutas asimi lación y reducción de sul fato como 

pr incipales generadoras de sul furo y su incorporación en la formación de 

aminoác idos azuf rados. Según estudios real izados por Duan y Roddick (2004) , 

existe una corre lac ión entre el conten ido de met ion ina, la cepa de levadura y el 

total de n i t rógeno del mosto con respecto a la formación de H 2 S . 

El conten ido de otros aminoác idos no azuf rados también muest ra efecto en la 

generac ión de C A . Se ha repor tado que la presencia t reonina y glutat ión en el 

medio p romueven la fo rmac ión de H 2 S , mientras que el conten ido de ser ina, 

g lu tamina , aspar ta to y argin ina lo inhiben (Vermeulen et a l . , 2005) . 

La regulac ión de metabol ismo del azufre es comp le ja , ya que involucra 

inhibic ión por ret roal imentación de act iv idad enzimát ica y represión de la 

expres ión gén ica . Así se puede expl icar que la presenc ia de S -

adenos i lmet ion ina repr ima la t ranscr ipc ión de todas las enz imas involucradas 

en la int roducción de sul fato y su reducción a sul furo, y que la t reonina 

favorezca la fo rmac ión de sulf i to deb ido a la inhibición por ret roal imentación de 

la aspar toqu inasa l levando a un bajo conten ido de O-acet i lhomoser ina y por 

tanto una baja producc ión de met ion ina , lo cual l ibera la ruta de reducción de 

sul fato (Boul ton y Q u a i n , 2003) . 
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Figura 4. Rutas de asimilación de sulfato, reducción a sulfito y sulfuro y su 
incorporación en aminoácidos de acuerdo con Thomas y Surdin-Kerjan (1997), 
Vermeulen et al.,(2005) y Rauhut (2009). 

Bajo ciertas cond ic iones , pr inc ipalmente la insuf iciencia o no disponibi l idad de 

una fuente de n i t rógeno, un exceso de sulf i to es l iberado por la cé lu la . Éste es 

conver t ido espon táneamen te a ácido sulfhídr ico como una consecuenc ia de las 

condic iones reductoras de una fermentac ión anaérob ica a bajo pH (Linderholm 

et a l . , 2008) . 
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Las levaduras t ipo lager se ha visto que son mayores productoras de H 2 S , 

metanot io l y met i l - t ioacetato en comparac ión con las de t ipo ale (Walker y 

S i m p s o n , 1993) . 

En el ca tabo l i smo de met ion ina (ver Figura 5) se aprecia la posible ruta de 

formación de t io les y t ioésteres que s iguen a lgunas cepas de levadura 

ce rvecera , en donde se propone la demet io lac ión de la met ionina o de sus 

der ivados (Perpéte et a l . , 2006) para una poster ior ester i f icación de metanot io l 

con g rupos A c i l - C o A provenientes del catabol ismo de otros aminoác idos , ác idos 

grasos libre y azúcares (Laundaud et a l . , 2008) .También se han cons iderado 

c o m o rutas de fo rmac ión de metanot io l la reducción del dimeti lsul furo (DMS) y 

la met í lac ión del H 2 S (Van Haecht y Dufour, 1995) . 
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Figura 5. Posibles rutas de generación de metanotiol y su esterificación para formación 
de tioésteres de acuerdo con Laundaud et a l . , (2008), Walker y Simpson (1993) y 
Matsui y Amaha (1981). 

3.8 Métodos de determinac ión de compues tos de azufre 

3.8.1 Anal í t icos 

Deb ido a su baja concent rac ión (en ocas iones t razas) y su alta volat i l idad, la 

medic ión de compues tos de azufre en cerveza ha sido un reto por varias 

décadas . 
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Numerosos han s ido ios intentos y la var iedad de estrategias ensayadas , desde 

los años cuarenta con la medic ión espectrofotométr ica con desarrol lo de color 

por medio del comple jo de p-rosani l ina - formaldehído para determinac ión de 

d ióx ido de azufre (Grant , 1947) , hasta la cromatograf ía de gases con 

detectores select ivos c o m o S C D 355 Sulfur Chemi luminescence Detector 

(Burmeinster et a l . , 1992) o P F P D Pulsed F íame Photometr ic Detector (Li et a l . , 

2008) . 

Los resul tados han s ido d iversos y su uti l idad dependerá de la precis ión que se 

requiera en las determinac iones y de la cant idad de compues tos que se 

pre tenda anal izar. Debido a la importancia de los compues tos de azufre en el 

sabor y a roma de la ce rveza , y su posible impacto en generac ión de notas 

sensor ia les indeseab les , un ef ic iente método para la determinac ión de éstos 

compues tos es requer ido. 

Los métodos cromatográf icos son los más adecuados para determinar 

compues tos de azufre en cerveza ya que permiten la separac ión de los 

componen tes indiv iduales. 

Los anál is is por cromatograf ía se pueden separar en tres grandes pasos : la 

preparac ión de la muest ra ( incluyendo muest reo) e inyecc ión, separac ión y 

detecc ión (Ga les , 2007) . 
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Para e¡ caso de cerveza la preparación de muest ra es mín ima , sin embargo 

deb ido a que los compues tos que se pretende cuant i f icar son a l tamente 

volát i les y se encuent ran en pocas cant idades, ex t remos cuidados deben 

tomarse durante el muest reo , para reducir las pérdidas por manejos 

inadecuados . Para muest ras ya embote l ladas o enlatadas habrá que 

mantener las a tempera tu ra de refr igeración (4°C) y sin abrir hasta el momen to 

del anál is is . Para el caso de muest ras de proceso habrá que colocar las 

inmed ia tamente en h ie lo, con los recipientes cerrados y si es necesar io 

remover só l idos, f i l trar o centr i fugar en refr igeración (Gales , 2007) . 

De las estrategias de muest reo más ut i l izadas están headspace y pu rga-

t r a m p a , también conoc ido c o m o headspace d inámico. A m b a s estrategias han 

dado resu l tados, depend iendo de los compues tos que sean de interés, ya que 

por medio de headspace solo se cuant i f ican los compues tos más volát i les 

mientras que purga- t rampa puede también atrapar aquel los con menor 

volat i l idad. 

En ambos casos hay que ser muy cu idadoso con la reacc iones de los anal i tos 

durante su mane jo , ya que los compuestos de azufre reacc ionan con faci l idad 

entre ellos y con meta les , por lo que cualquier contacto con superf ic ies 

metál icas puede al terar los resul tados. Se recomienda el uso de l íneas de 

tef lón o vidr io (Dercksen et a l . , 1996) o tratar las superf ic ies y válvulas con 

Si lcosteel o Sulf inert (marcas registradas de Restek Corporat ion) (Ga les , 

2007) . 
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Para la separac ión ef ic iente de compues tos de azufre se han uti l izado co lumnas 

capi lares (Burmeinster et a l . , 1992) y en a lgunos casos para lograr una 

resoluc ión mayor se ha recurr ido a combinac ión de co lumnas con di ferente 

polar idad (Hill y Sm i th , 2000) . 

Aún cuando se cuente con un detector con alta sensibi l idad para los 

compues tos de azuf re , también se ha exper imentado con accesor ios para 

concent rar la muest ra y poder cuanti f icar a niveles de t raza , la microextracc ión 

en fase sól ida (SPME) ha s ido uti l izada tanto para muest reo del l íquido c o m o 

para muest reo del headspace (Hill y Smi th , 2000) . 

3.8.2 Sensor ia les 

Los métodos sensor ia les de medic ión de cualquier compues to aromát ico se 

basan en la habi l idad de un grupo de catadores ent renados. 

Debido a que los compues tos de azufre son a l tamente volát i les y pueden ser 

perc ib idos por el ol fato humano a bajas concent rac iones, no resulta ext raño 

que muchos cerveceros s igan conf iando en la nariz de catadores cal i f icados 

para la eva luac ión de la cerveza (Carey y G r o s s m a n , 2006) . 

Los ca tadores pueden ser ent renados para identif icar la presencia o ausenc ia 

de un a roma en part icular (análisis cual i tat ivo), para ordenar un grupo de 

muest ras en base a la intensidad percibida de una nota aromát ica o para 

determinar la intensidad de un a roma o sabor en una escala cuant i tat iva 

(Mei lgaard et a l . , 1999) . 
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4 Objetivos 

4.1 Objet ivo genera l 

Evaluar anal í t ica y sensor ia lmente el efecto de var iables de proceso (mosto , 

cepa y viabi l idad de levadura) en la generac ión de compues tos de azufre en la 

producc ión de ce rveza . 

4 .2 Objet ivos especí f icos 

• Elaborar mostos exper imenta les con di ferencias signi f icat ivas de 

nutr ientes n i t rogenados (aminoácidos y amino n i t rógeno l ibres), en base 

a formulac iones fact ibles en la industr ia cervecera . 

• Diseñar un exper imento factor ia l , con niveles de eva luac ión , que 

generen t ratamientos reales en la e laboración de ce rveza . 

• Cuant i f icar los compues tos de azufre para cada t ra tamiento del d iseño 

exper imenta l en F2D (segundo día de fe rmentac ión) , FF (final de la 

fermentac ión) y R3D (tercer día de reposo) , por cromatograf ía de gases 

con detector de quimi lumin iscencia ( G C - S C D ) . 

• Determinar las var iables de mayor impacto y sus interacciones en la 

generac ión de compues tos volát i les de azufre durante la fe rmentac ión . 

• Ordenar por medio de un panel ent renado de ca tadores la intensidad 

percibida de compues tos aromát icos de azufre entre los t ra tamientos. 

• Anal izar la relación entre parámetros químico-anal í t icos y sensor ia les. 
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« Determinar , de l espect ro de condic iones ensayadas , aquel las que 

resul ten con mayores benef ic ios en el perfil sensor ia l respecto a 

compues tos azuf rados. 
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5 Materiales y Métodos 

5.1 D i s e ñ o e x p e r i m e n t a l 

En base a las cond ic iones de operac ión actuales en la industr ia cervecera , se 

d iseñó un exper imento factorial comple to con dos niveles de 3 factores (mosto , 

cepa y v iabi l idad de levadura) dando por resul tado 8 eventos los cuales fueron 

real izados por dup l icado. En la Tab la 2 se observan los niveles de cada factor. 

Tabla 2. Factores y niveles del diseño experimental 

Poster io rmente , con el objet ivo de evaluar d i rec tamente el efecto de cepa en 

una m isma ses ión sensor ia l se real izó un exper imento factor ial comple to de 

dos factores (mosto y cepa) , dando por resul tado 4 eventos los cuales fueron 

real izados por dup l icado. En este d iseño la v iabi l idad de la levadura se 

mantuvo en el nivel bajo para todos los t ra tamientos. 

5.2 Materiales 

5.2.1 Mosto 

Los mostos fueron e laborados con una concent rac ión de 17°P, en proceso 

batch de 5 Hl en la planta piloto de Cervecer ía Cuauh témoc Moc tezuma 

( C C M ) . La estrategia para lograr di ferente perfil de nutr ientes n i t rogenados 
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consist ió en manejar d i ferentes formulac iones en términos de porcentajes de 

mal ta y ad juntos. El uso de adjuntos (maíz, arroz, ent re otros) en la 

e laborac ión de mosto cervecero no aporta compues tos n i t rogenados. Se trata 

de a lmidones de alta pureza y a roma neutro . Por tanto son una fo rma ef ic iente 

de modi f icar los compues tos n i t rogenados, sin afectar el total de azúcares 

fe rmentab les (O 'Conno r -Cox y Ing ledew, 1989) . Ver Tab la 3. 

Tabla 3 . Formulación de mostos cerveceros experimentales. 

5.2.2 Levadura 

La levadura ut i l izada per tenece al género Saccharomyces t ipo lager y se 

ob tuvo de la planta p ropagadora de C C M (cepas 790 y 820) . A m b a s cepas 

fueron eva luadas entre la cuar ta y quinta generac ión . 

La v iabi l idad de la levadura se modi f icó var iando el t iempo y la tempera tura de 

a lmacenamien to de la levadura , desde su cosecha hasta la inoculación de los 

mos tos exper imenta les . 

Para obtener v iabi l idad baja la levadura se a lmacenó 18 horas a 18°C y para 

alta 4 horas a 4 °C . Mediante la técnica de microcult ivo (Método Y e a s t - 6 A S B C , 

ver apénd ice IV) se determinó el porcenta je de células con capac idad de 

reproducc ión para cada caso . 
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5.3 F e r m e n t a c i o n e s 

Las fermentaciones se realizaron en probetas de 2 L (ver Figura 6) con los 

mostos experimentales de 17 °P previamente descritos en la sección 5.2.1. El 

mosto se oxigenó a una concentración de 1 ppm por grado plato y se Inoculó 

con levadura a razón de 1.2 X 10 6 ce l /mL por grado plato. Durante las 

primeras 24 horas de fermentación la temperatura se mantuvo a 11±1°C, 

posteriormente se permitió libre ascenso hasta 16±1 °C manteniendo esta 

temperatura hasta completar los siete días de fermentación. 

Concluida la fermentación la levadura se colectó por decantación del producto 

y éste último fue reposado a 2±1°C por tres días. 

Figura 6. Condiciones experimentales de fermentación en probetas de 2 L, dentro de 
una incubadora de temperatura controlada. 
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5.4 M u e s t r e o y f r e c u e n c i a s 

5 .4 .1 M o s t o s 

Para la de terminac ión de amino ni t rógeno l ibre, carbohidratos y aminoác idos 

l ibres, los mostos exper imenta les se muest rearon como mosto frío en 

condic iones de ester i l idad. 

5 . 4 . 2 F e r m e n t a c i o n e s 

En el caso de las fe rmentac iones todos los muést reos se real izaron por 

decantac ión del p roducto en campana de f lujo laminar para mantener 

condic iones de ester i l idad, la f recuencia de muest reo se indica en la Tab la 4 . 

Tabla 4. Parámetros evaluados y frecuencias de muestreo durante la fermentación y 
reposo. Segundo día de fermentación (F2D), tercer día de fermentación (F3D), final de 
fermentación, séptimo día (FF) y tercer día de reposo (R3D). 

Para todas las determinac iones químico-ana l í t i cas , las muest ras fueron 

manten idas a -20°C hasta su anál is is. En el caso de Anál is is Sensor ia l y la 

determinac ión de células en suspens ión las muest ras fueron anal izadas el 

m ismo día de mues t reo . 
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5 .5 M é t o d o s d e a n á l i s i s 

5 .5 .1 A m i n o n i t r ó g e n o l ib re ( F A N ) 

Para la de terminac ión del conten ido de FAN en los mostos , se emp leó el 

protocolo in ternacional descr i to en los métodos de análisis Wor t -12 de la 

A S B C (Amer ican Society of Brewing Chemis ts , 1992) . Este método determina 

aminoác idos , amon iaco y en a lgún grado a -amino ni t rógeno en grupos 

termina les de pépt idos y proteínas. La prol ina no es cuant i f icada en ningún 

g rado a la longi tud de onda usada . La metodología se descr ibe en el Apénd ice 

I. 

5 . 5 . 2 A m i n o á c i d o s l i b res 

Los aminoác idos l ibres del mosto y de final de fermentac ión se determinaron 

por el mé todo A c c Q T a g Wate rs , el cual consiste en una técnica de 

der ivat izac ión usando react ivo A c c Q Flour (6 -aminoqu ino ly l -N-

hydrox isucc in imidy l ca rbamato , A Q C ) , separac ión de der ivados por H P L C (High 

Per fo rmance Liquid Chromatography) fase reversa y cuant i f icación por detector 

de f luorescenc ia . 

El react ivo A c c Q Flour convier te los aminoác idos en der ivados estables y 

f luorescentes a 395 n m (Waters A c c Q Tag Chemist ry Package Instruct ion 

M a n u a l , 1993) . Los detal les de la técn ica se incluyen en el Apénd ice II. 
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5.5.3 C a r b o h i d r a t o s 

Los carboh idra tos de los mostos exper imenta les fueron determinados por 

c romatogra f ía de l íquidos de alto desempeño (HPLC, por sus siglas en inglés) , 

metodo logía adap tada del mé todo internacional descr i to en Wor t -14 de los 

Métodos de Anál is is de la Amer i can Society of Brewing Chemis ts (Methods of 

Ana lys is A S B C , 1992) , la técn ica comple ta se incluye en el Apénd ice III. 

5 . 5 . 4 V i a b i l i d a d d e L e v a d u r a 

La v iabi l idad de la cepa de levadura se determinó por la técnica de microcult ivo 

del proced imiento Yeas t -6 de los Métodos de Anál is is de la Amer i can Society of 

Brewing Chemis ts (Methods of Analys is A S B C , 1992) . Esta técnica determina la 

cant idad de célu las v iab les, eva luando la habi l idad de reproducc ión de la 

levadura , la descr ipc ión de la metodología se encuent ra en el Apénd ice IV. 

5 . 5 . 5 C o m p u e s t o s d e A z u f r e 

La determinac ión de compues tos de azufre se real izó por el método 

c romatogra f ía ) de headspace con detector de quimi lumin iscencia para 

compues tos azuf rados ( S C D , por sus siglas en inglés). La metodología consiste 

en una adecuac ión de lo propuesto por Burmeinster et a l . (1992) y Métodos de 

Anál is is de Amer i can Society of Brewing Chemis ts (Methods o f Analys is A S B C , 

1992) . En el Apénd ice V se descr ibe la técnica a detal le. 
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5,5.6 A n á l i s i s S e n s o r i a l 

El anál is is sensor ia l se realizó con un panel de 8 catadores ent renados en la 

de tecc ión de compues tos de azufre. Por medio de una prueba de ordenamiento 

de in tens idad perc ib ida , los catadores otorgaron la pr imera posic ión a la 

muest ra que perc ib ieran con mayor intensidad de compues tos de azuf re , la 

segunda a la s igu iente y así suces ivamente (Mei lgaard et a l . , 1999) . 

Se eva luaron 3 lotes de 4 muest ras . Un pr imer lote para la cepa 790 , el 

segundo para cepa 820 y el tercero resul tado del segundo exper imento en 

donde se eva luaron las cepas y los mostos de jando constante la vi tal idad de 

levadura . 

En todos los casos la p rueba sensor ia l se real izó por dup l icado. El serv ido se 

apegó a las buenas práct icas sensor ia les de orden de presentación aleator io 

con ident i f icación de vasos usando números aleator ios de t res dígi tos (Pedrero 

y P a n g b o r n , 1989) . 

5 . 5 . 7 P a r á m e t r o s F e r m e n t a t i v o s 

Existen parámet ros que de fo rma habitual se moni torean en una fermentac ión 

cervecera (conteo de células en suspens ión , d iacet i lo, porcenta je a lcoho l , 

ext racto aparen te , esteres y a lcoholes de fusel) por lo que se consideró 

impor tante determinar los para asegurar el buen desempeño de las 

fe rmentac iones , las técn icas ut i l izadas se detal lan en el Apénd ice V I . 
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5.5.8 C o n t r o l M i c r o b i o l o g í a ) 

Al f inal de ¡a fe rmentac ión , cada t ratamiento fue anal izado en los medios 

D U B A y M R S (Methods of Analysis A S B C , 1992) para asegurarnos que las 

fe rmentac iones se l levaron a cabo l ibre de contaminac ión microb io lóg ica, ya 

que la presenc ia de bacter ias a jenas puede causar interferencia en la 

generac ión de los compues tos aromát icos propios de la fe rmentac ión. 

5 . 5 . 9 A n á l i s i s E s t a d í s t i c o s 

Para determinar di ferencias signif icat ivas entre los mostos se real izó una 

prueba t -S tudent para cada aminoác ido y se apl icó el método para múlt iples 

pruebas de Ben jamin -Hochberg (Benjamini y Hochberg , 1995) . 

Los resul tados químico analí t icos de compuestos de azufre y volát i les 

provenientes del d iseño factorial 2 3 y 2 2 fueron anal izados usando el sof tware 

Min i tab™ vers ión 14. 

Los resul tados de las pruebas sensor ia les de ordenamiento y su relación con 

los resul tados químico anal í t icos se anal izaron por medio del paquete 

BradleyTerry2 vers ión 0.9-1 y qvcalc vers ión 2.10.0 para la implementac ión 

del mode lo de Mal lows-Brad ley-Ter ry (MBT) en el p rograma estadíst ico R 

vers ión 2.10.0 (Fir th, 2005) . 

El mode lo Bradley Ter ry (BT) calcula habi l idades para construi r probabi l idades 

de ganar en una competenc ia de pares. Mal lows extendió el mode lo para 
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incluir rank ings {Critchlow y Fl igner, 1991) , con fo rmando el mode lo MBT. En el 

mode lo M B T se propone descomponer el ranking en comparac iones por pares y 

se a s u m e que cada comparac ión es independiente. En base a las habi l idades 

es t imadas , es posib le determinar un ranking verdadero. El mode lo M B T , como 

un mode lo l ineal genera l izado puede uti l izase para anal izar un d iseño factor ial 

y una relación l ineal ent re covar iables especí f icas. 
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6 Resultados y Discusión 

6.1 N u t r i e n t e s d e l mosto 

Los mostos exper imenta les fueron anal izados para determinar sus niveles de 

nutr ientes n i t rogenados (FAN y aminoác idos l ibres) y a lgunos otros anál isis de 

rut ina. Para los parámet ros de interés en esta invest igación los anál is is se 

real izaron por dup l icado. Se encontraron di ferencias signif icat ivas de FAN y 

aminoác idos l ibres tota les, c o m o se puede ver en la Tab las 5 y 6. 

El resto de los parámet ros cumpl ió con los niveles t íp icos, para l levar a cabo 

una fermentac ión cervecera . 

Tabla 5. Resultados analíticos generales de los mostos experimentales. 

*valor p < 0.05 
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Tabla 6. Perfil de aminoácidos de mostos experimentales. 

*Valor obtenido de la prueba t-Student por aminoácido. 

El FAN es cons iderado una medic ión genera l para determinar el n i t rógeno 

disponib le para la levadura. Debido a que se trata de un anál isis senci l lo se 

recurre a él f recuentemente . Sin embargo debe tomarse con precaución ya que 

los niveles de FAN no def inen las cant idades individuales de aminoác idos del 

mos to , lo cual a fecta la fermentac ión y el sabor de la cerveza (Carey y 

G r o s s m a n , 2006) . Se ha repor tado que niveles de mín imo 100 m g / L de FAN 

en el mos to , son necesar ios para mantener saludable a la levadura y lograr 

ve loc idades de fermentac ión t ípicas (O 'Connor -Cox y Ing ledew, 1989) . Sin 

embargo estudios real izados por Cañamar , (2007) demuest ran que para 

mostos de 17°P, se requieren niveles mayores a 131 m g / L de F A N . 

Concent rac iones iguales o menores a d icho nivel generan un incremento en la 
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producc ión de d icetonas vec inaies. Una d icetona vec inal , es el diacet i lo. Su 

típico a roma a mantequi l la causa afectac iones en al a roma y sabor de la 

ce rveza (Mei lgaard , 1981) . 

Los niveles de FAN logrados en los mostos exper imenta les se ubican en rangos 

adecuados para cumpl i r con los parámetros básicos de la fe rmentac ión . 

Tamb ién se conf i rmó que di ferencias en los perfi les de aminoác idos no 

presentan efecto en la fermentabi l idad de los mos tos , lo cual es consis tente 

con reportes de otros autores (Edney y Langre l l , 2005) . Los valores obtenidos 

de extracto aparente en este estudio osci laron entre 4.2 y 4 .5 % en peso sin 

d i ferencia signi f icat iva entre t ra tamientos. Por tanto la a tenuac ión de extracto 

para generac ión de a lcohol no sufr ió cambios deb ido al mosto . Por d icha razón , 

evaluar el d e s e m p e ñ o de la fe rmentac ión ún icamente en abat imiento de °P no 

es suf ic iente para expl icar cambios de perf i les de sabor (Bamfor th , 2003) . 

Para aminoác idos l ibres, la prueba t -Student resultó signif icat iva al 95 % de 

con f ianza , para la mi tad de los aminoác idos eva luados y para el conten ido total 

(ver Tab la 6 ) . Para determinar di ferencias en los porcenta jes de cada 

aminoác ido con respecto al to ta l , se apl icó la prueba de Ben jamin i -Hochberg , 

con el objet ivo de minimizar los fa lsos posi t ivos entre los posi t ivos detec tados 

(Ur rea , 2009) . De esta manera los aminoác idos con di ferencia 

es tadís t icamente signif icat iva entre los mostos fue ron : arg in ina, ác ido 

aspár t ico , g l ic ina, ác ido g lu támico , ser ina y t reon ina , ver Figura 7. 
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Figura 7. Comparación de perfil de aminoácidos libres de mostos experimentales, 
expresados como porcentajes del total. Los aminoácidos con asterisco (*) son los que 
presentan diferencias significativas entre los mostos de acuerdo a la prueba de 
Benjamini-Hochberg, a = 0.05. 

Los aminoác idos de interés, en la ruta de compues tos azuf rados, que 

resul taron con di ferencia signif icat iva en ambas pruebas ( t -Student y 

Ben jamin i -Hochberg) fueron ácido aspár t ico, ser ina, ác ido g lu támico, gl icina y 

t reon ina. 

En esta invest igac ión, la estrategia uti l izada para la generac ión de mostos 

d i ferenciados en nivel de nutr ientes n i t rogenados impl icó el uso de adjuntos y 

la reducc ión de porcenta je de malta en la formulac ión. Esto generó una 

per turbación en el balance de aminoác idos . Por tanto , se puede esperar una 
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afectac ión en ia generac ión de compues tos aromát icos durante ia fermentación 

(Bamfor th , 2003) . E n cervezas e laboradas 100 % con mal ta se ha reportado 

que el perfil de aminoác idos es similar. Sin embargo también se ha visto que 

los niveles de aminoác idos en el mosto dependen de la var iedad de c e b a d a , de 

las cond ic iones de mal teo y de los parámetros de macerac ión (O 'Connor -Cox y 

Ing ledew, 1989) . 

Los aminoác idos l ibres presentes en el mosto son la mayor fuente de ni t rógeno 

asimi lable por las levaduras cerveceras (Pat terson e Ing ledew, 1999; 

O 'Conno r -Cox e Ing ledew, 1989) . El perfil de éstos y sus rutas de asimi lación 

han s ido es tud iados en var ios exper imentos (Perpéte et a l . , 2005) . En genera l 

pueden refer i rse cuatro grupos de as imi lac ión. Los aminoác idos 

cor respond ien tes al g rupo A se absorben de manera inmediata y son casi 

to ta lmente consum idos , mientras que los del g rupo D son absorb idos muy 

l igeramente. S in e m b a r g o se ha visto que esos cuatro grupos pueden tener 

camb ios at r ibuidos a c e p a , condic iones de fermentac ión y manejo de la 

levadura previo a la inoculación (Gibson et a l . , 2009) . Por e jemplo ser ina y 

t reonina son cons is ten temente cons iderados en el g rupo A , pero la met ionina 

a lgunos la ub ican en el g rupo A y otros en el g rupo B (Perpéte et a l . , 2005) . 

La eva luac ión de aminoác idos l ibres al f inal de la fermentac ión demost ró que 

los aminoác idos de los grupos A y B son práct icamente agotados por la 

l evadura ; repor tándose valores t raza o no detectab les (datos no most rados) , 

para todos los t ra tamientos. Los aminoác idos con mayor cant idad residual al 
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f inal de la fe rmentac ión fueron alanina y t i rosina (ambos del g rupo C) y prolina 

(grupo D ) . 

Se ha documen tado que el enr iquec imiento del mosto con aminoác idos 

especí f icos puede al terar la formación de compues tos azuf rados. Se han 

encont rado resul tados d iversos y en ocas iones contradictor ios. Genera lmente 

el exceso de c isteína incrementa la producc ión de H 2 S (Vermeulen et a l . ,2005) . 

En a lgunas cepas la adic ión de met ionina d isminuye la generac ión de H 2 S , pero 

en otras la aumen ta (Duan y Roddick , 2004) . Los aminoác idos que no 

cont ienen azuf re en su es t ruc tura , pero que fo rman parte de la ruta metábol ica 

de aminoác idos azuf rados como ser ina y t reon ina, inf luyen en los niveles de 

H 2 S . La ser ina es cons iderada una buena fuente de ni t rógeno y por ser 

precursor de met ion ina contr ibuye a la inhibición de la ruta de reducción de 

sul fato (Vermeu len et a l . , 2005) . La t reonina part ic ipa en la d isminuc ión de 

homoser ina por medio de la represión por retroal imentación de la 

aspar toqu inasa lo cual l ibera la ruta de formación de met ionina y por ende el 

aumen to de H 2 S (Vermeulen et a l . , 2 0 0 5 ; Boul ton y Q u a i n , 2003) . 

Ser ina y t reon ina , son aminoác idos con efecto en la generac ión de compues tos 

de azu f re , que resul taron con di ferencias estadís t icamente signi f icat ivas, entre 

los mostos exper imenta les . El mosto 2 presentó mayor concentrac ión de 

ambos . Estudios previos (Vermeulen et a l . , 2005) indican que la ser ina reduce 

la generac ión de H 2 S , mientras la t reonina t iende a favorecer su aumen to 

(Vermeu len et a l . , 2 0 0 5 ; Boul ton y Q u a i n , 2003) . La di ferencia de ser ina entre 
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los mos tos , es proporc iona lmente mayor con respecto a la diferencia de 

t reon ina . Lo cual puede expl icar el efecto favorable de la ser ina, en la 

d isminus ión de compues tos azuf rados, que se detal lará en la secc ión 6.2 

(Evaluac ión químico-ana l í t i ca) . Los estudios real izados con mostos 

enr iquec idos (Duan y Rodd ick , 2004) e levan la cant idad de aminoác idos a 

concent rac iones práct icamente imposib les de lograr de manera natura l , lo cual 

compl ica ia generac ión de conc lus iones contundentes sobre las 

concent rac iones indiv iduales de aminoác idos l ibres necesar ias para opt imizar el 

resul tado aromát ico de una fe rmentac ión . 

6.2 Evaluación químico analítica 

En la determinac ión de compues tos de azufre se lograron cuant i f icar cuatro 

c o m p u e s t o s : ác idos sulfhídr ico ( H 2 S ) , metanot io l ( C H 3 S H ) , dimet i lsul furo 

(DMS) y meti l t ioacetato (MetSAc) . En las di ferentes e tapas eva luadas y 

t ra tamientos , so lamente se encontraron di ferencias signi f icat ivas en las 

concent rac iones de H 2 S y Me tSAc . En las Figuras 8 y 9 se aprecia la producción 

de H 2 S y Me tSAc . A m b a s cepas para todos los t ra tamientos, en las t res e tapas 

de proceso eva luadas : segundo día de fermentac ión (F2D) , f inal de 

fe rmentac ión (FF) y tercer día de reposo (R3D) . 
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Figura 8. Concentración de acido sulfhídrico medido en F2D, FF y R3D para ambas 
cepas todos los tratamientos: MI 18H (Mosto 1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H 
(Mosto 2 Viabilidad 18°C - 18 horas), MI 4H (Mosto 1 Viabilidad 4°C - 4 horas) y M2 
4H (Mosto 2 Viabilidad 4°C - 4 horas). 

Ai anal izar los datos c o m o un análisis factorial 2 3 para la var iable de sal ida H 2 S , 

se observó que ios tres factores principales eva luados, y las interacciones 

donde se involucra la c e p a , presentaron efecto signif icat ivo en F2D. Para el 

caso de FF , el factor pr incipal de cepa , resultó signif icat ivo además de dos 

in teracc iones. En R3D so lamente se aprecia a la cepa c o m o factor con efecto 

signif icat ivo (ver en Tab la 7 va lores-p obten idos) . Se ha reportado que a lgunas 

cepas son cons tan temente mayores productoras de sul fures con respecto a 

otras (Rauhut , 2 0 0 9 ; Walker y S impson , 1993 ; Owades y P lam, 1988) . 
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En la Figura 8 se puede observar las concentrac iones de H 2 S para cada cepa y 

cada uno de los t ra tamientos. La cepa 820 en F2D presenta una pobre 

producc ión de H 2 S en comparac ión de la cepa 790. F ina lmente , en R3D la 

fe rmentac ión con la cepa 820 exh ibe mayor concentrac ión de dicho 

compues to . 

En FF la cepa 820 aparece con mayor cant idad de H 2 S para el t ra tamiento M I 

1 8 H , lo cual indica que un mosto pobre en conten ido de compues tos 

n i t rogenados, fe rmentado con cepa 820 nos l leva a concent rac iones mayores 

de H 2 S . Lo anter ior se ve respa ldado estadíst icamente por los p-valores del 

factor cepa y la interacción cepa*mos to *v iab i l i dad . De acuerdo a lo repor tado 

por Rauhu t , (2009) y L inderho lm, et a l . (2008) , bajo ciertas cond ic iones, 

espec ia lmente la insuf ic iente cant idad de fuentes de n i t rógeno, se genera un 

exceso de sulf i to el cual es l iberado y convert ido espon táneamente a sulfuro 

deb ido a la condic iones reductoras de una fermentac ión a bajo p H . 

Ad ic iona lmente , la formación de H 2 S se relaciona con el metabo l ismo de azufre 

y n i t rógeno de la levadura. Cuando suf ic iente ni t rógeno está presente en el 

mos to , los precursores de met ionina y c isteína (O-acet i l ser ina y O-acet i l 

homoser ina) es tarán d isponib les para secuestrar el ion HS". Si el n i t rógeno es 

l imi tado, insuf ic ientes precursores están disponibles y el H 2 S libre se acumula 

en la célu la y se l ibera al medio (Laundaud et a l . , 2008) . 
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Tabla 7. Valor-p para los efectos principales e interacciones para H 2 S y MetSAc. 

Valores < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza. 

El e fec to de cepa en la producc ión de H 2 S , fue el de mayor impac to , deb ido a 

que presentó va lores signi f icat ivos en las t res etapas eva luadas (F2D , F7D y 

R 3 D ) , lo anter ior se respalda con los estudios de expresión génica real izados a 

la levadura en un estud io paralelo a esta invest igación. Se demost ró una 

d i ferencia signi f icat iva entre cepas , en los niveles de expres ión de var ios genes 

invo lucrados en la ruta de asimi lac ión del sul fato (Lea l , 2010) . 

La cepa 790 cuando fe rmenta con Mosto 1 mostró mayor expres ión del gen 

M E T 4 , el cual regula a nivel t ranscr ipcional la maquinar ia de asimi lación de 

sul fato. Los genes que se sobre expresaron en la ruta fueron aquel los que se 

encuent ran poster ior a la generac ión del sul furo ( M E T 2 5 , M E T Í 3 , M E T 6 y 

MHT1) y M E T 2 que part ic ipa en la formación de O-acet i l - homoser ina (ver 
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Figura 9) prerrequis i to para formación de homocis te ína (Thomas y Surd in -

Ker jan, 1997) . 

Lo anter ior sugiere que d icha cepa , se adapta con faci l idad a los niveles de 

nutr ientes del mos to . Act iva su maquinar ia genét ica para generar enz imas que 

contr ibuyan a la incorporación de esquele tos carbonados , capaces de absorber 

el su l furo, de tal manera que éste no se acumule en el medio (Lea l , 2010) . 

Figura 9. Esquema con incorporación de los genes con diferencias de expresión, según 
estudio de Leal (2010). Rutas de asimilación de sulfato, reducción a sulfito y sulfuro y 
su incorporación en aminoácidos de acuerdo con Thomas y Surdin-Kerjan (1997), 
Vermeulen et al.,(2005) y Rauhut (2009). 

La cepa 820 en el tercer día de fermentac ión introduce en mayor cant idad 

sulfato a la ruta deb ido a la sobreexpres ión del gen M E T 3 , el cual genera la 

enz ima que catal iza el pr imer paso para la act ivación del sulfato intracelular. A 
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di ferencia de ia cepa 7 9 0 , no es capaz de sobre expresar genes que eviten la 

acumulac ión de H 2 S (Lea l , 2010) 

Ad ic iona l al e fecto de c e p a ; Lea l , (2010) reportó una interacción c e p a * m o s t o 

en la expres ión de a lgunos genes . La cepa 820 fermentando con Mosto 2 

most ró una expres ión mayor de los genes S E R 2 y C Y S 4 (ver Figura 9 ) , ambos 

invo lucrados en la ruta para formación de cisteína (L inderholm et a l . , 2008) , 

M H T 1 responsable de la remet i lación en el equi l ibr io de S-adenosi l met ionina y 

M E T 3 1 involucrado en la regulación t ranscr ipcional de genes de la ruta de 

as imi lac ión de sul fato (MET3 y MET14) y pe rmeasas de met ionina (Bla iseau et 

a l . , 1997) . La cepa 790 fe rmentando con Mosto 1 expresa en mayor cant idad 

S E R 2 , C Y S 4 y M E T 3 2 (misma función que M E T 3 1 ) . 

El gen C Y S 4 codi f ica para la enz ima cistat ionina B s intasa y se ha suger ido que 

la ser ina ac túa c o m o un contro lador en la síntesis de S-adenosi l met ion ina ; de 

es ta m a n e r a , la d i ferencia signif icat iva de conten ido de ser ina en el Mosto 2 

muy p robab lemente p romueve la act ivación de C Y S 4 para producir 

c is tat ion ina, a lgunos autores han menc ionado que la sobre expres ión de C Y S 4 

d isminuye el conten ido de H 2 S en la fermentac ión de cepas cerveceras 

(L inderholm e t a l . , 2008) . 

En estud ios anter iores, real izados con la cepa de levadura 8 2 0 , se demost ró 

que en condic iones de estrés por restr icción ca lór ica, d icha cepa expresa en 

mayor cant idad genes involucrados en la generac ión de compues tos de azufre 
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( D a m a s , 2008) . Q u e d a de manif iesto que las var iables cepa y mosto resultan 

de alto impacto en la expres ión génica para la regulación en el metabol ismo de 

azuf re (Boul ton y Q u a i n , 2003) . 

Para el caso de MetSAc , en F2D los factores pr incipales de mosto y c e p a , 

a d e m á s de la interacción M o s t o * C e p a resultan signi f icat ivos. Esto se mant iene 

para FF . F ina lmente en R3D los factores a l tamente signif icat ivos son mosto y 

c e p a , aunque se observa un valor con efecto signif icat ivo en la vi tal idad y en la 

in teracc iones de M o s t o * C e p a y V i ta l i dad*Cepa (ver Tab la 7 para los va lo res-p 

obten idos) . 

En la Figura 10 se observa c laramente que los t ra tamientos con Mosto 1 

generaron mayor cant idad de Me tSAc para ambas cepas , y la cepa 820 es 

ev iden temente la mayor productora . 

Según estudios de Walker y S impson (1993) , las cepas t ipo lager son 

s igni f icat ivamente mayores productoras de H 2 S , C H 3 S H y Me tSAc en 

comparac ión con las t ipo a le , ad ic iona lmente se cuenta con la teoría respecto a 

la producc ión en t á n d e m de los t res compues tos menc ionados (Casey , 2007) . 

El C H 3 S H requer ido para la fo rmac ión de MetSAc puede generarse 

d i rec tamente de la met i lac ión de H 2 S , por la reducción de D M S (Van Haecht y 

Dufour , 1995) , o por la ruta cataból ica de met ionina en donde puede ocurrir 

una demet io lac ión d i rec tamente de met ion ina, o de los compues tos der ivados 

c o m o el ác ido 4-met i l t io-2-oxibut í r ico (Laundaud et a l . , 2008 ; Perpéte et 

a l . ,2006) . 
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M2 18H 

MI 4H 

• M2 4H 

Figura 10. Concentración de metií-tioacetato medido a F2D, FF y R3D para ambas 
cepas, todos los tratamientos: MI 18H (Mosto 1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H 
(Mosto 2 Viabilidad 18°C - 18 horas), MI 4H (Mosto 1 Viabilidad 4°C - 4 horas) y M2 
4H (Mosto 2 Viabilidad 4°C - 4 horas). 

Se ha demos t rado que el Me tSAc se sintet iza durante la fermentac ión por 

acc ión de la levadura (Walker y S impson , 1993) , y al ser qu ímicamente un 

t ioéster, se p resume que proviene de una reacción enz imát ica entre un t io l , 

c o m o el C H 3 S H , con aceti l C o A . Dicha reacción ocurre como un mecan ismo de 

defensa hacia la tox ic idad de los t io les, que afecta la v iabi l idad de la levadura 

(Matsui y A m a h a , 1981) . 

A lgunos grupos de invest igación han real izado esfuerzos por identif icar 

especí f icamente el gen responsable de la demet io lac ión , por medio de la 

c lonación de var ios genes mutantes y putat ivos, desafor tunadamente sin éxi to. 
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Se ha propuesto que la formación de la enz ima demet io lasa depende de varios 

genes y que quizás la construcc ión de cepas con varias mutac iones pueda dar 

la respuesta (Perpete et a l . , 2006) . En este caso podemos decir que ambas 

cepas t ienen la habi l idad de producir Me tSAc . El compues to es detec tado en las 

d i ferentes e tapas de la fe rmentac ión , s iendo la cepa 820 la mayor p roductora , 

pr inc ipa lmente en los t ra tamientos real izados con el mosto de menor cant idad 

de compues tos n i t rogenados. Lo cual respalda la teor ía de producc ión en 

tándem de H 2 S , C H 3 S H y MetSAc (Casey, 2007) . Sin embargo , debe existir 

otra fuente de producc ión de C H 3 S H que p romueva la formación de Me tSAc ya 

que los t ra tamientos M I 18H y M I 4 H presentan cant idades s igni f icat ivamente 

d i ferentes de H 2 S en FF. Los niveles de MetSAc práct icamente son iguales 

tanto en FF c o m o en R 3 D , lo cual nos l leva a pensar que el ca tabo l ismo de 

met ion ina es una ruta que contr ibuye a la formación de C H 3 S H deb ido al 

requer imiento de ác ido a-cetobut í r ico, el cual es un impor tante esque le to de 

carbono para producc ión de otros aminoác idos (Laundaud et a l . , 2008) . 

Ad ic iona lmente , deb ido a que la demet io lac ión es a l tamente depend ien te de 

cepa (Perpéte et a l . , 2006) se p resume que la cepa 820 expresa en mayor 

proporc ión los genes responsables de dicha reacc ión. 

El C H 3 S H fue eva luado en F 2 D , FF y R3D manten iendo valores entre 0.9 y 1.2 

ppb sin d i ferencia signif icat iva entre los t ratamientos. Aparen temente el 

conten ido de este compues to en el l íquido es constante . Sin emba rgo , d ichos 

va lores tamb ién podrían expl icarse por la alta volat i l idad del compues to , que 

resulta ar rast rado fác i lmente por el C 0 2 , además de ser consumido en la 
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reacc ión enz imát ica de ester i f icación para formar MetSAc (Waiker y S impson , 

JL ^ * 

Simi la rmente Mi rac ie , et al (2005) , reporta concent rac iones de C H 3 S H entre 

0.5 - 1.0 ppb al eva luar fe rmentac iones cada 24 horas hasta el sépt imo día de 

p roceso , mientras que el Me tSAc comienza c o m o no detectable y va 

a u m e n t a n d o durante el p roceso . 

Para el caso del exper imento factor ial 2 2 , la medic ión de H 2 S y Me tSAc se 

real izó al f inal de la fe rmentac ión y al tercer día de reposo. Esto cor responde 

tamb ién a la f recuenc ia de las eva luac iones sensor ia les. En la Figura 11 se 

observa el compor tamien to para a m b a s cepas . Para el caso de H 2 S las 

d i ferencias no son ev identes aunque si existen a lgunos factores 

es tadís t icamente signi f icat ivos (ver Tab la 8). Sin embargo para el caso de 

Me tSAc los factores de mayor impacto se conf i rman c o m o el mos to y la cepa 

con va lo res-p a l tamente signi f icat ivos. 

Tabla 8. Valor-p para efectos principales e interacciones de experimento 2 Z , para H 2 S y 
MetSAc al FF y R3D. 

Valores < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza. 
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Figura 11. Concentración de H 2 S (A) y MetSAc (B) al FF y R3D para ambas cepas en 
el experimento 2¿, MI 18H (Mosto 1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H (Mosto 2 
Viabilidad 18°C - 18 horas). 
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6 . 3 V i a b i l i d a d d e l e v a d u r a 

Las cond ic iones de a lmacenamiento de la levadura previo a la inoculac ión, para 

lograr d i ferentes grados de v iabi l idad, generaron niveles mayores ai 9 0 % de 

célu las con habi l idad de reproducción para las dos cepas de levadura y ambos 

t ra tamientos (ver Tab la 9 ) . 

Tabla 9. Porcentajes de células viables, posterior al tratamiento. 

Se ha observado que una reducción en la viabi l idad y vi tal idad de la levadura 

puede ocas ionar que a lgunos parámetros de la fermentac ión c o m o : f locu lac ión, 

a tenuac ión de °P , n iveles de díacet i lo, aceta ldehído y S 0 2 , se vean afectados. 

Esto puede atr ibuirse al daño que sufren las permeasas de aminoác idos 

(pr inc ipalmente de los grupos B y D) deb ido a los bajos niveles de g l icógeno. 

Cons iderando que la met ionina a lgunos autores la indican como del grupo B 

(Perpéte et a l . , 2005 ) , la compl icac ión de la ent rada de d icho aminoác ido a la 

célula puede act ivar la ruta de reducción de sulfato generando compues tos de 

azuf re . C a b e menc ionar que las condic iones para lograr d i ferencias en la 

v iabi l idad repor tadas en la l i teratura (Pickerel l et a l . , 1991) son más agresivas 

(25°C y t i empos de a lmacenamiento de hasta 24 horas) que la ensayadas en 

este es tud io . Por lo tanto resulta coherente que los efectos atr ibuidos a la 

v iab i l idad, en la generac ión de compues tos azuf rados hayan sido de bajo 

impacto . 
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La levadura , al f inal izar la fe rmentac ión , presentó valores de viabil idad 

super iores al 9 0 % de células v iables, lo cual se cons idera un valor aceptable en 

la industr ia cervecera (Gales , 2007) . No se detectaron di ferencias signif icativas 

de viabi l idad entre las fermentac iones real izadas con mosto 1 en comparac ión 

con las de mos to 2 (datos no most rados) . Lo anterior conf i rma que los niveles 

de compues tos n i t rogenados en los mostos fueron suf ic ientes; para el 

a d e c u a d o desempeño de la levadura , en los parámetros básicos de la 

fe rmentac ión (porciento de alcohol y extracto aparente) . 

6 . 4 Evaluación Sensorial 

Las pruebas de ordenamiento por intensidad de a roma de compues tos de 

azuf re se real izaron para cada cepa por separado. Se realizó el cálculo de 

habi l idades ut i l izando el mode lo M B T , una habi l idad es un componen te 

ut i l izado para predecir la probabi l idad de ganar una posic ión en el rank ing. 

Los ca tadores fueron ent renados para evaluar como compues tos de azufre los 

a romas de huevo podr ido, drena je , vegeta les podr idos, hule q u e m a d o y 

cebol la (Laundaud et a l . , 2008 ; Me i lgaard , 1981) . 

En la Figura 12 se muest ran las habi l idades calculadas para la cepa 790 , para 

cada t ra tamiento con sus respect ivos cuasi intervalos s imul táneos de conf ianza 

al 9 5 % . Los resul tados sug ieren que no existe di ferencia signif icat iva en la 

in tensidad perc ib ida de compues tos de azufre de las muestras eva luadas. 
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Para la cepa 820 , en la Figura 13, se observan di ferencias signif icat ivas en las 

habi l idades es t imadas con los cuasi- intervalos de conf ianza s imul táneos al 

9 5 % de conf ianza. El t ratamiento M i 18H fue el que obtuvo una mayor 

habi l idad segu ida de M I 4H con habi l idades simi lares para M2 4 H y M2 18H. Lo 

anter ior se interpreta como que el mosto 1 fe rmentando , con levadura 

a lmacenada a 18°C por 18 horas y levadura 820 , produce s igni f icat ivamente 

una mayor cant idad de compuestos azuf rados, lo cual es c laramente 

dist inguido por ios catadores. 

Figura 12. Habilidades de ordenamiento con cuasi-intervalos de confianza simultáneos 
tomando como inicial MI 4H (centrado en cero), para cepa 790 en FF. MI 18H (Mosto 
1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H (Mosto 2 Viabilidad 18°C - 18 horas), MI 4H 
(Mosto 1 Viabilidad 4°C - 4 horas) y M2 4H (Mosto 2 Viabilidad 4°C - 4 horas). 
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Para el tercer día de reposo , los resul tados de las pruebas de ordenamiento 

presentan compor tamien to simi lar a FF. Para la cepa 790 no es posible 

determinar un rank ing signi f icat ivo, lo cual indica que los catadores no 

perc iben d i ferencias c laras de intensidad de compues tos azufrados entre las 

mues t ras eva luadas . Caso di ferente a la cepa 820 , en donde resulta 

s igni f icat iva la di ferencia entre muest ras , s iendo la M I 18H la de mayor 

in tens idad perc ib ida de compues tos azuf rados (ver Figuras 14 y 15). 

Figura 13. Habilidades de ordenamiento con cuasi-intervalos de confianza simultáneos 
tomando como inicial MI 4H (centrado en cero), para cepa 820 en FF. MI 18H (Mosto 
1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H (Mosto 2 Viabilidad 18°C - 18 horas), MI 4H 
(Mosto 1 Viabilidad 4°C - 4 horas) y M2 4H (Mosto 2 Viabilidad 4°C - 4 horas). 
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Figura 14. Habilidades de ordenamiento con cuasi-intervalos de confianza simultáneos 
tomando como inicial MI 4H (centrado en cero), para cepa 790 en R3D. MI 18H 
(Mosto 1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H (Mosto 2 Viabilidad 18°C - 18 horas), 
MI 4H (Mosto 1 Viabilidad 4°C - 4 horas) y M2 4H (Mosto 2 Viabilidad 4°C - 4 horas). 

Debido a que el catador se fat iga y con ello puede reducir cons iderab lemente 

su d e s e m p e ñ o , las pruebas de ordenamiento no se cons ideraron adecuadas 

para más de 4 muest ras . Ad ic iona lmente , los métodos de ordenamiento t ienen 

la l imitación de que no puede medir el g rado de di ferencia entre las muest ras . 

Tampoco se puede comparar datos de un ensayo a ot ro, a menos que se 

hayan ut i l izado las mismas muestras (Pedrero y Pangbo rn , 1989) . Por las 

razones anter iores, se prosiguió a otra prueba de ordenamiento con 

enf rentamiento de cuatro t ra tamientos, en donde los factores pr incipales 

fueron mosto y cepa manten iendo la vi tal idad de la levadura constante 

(exper imento factorial 2 2 ) . 

51 



Figura 15. Habilidades de ordenamiento con cuasi-intervalos de confianza simultáneos 
tomando como inicial MI 4H (centrado en cero), para cepa 820 en R3D. MI 18H 
(Mosto 1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H (Mosto 2 Viabilidad 18°C - 18 horas), 
MI 4H (Mosto 1 Viabilidad 4°C - 4 horas) y M2 4H (Mosto 2 Viabilidad 4°C - 4 horas). 

En la Figura 16 se pueden apreciar los cuasi - in tervalos de conf ianza en donde 

los catadores demost ra ron mayor habi l idad para la muest ra M I 820 (Mosto 1 

Cepa 820) y práct icamente un empate para el resto de los t ratamientos. 

C laramente la combinac ión mosto 1 con cepa 820 es la condic ión en la que los 

catadores perc iben mayor intensidad de compues tos de azufre. Así m ismo, la 

cepa 820 puede disminuir su producción de compues tos azufrados cuando 

fermenta un mosto con mayor contenido de nutr ientes n i t rogenados; de esta 

manera se refuerza ia interacción c e p a * m o s t o en la expres ión de a lgunos 
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genes , en donde como se comentó anter iormente, las cepa 820 t iene 

compor tamien to d i ferente, depend iendo del medio donde fermente (Leal , 

2010) . 

Figura 16. Habilidades de ordenamiento con cuasi-intervalos de confianza simultáneos 
tomando como inicial MI 820 (centrado en cero), en FF (A) y R3D (B). 

6 . 5 Relación entre evaluaciones químico-analí t icas y sensoriales 

La relación entre al anál is is sensor ia l y el anál isis instrumental es de alto valor 

ya que nos l leva a conocer cuáles son los compues tos que generan notas 

deseab les o indeseables en los productos. Desafor tunadamente real izar esta 

corre lac ión no s iempre es posib le, deb ido a la interacción comple ja de los 

compues tos , que en a lgunos casos enmascaran o resaltan notas sensor ia les 

que no son detectadas por un equipo o v iceversa (Marsi l i , 2007) . 

C o n el mode lo M B T se procedió al anál is is factorial para cada cepa , con el 

objet ivo de encontrar a lguna relación entre factores evaluados y el 
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ordenamiento o to rgado por los catadores. Los va íores-p encontrados (ver 

Tab la 10) nos indican que para la cepa 820 los factores pr incipales de mosto y 

v iabi l idad a d e m á s de la interacción mosto*v iab i l idad son signif icativos y 

pueden predecir el rank ing sensor ia l , para la cepa 790 los números indican que 

n inguno de los factores eva luados es signif icat ivo para predecir el 

o rdenamien to . 

En la m isma tabla se reporta el valor de Nuil deviance lo cual nos indica la 

cant idad de var iac ión por expl icar y Residual deviance es un valor que 

jus tamente nos in forma el residual al apl icar el mode lo , entre más grande sea 

la d i ferencia entre Nuil deviance y Residual deviance, y los p-value tanto de 

los factores c o m o del mode lo sean signif icat ivos (menor a 0.05) se cons idera 

un mejor a juste. 

Tabla 10. Valor-p para los factores evaluados en la predicción del ranking y del modelo 
general. 

Valores de p < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza. 

Poster iormente se apl icó el mode lo M B T para tratar de encontrar una relación 

con cada una de las covar iables (con di ferencia signif icativa en 

determinac iones químico-anal í t icas) respecto al ranking sensor ia l . 
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De acuerdo a los va lo res-p obtenidos se puede decir que el ordenamiento 

p roporc ionado por los catadores en FF y R3D presenta una relación posit iva 

s igni f icat iva, con el conten ido de Me tSAc , en las fermentac iones real izadas con 

la cepa 8 2 0 , mientras que para la cepa 790 no es posible realizar una 

predicc ión ba jo n inguna covar iable (ver Tab la 11). 

Tabla 11. Valor-p para el modelo de covariables en la predicción del ranking sensorial. 

Valores de p < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza. 

En la Figura 17 se puede apreciar grá f icamente que para la cepa 790 n inguno 

de los compues tos azuf rados es capaz de modelar o predecir las habi l idades de 

los ca tadores . Las concent rac iones de cada compues to de azufre son muy 

cercanas ent re los t ra tamientos (1-2 ppb de H 2 S y de 0.5-4.0 ppb de MetSAc) 

por lo que los ca tadores no fueron capaces de ordenar las muest ras 

co r rec tamente , cons iderando como base la concentrac ión anal í t icamente 

repor tada . 
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Figura 17. Habilidades de ordenamiento y contenido de ácido sulfhídrico y metil-
tioacetato para la cepa 790 en FF. 

En el caso de la cepa 8 2 0 , se observa una mayor di ferencia en el contenido de 

compues tos azuf rados entre t ra tamientos. Es evidente que la concent rac ión de 

23 - 24 ppb de H 2 S y las casi 10 ppb de MetSAc en el t ra tamiento M I 18H 

cont r ibuyen para que los catadores lo ubiquen como el t ra tamiento con mayor 

in tens idad de compues tos azuf rados. El segundo lugar en la habi l idad de los 

ca tadores cor responde al t ra tamiento M I 4 H , el cual presenta una cant idad 

simi lar de Me tSAc que el t ra tamiento M I 18H , pero su conten ido de H 2 S es 

menor . Esto indica que el Me tSAc t iene un efecto aromát ico mayor en la 

percepc ión de los catadores (ver Figura 18). 
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Figura 18, Habilidades de ordenamiento y contenido de ácido sulfhídrico y metil-
tioacetato para la cepa 820 en FF. 

Las var iac iones en la apreciac ión de intensidades de a romas y sabores son 

ampl ias . Se ha encont rado que en un grupo de indiv iduos, genera lmente el 

1 0 % cuenta con una percepción l imitada y otro 1 0 % posee un sensibi l idad 

ext raord inar ia . El umbra l de detección de algún compues to en especí f ico puede 

presentar d i ferencias de hasta 20 veces entre los más y menos hábi les 

(Mei lgaard , 1982) . Deb ido a estas di ferencias se puede expl icar la gran 

cant idad de umbra les de detección reportados para un mismo compues to . En 

el caso del M e t S A c se cuenta con umbrales desde 3 ppb determinado en agua 

(Laundaud et a l . , 2008) hasta valores de 50 ppb eva luado en cerveza (Miracle 

et a l . , 2005) . Ad ic iona lmente habrá que considerar el t ipo de cerveza uti l izado 

c o m o base . 

En pruebas real izadas durante el ent renamiento de los catadores part ic ipantes 

en este estudio se determinó que di ferencias de 4 -5 ppb de MeSAc son 

ident i f icadas c la ramente por los catadores (datos sin publ icar) , por lo que 
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resul tan coherentes los resul tados repor tados en los ordenamientos para 

a m b a s cepas eva luadas . 

En la Figura 19 se puede apreciar la poca o inexistente relación de la 

covar iab les con el ranking sensor ia l en el caso de la cepa 790 y en la Figura 20 

se observa la relación lineal existente entre los compues tos azuf rados y el 

ranking sensor ia l para la cepa 820 . 

Figura 19. Relación entre el ranking sensorial con la concentración de ácido sulfhídrico 
y metil-tioacetato para la cepa 790 en FF. El tamaño de la esfera es proporcional al 
número de catadores que se ubicaron en cada posición. 
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Figura 20. Relación entre el ranking sensorial con la concentración de ácido sulfhídrico 
y metil-tioacetato para la cepa 820 en FF. El tamaño de la esfera es proporcional al 
número de catadores que se ubicaron en cada posición. 

En el tercer día de reposo (R3D) , para la cepa 790, n inguno de los compues tos 

eva luados ref leja un patrón signif icat ivo de predicción del ranking sensor ia l . 

Sin e m b a r g o , el Me tSAc pudiera acercarse a una predicción donde 

concent rac iones de 4.5 ppb ubican a los t ratamientos e laborados con mosto 1 

en los pr imeros lugares de la prueba de ordenamiento , ver Figura 2 1 . 
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Acido Sulfhídrico (ppb) Metii-tfoacetato (ppb) 

Figura 21. Habilidades de ordenamiento y contenido de ácido sulfhídrico y metil-
tioacetato para la cepa 790 en R3D. 

El compor tamien to de la cepa 820 en R3D es similar a lo observado hasta el 

final de fe rmentac ión . C la ramente la concentrac ión de MetSAc expl ica mejor 

que la concent rac ión de H 2 S el ranking sensor ia l (ver Figura 22). 

La concent rac ión de H 2 S por sí misma no expl ica el o rdenamiento sensor ia l en 

n inguna de las cepas , pero al visual izarlo de manera conjunta con Me tSAc , se 

logra una mejor aprox imac ión en el caso de la cepa 820 , aunque la relación 

lineal se ve d isminu ida respecto a lo observado en FF (ver Figura 23). 
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Ácido Sulfhídrico (ppb) Metíi-tíoacetato (ppb) 

Figura 22. Habilidades de ordenamiento y contenido de ácido sulfhídrico y metil-
tioacetato para la cepa 820 en R3D. 

Figura 23. Relación entre el ranking sensorial con la concentración de ácido sulfhídrico 
y metil-tioacetato para la cepa 790 (A) y 820 (B) en R3D. El tamaño de la esfera es 
proporcional al número de catadores que se ubicaron en cada posición. 

Para el d iseño factorial 2 2 (cepa y mos to ) , los resul tados conf i rman que el 

factor principal de mayor impacto fue la cepa , además de ser signif icativa la 

interacción C e p a * M o s t o (ver Tab la 12). Al realizar el anál isis de covar iab les 

so lamente el Me tSAc fue capaz de predecir el ranking sensor ia l en R 3 D (ver 

Tab la 13). 
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Destacab lemente la combinac ión de mosto 1 con cepa 820 resultó ser la mayor 

generadora de compues tos de azufre apreciables sensor ia lmente , marcando 

una relación signif icat iva entre la concentrac ión analí t ica y el ranking sensorial 

al f inal de la fe rmentac ión y al tercer día de reposo (ver Figuras 24 y 25) . 

Tabla 1 2 . Valor-p para los factores evaluados en la predicción del ranking y del modelo 
general para el experimento 2 2 . 

Valores de p < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza. 
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Figura 24. Habilidades de ordenamiento y contenido de ácido sulfhídrico y metil-
tioacetato para experimento 2 2 en FF, 

Figura 25. Habilidades de ordenamiento y contenido de ácido sulfhídrico y metil-
tioacetato para experimento 2 2 en R3D. 
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6.6 Otros parámetros de la fermentación 

Adic ional al anál is is real izado para compues tos de azufre, se determinaron 

otros parámet ros que indican el desempeño de la fermentac ión y que también 

t ienen inf luencia en el perfil a romát ico de la cerveza . 

6.6.1 Compuestos frutales 

Los compues tos con a romas frutales que presentaron di ferencias signif icat ivas 

en las de terminac iones químico analí t icas fueron aceta ldehído, acetato de etilo 

y aceta to de isoami lo (ver Figura 26) . En el anál is is factor ia l , el mosto y la 

cepa resul tan ser los factores de mayor impacto en la generac ión de 

compues tos aromát icos (ver Tab la 14). 

Figura 26. Concentración de acetaldehído, acetato de etilo y acetato de isoamilo 
medido en FF para ambas cepas y todos los tratamientos. 
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Para el caso ele aceta ldehído y acetato de eti lo, se observa un impacto 

a l tamente signif icat ivo deb ido al mos to , mientras que para el acetato de 

isoami lo el factor más impor tante es la cepa . 

La cepa 790, para todos los t ra tamientos presenta mayor producción de 

aceta to de isoami lo (ver Figura 27). 

Para aceta ldehído y acetato de etilo se presenta mayor cant idad de estos 

compues tos con los t ra tamientos que cont ienen mosto 2. 

Figura 27. Concentración acetato de isoamilo medido en FF para ambas cepas y todos 
los tratamientos. 



Los es teres s o n , de los compues tos generados durante la fermentación por 

acc ión de la levadura , de alto impacto aromát ico. El acetato de eti lo, con su 

caracter íst ico a roma so lvente- f ru ta l , y el acetato de isoami lo , que confiere 

notas de p lá tano, son los esteres con mayor importancia en el perfil sensorial 

de la cerveza (Boul ton y Qua in , 2003) . Se reportan otros esteres como 

caproa to de eti lo (manzana-an ís ) , butirato de etilo (p iña-papaya) y hexanoato 

de eti lo (manzana ) , que pueden generar ident idades aromát icas en a lgunas 

marcas de cerveza (Me i lgaard , 1981) . 

La síntesis de es teres requiere de dos sust ra tos: a lcoholes (etanol y a lcoholes 

de fusel) y ác idos carboxí l icos. La ruta de formación más aceptada en la 

fe rmentac ión de cerveza es por la acción de dos enz imas : aci l t ransferasa y 

éster s intetasa (Dufour et a l . , 2003) . Los aminoác idos proporc ionan el 

esque le to de carbonos para los alcoholes de fusel por medio de la ruta de 

Ehr l ich. Se han real izado pruebas de adición de leucina a los mostos dando 

por resul tado cervezas con alto conten ido de alcohol isoamíl ico y acetato de 

isoami lo . Con t reonina e isoleucina se produce alcohol amí l ico y con val ina se 

p romueve la fo rmac ión de alcohol isobutí l ico y acetato de isobuti lo (Mei lgaard, 

1999) . 

La fo rmac ión de es teres se ve inf luenciada por var ios factores entre los que se 

d e s t a c a n : l ) l evadu ra (cepa y condic iones f is io lógicas), 2) compos ic ión del 

mosto (aereac ión, l íp idos, F A N , aminoác idos y extracto) y 3) condic iones de 

fe rmentac ión ( tempera tura , p res ión, d iseño geométr ico de termentadores) 
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(Dufour et a l . , 2003) . En esta invest igación, los factores que se evaluaron con 

posib le e fec to en esteres fueron levadura (cepa y viabi l idad) y mosto. Se 

conf i rmó que el éster de mayor concentrac ión en cerveza es el acetato de eti lo, 

deb ido a que el etanol es un sustrato muy abundante en el med io . Tamb ién se 

comprobó que la cepa 790 es capaz de producir mayor cant idad de acetato de 

isoami lo en comparac ión con la 820 . La cant idad de compues tos n i t rogenados 

del mos to tamb ién inf luyó en la generac ión de esteres, ya que para ambas 

cepas las fe rmentac iones con mosto 2 fueron las que resul taron con mayor 

concent rac ión de esteres. 

Tabla 14. Valor-p para los efectos principales e interacciones los compuestos volátiles 
frutales evaluados al FF 

Valores < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza. 
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ES resul tado del rank ing sensor ia l indica q u e , para ambas cepas , el t ratamiento 

que fue perc ib ido con mayor intensidad de notas frutales cor responde a Mosto 

2 con vi ta l idad de levadura de 1S°C por 18 horas (M2 18H) (ver Figura 28). 

81»! «¡1.18H M Í Í H MJfSH « 1 . . 1 H utM». i;¡»¡ US «»• 

Figura 28. Habilidades de ordenamiento para compuestos frutales, con cuasi-intervalos 
de confianza simultáneos tomando como inicial MI 4H (centrado en cero), para cepa 
790 (A) y 820 (B) en FF. MI 18H (Mosto 1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H (Mosto 
2 Viabilidad 18°C - 18 horas), MI 4H (Mosto 1 Viabilidad 4°C - 4 horas) y M2 4H 
(Mosto 2 Viabilidad 4°C - 4 horas). 

Al apl icar el mode lo M B T para un análisis factorial se encontró que mosto , 

v iabi l idad y su in teracc ión, pueden predecir el ranking sensor ia l de compues tos 

f rutales al f inal de la fermentac ión para ambas cepas , como se muest ra en la 

Tab la 15. 
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Tabla 15. Va!or-p para ios factores evaluados en la predicción del ranking sensorial de 
aroma frutal y del modelo general. 

Valores de p < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza. 

Al t ratar de relacionar las covar iables químico-anal í t icas a las que se les 

at r ibuye prop iedades aromát icas frutales (acetato de isoamilo y acetato de 

eti lo) con la aprec iac ión sensor ia l , no fue posible ajustar un mode lo para 

predeci r el ranking con cada unos de los compues tos eva luados de fo rma 

indiv idual (ver Tab la 16) 

Tabla 16. Valor-p para el modelo de covariables de compuestos frutales en la 
predicción del ranking sensorial. 

Valores de p < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza. 

79 



En el caso del aceta ldehído, para la cepa 820 , si se detecta un efecto 

signi f icat ivo capaz de predecir el ranking sensor ia l (ver Figura 29) . La posible 

relación con notas frutales se debe a las característ icas aromát icas de manzana 

ve rde , que conf iere el aceta ldehído (Mei lgaard, 1981). 

Figura 29. Habilidad de ordenamiento y contenido de acetaldehído para la cepa 790 (A) 
y 820 (B) en FF. 

6.6.2 Diacet i lo, porcentaje de alcohol y células en suspensión 

Con respecto a reducción de diacet i lo, los valores osci laron entre 0.3 y 0.7 

p p m , sin d i ferencia signif icat iva entre los t ra tamientos. El porcentaje de alcohol 

no resul tó a fec tado. En las células en suspens ión se observa , que la cepa 790 

f loculó más in tensamente que la cepa 820 , ya que se reporta una menor 

cant idad de células en suspens ión al f inal izar la fermentac ión (ver Tab la 17). 
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rabia 17. Células en suspensión ai final de la fermentación (FF) en millones cel / mL. 
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7 Conclusiones y recomendaciones 

La est rateg ia de modif icar porcenta jes de malta y adjuntos en la e laboración 

de los mostos exper imenta les , generó dos mostos con di ferencia signif icativa 

en la concent rac ión de compues tos n i t rogenados (aminoác idos l ibres y amino 

n i t rógeno l ibre) sin afectac ión en otros parámetros básicos del mosto . El mosto 

1 presentó menor cant idad de compues tos n i t rogenados respecto a mosto 2. 

Los aminoác idos eva luados , con efecto en la ruta metaból ica de compues tos 

azu f rados , que presentaron di ferencia signif icat iva en su concent rac ión entre 

los mostos exper imenta les (mayor en mosto 2) fueron ser ina y t reon ina. La 

fe rmentac ión con cepa 820 y Mosto 1 (menor concent rac ión de nutr ientes 

n i t rogenados) fue la que presentó mayor cant idad de compues tos azuf rados , lo 

anter ior indica que d icha cepa genera mayor cant idad de compues tos de azufre 

cuando fe rmenta un mosto con bajo contenido de alfa amino n i t rógeno y 

aminoác idos l ibres. 

Las di ferencias de viabi l idad de la levadura evaluadas en este estudio no 

resul taron de al to impac to . Las condic iones de a lmacenamiento y tempera tura 

ensayadas no cont r ibuyeron de manera signif icativa en la generac ión de 

compues tos de azuf re . Pos ib lemente se requieren condic iones más severas de 

t i empo y a lmacenamien to de la levadura , para generar cambios en la 

producc ión de compues tos azuf rados. 
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La producc ión de compues tos de azuf re , en la fermentac ión para producción de 

ce rveza , resul tó s igni f icat ivamente re lac ionada con la cepa y la concentrac ión 

de compues tos n i t rogenados del mosto . Los compues tos de azufre producidos 

con d i ferencia signif icat iva entre los t ratamientos ensayados fueron H 2 S y 

met i l - t ioacetato. 

La cepa 790 es capaz de compensar la d isminuc ión de compues tos 

n i t rogenados en el mos to , con un ajuste en su metabo l i smo, lo cual es 

congruente con los anál is is de expres ión génica real izados en un estudio 

parale lo a la levadura de los t ratamientos de esta invest igación. 

El met i l - t ioacetato resultó ser el compues to de azufre con mayor impacto en la 

re lación sensor ia l - anal í t ica, s iendo los t ra tamientos con Mosto 1 los de mayor 

concent rac ión de d icho compues to y también los o rdenados por los catadores 

en la pr imera posic ión de intensidad de compues tos azuf rados. 

Tan to analí t ica c o m o sensor ia lmente se determinaron interacciones 

c e p a * m o s t o , lo cual respalda la conclus ión de que cada cepa eva luada , 

reacc iona di ferente a la concent rac iones de nutr ientes del mosto . 

De los t ra tamientos ensayados , aquel los donde se involucra la cepa 790 y el 

mos to 2 son los que menor intensidad de compuestos azuf rados gene ran , 

resulta ev idente que la cepa 820 con mosto pobre en compues tos n i t rogenados 

no es la mejor al ternat iva en la d isminuc ión de compues tos de azufre en la 
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fe rmentac ión para la producc ión de cerveza . Sin embargo , la cepa 820 fue 

capaz de disminuir ¡os compues tos de azufre cuando fermenta con el mosto 2 

(mayor cant idad de compues tos n i t rogenados) . De ésta manera se demuest ra , 

que las cepas de levadura pueden modi f icar su compor tamien to , dependiendo 

de los nutr ientes que les sean proporc ionados en el mosto . 

Respec to a la producc ión de compues tos frutales, se conc luye que existe efecto 

de cepa y mos to , s iendo la cepa 790 la mayor productora de acetato de 

isoami lo y el Mosto 2 el que más contr ibuye en la generac ión de es teres , sin 

embargo no fue posible a jusfar un mode lo para predecir el ranking sensor ia l en 

base a las concent rac iones de compues tos frutales. 

Se cons idera de alto valor la relación analí t ica y sensor ia l encont rada en este 

estud io . Permi te identi f icar el compues to de azufre (met i l - t ioacetato) de mayor 

impacto en la percepc ión sensor ia l . Es factible establecer es tándares respecto 

a la concent rac ión de met i l - t ioacetato en la ce rveza , para evitar a fectac iones 

en el perfi l de sabor . 

La industr ia cervecera podrá d iseñar mostos (por e jemplo , modi f icando 

porcenta jes de malta) con la concentrac ión de compues tos n i t rogenados 

necesar ia para controlar la generac ión de compues tos azufrados en la 

fe rmentac ión y decidir cual cepa será la apropiada para obtener el perfil 

sensor ia l deseado . 
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8 Futuras investigaciones 

Evaluar sensor ia l , analí t ica y genét icamente ia formación de compuestos de 

azuf re , en fe rmentac iones de mostos enr iquecidos con ser ina. El objet ivo será 

determinar concent rac iones ópt imas de d icho aminoác ido, para las di ferentes 

cepas de levadura , de tal manera que generen menos compues tos de azufre 

en la ce rveza . 

Real izar recombinac ión genét ica de las cepas de levadura, para ampl iar el 

conoc imien to respecto a los genes de mayor impacto en la generac ión de 

compues tos de azufre y quizás descubr i r ot ros genes involucrados. 

Determinar el umbra l de percepc ión para met i l - t ioacetato en cerveza t ipo lager 

de baja in tensidad a romát ica . 

Ampl ia r la cant idad de compues tos de azufre cuant i f icables anal í t icamente, 

mediante la opt imizac ión y mejora del método de anál is is. 

Determinar si ex iste a lguna relación entre la generac ión de compues tos 

frutales y compues tos de azufre en la fermentac ión cervecera . 
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9 Apéndices 

1 . A m i n o n i t r ó g e n o l i b r e ( F A N ) 

React ivos 

- React ivo color ido de ninhídr ina. Disolver 7 .4866 g de N a 2 H P 0 4 . 7 H 2 0 , 

4 .0 g de K H 2 P 0 4 , 0.5 g de ninhidr ina (Baker 4862) y 0.3 g de f ructosa 

en agua dest i lada y diluir a 100 m L El pH deberá ser de 6.6 - 6 .8 , el 

react ivo es estable por 2 semanas en refr igeración y protegido de la luz. 

- So luc ión de d i luc ión . Disolver 2 g de K I 0 3 en 600 mi de agua dest i lada 

y agregar 400 mL de etanol al 9 6 % . 

- So luc ión stock de gl icina estándar . Disolver 107.2 mg de gl icina 

(Baker M799) en agua dest i lada y diluir a 100 mL, el react ivo es estable 

por un mes a 0°C. 

- So luc ión es tándar de gl ic ina. Diluir 1 mL de stock de gl icina a 100 mL 

con agua dest i lada, este estándar cont iene 2 mg de amino n i t rógeno /1 . 

Prepare cada vez que se uti l ice. 

Mater ial y apara tos 

- T u b o s de 16x150 m m con tapón de rosca 

- Pipetas vo lumétr icas de 1, 2 y 5 mL 

- Mat races de aforac ión de 100 mL 

- Baño de agua h i rv iendo 

- Baño de agua a 20°C 

- Papel filtro Reeve Ánge l 202 

- Espect ro fo tómetro UV - V IS Marca Beckman Coul ter Modelo DV-650 
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Método 

87 

Estándar d e ca l ibración. Preparar el es tándar transf ir iendo 2 mL de la 

so luc ión es tándar de gl ic ina a tubos de prueba por tr ipl icado. 

Preparac ión de mues t ra . Agi tar la muestra para homogenizar , a temperar de 

5-8°C y fi ltrar con papel Reeve Ánge l . Diluir 1 mL del f i l trado a 100 mL con 

agua dest i lada y transfer ir 2 mL del mosto di luido al tubo de prueba por 

t r ip l icado. Para el b lanco transfer ir 2 mL de agua dest i lada a tubos de prueba 

por t r ip l icado 

Reacc ión color imétr ica . Agregar 1 mL de react ivo color ido de ninhidr ina a 

cada tubo de p r u e b a , tapar todos los tubos y calentar los por 16 minutos 

exac tamente en un baño de agua en ebul l ic ión. Enfr iar por 20 minutos en un 

baño de agua a 20°C. 

Medic ión e n espect rofotómetro . Agregar a cada tubo 5 mL de soluc ión de 

d i luc ión, mezc lar per fec tamente el contenido de cada tubo y medir la 

absorbanc ia a 570 n m contra agua dest i lada, durante los s iguientes 30 

minutos después de la adic ión de la solución de d i luc ión. 

Cálcu los 

Promediar las lecturas de absorbancia obtenidas por tr ipl icado de cada 

mues t ra , restar la absorbanc ia promedio del b lanco de las muestras y del 

es tándar de g l ic ina. Calcu lar las concent rac iones de amino ni t rógeno libre en 

las muest ras con la s iguiente fó rmu la : 

Amino nitrógeno libre (mg/L)= (Abs neta soln prueba/ Abs neta soln glicina)*2*dilución 



Recomendac iones 

Deb ido a que la cant idades de amino ni t rógeno determinadas por éste método 

son pequeñas , es necesar io evitar introducir t razas del ambiente . Todo el 

mater ia l de vidr io debe ser cu idadosamente lavado y mane jado solo por el 

exter ior. 

Los t iempos y tempera turas son crít icas por lo que se recomienda un apego 

estr ic to. Un es tándar y b lanco deben ser incluidos por cada prueba para 

compensa r las var iac iones de temperaturas de los baños de a g u a . 
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I I . A m i n o á c i d o s ubres 

React ivos 

Acetoni t r i lo grado H P L C 

A g u a grado HPLC 

- AccQ.F luo r Reagent Kit (Buffer de boratos, der ivat izante en polvo y 

solución para di lución del der ivat izante) 

~ Eluente A Waters A c c Q . T a g 

- Hidrol izado es tándar Waters 

Mater ia les y aparatos 

- Cromatógra fo de l íquidos marca Hewlet t Packard mode lo 1100 con 

au tomuest reador y detector de U V - F luorescenc ia . 

- Co lumna Waters A c c Q . T a g High Eff iciency Nova Pak C i 8 4 u.m. 

- Heat ing block 55°C 

- T u b o s de reacción 

- Insertos 

- Pipetas pasteur 

- V ia les con septa de si l icón 

Método 

Preparación de muestra. T o m a r 400 uL de mosto y añadir 800 u l de 

acetoni t r i lo , agitar y centr i fugar, del sobrenadante se toman 10 ui_ para 

real izar la reacción de der ivat izac ión. 
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Reconst i tuc ión de l react ivo derivat izante. Golpear suavemente el react ivo 

AccQ f lour para bajar el todo el polvo de las paredes del vial (2A) , transferir 1 

mL del react ivo de di lución (2B) al vial 2A, tapar a justando la tapa y dar vortex 

por 10 s e g , calentar el vial en la parte super ior del heat ingblock para disolver 

le react ivo. No calentar por más de 10 minutos. 

Reacc ión d e der ivat ización. En un tubo de reacción agregar 10 u,L de 

mues t ra y 70 uJL de buffer de borato y apl icar vor tex, poster iormente adicionar 

20 u l de react ivo A c c Q Flour apl icar vortex y dejar reposar un minuto. 

Transfer i r el conten ido del tubo de reacción con una pipeta pasteur a un vial 

con inserto de bajo vo lumen , tapar con septa de si l icón y una vez cubier to el 

v ia l , ca lentar por 10 minutos en el heat ing block a 55°C. 

Condic iones cromatográf icas . Para la separac ión se uti l izó un cromatógrafo 

con detector de UV y F luorescencia de la marca Hewlet t Packard ser ie 1100 

con un s is tema de gradiente de una bomba ut i l izando 3 e luen tes : buffer de 

fosfato y acetato (AccQ Tag Eluente A ) , acetonitr i lo y agua grado H P L C , a un 

f lujo de 1 m L / m i n . Ver Tab la 18 donde se especi f ican los grad ientes. 

Tabla 18. Gradientes para separación de aminoácidos para Waters AccQ Tag. 
A=Eluente A AccQ Tag, B= Acetonitrilo grado HPLC y C=Agua grado HPLC. 
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Ajustar tempera tu ra de co lumna a 37°C y programar el detector a una longitud 

de onda de exci tación de 250nm y longitud de onda de emis ión de 395nm. 

Inyectar 10 o 20 ,uL del der ivado e interpolar la señal obtenida en la curva de 

ca l ib rac ión. Se real izaron los cálculos tomando en cuenta el t ratamiento y 

cons iderando también la cant idad de der ivado inyectado. 
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I I I . Aná l i s i s d e Carboh idra tos 

React ivos 

-~ A g u a grado HPLC fi l trada 

Benzoato de sodio 0.1 % como conservador . Disolver 0.200 g de 

benzoato de sod io con agua grado HPLC aforado a 200 mL. 

G lucosa 9 9 . 9 % de pureza 

- Mal tosa 99 % de pureza 

-• Mal totr iosa h idratada 

- Fructosa grado react ivo o equivalente 

- Manito l (Estándar interno) 

Mater ia les y apara tos 

- Cromatógra fo de l íquidos marca HP modelo 1100 con detector de índice 

de refracción y automuest reador . 

- Co lumna U-Spheroge l Carbohydrate 6.5 m m X 30 c m Beckman 

- Membranas de 0.45-u.m Mil l ipore 

- Car tuchos S e p Pack C i 8 , Waters Assoc ia tes 

- Papel fi ltro Reeve Ánge l # 202 

Mé todo 

Stock d e azúcares . Pesar 0.5 g de cada azúcar y añadir en un matraz 

vo lumétr ico de 25 mL, aforar con solución de benzoato de sodio 0 . 1 % . Para el 
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caso ele mal totr iosa co iocar 0.1 g en un matraz volumétr ico de 5 mL y aforar 

con benzoato de sod io 0 . 1 % . 

Estándar d e azúcares . Colocar 1 mL de agua grado H P L C f i l trada en un 

matraz vo lumétr ico de 5 mL y añadir las s iguientes cant idades de soluc iones 

stock de azúca res : SOOuJL mal tot r iosa, 350 ul ma l tosa, 30 \il g lucosa , 40 ul 

f ruc tosa y 360 u.L de mani to l . Aforar con agua grado H P L C . 

Preparac ión de muest ra . Filtrar el mosto con papel filtro Reeve Ánge l , 

co locar 1 mL del mosto f i l trado en un matraz volumétr ico de 5 mL y añadir 360 

uL de manito l (estándar interno) y aforar con agua grado H P L C , pasar la 

muest ra a t ravés de un filtro con membrana 0.45-u.m y car tucho Sep Pack Cí8. 

Guardar el f i l t rado en viales de 2 mL cer rados y cubier tos con papel a lumin io . 

Condic iones de operac ión para el H P L C . Tempera tu ra de co lumna de 90°C, 

agua grado H P L C f i l trada c o m o e luente , ve loc idad de f lujo 0.6 m L / m i n y 

vo lumen de inyección de 20 u.L. 

Cálcu los 

Calcu lar la respuesta de cada azúcar (g azúcar / 100 mL) dada por el área del 

pico cor respond iente / g de azúcar en 100 mL de estándar de azucares . La 

concent rac ión de cada azúcar se determina con la s iguiente fó rmu la : 

g azúcar/100 mL de mosto = área de azúcar / respuesta de azúcar 
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IV . V iabi l idad de l evadora med ian te microcult ivo. 

React ivos 

Aga r M Y P G , 0.30 g de extracto de malta Di fco, 0.30 g de extracto de 

levadura Di fco, 1.0 g de g lucosa anhidra Fisher , 0.50 g de peptona 

Di fco, 6.0 g de mal tosa S igma Grade II, 1.50 g de agar g ranu lado, 1 mL 

de solución de sul fato de zinc (1.5 g de Z n S 0 4 . 7 H 2 0 en 100 mL de agua 

dest i lada) y 100 mi de agua dest i lada. Esteri l izar en autoc lave a 15 

l b / p u l g 2 , 121°C por 20 min . Ver ter en placa y dejar sol idif icar en 

campana de f lujo laminar. 

- Soluc ión sal ina estéri l 

Mater ia l y apara tos 

- C a m p a n a de f lujo laminar 

- Microscopio con objet ivo 40X de campo claro 

- T u b o s de ensaye 16 x 125 

- Cajas de petri 

- Por taobjetos 

- Cubreob je tos 

- Pipetas sero lógicas estér i les de 1 mL 
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Método 

95 

Trabajar en cond ic iones de esteri l idad con campana de flujo laminar. 

Preparar una suspens ión de células de levadura en solución sal ina estéril con 

una concent rac ión de 5 a 10 x 1 0 6 ce l /mL . Diluir d icha suspensión 1:100 en 

so luc ión sal ina estér i l . 

C o n una navaja ester i l izada con f lama cortar un cuadrado de agar M Y P G sólido 

de ap rox imadamente 2 x 2 cm y colocar lo sobre el por taobjetos. 

Depos i tar una 1 - 2 gotas de la di lución de levaduras 1:100 sobre el cuadro de 

agar y cubrir len tamente con un cubreobje tos ev i tando la formación de 

burbu jas. 

Observa r al microscop io con objet ivo 40X para verif icar la presencia de 3 a 5 

célu las (bien separadas) por campo para evitar el t ras lape de las 

microco lon ias, si se observan pocas o demas iadas células por c a m p o hacer los 

a justes cor respondientes (diluir o concentrar) para l legar a la concent rac ión 

a d e c u a d a . 

C o n la di lución a justada preparar dos microcul t ivos idént icos en un mismo 

por taob je tos, co locar dent ro de una caja Petr i , cubrir , identif icar e incubar por 

16 horas a 30°C. 

Después de la incubación observar los microcul t ivos al microscopio con 

objet ivo 25 o 4 0 X , se cuentan como células v iables aquel las que formaron 

microcolonia (mín imo 5 células) y c o m o muer tas las células ais ladas sin 

crec imiento o grupos de máx imo 4 cé lu las. Durante la manipulación es 

impor tante no tocar el cubreobjetos ya que se pueden descomponer las 

microco lon ias fo rmadas . 



Se deben contar 500 células en total (microcolonias y a is ladas) , si no se 

comp le tan en un cuadro de agar se puede recurrir a seguir el conteo en el 

segundo cuadro . 

Las microco lon ias que c recen en los bordes del cubreobjetos f recuentemente 

se t ras lapan por lo que se dif iculta su con teo , se recomienda contar las 

co lon ias ub icadas hacia el centro del microcult ivo que es donde se encuentran 

mejor d is t r ibuidas. 

Cá lcu los 

Calcu lar el porcenta je de células v iab les c o m o s igue : 

% células viables = total de microcolonias /(total microcolonias + células aisladas) 
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V . C o m p u e s t o s d e a z u f r e 

React ivos 

A g u a grado H P L C Fisher 

Etanol absoluto Merck 

Soluc ión stock 1 de dimet i lsul furo (DMS) 4 m g / m L . Pesar 40 mg (aprox 

50 ¡LiL) de D M S 9 9 + % en 10 mL de etanol absoluto. 

- So luc ión s tock 1 de etil meti l sul furo (EMS) 4 m g / m L . Pesar 40 mg 

(aprox 50 ui.) de E M S 9 9 + % en 10 mL de etanol abso lu to . 

- So luc ión stock 1 de sul furo de et i leno, 39 uL /10 mL. Pesar 39 u.L de 

sul furo de et i leno y aforar a 10 mL con etanol absoluto. 

- Soluc ión stock 2 de sulfuro de et i leno. T o m a r 0.1 mL de s tock 1 y aforar 

a 10 mL. 

- Soluc ión stock 1 de meti l t ioacetato, 39 u l / 1 0 mL. Pesar 39 uL de meti l 

t ioacetato y aforar a 10 mL con etanol absolu to . 

- Soluc ión s tock 1 de H2S 250 p p m . Pesar 2 g de sul furo de sodio 

nanohidra tado y aforar a 1L con agua dest i lada. 

- Soluc ión s tock 1 de metanet io l 380 ppb . 

- Soluc ión estándar . T o m a r 200 ul de stock 1 de D M S , 1 mL de stock 2 de 

sul furo de et i leno y 39 ui . de stock 1 de meti l t ioacetato, aforar a 100 mL 

con etanol absolu to . 

T o d o s las so luc iones y es tándares deberán prepararse en baño de h ie lo, con 

poster ior a lmacenamien to en f rascos ámbar , per fectamente cerrados a una 

tempera tu ra de -10°C . 
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Mater ia les y aparatos 

•- Cromatógra fo de gases Marca Agi lent Techno log ies modelo 7890 A con 

headspace y detector de quimi luminiscencia (SCD) . 

- Co lumna capi lar Megaboro G S - Q 30 m x 0.53 m m 

- Probetas de 10 mL 

- Via les de 20 mL 

- Jer ingas de 50 y 100 uL 

- Papel fi ltro Reeve Ánge l 

Método 

Preparac ión d e m u e s t r a . Enfriar la muest ra de 0-5°C por lo menos una 

ho ra . Filtrar la mues t ra en frío con papel Reeve Ánge l . Medir 10 mL de muestra 

fría en una probeta de vidr io prev iamente enf r iada. Transfer i r la muest ra a un 

vial de 20mL (enfr iado prev iamente en baño de agua con hielo) y adic ionar 

20u.L de es tándar interno y sel lar con septa y tapa de a lumin io . Agi tar el vial de 

30 a 60 segundos . Co locar los viales en el headspace , as ignar los parámetros 

del vial y comenza r la cor r ida. 

Condic iones cromatográf icas . Tempera tu ra inicial de 68°C con un 

incremento de 15°C/min hasta a lcanza 180°C, cont inuar con el incremento de 

10°C /m in hasta l legar a 200°C y f inalmente a lcanzar 220°C a una velocidad de 

15°C /m in y pe rmanecer por 7 minutos. 
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Tempera ture del inyector de 175°C, interfase de 220°C. Se utiliza ni trogeno 

corno gas acar reador a un flujo de 2 0 m L / m i n . 

El detector de qu imi luminscenc ia (SCD) opera a una temperatura de 300°C, 

presion 388 Tor r , ox idantes 60 ml /min e h idrogeno 40 m l /m in . 

C u r v a d e c a l i b r a c i o n . Se realiza el m ismo procedimiento que para muest ras 

de cerveza o producto de fermentac ion o reposo, pero se sust i tuye la muest ra 

por etanol al 5 % y se efectuan las adic iones segun la Tab la 19. 

Tabla 19. Adiciones de soluciones de para los diferentes niveles de concentration de la 
curva de calibracion. 

Calcu los 

El factor de respuesta es calculado de los coef ic ientes de regresion lineal 

graf icando los ^ g / L de cada uno de los compues tos de azufre anad idos en el 

eje de las absc isas contra la relacion del area de cada compues to / area del 

es tandar interno en eje de las ordenadas. El inverso de la pendiente sera el 

factor de respuesta usado para calcular la cant idad de cada uno de los 

compues tos en la muest ra . 
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VI . Parámetros fermentat ivos 

A. Con teo de células 

El con teo de células en suspens ión se realizó por conteo directo usando un 

hemac i tómet ro y un microscopio con objet ivo 40X e i luminación de campo , 

s igu iendo el método Yeas t -4 de A S B C 8th Edi t ion. 

React ivos 

- Agua dest i lada 

- Soluc ión buffer de fosfatos - sal ina ( 8 . 7 7 g de NaCI, 1.38 g de 

N a H . 2 P O 4 . H 2 O , 2 .67 g de N a 2 H P 0 4 . 7 H 2 0 y 1000 mL agua dest i lada) 

- Mater ia les y aparatos 

- Microscopio ópt ico con i luminación de c a m p o claro y objet ivo 4 0 X Marca 

Zeiss Mode lo Pr imo Star. 

- Hemac i tómet ro con cubreobjetos 

- Con tador digital o manua l 

- Pipetas sero lógicas de 1 mL 

- T u b o s de ensaye 16 x 125 

Mé todo 

L impiar hemaci tómetro y cubreobjetos con agua dest i lada y secar 

per fec tamente con seda o mater ial suave no abras ivo. 

Co locar el cubreobjetos sobre el hemaci tómetro y centrar lo sobre el á rea de 

con teo cu idando cubrir por igual las secc iones laterales de sopor te . 
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Homogene iza r y en caso necesar io diluir la muestra a cuanti f icar de tal manera 

que se logre un conteo conf iable (no más de 48 células por cuadro) . 

T o m a r una porción de la muest ra con una pipeta de 1 mL , secar la punta y 

desechar las pr imeras 3 o 4 gotas , poster iormente dejar caer un gota entre el 

hemac i tómet ro y el cubreobjetos la cual deberá correr l ibremente hasta l lenar 

el á rea de con teo , secar el excedente . 

Co locar en microscopio con objet ivo 40X y real izar conteo. Para el iminar la 

posibi l idad de contar una misma célula dos veces se recomienda estandar izar 

cri terio de conteo (contar so lamente las células que toquen el borde inferior y 

lateral izquierdo de cada cuadro) . Las células de levadura que estén gemando 

son contadas c o m o una célula si la g e m a es menor que la mi tad del t amaño de 

la cé lu la madre , de lo contrar io se cuant i f ica como una célula más . 

Cálcu los 

El área central de conteo mide 1 m m de cada lado y una profundidad de 0.1 

m m , dando un vo lumen de 0.1 m m 3 , lo cual equivale a 1/10,000 c m 3 , para 

ob tener el con teo de células por mili l itro el conteo directo obtenido se debe 

mult ipl icar por 10 ,000. Si se uti l iza di lución de la muest ra se deberá tomar en 

cuenta para cálculo. E jemp lo : 

Di lución de la muest ra or iginal = 1:10 

Tota l de células en área de conteo (25 cuadros) = 180 células 

N ú m e r o de células / mL = ( 180 ) *10 *10 ,000 = 18 x 1 0 6 c e l / m L 
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8. Extracto aparente , extracto original y porciento de alcohol por med io de 
anal izador de ce rveza . 

El pr incipio de esta medic ión del equipo está basado en la veloc idad del son ido 

para el caso del anál is is de alcohol y en la f recuencia producida por un 

osci lador hueco para el anál isis de dens idad . Los extractos rea l , aparente y 

original se obt ienen por medio de un procesador interno que realiza cálculos 

cons iderando los valores de alcohol y dens idad . 

Mater ia les y equ ipo 

- Anal izador de cerveza An tón Paar con automuest reador S P - 1 

- V ia les 

- Mat races er lenmeyer de 125, 250 y 500 mL 

- Embudos de f i l tración 

- Papel fi ltro W h a t m a n No . 2 , 4 y 5 

- Papel filtro Reeve Ánge l No . 202 

- Papel fi ltro para f i l tración media 

- Papel a lumin io 

- A lcohol etí l ico absoluto grado react ivo al 9 6 % 

- Agua dest i lada 

- T race Kleen o Extran neutro 
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Preparac ión de muest ra . A temperar la muestra a una temperatura de 10 -

15°C. Oescarbonatar la muest ra transf i r iendo a un matraz de 500 mL agi tando 

suavemen te al pr incipio y v igorosamente después hasta que cese el 

desprend imien to de gases . Filtrar pr imero con papel Reeve Ánge l y después 

con papel W h a t m a n No . 5, ambas f i l traciones deben l levarse a cabo en 

refr igeración cubr iendo los embudos con papel a luminio para evitar 

evaporac ión . 

Cal ibrac ión d e anal izador de cerveza c o n aire. Veri f icar que la lectura en 

la pantal la digital g / c m 3 esté en cero y la temperatura a 20°C, digitar la c lave 

F100 y pres ionar E N T E R , deberá aparecer en la pantal la el número 0 .001204 

(lo cual cor responde a la dens idad del aire a 20°C) , opr imir la tec la cero del 

tab lero y pres ionar E N T E R , esperar que la lectura sea cero . 

Cal ibrac ión del anal izador de cerveza c o n a g u a . Co locar un vial con agua 

dest i lada en el compar t imento del car ruse l , presionar S T A R T y esperar a que el 

agua sea absorb ida por la agu ja de absorc ión , esperar que la pantal la digital se 

estabi l ice en 1.00000, teclear la clave F101 y presionar E N T E R , deberá 

aparecer en la pantal la el número 0 .998204 (lo cual cor responde a la dens idad 

del agua a 20°C) , opr imir la tecla con el número 1 y presionar E N T E R . Esperar 

a que la lectura se estabi l ice y volver a presionar E N T E R para cont inuar con las 

med ic iones . Las constantes v (velocidad del sonido) y d (densidad) deben dar 

con a g u a dest i lada un valor de 0 .0001 , si esto no se diera se recomienda lavar 



las ce ldas . An tes de cada determinac ión se deber verif icar la dens idad del agua 

y las constantes de son ido y dens idad . 

Func ionamiento del anal izador de cerveza. Opr imir F361 y dar E N T E R , 

tec lear el factor de correcc ión y oprimir E N T E R , colocar en el carrusel el vial 

con la muest ra y opr imir S T A R T . Esperar que el anal izador indique la muest ra 

ha s ido procesada y los resul tados queden impresos. Es muy importante 

veri f icar que la ce lda esté libre de burbujas de aire y que la impresora tenga 

encend idas las opc iones de Power y Se l , en caso de detectar burbujas de aire 

en la ce lda opr imir S T O P y reiniciar. 

L impieza . A l terminar de usar el anal izador de cerveza se deberán l lenar 3 

v ia les con agua dest i lada, un vial con extran neutro al 1 0 % , 3 viales con agua 

dest i lada y un vial con alcohol et í l ico, colocar todos los viales en el carrusel y 

opr imir S T A R T , esperar a que se haya absorb ido el conten ido de cada vial y 

opr imir S T O P . Mover la palanca de la bomba hacia el lado de recho , colocar la 

mangue ra de si l icón de sal ida de aire dentro de la agu ja de absorc ión , 

encender la bomba de aire y esperar hasta que la lectura en pantal la sea de 

0 .0000 (aprox imadamente 10 minutos) , apagar b o m b a , co locar pa lanca en 

posic ión central y apagar anal izador. 
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Cálcu los y resul tados 

Los resul tados que se impr imen en la tira de papel son los s igu ientes : 

Date Fecha (año - mes - día) 

T i m e T i e m p o (hora - minuto - segundo) 

T e m p Tempera tu ra (°C) 

Densi ty Dens idad 

v Cons tan te de veloc idad del sonido 

d Cons tan te de dens idad 

% A w / w A l coho l , porc iento en peso 

% E real Extracto rea l , porc iento en peso 

% A v / v A lcoho l , porc iento en vo lumen 

% E or ig Extracto or ig inal , porc iento en peso 

% E app Extracto aparente , porciento en peso 
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C, Diacet i lo 

La determinac ión de diacet i lo se realizó por cromatograf ía de gases s iguiendo 

c o m o base el mé todo Beer -25 inciso E de la A S B C . 

React ivos 

- 2,3 Hexaned iona . Para solución stock disolver 250 mg en agua para 

prepara 50 mL de solución (estable de 1-2 meses en refr igeración). 

Soluc ión de t rabajo diluir 1 mL de stock en 100 mL de agua . 

- Diacet i lo , las soluc iones stock y de t rabajo son preparadas igual que 2,3 

Hexaned iona . 

- 2,3 Pentanod iona las so luc iones stock y de t rabajo son preparadas igual 

que 2,3 Hexaned iona . 

Mater ia les y aparatos 

- Cromatógra fo de gases marca Sh imadzu modelo G C - 1 7 A con headspace 

y detector de captura de e lect rones. 

- Co lumna HP 5 30 m x 0.25 m m marca Agi lent 

- Jer ingas 

- Via les 

- Papel filtro Reeve Ánge l 202 

- Baño de agua de 60°C 

- Horno a 45°C 
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Método 

Cond ic iones cromatográf icas . Tempera tu ra del inyector y detector a 150°C, 

co lumna a 4 5 ° C , hel io c o m o gas acarreador a un f lujo de 1 mL / m in . 

C u r v a de ca l ibrac ión. Se realiza el m ismo procedimiento que para muestras 

de cerveza te rm inada , pero se e fectúan las adic iones según Tab la 20. 

Tabla 20. Adición de soluciones de calibración para los diferentes niveles de 
concentración de la curva de calibración. 

Cá lcu los 

El factor de respuesta es ca lcu lado de los coef ic ientes de regresión lineal 

g raneando los ng /L de cada compues tos añadidos en el e je de las abscisas 

con t ra la relación del área de cada compues to / á rea del es tándar interno en 

eje de las o rdenadas . El inverso de la pendiente de la curva de cal ibración será 
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Preparac ión de muest ra . Enfriar muest ra entre 0-10 °C , descarbonatar ia 

mues t ra con agi tac ión suave en un vaso de precipi tados y fi ltrar con papel 

fi ltro Reeve Ánge l . 



ei factor de respuesta usado para calcular la cant idad de cada compuesto en la 

muest ra 

D. Aceta ldehído , acetato de et i lo, acetato de isoamilo y a lcoholes 
isoamíl icos. 

La determinac ión de volát i les se realizó por cromatograf ía de gases con 

detector de ionización de f lama (FID) . 

React ivos 

- A g u a dest i lada 

- Aceta to de eti lo 

- Ace ta to de isoami lo 

- A lcohol de iso-but i lo 

- A lcohol n-propi lo 

- A lcohol isoamíl ico 

- A lcohol n-but i lo 

- Etanol 

- Etanol 4 % 

- Estándar interno. Diluir 1 mL de n-buti lo en 100 mi de agua dest i lada. 

- Soluc ión de cal ibración A . Adic ional 1 mL de acetato de et i lo, 0.2 mL de 

acetato de isoami lo , 2.0 mL alcohol n-propi lo, 1.0 mL de alcohol 

isobuti lo y 4 mL de alcohol isoamíl ico a un matraz de de aforación de 

100 mL, l levar al vo lumen de aforación con etanol . 

- Soluc ión de cal ibración B. Diluir 4 mL de solución de cal ibración A con 25 

mi de agua dest i lada. 

- Papel filtro W h a t m a n No .4 y No . 12 
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Apara tos 

Cromatógra fo de gases marca Hewlett Packard modelo 7890A con 

headspace y detector de ionización de f lama (FID) 

Co lumna D B - W A X 30 m, ID 0.53 J & B & W Scientif ic 

Papel fi ltro Reeve Ánge l 

Probetas 10 mL 

- V ia les , septas y ari l los de aluminio 

Método 

Preparación de muest ra . Se enfría la cerveza entre 0-10 °C y si es necesar io 

se fi ltra con papel Reeve Ánge l . Se miden 10 mL de muest ra fría en una 

probeta de vidr io (prev iamente enfr iada) y se transf ieren a un vial de 20mL 

(prev iamente enf r iado) , se adic iona el es tándar interno y se sel la con septa y 

tapa de a lumin io . Se agita y se coloca en el headspace . 

Condic iones cromatográf icas . Tempera tu ra de inyector de 200°C, 

tempera tura del detector de 280°C, Helio c o m o gas acarreador con caudal de 

10 m L / m i n . 

Curva de ca l ibrac ión. Se realiza el m ismo procedimiento que para muestras 

de cerveza te rminada o producto en p roceso , pero se sust i tuye la cerveza por 

etanol al 4 % y se e fectúan las adic iones según 

Tab la 21. 
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Tabla 21. Adiciones de solución de calibración para los diferentes niveles de 
concentración de la curva de calibración. 

Cá lcu los 

El factor de respuesta es ca lcu lado de los coef ic ientes de regresión lineal 

gra f icando los ug /L de cada compues tos añadidos en el e je de las abscisas 

cont ra la relación del área de cada compues to / área del es tándar interno en 

eje de las o rdenadas . El inverso de la pendiente de la curva de cal ibración será 

el factor de respuesta usado para calcular la cant idad de cada compues to en la 

mues t ra . 
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