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Resumen

En la produccién de cerveza, la fermentacion resulta ser la etapa donde se
genera la mayor cantidad de compuestos aromaticos, con efecto en el perfil
sensorial del producto final. Entre las notas aromaticas indeseables se
encuentran los compuestos de azufre, los cuales confieren aromas que se
relacionan con drenaje, huevo podrido y vegetales en descomposicion.

Los compuestos de azufre que se han identificado y cuantificado en cerveza
son: acido sulfhidrico, tioles, tioésteres y didxido de azufre; la importancia de
éstos compuestos radica en su alto impacto aromatico, ya que niveles en el
orden de partes por billon o trillon pueden ser detectados por el olfato
humano.

En este estudio se realizaron fermentaciones a nivel laboratorio en donde se
ensayaron variables de proceso (cepa, mosto y viabilidad de levadura) con el
objetivo de determinar los factores de mayor impacto en la generacién de
compuestos de azufre.

Las cepas de levadura evaluadas fueron del género Saccharomyces tipo lager,
con uso actual en la industria cervecera (820 y 790); los mostos variaron en el
contenido de nutrientes nitrogenados y la viabilidad de la levadura se modificé
mediante tiempo y temperatura de almacenamiento previo a la inoculacion.

Los resultados indican que los factores de cepa y mosto, fueron los de mayor
impacto en la generacidon de compuestos azufrados. De los analitos de interés,
cuantificados por cromatografia de gases con detector de quimiluminiscencia,

solamente acido sulfhidrico (H,S) y metil tioacetato (MetSAc), presentaron
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diferencias significativas entre tratamientos. La combinacién de cepa 820 con
un mosto deficiente en nutrientes (amino nitrogenc y aminoacidos libres)
generd la mayor concentracion de compuestos de azufre, detectable
sensorialmente por el grupo de catadores entrenados.

Se demostré que la cepa 790 es capaz de regular la produccién de compuestos
de azufre de manera mas eficiente que la 820 y que el aumento de nutrientes
nitrogenados en el mosto puede disminuir la generacion de H,S y MetSAc en

fermentaciones realizadas con la cepa 820.



1 Introduccién

La cerveza se define como el resultado de la fermentacién alcohodlica del
extracto acuoso de granos malteados. El cereal malteado generalmente es
cebada, aunque pueden agregarse otras fuentes de almidéon o azicares

fermentables (Hardwick, 1995).

La produccién de cerveza, aunque se ha industrializado, continia siendo un
arte. Lograr una consistencia impecable en pardmetros de calidad vy
aceptacion, como el aroma y el sabor, es ain un reto para los productores de
esta bebida (Vermeulen et al., 2005). La principales fuentes de variacion en el
sabor de la cerveza son las materias primas, las condiciones de fermentacion y

los tratamientos post-fermentacion (Coghe et al., 2004).

Durante la fermentacién se desarrollan los aromas de mayor impacto en el
perfil sensorial de la cerveza. Tanto el etanol como el didxido de carbono
contribuyen al sabor del producto impartiendo calidez y efervescencia,
respectivamente. Sin embargo, el caracter esencial de cualquier cerveza esta
determinado por los metabolitos aromaticos, resultado de la accion de la
levadura (Boulton y Quain, 2003). Se han identificado varios cientos de
compuestos aromaticos en la cerveza, algunos que imparten notas positivas y
otros indeseables en el perfil de sabor (Meilgaard, 1981). Los componentes del
aroma de la cerveza son variados y han sido clasificados de acuerdo a su
percepcion sensorial. Algunos grupos son: ésteres, dicetonas vecinales,

alcoholes superiores y compuestos de azufre (Drews et al., 1969).



£s aceptado que ciertos compuestos de azufre forman parte normal del aroma
de la cerveza, pero su contribucion positiva depende de las concentraciones en
las que éstos se encuentren y del equilibrio que logren con otros compuestos
volatiles. La importancia de los compuestos de azufre en la cerveza radica en
su alto impacto aromdtico a pesar de las bajas concentraciones presentes; en
algunos casos niveles de hasta 1 ppb pueden contribuir en el perfil sensorial
(Walker y Simpson, 1993). Entre los compuestos de azufre que se han
identificado y cuantificado en cerveza se encuentran: acido sulfhidrico, tioles,
tioésteres y didxido de azufre, todos ellos activos en la contribuciéon de aroma
(Laundaud et al., 2008). Ligeros aumentos en los niveles de concentracién de
los compuestos de azufre, en el orden de partes por billén o trillédn, crean notas

aromaticas desagradables.



2 Justificacion

Debido a su contribucién aromatica, la formacion de compuestos de azufre
(CA) en bebidas fermentadas ha sido sujeto de interés. Para los consumidores
de cerveza, los CA pueden jugar un rol atractivo o repulsivo, dependiendo de

su identidad y concentracién (Laundaud et al., 2008).

Para la industria cervecera se considera de interés ampliar el conocimiento de
las necesidades nutricionales (aminoacidos, carbohidratos, vitaminas, etc.) y
de proceso (temperatura de fermentacion, condiciones de almacenamiento,
oxigenacion, presion, etc.) de sus cepas de levadura, para lograr el mejor
desempeiio, no solamente en los parametros basicos de produccién de alcohol
y abatimiento de extracto, sino también en términos de la generacion de
compuestos con efecto en el aroma (Stewart y Russell, 1993). Por lo anterior,
el conocimiento acerca de los factores de mayor impacto en la generacién de
compuestos de aroma permitira manejar las fermentaciones de tal manera que
se produzcan los compuestos requeridos en las cantidades adecuadas o se

disminuya la formaciéon de compuestos indeseables.

Establecer una relacion entre resultados quimico-analiticos y sensoriales se
considera de alto valor, ya que da robustez a ambos analisis. Conocer cuales
son las concentraciones sensorialmente detectables de compuestos de azufre
ayuda a fijar metas realistas acerca de las concentraciones maximas

permitidas en el producto, sin afectar su perfil de sabor.



3 Marco Tedrico

3.1 Resefa historica de la Cerveza

La mas antigua referencia que se tiene de produccion de cerveza data del afio
6000 A.C. en la regién de Babilonia, posteriormente se fue generalizando el
consumo de cerveza en todos los pueblos de la antigiiedad, desde los egipcios,
griegos, romanos, celtas, hasta espafioles y la parte septentrional de Africa
(Hardwick, 1995).

Durante la época medieval, la cerveza empezd a tener un importante arraigo
en Europa, sin embargo, a pesar de su popularidad y antigtiedad, la cerveza se
comenzé a elaborar comercialmente hasta el siglo XVI, cuando surgieron las
primeras grandes fabricas cerveceras. La auténtica época dorada de la cerveza
comienza a finales del siglo XVIII, con la incorporaciéon de la maquina de vapor
a la industria cervecera y el descubrimiento de la nueva formula de produccion
en frio. La produccion de cerveza alcanza su perfeccionamiento en el ultimo
tercio del siglo XIX, con los hallazgos del bidlogo francés Luis Pasteur relativos
al proceso de pasteurizacion (Cerveceros de Espafia, 2007).

En la época contemporanea, la difusion de la produccion mundial de cerveza en
1961 ascendia a 435 millones de hectolitros y para 1998 esa cifra ya se habia

triplicado (Boulton y Quain, 2003).

En México la historia de la cerveza comienza en el afio 1540, fecha en que se
elabora la primera solicitud para producir y vender cerveza en la Nueva
Espafa. La expansion de la produccion cervecera durante la Colonia y la época

Independiente fue relativamente lenta. Fue hasta 1865 cuando la produccion



industriai de cerveza empez6 con la empresa Toluca y México S.A. de C.V,,
continuando con la fundacién de Cerveceria Cuauhtémoc en 1890, Cerveceria
Moctezuma en 1894 y Cerveceria Modelo como fusion de las empresas Toluca
y México, Pacifico y Yucateca en 1925 (Asociacion Nacional de Fabricantes de

Cerveza, 2005).

3.2 FEl sabor de la cerveza

A pesar de los grandes avances tecnolégicos en la industria cervecera, el
proceso de elaboracion todavia conserva rasgos artesanales. Por tanto el
equilibrio y conocimiento de los factores que afectan al sabor, ha requerido de

investigacion ardua y constante.

Una multitud de compuestos contribuyen al sabor de la cerveza, muchos de los
cuales provienen directamente de las materias primas utilizadas en la
elaboracién del mosto. Sin embargo, el proceso de fermentacion se considera
el de mayor impacto en la generacion de sabores y aromas debido a la gran

cantidad de metabolitos generados por la levadura (Boulton y Quain, 2003).

Los metabolitos de la levadura que contribuyen al sabor pertenecen a varias
familias quimicas entre los que podemos encontrar acidos organicos, alcoholes,
estéres, carbonilos y compuestos de azufre.

Varios cientos de compuestos han sido identificados en la cerveza, algunos
contribuyen de manera positiva en el sabor y otros a ciertas concentraciones

generan notas indeseables. Dentro de estas notas indeseables estan el



diacetilo, 4 vinil guayacol, aluzado, oxidacion, metalico y los compuestos de

azufre (Meilgaard, 1999).

Morten Meilgaard fue el pionero en la identificacion de los componentes
aromaticos de la cerveza, publico mas de 200 de umbrales de deteccion y en
conjunto con la ASBC (American Society of Brewers Chemists), EBC (European
Brewers Convention) y MBAA (Master Brewers Association of the Americas),
clasificd los compuestos por su cercania aromatica, generando la Rueda del
Sabor (Meilgaard, 1981), una forma grafica para facilitar la ubicacion de los

diferentes descriptores que pueden formar parte del perfil de sabor de una

cerveza (ver Figura 1).
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Figura 1. Rueda del Sabor de la Cerveza, Meilgaard (1981).



3.3 Proceso de elaboracion de la cerveza

3.3.1 Materias primas

Las materias primas bdsicas para la elaboracion de cerveza son agua, malta,

adjuntos, lapulo y levadura.

Agua: la calidad del agua usada para elaborar cerveza es de suma
importancia, considerando que de 90 a 96% de la cerveza es agua (Sanchez,

1999).

Malta: La malta es una fuente de extracto fermentable y proporciona
caracteristicas de aroma, sabor y color a la cerveza. Es el grano de cebada que
ha sido sometido al proceso de remojo, germinaciéon y secado, con el objetivo
de modificar la caracteristicas del grano y hacerlo apto para el proceso

cervecero. (Kramer, 2006).

Adjuntos: Son los ingredientes utilizados como fuente de almidones, que no
son malta. Entre los principales adjuntos utilizados en la industria cervecera se

encuentran maiz, arroz, trigo, cebada sin malteo y sorgo.

Lapulo: Inflorescencias femeninas de la planta Humulus lupulus. El lUpulo es
un ingrediente reconocido en la elaboracion de cerveza, imparte el sabor
amargo y un aroma herbal citrico, ayudando a balancear las notas dulces
procedentes de la malta. Las resinas del ldpulo inhiben el crecimiento de

algunas bacterias, lo cual ayuda a mantener la fermentacion libre de



contaminacion y permite conservar las caracteristicas de la cerveza (Sidor,

2006).

Levadura: Es un microorganismo unicelular perteneciente al reino Fungi.
Especificamente, para fermentaciones alcohdlicas, el género Saccharomyces,
con sus diferentes especies, es el mas utilizado. En la seccion 3.5 se ampliara
la informacion de este microorganismo, imprescindible en la elaboracion de

cerveza.
3.3.2 Operaciones para elaboracion de cerveza

Cocimientos: E! objetivo es la produccion eficiente de un mosto, con la
calidad deseada de acuerdo a la formulacion. El mosto es la mezcla acuosa

compleja de material soluble y suspendido, derivado de los ingredientes.

En el cocedor se adicionan los ingredientes fuentes de almidén, que no son
mailta, para ser acondicionados en una solucién acuosa con el auxilio de

enzimas y temperatura.

El macerador recibe la malta y con el efecto de la temperatura y las enzimas,
los almidones seran transformados en azulicares. Aqui también se agrega el
material del cocedor previamente tratado. Por efecto de la actividad enzimatica
de la malta, los almidones se convertiran en azucares simples, enriqueciendo
la concentracion del grado plato (g sdlidos disueltos / 100 g de solucioén, °P)

del liquido. El caldo resultante del macerador es identificado como mosto.
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Al mosto procedente del macerador se le remueve la cascarilla proveniente de
los granos de malta por medio de un filtro, normalmente conocido como lauter.
En la olla de cocimientos se calienta el mosto hasta la temperatura de

ebullicion y se adiciona el lGpulo. Los principales objetivos del hervido son:

» Precipitar las proteinas coagulables.

» Asegurar estabilidad microbiologica.

+ Reducir los compuestos volatiles indeseables procedentes de las
materias primas.

¢ Isomerizar el lapulo.

o« Evaporar el agua hasta el nivel de concentracién de azicares

deseado (°P).

El mosto hervido es transferido a un recipiente con entrada tangencial en el
fondo (Whirpool), lo cual permite la formacién de un remolino, fatilitando que
los sélidos (trub) se acumulen en el centro y fondo del mismo. Aqui reposa por
un breve espacio antes de ser transferido al enfriador de mosto (Fahy y

Spencer, 1999).
Enfriado de mosto: Durante el enfriado se reduce la temperatura del mosto

de aproximadamente 94 - 100 °C a la temperatura de inoculacion, entre 9 y

15°C, para fermentaciones tipo lager.
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El mosto debe ser aereado para proporcionarie oxigeno a la levadura al inicio
de la fermentacion, {a aereacion se puede realizar inyectando directamente

aire estéril u oxigeno.

Fermentacién. La fermentacion alcohdlica es el proceso en el cual la levadura
transforma los azucares en etanol, diéxido de carbono y energia. La
fermentacién ha sido considerada el paso mas importante y complejo de las
operaciones del proceso cervecero. Siempre es un reto controlar los cambios
de sabor y aroma procedentes del desempefio de la levadura (Carey y
Grossman, 2006). Los productos desarrollados durante la fermentacion

impactan el sabor final de la cerveza.

Reposo y acabado. Esta etapa comprende los pasos de maduracion,
carbonatacién, estabilizacién en frio, clarificacion y estandarizacién. Terminado
el proceso de reposo, la cerveza es enviada al proceso de abrillantado
(ﬁltracién), donde al liquido es clarificado y carbonatado para enviarlo a las

lineas de envasado.

En la Figura 2 se muestra un esquema simplificado de las etapas mas
importantes en la elaboracidn de cerveza. Se consideran 3 etapas clave para
llegar al producto final, cerveza: elaboracion de mosto, inoculacién con

levadura y fermentacion,
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de mosio

Figura 2. Esquema general para la elaboracién de cerveza.

3.4 Nutrientes del mosto

El mosto es un medio de crecimiento consistente en azucares fermentables
(fructosa, sacarosa, glucosa, maltosa Yy maltotriosa), componentes
nitrogenados (aminoacidos, péptidos, proteinas, acidos nucleicos y otros
produétos procedentes de la degradaciéon del endospermo de la malta),
vitaminas, iones, sales minerales, elementos traza y otros componentes

(Bamforth, 2003).

La mayoria de los cerveceros han basado el criterio principal de calidad del
mosto en la gravedad especifica del mismo, asumiendo que el balance relativo
de carbohidratos, compuestos nitrogenados y otros materiales permanece
constante (Bamforth, 2003). Sin embargo, se ha reportado que la composicién
del mosto forma parte importante de las caracteristicas finales de la cerveza

(Meilgaard, 1999). Aun cuando su composicion precisa es desconocida, ha sido
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posible establecer relaciones entre la asimilacion de los principales nutrientes
por parte de la levadura y la generacidon de compuestos resultado de su
actividad metabdlica (Boulton y Quain, 2003). Por lo anterior, la manipulacién
en la composicidon de los mostos puede ser una estrategia deliberada para

producir cambios en la fermentacion.

La asimilacidon de los nutrientes del mosto por parte de la levadura es selectiva
y regulada. Cuando se presentan opciones de nutrientes la levadura asimilara
aquellos que le resulte mas sencillo metabolizar. Sin embargo, no solamente la
facilidad de utilizacion influye, también la presencia de algunos nutrientes

puede inhibir la utilizaciéon de otros (Boulton y Quain, 2003).

Las levaduras cerveceras son capaces de asimilar una amplia variedad de
carbohidratos como glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, maltotriosa vy
trehaloéa, aunque puede haber variantes metabodlicas entre cepas. El orden de
absorcién de los azlcares por parte de la levadura generalmente inicia con la
glucosa, continda con la fructosa. Cuando los monosacaridos se agotan,
comienza el consumo de la maltosa y finalmente de maltotriosa. Esta
secuencia puede ser alterada por la composicion inicial de los mostos. En el
caso de altas concentraciones de glucosa, en algunas cepas de levadura, se
genera una represion en el uso de maltosa, lo cual dejara al final de la
fermentacion extracto sin ser fermentado por la levadura (Boulton y Quain,

2003; Stewart y Russell, 1993).
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Los compuestos nitrogenados presentes en el mosto son variados. Se han
encontrado de 19 a 20 aminoacidos, y se ha especulado acerca de la presencia
de 400 dipéptidos y mas de 8,000 tripéptidos como potenciales fuentes de
nitrégeno, asimilable por la levadura (Lekkas et al., 2007). La mayoria de las
cepas son capaces de importar péptidos de hasta 3 aminoacidos (Lekkas et al.,
2009) por mecanismos distintos a los de aminoacidos (Patterson y Ingledew,
1999). Sin embargo los aminoacidos son considerados la principal fuente de

nitréogeno asimilable en el mosto (O'Connor-Cox e Ingledew, 1989).

Al igual que en el caso de los azucares, la asimilacion de compuestos
nitrogenados por parte de la levadura es ordenado. Jones y Pierce, (1964)
propusieron una clasificaciéon de aminodacidos en 4 grupos en base a su ruta de
asimilacién (ver Tabla 1). En el grupo A se encuentran los aminoacidos que son
asimilados de manera inmediata, en el grupo B aquellos que se asimilan mas
Ientaménte, en el grupo C estan los que se consumen unicamente después de
que se han agotado los grupos A y B, finalmente el grupo D en donde esta
solamente la prolina (Lekkas et al, 2005). Aunque la prolina es el aminoacido
mas abundante en el mosto, no cuenta con un grupo amino libre capaz de
participar en las reacciones transaminacion (O'Connor-Cox e Ingledew, 1989),

por lo que practicamente no se asimila.

La funcién de los compuestos nitrogenados asimilables en el metabolismo de la
levadura es variada, el amino nitrégeno libre (FAN) del mosto lo utiliza la

levadura para la sintesis de nuevas estructuras y enzimas (O'Connor-Cox e
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Ingledew, 1989) y para la formacion de varios compuestos aromaticamente
activos como diacetilo, compuestos azufrados, alcoholes superiores y ésteres

(Meilgaard, 1999).

Tabla 1. Clasificacion de aminoacidos del mosto en base a su velocidad de asimilacién
por la levadura (Lekkas et al., 2005).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Absorcién Absorcion Absorcion lenta Absorcion
inmediata intermedia escasa o nula
Acido glutdmico Valina Glicina Prolina
Acido aspartico Metionina Fenilalanina
Asparagina Leucina Tirosina
Glutamina Isoleucina Triptofano
Serina Histidina Alanina
Treonina Amonio
Lisina
Arginina

Los aminpa’cidos del mosto son metabolizados en dos maneras. Primeramente
son tomados dentro de la célula e incorporados a la formacion de proteinas, la
otra opcion es por la ruta de Ehrlich en donde el grupo amino es trasferido por
una transaminasa y el esqueleto de carbdén es secretado o utilizado para la
regeneracion de NAD®, en este segundo caso el oxo-acido producido por
transaminacion es descarboxilado para producir CO, y un aldehido. Los
aldehidos son reducidos, para dar lugar a alcoholes de fusel (Lewis y Young,
1995).

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

destino de los nutrientes del mosto cuando son asimilados por la levadura.
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Figura 3. Esquema de asimilacion de nutrientes del mosto, en la fermentacion para
produccién de cerveza. Maodificacion de Carey y Grossman, 2006.

3.5 Levadura

La levadura es un microorganismo unicelular perteneciente al reino Fungi.
Dentro del género Saccharomyces existen gran variedad de especies, pero las
mas relevantes para la fermentacion alcohélica son S. cerevisiae, S. bayanus y
S. pastorianus (Gales, 2007).

Los taxonomistas han modificado la posicién y el nombre de algunos de los
miembros del género Saccharomyces, es por eso que las levaduras tipo lager
han sido llamadas de varias maneras S. carlsbergensis, S. uvarum, S.
cerevisiae var. carlsbergensis y actualmente clasificadas como S. pastorianus.

Sin embargo, dicha clasificacion no ha sido totalmente aceptada ya que los
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analisis de ADN sugieren que las cepas tipo lager en realidad son hibridos de 5.

cerevisiae y 5. bayanus (Gales, 2007).

La levadura, como resultado de su metabolismo, ademds de producir alc\ohcl
(etanol) también genera CO, y otros compuestos con efecto en el sabor vy
aroma: alcoholes de fusel, ésteres, acidos organicos, compuestos de azufre,
dicetonas vecinales, entre otros (Boulton y Quain, 2003; Meilgaard, 1981). Es

por eso que tiene gran influencia en el perfil y caracter de la cerveza.

El conocimiento de la estructura, composicion, metabolismo y crecimiento de la
levadura resulta de importancia, ya que existen grandes diferencias entre los
tipos y razas de la misma especie (Kunze, 1999). El genotipo de una cepa
particular de levadura es critica para los resultados de la fermentacion, asi el
espectro de metabolitos influyentes en el sabor dependen de la cepa y de las

condiciones de fermentacion (Boulton y Quain, 2003).

Otro factor importante que impacta en el desempefio de la levadura es su
calidad, normalmente evaluado como viabilidad y vitalidad (Gales, 2007). La
viabilidad se refiere al porcentaje de células vivas y la vitalidad refleja la salud
de las células (actividad metabdlica y estado fisiologico). Para que la levadura
se mantenga sana, se deben seguir buenas practicas en el manejo de ésta.
Durante el almacenamiento (entre la cosecha de una fermentaciéon y la
inoculacién siguiente), se recomienda evitar la presencia de oxigeno, altas

temperaturas, agitacién y largos periodos de espera (Pickerell et al., 1991).
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3.6 Compuestos de azufre

Los compuestos de azufre de mayor interés para los cerveceros s<:m aquellos
que generan algun efecto en el aroma o sabor de la cerveza, cada uno de éstos
presenta diferentes caracteristicas fisico-quimicas originando diferentes notas

aromaticas.

Acido Sulfhidrico (H.S). El H,S se percibe como un aroma a huevo podrido o
drenaje. Es producido y consumido por la levadura durante la fermentacion.
Los niveles de produccién de este compuestos se atribuyen a condiciones de
proceso como: cepa, oxigenacion, trub, entre otras (Laundaud et al., 2008).
Debido a su extrema volatilidad el H,S puede ser eficientemente arrastrado
por el CO, y removido del liquido final. Sin embargo su umbral de deteccion se
encuentra entre 5-10 ppb (Meilgaard, 1981) por lo que pequeiias cantidades
pueden hacer grandes diferencias en el perfil sensorial.

Adicional | al Hy;S producido de manera natural en la fermentacion,
contaminaciones con bacterias gram negativas pueden generar H,S,

contribuyendo a superar el umbral sensorial (Kunze, 1999).

Sulfuros y tioles. Ambos grupos de compuestos presentan umbrales de
deteccion del orden de ppb. Los primeros presentan aromas a vegetales
cocidos desde cebolla, ajo, elote, apio y repolio. Los segundos, también
conocidos como mercaptanos, se caracterizan por el aroma a vegetales

podridos.
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Los tioles son considerados de efecto negativo en el aroma de varios
alimentos, son extremadamente volatiles y con umbrales de/ deteccion en
cerveza de 0.5 ~ 3.0 ppb (Vermeulen et al., 2005).

Dentro de los sulfuros mas estudiados esta el dimetilsulfuro (DMS), que se
estima es benéfico en el aroma de la cerveza a ciertas concentraciones y
dependiendo del tipo de cerveza. Su umbral de deteccion se reporta en 30 ppb
(Gales, 2007; Meilgaard, 1981).

En la formacion de sulfuros y tioles durante la fermentacién, reposo y
almacenamiento de la cerveza, se han propuesto varias rutas metabdlicas, en
donde los aminodacidos azufrados (metionina y cisteina) contenidos en las

proteinas de la malta estan involucrados (Laundaud et al., 2008).

Tioésteres. El tioéster mayormente identificado en cerveza es el S-metil-
tioacetato (MetSAc) percibido como un reminiscente aroma a vegetales
podridos (Matsui y Amaha, 1981) y coliflor cocida (Arfi et al., 2002). Su
formacion durante la fermentacion del mosto se atribuye a la reaccidén de
metanotiol y acetil CoA (Laundaud et al., 2008). El umbral de deteccién de

MetSAc se estima en 50 ppb (Miracle et al., 2005).

Di6éxido de azufre (S0,). Es producido durante la fermentaciéon por la
levadura como un subproducto en la sintesis de aminoacidos. La concentracion
tipica en cerveza terminada se encuentra en un rango de 0.5 a 10 ppm. El SO,

es conocido en la industria de alimentos y bebidas como antioxidante.
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Debido a que parte de ia poblacion es sensibie ai 502,}95 niveles de éste en
las bebidas es legalmente restringido a 10 ppm (Food and Drug Administration,
2010). En caso de que se exceda dicho nivel se debe declarar en la etiqueta
del producto.

La concentracion de SO, en la cerveza puede ser un importante indicador de la
salud de la levadura; una pobre viabilidad y vitalidad de ésta pueden

incrementar los niveles de SO, (Gales, 2007).

3.7 Rutas de formacion de compuestos de azufre

Al tener su origen en una fermentacién, es aceptado que ciertos CA
(compuestos de azufre) forman parte normal del aroma de la cerveza, pero su
contribucion positiva depende de las concentraciones en las que éstos se
encuentren en la cerveza y del balance con otros volatiles existentes en el
liquido. Ligeros aumentos en los niveles de concentraciéon de los CA, en el

orden de partes por billdn o trillon, crean notas aromaticas desagradables.

Los compuestos de azufre son formados a través de varias rutas que incluyen
procesos enzimaticos y no enzimaticos. Entre los procesos enzimaticos se
encuentra la bioquimica de la fermentacién en la levadura y en los no
enzimaticos estan la reacciones quimicas, fotoquimicas y térmicas ocurridas
durante el almacenamiento (Rauhut, 2009). Los compuestos azufrados que son
influenciados por el metabolismo de la levadura pueden generarse por dos
rutas: 1) por la ruptura de compuestos organicos que contengan en su

estructura azufre como aminoacidos y vitaminas o 2) por reacciones de
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asimilacion que integren el azufre inorganico en nutrientes. (Bouit?n y Quain,

2003).

En la Figura 4 se muestran las rutas asimilacion y reduccién de sulfato como
principales generadoras de sulfuro y su incorporacion en la formacion de
aminodcidos azufrados. Segun estudios realizados por Duan y Roddick (2004),
existe una correlaciéon entre el contenido de metionina, la cepa de levadura vy el

total de nitrégeno del mosto con respecto a la formacion de H,S.

El contenido de otros aminodacidos no azufrados también muestra efecto en la
generacion de CA. Se ha reportado que la presencia treonina y glutation en el
medio promueven la formacién de H,S, mientras que el contenido de serina,

glutamina, aspartato y arginina lo inhiben (Vermeulen et al., 2005).

La regulécién de metabolismo del azufre es compleja, ya que involucra
inhibicién por retroalimentacion de actividad enzimatica y represion de la
expresion génica. Asi se puede explicar que la presencia de S-
adenosilmetionina reprima la transcripcion de todas las enzimas involucradas
en la introduccién de sulfato y su reduccién a sulfuro, y que la treonina
favorezca la formacion de sulfito debido a la inhibicion por retroalimentacion de
la aspartoquinasa llevando a un bajo contenido de O-acetilhomoserina y por
tanto una baja produccion de metionina, lo cual libera la ruta de reduccién de

sulfato (Boulton y Quain, 2003).
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Las levaduras tipo lager se ha visto que son mayores productoras de H,S,
metanotiol y metil-tioacetato en comparacién con las de tipo ale (Walker vy

Simpson, 1993).

En el catabolismo de metionina (ver Figura 5) se aprecia la posible ruta de
formacion de tioles y tioésteres que siguen algunas cepas de levadura
cervecera, en donde se propone la demetiolacion de la metionina o de sus
derivados (Perpéte et al., 2006) para una posterior esterificacion de metanotiol
con grupos Acil-CoA provenientes del catabolismo de otros aminodacidos, acidos
grasos libre y azlcares (Laundaud et al., 2008).También se han considerado
como rutas de formacioén de metanotiol la reduccién del dimetilsulfuro (DMS) y

la metilacion del H,S (Van Haecht y Dufour, 1995).
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Figura 5. Posibles rutas de generacion de metanotiol y su esterificacién para formacion
de tioésteres de acuerdo con Laundaud et al., (2008), Walker y Simpson (1993) y

Matsui y Amaha (1981).

3.8 Métodos de determinacién de compuestos de azufre

3.8.1 Analiticos

Debido a su baja concentracion (en ocasiones trazas) y su alta volatilidad, Ia

medicion de compuestos de azufre en cerveza ha sido un reto por varias

décadas.
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Numerosos han sido ios intentos y la variedad de estrategias ensayadas, desde
los afios cuarenta con la medicion espectrofotométrica con desarrollo de color
por medio del complejo de p-rosanilina - formaldehido para determinacion de
dioxido de azufre (Grant, 1947), hasta la cromatografia de gases con
detectores selectivos como SCD 355 Sulfur Chemiluminescence Detector
(Burmeinster et al., 1992) o PFPD Pulsed Flame Photometric Detector (Li et al.,

2008).

Los resultados han sido diversos y su utilidad dependerd de la precisién que se
requiera en las determinaciones y de la cantidad de compuestos que se
pretenda analizar. Debido a la importancia de los compuestos de azufre en el
sabor y aroma de la cerveza, y su posible impacto en generacién de notas
sensoriales indeseables, un eficiente método para la determinacion de éstos

compuestos es requerido.

Los métodos cromatogréficos son los mas adecuados para determinar
compuestos de azufre en cerveza ya que permiten la separacion de los

componentes individuales.
Los analisis por cromatografia se pueden separar en tres grandes pasos: la

preparacion de la muestra (incluyendo muestreo) e inyeccidén, separacion y

deteccion (Gales, 2007).
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Para el caso de cerveza la preparacion de muestra es minima, sin embargo
debido a que los compuestos que se pretende cuantificar son altamente
volatiles y se encuentran en pocas cantidades, extremos cuidados deben
tomarse durante el muestreo, para reducir las pérdidas por manejos
inadecuados. Para muestras ya embotelladas o enlatadas habra que
mantenerlas a temperatura de refrigeracion (4°C) y sin abrir hasta el momento
del analisis. Para el caso de muestras de proceso habra que colocarlas
inmediatamente en hielo, con los recipientes cerrados y si es necesario

remover soélidos, filtrar o centrifugar en refrigeracion (Gales, 2007).

De las estrategias de muestreo mas utilizadas estan headspace y purga-
trampa, también conocido como headspace dinamico. Ambas estrategias han
dado resultados, dependiendo de los compuestos que sean de interés, ya que
por medio de headspace solo se cuantifican los compuestos mas volatiles
mientras ‘que purga-trampa puede también atrapar aquellos con menor

volatilidad.

En ambos casos hay que ser muy cuidadoso con la reacciones de los analitos
durante su manejo, ya que los compuestos de azufre reaccionan con facilidad
entre ellos y con metales, por lo que cualquier contacto con superficies
metadlicas puede alterar los resultados. Se recomienda el uso de lineas de
teflon o vidrio (Dercksen et al., 1996) o tratar las superficies y valvulas con
Silcosteel o Sulfinert (marcas registradas de Restek Corporation) (Gales,

2007).
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Para la separacion eficiente de compuestos de azufre se han utilizado columnas
capilares (Burmeinster et al.,, 1992) y en algunos casos para lograr una
resolucién mayor se ha recurrido a combinacion de columnas con diferente

polaridad (Hill y Smith, 2000).

Aun cuando se cuente con un detector con alta sensibilidad para los
compuestos de azufre, también se ha experimentado con accesorios para
concentrar la muestra y poder cuantificar a niveles de traza, la microextraccion
en fase solida (SPME) ha sido utilizada tanto para muestreo del liquido como

para muestreo del headspace (Hill y Smith, 2000).

3.8.2 Sensoriales

Los métodos sensoriales de medicion de cualquier compuesto aromatico se
basan en la habilidad de un grupo de catadores entrenados.

Debido'a que los compuestos de azufre son altamente volatiles y pueden ser
percibidos por el olfato humano a bajas concentraciones, no resulta extrano
que muchos cerveceros sigan confiando en la nariz de catadores calificados
para la evaluacion de la cerveza (Carey y Grossman, 2006).

Los catadores pueden ser entrenados para identificar la presencia o ausencia
de un aroma en particular (analisis cualitativo), para ordenar un grupo de
muestras en base a la intensidad percibida de una nota aromatica o para
determinar la intensidad de un aroma o sabor en una escala cuantitativa

(Meilgaard et al., 1999).
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar analitica y sensorialmente el efecto de variables de proceso (mosto,

cepa y viabilidad de levadura) en la generacion de compuestos de azufre en la

produccion de cerveza.

4.2 Objetivos especificos

Elaborar mostos experimentales con diferencias significativas de
nutrientes nitrogenados (aminodcidos y amino nitrégeno libres), en base
a formulaciones factibles en la industria cervecera.

Disefiar un experimento factorial, con niveles de evaluacion, que
generen tratamientos reales en la elaboracidn de cerveza.

Cuantificar los compuestos de azufre para cada tratamiento del diseho
experimental en F2D (segundo dia de fermentacion), FF (final de la
fermentacién) y R3D (tercer dia de reposo), por cromatografia de gases
con detector de quimiluminiscencia (GC-SCD).

Determinar las variables de mayor impacto y sus interacciones en la
generacion de compuestos volatiles de azufre durante la fermentacion.
Ordenar por medio de un panel entrenado de catadores la intensidad
percibida de compuestos aromaticos de azufre entre los tratamientos.

Analizar la relacién entre parametros quimico-analiticos y sensoriales.
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» Determinar, del espectro de condiciones ensayadas, aquellas que
resulten con mayores beneficios en el perfil sensorial respecto a

compuestos azufrados.
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5 Materiales y Métodos

5.1 Disefo experimental

En base a las condiciones de operacion actuales en la industria cervecera, se
disefié un experimento factorial completo con dos niveles de 3 factores (mosto,
cepa vy viabilidad de levadura) dando por resultado 8 eventos los cuales fueron

realizados por duplicado. En la Tabla 2 se observan los niveles de cada factor.

Tabla 2. Factores y niveles del disefio experimental

Factor Nivel (-) Nivel (+)
Cepa 820 790
Mosto 1 2
Viabilidad de levadura Baja Alta

Posteriormente, con el objetivo de evaluar directamente el efecto de cepa en
una misma sesion sensorial se realizd un experimento factorial completo de
dos factores (mosto y cepa), dando por resultado 4 eventos los cuales fueron
realizados por duplicado. En este disefio la viabilidad de la levadura se

mantuvo en el nivel bajo para todos los tratamientos.

5.2 Materiales

5.2.1 Mosto

Los mostos fueron elaborados con una concentracién de 17°P, en proceso
batch de 5 HI en la planta piloto de Cerveceria Cuauhtémoc Moctezuma

(CCM). La estrategia para lograr diferente perfil de nutrientes nitrogenados
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consistié en manejar diferentes formulaciones en términos de porcentajes de
malta y adjuntos. El uso de adjuntos (maiz, arroz, entre otros) en la
elaboracion de mosto cervecero no aporta compuestos nitrogenados. Se trata
de almidones de alta pureza y aroma neutro. Por tanto son una forma eficiente
de modificar los compuestos nitrogenados, sin afectar el total de azucares

fermentables (O'Connor-Cox y Ingledew, 1989). Ver Tabla 3.

Tabla 3. Formulacion de mostos cerveceros experimentales,

Materias primas Mosto1 Mosto2
Adjuntos (%) 65.00 50.00
Malta (%) 35.00 50.00

5.2.2 Levadura

La levadura utilizada pertenece al género Saccharomyces tipo lager y se
obtuvo de la planta propagadora de CCM (cepas 790 y 820). Ambas cepas
fueron evaluadas entre la cuarta y quinta generacion.

La viabilidad de la levadura se modificé variando el tiempo y la temperatura de
almacenamiento de la levadura, desde su cosecha hasta la inoculacion de los
mostos experimentales.

Para obtener viabilidad baja la levadura se almacend 18 horas a 18°C y para
alta 4 horas a 4°C. Mediante la técnica de microcultivo (Método Yeast-6 ASBC,
ver apéndice IV) se determiné el porcentaje de células con capacidad de

reproduccién para cada caso.

32






5.4 Muestreo y frecuencias

5.4.1 Mostos

Para la determinacién de amino nitrogeno libre, carbohidratos y aminoacidos
libres, los mostos experimentales se muestrearon como mosto frio en

condiciones de esterilidad.

5.4.2 Fermentaciones

En el caso de las fermentaciones todos los muestreos se realizaron por
decantacion del producto en campana de flujo laminar para mantener

condiciones de esterilidad, la frecuencia de muestreo se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Parametros evaluados y frecuencias de muestreo durante la fermentacion y
reposo. Segundo dia de fermentacién (F2D), tercer dia de fermentacion (F3D), final de
fermentacion, séptimo dia (FF) y tercer dia de reposo (R3D).

R

Parametro F2D F3D R3D

Compuestos volatiles de azufre v \'4
Compuestos volatiles frutales
% Alcohol
Extracto Aparente
Diacetilo
Aminoacidos libres

Células en suspension v

LRI LK LKL

Analisis Sensorial

Para todas las determinaciones quimico-analiticas, las muestras fueron
mantenidas a -20°C hasta su analisis. En el caso de Analisis Sensorial y la
determinaciéon de células en suspension las muestras fueron analizadas el

mismo dia de muestreo.
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5.5 Métodos de analisis

5.5.1 Amino nitrogeno libre (FAN)

Para la determinacion del contenido de FAN en los mostos, se empled el
protocolo internacional descrito en los métodos de analisis Wort-12 de la
ASBC (American Society of Brewing Chemists, 1992). Este método determina
aminoacidos, amoniaco y en algun grado o-amino nitrégeno en grupos
terminales de péptidos y proteinas. La prolina no es cuantificada en ningun
grado a la longitud de onda usada. La metodologia se describe en el Apéndice

I.

5.5.2 Aminoacidos libres

Los aminoacidos libres del mosto y de final de fermentacion se determinaron
por el método AccQ Tag Waters, el cual consiste en una técnica de
derivatizacién usando reactivo AccQ Flour (6-aminoquinolyl-N-
hydroxisuccinimidyl carbamato, AQC), separacion de derivados por HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) fase reversa y cuantificacién por detector
de fluorescencia.

El reactivo AccQ Flour convierte los aminoacidos en derivados estables y
fluorescentes a 395 nm (Waters AccQ Tag Chemistry Package Instruction

Manual, 1993). Los detalles de la técnica se incluyen en el Apéndice II.
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5.5.3 Carbohidratos

Los carbohidratos de los mostos experimentales fueron determinados por
cromatografia de liquidos de alto desempefio (HPLC, por sus siglas en inglés),
metodologia adaptada del método internacional descrito en Wort-14 de los
Métodos de Andlisis de la American Society of Brewing Chemists (Methods of

Analysis ASBC, 1992), la técnica completa se incluye en el Apéndice I11.

5.5.4 Viabilidad de Levadura

La viabilidad de la cepa de levadura se determind por la técnica de microcultivo
del procedimiento Yeast-6 de los Métodos de Analisis de la American Society of
Brewing Chemists (Methods of Analysis ASBC, 1992). Esta técnica determina la
cantidad de células viables, evaluando la habilidad de reproduccién de la

levadura, la descripcion de la metodologia se encuentra en el Apéndice IV.

5.5.5 Compuestos de Azufre

La determinacion de compuestos de azufre se realizdé por el método
cromatografico de headspace con detector de quimiluminiscencia para
compuestos azufrados (SCD, por sus siglas en inglés). La metodologia consiste
en una adecuacion de lo propuesto por Burmeinster et al. (1992) y Métodos de
Analisis de American Society of Brewing Chemists (Methods of Analysis ASBC,

1992). En el Apendice V se describe la técnica a detalle.
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5.5.6 Andlisis Sensorial

El analisis sensorial se realizd con un panel de 8 catadores entrenados en la
deteccion de compuestos de azufre. Por medio de una prueba de ordenamiento
de intensidad percibida, los catadores otorgaron la primera posicion a la
muestra que percibieran con mayor intensidad de compuestos de azufre, la
segunda a la siguiente y asi sucesivamente (Meilgaard et al., 1999).

Se evaluaron 3 lotes de 4 muestras. Un primer lote para la cepa 790, el
segundo para cepa 820 y el tercero resultado del segundo experimento en
donde se evaluaron las cepas y los mostos dejando constante la vitalidad de
levadura.

En todos los casos la prueba sensorial se realizé6 por duplicado. El servido se
apeg6 a las buenas practicas sensoriales de orden de presentacién aleatorio
con identificacién de vasos usando nimeros aleatorios de tres digitos (Pedrero

y Pangborn, 1989).

5.5.7 Parametros Fermentativos

Existen parametros que de forma habitual se monitorean en una fermentacion
cervecera (conteo de células en suspension, diacetilo, porcentaje alcohol,
extracto aparente, ésteres y alcoholes de fusel) por lo que se considerd
importante determinarlos para asegurar el buen desempeio de las

fermentaciones, las técnicas utilizadas se detallan en el Apéndice VI.
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5.5.8 Control Microbiologico

Al final de la fermentacion, cada tratamiento fue analizado en los medios
DUBA y MRS (Methods of Analysis ASBC, 1992) para asegurarnos que las
fermentaciones se llevaron a cabo libre de contaminacién microbiolégica, ya
que la presencia de bacterias ajenas puede causar interferencia en la

generacion de los compuestos aromaticos propios de la fermentacion.

5.5.9 Analisis Estadisticos

Para determinar diferencias significativas entre los mostos se realizd una
prueba t-Student para cada aminodcido y se aplicd el método para muaitiples

pruebas de Benjamin-Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995).

Los resultados quimico analiticos de compuestos de azufre y volatiles
provenientes del disefio factorial 2° y 2% fueron analizados usando el software

Minitab™ version 14.

Los resultados de las pruebas sensoriales de ordenamiento y su relacién con
los resultados quimico analiticos se analizaron por medio del paquete
BradleyTerry2 version 0.9-1 y qvcalc version 2.10.0 para la implementacion
del modelo de Mallows-Bradley-Terry (MBT) en el programa estadistico R

versién 2.10.0 (Firth, 2005).

El modelo Bradley Terry (BT) calcula habilidades para construir probabilidades

de ganar en una competencia de pares. Mallows extendié el modelo para
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incluir rankings (Critchlow y Fligner, 1991), conformando el modeio MBT. En el
modelo MBT se propone descomponer el ranking en comparaciones por pares y
se asume que cada comparacién es independiente. En base a las habilidades
estimadas, es posible determinar un ranking verdadero. El modelo MBT, como
un modelo lineal generalizado puede utilizase para analizar un disefio factorial

y una relacion lineal entre covariables especificas.

39



6 Resultados y Discusion

6.1 Nutrientes del mosto

Los mostos experimentales fueron analizados para determinar sus niveles de
nutrientes nitrogenados (FAN y aminodcidos libres) y algunos otros analisis de
rutina. Para los parametros de interés en esta investigacion los analisis se
realizaron por duplicado. Se encontraron diferencias significativas de FAN y
aminoacidos libres totales, como se puede ver en la Tablas 5 y 6.

El resto de los pardmetros cumplié con los niveles tipicos, para llevar a cabo

una fermentacion cervecera.

Tabla 5. Resultados analiticos generales de los mostos experimentales.

Pardmetro Mosto 1 Mosto 2
Unidades de amargo 15 16
Color (°SRM) 25 4.3
FAN (mg/L)* 150+ 2.8 204 + 7.07
Zinc (mg/L) 0.93 1.02
Calcio (mg/L) 47.72 42.42
Sulfato como SO, {mg/L) 18.04 18.96
Maltosa (%) 9.30 9.45
Glucosa (%) 0.95 1.40
Fructosa (%) 0.16 0.22
Maltotriosa (%) 2.45 2.57

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

Aminodcidos Mosto 1 Mosto 2 Valor p*
(mg/mL) (mg/mL)
Aspartico 0.85 +0.04 0.59 £ 0.05 0.0332
Serina 0.29 +0.08 3.50+0.07 0.0007
Glutamico 5.04 £0.38 0.78 +0.15 0.0212
Glicina 1.20+0.01 1.38x0.01 0.0061
Histidina 4.70+054 5.45 +0.63 0.3328
Arginina 4.25+0.08 4.18 £ 0.08 0.4547
Treonina 4.01 +£0.06 7.63+0.01 0.0054
Alanina 2034 £ 1.11 29.18+2.89 0.1106
Prolina 38.45+1.04 4445+ 1.77 0.0726
Tirosina 19.84+1.20 32.39+4.22 0.1273
Valina 22.15+0.38 31.69 £ 0.45 0.0021
Metionina 7.12+0.56 9.8110.69 0.0545
Lisina 4.57 £0.02 4.34+0.31 0.4923
isoleucina 17.70+0.15 2592 +1.29 0.0675
Leucina 41.38+3.24 59.91+2.96 0.0274
Fenilalanina 37.76 £ 3.52 57.96 £ 3.54 0.0292
Total 229.65+0.03 319.16+9.04 0.0454

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

El FAN es considerado una medicidn general para determinar el nitrégeno
disponible‘ para la levadura. Debido a que se trata de un analisis sencillo se
recurre a €l frecuentemente. Sin embargo debe tomarse con precaucion ya que
los niveles de FAN no definen las cantidades individuales de aminodcidos del
mosto, lo cual afecta la fermentacion y el sabor de la cerveza (Carey y
Grossman, 2006). Se ha reportado que niveles de minimo 100 mg/L de FAN
en el mosto, son necesarios para mantener saludable a la levadura y lograr
velocidades de fermentacidon tipicas (O'Connor-Cox y Ingledew, 1989). Sin
embargo estudios realizados por Cafamar, (2007) demuestran que para
mostos de 17°P, se requieren niveles mayores a 131 mg/L de FAN.

Concentraciones iguales o menores a dicho nivel generan un incremento en la
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produccion de dicetonas vecinales. Una dicetona vecinal, es el diacetilo. Su
tipico aroma a mantequilla causa afectaciones en al aroma y sabor de la
cerveza (Meilgaard, 1981).

Los niveles de FAN logrados en los mostos experimentales se ubican en rangos
adecuados para cumplir con los parametros basicos de la fermentacion.
También se confirmé que diferencias en los perfiles de aminodcidos no
presentan efecto en la fermentabilidad de los mostos, 1o cual es consistente
con reportes de otros autores (Edney y Langrell, 2005). Los valores obtenidos
de extracto aparente en este estudio oscilaron entre 4.2 y 4.5 % en peso sin
diferencia significativa entre tratamientos. Por tanto la atenuacion de extracto
para generacion de alcohol no sufrié cambios debido al mosto. Por dicha razén,
evaluar el desempefio de la fermentacién Unicamente en abatimiento de °P no
es suficiente para explicar cambios de perfiles de sabor (Bamforth, 2003).

Para aminodcidos libres, la prueba t-Student resulté significativa al 95 % de
conﬁanza,‘para la mitad de los aminodcidos evaluados y para el contenido total
(ver Tabla 6). Para determinar diferencias en los porcentajes de cada
aminodcido con respecto al total, se aplicé la prueba de Benjamini-Hochberg,
con el objetivo de minimizar los falsos positivos entre los positivos detectados
(Urrea, 2009). De esta manera los aminoacidos con diferencia
estadisticamente significativa entre los mostos fueron: arginina, acido

aspartico, glicina, acido glutamico, serina y treonina, ver Figura 7.
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afectacion en la generacion de compuestos aromaticos durante la fermentacion
(Bamforth, 2003). En cervezas elaboradas 100 % con malta se ha reportado
que el perfil de aminoacidos es similar. Sin embargo también se ha visto que
los niveles de aminoacidos en el mosto dependen de la variedad de cebada, de
las condiciones de malteo y de los parametros de maceracion (O'Connor-Cox y

Ingledew, 1989).

Los aminoacidos libres presentes en el mosto son la mayor fuente de nitrogeno
asimilable por las levaduras cerveceras (Patterson e Ingledew, 1999;
O'Connor-Cox e Ingledew, 1989). El perfil de éstos y sus rutas de asimilacion
han sido estudiados en varios experimentos (Perpéte et al., 2005). En general
pueden referirse cuatro grupos de asimilacion. Los aminoacidos
correspondientes al grupo A se absorben de manera inmediata y son casi
totalmente consumidos, mientras que los del grupo D son absorbidos muy
Iigeramenfe. Sin embargo se ha visto que esos cuatro grupos pueden tener
cambios atribuidos a cepa, condiciones de fermentacidon y manejo de la
levadura previo a la inoculaciéon (Gibson et al., 2009). Por ejemplo serina y
treonina son consistentemente considerados en el grupo A, pero la metionina

algunos la ubican en el grupo A y otros en el grupo B (Perpete et al., 2005).

La evaluacién de aminodcidos libres al final de la fermentacién demostré que
los aminodacidos de los grupos A y B son practicamente agotados por la
levadura; reportdndose valores traza o no detectables (datos no mostrados),

para todos los tratamientos. Los aminoacidos con mayor cantidad residual al
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final de la fermentacidn fueron alanina y tirosina (ambos del grupo C) y prolina

(grupo D).

Se ha documentado que el enriqguecimiento del mosto con aminodacidos
especificos puede alterar la formacion de compuestos azufrados. Se han
encontrado resultados diversos y en ocasiones contradictorios. Generalmente
el exceso de cisteina incrementa la produccion de H,S (Vermeulen et al.,2005).
En algunas cepas la adicion de metionina disminuye la generacion de H,S, pero
en otras la aumenta (Duan y Roddick, 2004). Los aminoacidos que no
contienen azufre en su estructura, pero que forman parte de la ruta metabolica
de aminoacidos azufrados como serina y treonina, influyen en los niveles de
H,S. La serina es considerada una buena fuente de nitrogeno y por ser
precursor de metionina contribuye a la inhibicién de la ruta de reduccion de
sulfato (Vermeulen et al., 2005). La treonina participa en la disminucion de
homoseriﬁa por medio de la represidbn por retroalimentacion de la
aspartoquinasa lo cual libera la ruta de formacion de metionina y por ende el

aumento de H,S (Vermeulen et al., 2005; Boulton y Quain, 2003).

Serina y treonina, son aminodcidos con efecto en la generacion de compuestos
de azufre, que resuitaron con diferencias estadisticamente significativas, entre
los mostos experimentales. El mosto 2 presentd0 mayor concentracion de
ambos. Estudios previos (Vermeulen et al., 2005) indican que la serina reduce
la generacion de H,S, mientras la treonina tiende a favorecer su aumento

(Vermeulen et al., 2005; Boulton y Quain, 2003). La diferencia de serina entre
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los mostos, es proporcionaimente mayor con respecto a la diferencia de
treonina. Lo cual puede explicar el efecto favorable de la serina, en la
disminusion de compuestos azufrados, que se detallara en la seccion 6.2
(Evaluacién quimico-analitica). Los estudios realizados con mostos
enriquecidos (Duan y Roddick, 2004) elevan la cantidad de aminoacidos a
concentraciones practicamente imposibles de lograr de manera natural, lo cual
complica la generacibn de conclusiones contundentes sobre las
concentraciones individuales de aminodacidos libres necesarias para optimizar el

resultado aromatico de una fermentacion,

6.2 Evaluacidon quimico analitica

En la determinacion de compuestos de azufre se lograron cuantificar cuatro
compuestos: acidos sulfhidrico (H,S), metanotiol (CHsSH), dimetilsulfuro
(DMS) y metil tioacetato (MetSAc). En las diferentes etapas evaluadas y
tratamientos, solamente se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de H,S y MetSAc. En las Figuras 8 y 9 se aprecia la produccién
de H,S y MetSAc. Ambas cepas para todos los tratamientos, en las tres etapas
de proceso evaluadas: segundo dia de fermentacion (F2D), final de

fermentacion (FF) y tercer dia de reposo (R3D).
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En la Figura 8 se puede observar las concentraciones de H,S para cada cepa y
cada uno de los tratamientos. La cepa 820 en F2D presenta una pobre
produccion de H,S en comparacion de la cepa 790. Finalmente, en R3D Ia
fermentacion con la cepa 820 exhibe mayor concentracidn de dicho

compuesto,

En FF la cepa 820 aparece con mayor cantidad de H,S para el tratamiento M1
18H, lo cual indica que un mosto pobre en contenido de compuestos
nitrogenados, fermentado con cepa 820 nos lleva a concentraciones mayores
de H,S. Lo anterior se ve respaldado estadisticamente por los p-valores del
factor cepa y la interaccion cepa*mosto*viabilidad. De acuerdo a lo reportado
por Rauhut, (2009) y Linderholm, et al. (2008), bajo ciertas condiciones,
especialmente la insuficiente cantidad de fuentes de nitréogeno, se genera un
exceso de sulfito el cual es liberado y convertido espontdneamente a sulfuro
debido a ‘la condiciones reductoras de una fermentacion a bajo pH.
Adicionalmente, la formacion de H,S se relaciona con el metabolismo de azufre
y nitrégeno de la levadura. Cuando suficiente nitrégeno esta presente en el
mosto, los precursores de metionina y cisteina (O-acetil serina y O-acetil
homoserina) estardn disponibles para secuestrar el ion HS". Si el nitrégeno es
limitado, insuficientes precursores estan disponibles y el H,S libre se acumula

en la célula y se libera al medio (Laundaud et al., 2008).
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Tabla 7. Valor-p para los efectos principales e interacciones para H,S v MetSAc.

Factor Acido sulfhidrico (H2S) Metil tioacetato (MetSAc)
F20 FF R3D F2D FF R3D
Mosto 0.040 0.086  0.814  0.026 <0.001  <0.001
Viabilidad <0.001 0.361  0.113  0.241 0.695  0.040
Cepa <0.001 0.033  0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Mosto*Viabilidad 0.257 0.011  0.470  0.108 0.695  0.856
Mosto*Cepa <0.001 0.066  0.069  0.002 0.011  0.009
Viabilidad*Cepa <0.001 0.179  0.192  0.392 0.518  0.049
Mosto*Viabilidad*Cepa | 0.002 0.005  0.061  0.185 0.574  0.129
R? 97.92 84.58  84.80  95.90 98.34  99.18

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

El efecto de cepa en la produccion de H,S, fue el de mayor impacto, debido a
que presenté valores significativos en las tres etapas evaluadas (F2D, F7D y
R3D), lo anterior se respalda con los estudios de expresion génica realizados a
la levadura en un estudio paralelo a esta investigacion. Se demostré una
diferencia significativa entre cepas, en los niveles de expresion de varios genes

involucrados en la ruta de asimilaciéon del sulfato (Leal, 2010).

La cepa 790 cuando fermenta con Mosto 1 mostré mayor expresion del gen
MET4, el cual reqgula a nivel transcripcional la maquinaria de asimilacion de
sulfato. Los genes que se sobre expresaron en la ruta fueron aquelios que se
encuentran posterior a la generacion del sulfuro (MET25, MET13, MET6 y

MHT1) y MET2 que participa en la formacion de O-acetil- homoserina (ver
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diferencia de {a cepa 790, no es capaz de sobre expresar genes que eviten la

acumulacion de H,S (Leal, 2010)

Adicional al efecto de cepa; Leal, (2010) reporté una interaccion cepa*mosto
en la expresion de algunos genes. La cepa 820 fermentando con Mosto 2
mostrd una expresion mayor de los genes SER2 y CYS4 (ver Figura 9), ambos
involucrados en la ruta para formacion de cisteina (Linderholm et al., 2008),
MHT1 responsable de la remetilacidn en el equilibrio de $S-adenosil metionina y
MET31 involucrado en la regulacién transcripcional de genes de la ruta de
asimilacion de sulfato (MET3 y MET14) y permeasas de metionina (Blaiseau et
al., 1997). La cepa 790 fermentando con Mosto 1 expresa en mayor cantidad

SER2, CYS4 y MET32 (misma funcion que MET31).

El gen CYS4 codifica para la enzima cistationina B sintasa y se ha sugerido que
la serina ‘actaa como un controlador en la sintesis de S-adenosil metionina; de
esta manera, la diferencia significativa de contenido de serina en el Mosto 2
muy probablemente promueve Ila activacion de CYS4 para producir
cistationina, algunos autores han mencionado que la sobre expresion de CYS4
disminuye el contenido de H,S en la fermentacion de cepas cerveceras

(Linderholm et al., 2008).

En estudios anteriores, realizados con la cepa de levadura 820, se demostro
que en condiciones de estrés por restriccion calorica, dicha cepa expresa en

mayor cantidad genes involucrados en la generaciéon de compuestos de azufre
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(Damas, 2008). Queda de manifiesto que las variables cepa y mosto resultan
de alto impacto en la expresion génica para la regulacion en el metabolismo de

azufre (Boulton y Quain, 2003).

Para el caso de MetSAc, en F2D los factores principales de mosto y cepa,
ademas de la interaccion Mosto*Cepa resultan significativos. Esto se mantiene
para FF. Finalmente en R3D los factores altamente significativos son mosto y
cepa, aunque se observa un valor con efecto significativo en la vitalidad y en la
interacciones de Mosto*Cepa y Vitalidad*Cepa (ver Tabla 7 para los valores-p

obtenidos).

En la Figura 10 se observa claramente que los tratamientos con Mosto 1
generaron mayor cantidad de MetSAc para ambas cepas, y la cepa 820 es

evidentemente la mayor productora.

Segun esfudios de Walker y Simpson (1993), las cepas tipo lager son
significativamente mayores productoras de H,S, CH3SH y MetSAc en
comparacion con las tipo ale, adicionalmente se cuenta con la teoria respecto a
la produccién en tdndem de los tres compuestos mencionados (Casey, 2007).

El CH3;SH requerido para la formacién de MetSAc puede generarse
directamente de la metilacion de H,S, por la reducciéon de DMS (Van Haecht y
Dufour, 1995), o por la ruta catabdlica de metionina en donde puede ocurrir
una demetiolacién directamente de metionina, o de los compuestos derivados
como el acido 4-metiltio-2-oxibutirico (Laundaud et al., 2008; Perpéte et

al.,2006).
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Se ha propuesto que la formacion de la enzima demetiolasa depende de varios
genes y que quizas la construccion de cepas con varias mutaciones pueda dar
la respuesta (Perpéte et al., 2006). En este caso podemos decir que ambas
cepas tienen la habilidad de producir MetSAc. El compuesto es detectado en las
diferentes etapas de la fermentacién, siendo la cepa 820 la mayor productora,
principalmente en los tratamientos realizados con el mosto de menor cantidad
de compuestos nitrogenados. Lo cual respalda la teoria de produccion en
tandem de H,S, CHsSH y MetSAc (Casey, 2007). Sin embargo, debe existir
otra fuente de produccion de CH3;SH que promueva la formacion de MetSAc ya
que los tratamientos M1 18H y M1 4H presentan cantidades significativamente
diferentes de H,S en FF. Los niveles de MetSAc practicamente son iguales
tanto en FF como en R3D, lo cual nos lleva a pensar que el catabolismo de
metionina es una ruta que contribuye a la formacion de CH;SH debido al
requerimiento de acido a-cetobutirico, el cual es un importante esqueleto de
carbonb para produccion de otros aminoacidos (Laundaud et al., 2008).
Adicionalmente, debido a que la demetiolacidon es altamente dependiente de
cepa (Perpéte et al., 2006) se presume que la cepa 820 expresa en mayor
proporcién los genes responsables de dicha reaccion.

El CH3SH fue evaluado en F2D, FF y R3D manteniendo valores entre 0.9 y 1.2
ppb sin diferencia significativa entre los tratamientos. Aparentemente el
contenido de este compuesto en el liquido es constante. Sin embargo, dichos
valores también podrian explicarse por la alta volatilidad del compuesto, que

resulta arrastrado facilmente por el CO,, ademés de ser consumido en la
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reaccion enzimatica de esterificacion para formar MetSAc (Walker y Simpson,
1993).

Similarmente Miracle, et al (2005), reporta concentraciones de CH;SH entre
0.5 - 1.0 ppb al evaluar fermentaciones cada 24 horas hasta el séptimo dia de
proceso, mientras que el MetSAc comienza como no detectable y va

aumentando durante el proceso.

Para el caso del experimento factorial 22, la medicion de H,S y MetSAc se
realizo al final de la fermentacion y al tercer dia de reposo. Esto corresponde
también a la frecuencia de las evaluaciones sensoriales. En la Figura 11 se
observa el comportamiento para ambas cepas. Para el caso de H,S las
diferencias no son evidentes aunque si existen algunos factores
estadisticamente significativos (ver Tabla 8). Sin embargo para el caso de
MetSAc los factores de mayor impacto se confirman como el mosto y la cepa

con valores-p altamente significativos.

Tabla 8. Valor-p para efectos principales e interacciones de experimento 22, para H,S y
MetSAc al FF y R3D.

Factor Acido Sulfhidrico (H2S) Metil tioacetato
FF R3D FF R3D
Cepa 0.032 0.094 0.002 <0.001
Mosto 0.395 0.046 0.003 <0.001
Mosto*Cepa 0.023 0.307 0.900 0.001
R? 93.28 86.43 98.84 99.87

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

55



30.00

“ X & X
)
5 = -
-~ - N
z & = 2
. @ B . &
R e
i
P w
3 3
2 2
Q (]
o
M
o
& S
~ ~
© v
& &
o (&)
[
(¥
{
T T 1 ¥ T ¥ 1 ) 3 T
< o S [ (=3 (=3 & (=) o .o (=) (=] [=) o
< < < <Q < < < < < Q < < S Q
W [ 7 < %) o < o~ o 0 %) < o~ [
o~ ~ - — - -t —

(qdd) oaupiyyns oppy

(qdd) oeraseon pa



6.3 Viabilidad de levadura

Las condiciones de almacenamiento de la levadura previo a la inoculacién, para
lograr diferentes grados de viabilidad, generaron niveles mayores al 90% de
células con habilidad de reproduccién para las dos cepas de levadura y ambos
tratamientos (ver Tabla 9).

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

Tratamiento Cepa 790 Cepa 820
18°C por 18 horas 93.74 94.10
4°C por 4 horas 97.70 98.15

Se ha observado que una reduccién en la viabilidad y vitalidad de la levadura
puede ocasionar que algunos parametros de la fermentacion como: floculacion,
atenuacion de °P, niveles de diacetilo, acetaldehido y SO,, se vean afectados.
Esto puede atribuirse al dafio que sufren las permeasas de aminoacidos
(principalmente de los grupos B y D) debido a los bajos niveles de glicdgeno.
Considerando que la metionina algunos autores la indican como del grupo B
(Perpéte et al., 2005), la complicacién de la entrada de dicho aminoacido a la
célula puede activar la ruta de reducciéon de sulfato generando compuestos de
azufre. Cabe mencionar que las condiciones para lograr diferencias en la
viabilidad reportadas en la literatura (Pickerell et al., 1991) son mas agresivas
(25°C y tiempos de almacenamiento de hasta 24 horas) que la ensayadas en
este estudio. Por lo tanto resulta coherente que los efectos atribuidos a la
viabilidad, en la generacién de compuestos azufrados hayan sido de bajo

impacto.
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La levadura, al finalizar la fermentacion, presentd valores de viabilidad
superiores al 90% de células viables. lo cual se considera un valor aceptable en
la industria cervecera (Gales, 2007). No se detectaron diferencias significativas
de viabilidad entre las fermentaciones realizadas con mosto 1 en comparacion
con las de mosto 2 (datos no mostrados). Lo anterior confirma que los niveles
de compuestos nitrogenados en los mostos fueron suficientes; para el
adecuado desempeiio de la levadura, en los parametros basicos de la

fermentacion (porciento de alcohol y extracto aparente).

6.4 Evaluacién Sensorial

Las pruebas de ordenamiento por intensidad de aroma de compuestos de
azufre se realizaron para cada cepa por separado. Se realizd el calculo de
habilidades utilizando el modelo MBT, una habilidad es un componente
utilizado para predecir la probabilidad de ganar una posicién en el ranking.

Los catadores fueron entrenados para evaluar como compuestos de azufre los
aromas de huevo podrido, drenaje, vegetales podridos, hule quemado vy

cebolla (Laundaud et al., 2008; Meilgaard, 1981).

En la Figura 12 se muestran las habilidades calculadas para la cepa 790, para
cada tratamiento con sus respectivos cuasi intervalos simultaneos de confianza
al 95%. lLos resultados sugieren que no existe diferencia significativa en la

intensidad percibida de compuestos de azufre de las muestras evaluadas.
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Para el tercer dia de reposo, los resuitados de las pruebas de ordenamiento
presentan comportamiento similar a FF. Para la cepa 790 no es posible
determinar un ranking significativo, lo cual indica que los catadores no
perciben diferencias claras de intensidad de compuestos azufrados entre las
muestras evaluadas, Caso diferente a la cepa 820, en donde resulta
significativa la diferencia entre muestras, siendo la M1 18H la de mayor

intensidad percibida de compuestos azufrados (ver Figuras 14 y 15).

Habilidad

1 T 1 1
M1.4H M1.18H M2.4H M2.18H

Tratamiento

Figura 13. Habilidades de ordenamiento con cuasi-intervalos de confianza simultaneos
tomando como inicial M1 4H (centrado en cero), para cepa 820 en FF. M1 18H (Mosto
1 Viabilidad 18°C - 18 horas), M2 18H (Mosto 2 Viabilidad 18°C - 18 horas), M1 4H
(Mosto 1 Viabilidad 4°C - 4 horas) y M2 4H (Mosto 2 Viabilidad 4°C - 4 horas).
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ordenamiento otorgado por los catadores. Los valores-p encontrados (ver
Tabla 10) nos indican que para la cepa 820 los factores principales de mosto y
viabilidad ademas de la interaccion mosto*viabilidad son significativos y
pueden predecir el ranking sensorial, para la cepa 790 los nameros indican que
ninguno de los factores evaluados es significativo para predecir el
ordenamiento.

En la misma tabla se reporta el valor de Null deviance lo cual nos indica la
cantidad de variacion por explicar y Residual deviance es un valor que
justamente nos informa el residual al aplicar el modelo, entre mas grande sea
la diferencia entre Null deviance y Residual deviance, y los p-value tanto de
los factores como del modelo sean significativos (menor a 0.05) se considera
un mejor ajuste.

Tabla 10. Valor-p para los factores evaluados en la prediccién del ranking y del modelo
general.

Cepa 790 Cepa 820

Factor FF R3D FF R3D
Mosto 0.701 0.215 <0.001 <0.001
Viabilidad 0.566 0.475 0.004 0.005
Mosto*viabilidad 0.414 0.800 0.022 0.067
Null deviance 6.173 4.828 88.71 87.04
Residual deviance 1.072 0.903 5.102 2.872
p-value del modelo 0.165 0.269 <0.001 <0.001

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

Posteriormente se aplico el modelo MBT para tratar de encontrar una relacion
con cada una de las covariables (con diferencia significativa en

determinaciones quimico-analiticas) respecto al ranking sensorial.
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De acuerdo a los valores-p obtenidos se puede decir que el ordenamiento
proporcionado por los catadores en FF y R3D presenta una relacion positiva
significativa, con el contenido de MetSAc, en las fermentaciones realizadas con
la cepa 820, mientras que para la cepa 790 no es posible realizar una

prediccion bajo ninguna covariable (ver Tabla 11).

Tabla 11. Valor-p para el modelo de covariables en la prediccion del ranking sensorial.

Cepa 790 Cepa 820
Covariable FF R3D FF R3D
Acido Sulfhidrico 0.831 0.247 0.114 0.194
Metil tioacetato 0.500 0.062 0.023 0.026

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

En la Figura 17 se puede apreciar graficamente que para la cepa 790 ninguno
de los compuestos azufrados es capaz de modelar o predecir las habilidades de
los catadores. Las concentraciones de cada compuesto de azufre son muy
cercanas entre los tratamientos (1-2 ppb de H,S y de 0.5-4.0 ppb de MetSAc)
por lo que los catadores no fueron capaces de ordenar las muestras
correctamente, considerando como base la concentracién analiticamente

reportada.
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Destacablemente la combinacion de mosto 1 con cepa 820 resulté ser la mayor
generadora de compuestos de azufre apreciables sensorialmente, marcando
una relacion significativa entre la concentracién analitica y el ranking sensorial

al final de la fermentacion y al tercer dia de reposo (ver Figuras 24 y 25).

Tabla 12. Valor-p para los factores evaluados en la prediccion del ranking y del modelo
general para el experimento 27

Factor FF R3D
Cepa 0.0006 0.0015
Mosto 0.3239 0.8435
Cepa*Mosto 0.0015 0.0016
Null deviance 64.46 62.50
Residual deviance 1.09 1.09
p value del modelo 1.12x10°® 2.94 x 103

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

Tabla 13. Valor-p para el modelo de covariables en la prediccion del ranking sensorial
para el experimento 22

Covariable FF R3D
Acido Sulfhidrico 0.0766 0.8380
Metiltioacetato 0.1520 0.0102

Valores de p < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza.
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Los ésteres son, de los compuestos generados durante la fermentacion por
accion de la levadura, de alto impacto aromatico. El acetato de etilo, con su
caracteristico aroma solvente-frutal, y el acetato de isoamilo, que confiere
notas de platano, son los ésteres con mayor importancia en el perfil sensorial
de la cerveza (Boulton y Quain, 2003). Se reportan otros ésteres como
caproato de etilo (manzana-anis), butirato de etilo (pifia-papaya) y hexanoato
de etilo (manzana), que pueden generar identidades aromaticas en algunas

marcas de cerveza (Meilgaard, 1981).

La sintesis de ésteres requiere de dos sustratos: alcoholes (etanol y alcoholes
de fusel) y &cidos carboxilicos. La ruta de formacion mas aceptada en la
fermentacion de cerveza es por la accion de dos enzimas: aciltransferasa y
éster sintetasa (Dufour et al.,, 2003). Los aminoacidos proporcionan el
esqueleto de carbonos para los alcoholes de fusel por medio de la ruta de
Ehrlich. Sé han realizado pruebas de adicion de leucina a los mostos dando
por resultado cervezas con alto contenido de alcohol isoamilico y acetato de
isoamilo. Con treonina e isoleucina se produce alcohol amilico y con valina se
promueve la formaciéon de aicohol isobutilico y acetato de isobutilo (Meilgaard,

1999).

La formacion de ésteres se ve influenciada por varios factores entre los que se
destacan: 1)levadura (cepa y condiciones fisioldgicas), 2) composicion del
mosto (aereacion, lipidos, FAN, aminodacidos y extracto) y 3) condiciones de

fermentaciéon (temperatura, presion, disefio geométrico de fermentadores)
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(Dufour et al., 2003). En esta investigacion, los factores que se evaluaron con
posible efecto en ésteres fueron levadura (cepa y viabilidad) y mosto. Se
confirmd que el éster de mayor concentracion en cerveza es el acetato de etilo,
debido a que el etanol es un sustrato muy abundante en el medio. También se
comprobd que la cepa 790 es capaz de producir mayor cantidad de acetato de
isoamilo en comparacion con la 820. La cantidad de compuestos nitrogenados
del mosto también influyd en la generacion de ésteres, ya que para ambas
cepas las fermentaciones con mosto 2 fueron las que resultaron con mayor
concentracién de ésteres.

Tabla 14. Valor-p para los efectos principales e interacciones los compuestos volatiles
frutales evaluados al FF

Factor Acetaldehido Acetato de Acetato de etilo Alcoholes
isoamilo isocamilicos
Mosto <0.001 0.004 <0.001 <0.001
Viabilidad 0.078 0.840 0.288 0.096
Cepa ‘ <0.001 <0.001 0.222 <0.001
Mosto*Viabilidad 0.037 0.549 0.744 0.380
Mosto*Cepa 0.003 0.183 0.744 0.961
Viabilidad*Cepa 0.387 0.549 0.155 0.915
Mosto*Viabilidad*Cepa 0.007 0.328 0.699 0.006
R? 97.42 93.09 96.19 98.04

Valores < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza.
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Tabla 15. Valor-p para los factores evaluados en la prediccidon del ranking sensorial de
aroma frutal y del modelo general.

Factor Cepa 790 Cepa 820
Mosto 0.019 0.0059
Viabilidad 0.002 0.0021
Mosto*Viabilidad <0.001 0.0030
Null deviance 29.09 75.32
Residual deviance 0.345 1.410
p-value del modelo <0.001 <0.001

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

Al tratar de relacionar las covariables quimico-analiticas a las que se les
atribuye propiedades aromaticas frutales (acetato de isoamilo y acetato de
etilo) con 4Ia apreciacién sensorial, no fue posible ajustar un modelo para
predecir el ranking con cada unos de los compuestos evaluados de forma
individual (ver Tabla 16)

Tabla 16. Valor-p para el modelo de covariables de compuestos frutales en la
prediccién del ranking sensorial.

Covariable Cepa 790 Cepa 820
Acetato de isoamilo 0.136 0.055
Acetato de etilo 0.550 0.178
Acetaldehido 0.729 <0.001

Valores de p < 0.05 son considerados con efecto significativo al 95% de confianza.
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Tabla 17. Células en suspension al final de la fermentacion (FF) en miliones cel / mi.

Tratamiento Cepa 790 Cepa 820
M1 18H 0.105 3.785
M2 18H 0.017 2.795
M1 4H 0.050 3.465
M2 4H 0.063 2.800
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7 Conclusiones y recomendaciones

La estrategia de modificar porcentajes de malta y adjuntos en la elaboracion
de los mostos experimentales, generd dos mostos con diferencia significativa
en la concentracion de compuestos nitrogenados (aminodcidos libres y amino
nitrégeno libre) sin afectacion en otros parametros basicos del mosto. El mosto

1 presentd menor cantidad de compuestos nitrogenados respecto a mosto 2.

Los aminoacidos evaluados, con efecto en la ruta metabdlica de compuestos
azufrados, que presentaron diferencia significativa en su concentracion entre
los mostos experimentales (mayor en mosto 2) fueron serina y treonina. La
fermentacion con cepa 820 y Mosto 1 (menor concentracién de nutrientes
nitrogenados) fue la que present6 mayor cantidad de compuestos azufrados, lo
anterior indica que dicha cepa genera mayor cantidad de compuestos de azufre
cuando fermenta un mosto con bajo contenido de alfa amino nitrogeno vy

aminoacidos libres.

Las diferencias de viabilidad de la levadura evaluadas en este estudio no
resultaron de alto impacto. Las condiciones de almacenamiento y temperatura
ensayadas no contribuyeron de manera significativa en la generacion de
compuestos de azufre. Posiblemente se requieren condiciones mas severas de
tiempo y almacenamiento de la levadura, para generar cambios en la

produccion de compuestos azufrados.
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La produccion de compuestos de azufre, en la fermentacion para produccion de
cerveza, resulté significativamente relacionada con la cepa y la concentracion
de compuestos nitrogenados del mosto. Los compuestos de azufre producidos
con diferencia significativa entre los tratamientos ensayados fueron H,S y

metil-tioacetato.

La cepa 790 es capaz de compensar la disminucion de compuestos
nitrogenados en el mosto, con un ajuste en su metabolismo, lo cual es
congruente con los analisis de expresion génica realizados en un estudio

paralelo a la levadura de los tratamientos de esta investigacion.

El metil-tioacetato resulté ser el compuesto de azufre con mayor impacto en la
relacion sensorial - analitica, siendo los tratamientos con Mosto 1 los de mayor
concentracion de dicho compuesto y también los ordenados por los catadores

en la primera posicion de intensidad de compuestos azufrados.

Tanto analitica como sensorialmente se determinaron interacciones
cepa*mosto, lo cual respalda la conclusion de que cada cepa evaluada,

reacciona diferente a la concentraciones de nutrientes del mosto.

De los tratamientos ensayados, aquellos donde se involucra la cepa 790 y el
mosto 2 son los que menor intensidad de compuestos azufrados generan,
resulta evidente que la cepa 820 con mosto pobre en compuestos nitrogenados

no es la mejor alternativa en la disminucién de compuestos de azufre en la
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fermentacion para la produccién de cerveza. Sin embargo, la cepa 820 fue
capaz de disminuir los compuestos de azufre cuando fermenta con el mosto 2
(mayor cantidad de compuestos nitrogenados). De ésta manera se demuestra,
que las cepas de levadura pueden modificar su comportamiento, dependiendo

de los nutrientes que les sean proporcionados en el mosto.

Respecto a la produccion de compuestos frutales, se concluye que existe efecto
de cepa y mosto, siendo la cepa 790 la mayor productora de acetato de
isoamilo y el Mosto 2 el que mas contribuye en la generacion de ésteres, sin
embargo no fue posible ajustar un modelo para predecir el ranking sensorial en

base a las concentraciones de compuestos frutales.

Se considera de alto valor |a relacion analitica y sensorial encontrada en este
estudio. Permite identificar el compuesto de azufre (metil-tioacetato) de mayor
impacto‘en la percepcion sensorial. Es factible establecer estandares respecto
a la concentracién de metil-tioacetato en la cerveza, para evitar afectaciones

en el perfil de sabor.

La industria cervecera podra disefar mostos (por ejemplo, modificando
porcentajes de malta) con la concentracion de compuestos nitrogenados
necesaria para controlar la generacion de compuestos azufrados en la
fermentacion y decidir cual cepa serd la apropiada para obtener el perfil

sensorial deseado.
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8 Futuras investigaciones

Evaluar sensorial, analitica y genéticamente la formacion de compuestos de
azufre, en fermentaciones de mostos enriquecidos con serina. El objetivo serd
determinar concentraciones 6ptimas de dicho aminoacido, para las diferentes
cepas de levadura, de tal manera que generen menos compuestos de azufre

en la cerveza.
Realizar recombinacion genética de las cepas de levadura, para ampliar el
conocimiento respecto a los genes de mayor impacto en la generacion de

compuestos de azufre y quizas descubrir otros genes involucrados.

Determinar el umbral de percepcion para metil-tioacetato en cerveza tipo lager

de baja intensidad aromatica.

Ampliar la cantidad de compuestos de azufre cuantificables analiticamente,

mediante la optimizaciéon y mejora del método de analisis.

Determinar si existe alguna relacién entre la generacion de compuestos

frutales y compuestos de azufre en la fermentaciéon cervecera.
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9 Apendices

I.

Amino nitrégeno libre (FAN)

Reactivos

Reactivo colorido de ninhidrina. Disolver 7.4866 g de Na,HP0,.7H,0,
4.0 g de KH;PO4, 0.5 g de ninhidrina (Baker 4862) y 0.3 g de fructosa
en agua destilada y diluir a 100 mL. El pH debera ser de 6.6 - 6.8, el
reactivo es estable por 2 semanas en refrigeracion y protegido de la luz.
Solucion de dilucion. Disolver 2 g de KIO; en 600 ml de agua destilada
y agregar 400 mL de etanol al 96%.

Solucion stock de glicina estandar. Disolver 107.2 mg de glicina
(Baker M799) en agua destilada y diluir a 100 mL, el reactivo es estable
por un mes a 0°C.

Solucion estandar de glicina. Diluir 1 mL de stock de glicina a 100 mL
con agua destilada, este estandar contiene 2 mg de amino nitrégeno/1.

Prepare cada vez que se utilice.

Material y aparatos

Tubos de 16x150 mm con tapon de rosca
Pipetas volumétricas de 1, 2 y 5 mL
Matraces de aforacion de 100 mL

Bano de agua hirviendo

Bafo de agua a 20°C

Papel filtro Reeve Angel 202

Espectrofotémetro UV - VIS Marca Beckman Coulter Modelo DV-650
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Método

Estandar de calibracion. Preparar el estandar transfiriendo 2 mL de la
solucién estandar de glicina a tubos de prueba por triplicado.

Preparacion de muestra. Agitar la muestra para homogenizar, atemperar de
5-8°C vy filtrar con papel Reeve Angel. Diluir 1 mlL del filtrado a 100 mL con
agua destilada y transferir 2 mL del mosto diluido al tubo de prueba por
triplicado. Para el blanco transferir 2 mL de agua destilada a tubos de prueba
por triplicado

Reaccion colorimétrica. Agregar 1 mL de reactivo colorido de ninhidrina a
cada tubo de prueba, tapar todos los tubos y calentarlos por 16 minutos
exactamente en un bafio de agua en ebullicidon. Enfriar por 20 minutos en un
bano de agua a 20°C.

Medicion en espectrofotometro. Agregar a cada tubo 5 mL de solucion de
diluciéﬁ, mezclar perfectamente el contenido de cada tubo y medir la
absorbancia a 570 nm contra agua destilada, durante los siguientes 30

minutos después de la adicion de la solucién de dilucion.

Calculos

Promediar las lecturas de absorbancia obtenidas por triplicado de cada
muestra, restar la absorbancia promedio del blanco de las muestras y del
estandar de glicina. Calcular las concentraciones de amino nitrégeno libre en

las muestras con la siguiente formula:

Amino nitrégeno libre (mg/L)= (Abs neta soln prueba/ Abs neta soln glicina)*2*dilucién
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Recomendaciones

Debido a que la cantidades de amino nitrégeno determinadas por éste método
son pequenas, es necesario evitar introducir trazas del ambiente. Todo el
material de vidrio debe ser cuidadosamente lavado y manejado solo por el
exterior,

Los tiempos y temperaturas son criticas por lo que se recomienda un apego
estricto. Un estandar y blanco deben ser incluidos por cada prueba para

compensar las variaciones de temperaturas de los bafos de agua.
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II. Aminoacidos libres
Reactivos
Acetonitrilo grado HPLC
Agua grado HPLC
AccQ.Fluor Reagent Kit (Buffer de boratos, derivatizante en polvo y
solucion para dilucién del derivatizante)
— Eluente A Waters AccQ.Tag

— Hidrolizado estandar Waters

Materiales y aparatos

|

Cromatografo de liquidos marca Hewlett Packard modelo 1100 con
automuestreador y detector de UV- Fluorescencia.

~ Columna Waters AccQ.Tag High Efficiency Nova Pak Cyg 4 pm.

-~ Heating block 55°C

- Tﬁbos de reaccion

- Insertos

— Pipetas pasteur

— Viales con septa de silicon

Método
Preparacion de muestra. Tomar 400 uL de mosto y afadir 800 uL de
acetonitrilo, agitar y centrifugar, del sobrenadante se toman 10 uL para

realizar la reaccion de derivatizacion.
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Reconstitucion del reactivo derivatizante. Golpear suavemente el reactivo
AccQ flour para bajar el todo el polvo de las paredes del vial (2A), transferir 1
mL del reactivo de dilucidén (2B) al vial 2A, tapar ajustando la tapa y dar vortex
por 10 seg, calentar el vial en la parte superior del heatingblock para disolver
le reactivo. No calentar por mas de 10 minutos.

Reaccion de derivatizacidon. En un tubo de reaccion agregar 10 ul de
muestra y 70 pl de buffer de borato y aplicar vortex, posteriormente adicionar
20 ul. de reactivo AccQ Flour aplicar vortex y dejar reposar un minuto.
Transferir el contenido del tubo de reacciéon con una pipeta pasteur a un vial
con inserto de bajo volumen, tapar con septa de silicon y una vez cubierto el
vial, calentar por 10 minutos en el heating block a 55°C.

Condiciones cromatograficas. Para la separacion se utilizé un cromatografo
con detector de UV y Fluorescencia de la marca Hewlett Packard serie 1100
con un sistema de gradiente de una bomba utilizando 3 eluentes: buffer de
fosfato y écetato (AccQ Tag Eluente A), acetonitrilo y agua grado HPLC, a un
flujo de 1 mL/min. Ver Tabla 18 donde se especifican los gradientes.

Tabla 18. Gradientes para separacion de aminoacidos para Waters AccQ Tag.
A=Eluente A AccQ Tag, B= Acetonitrilo grado HPLC y C=Agqua grado HPLC.

Tiempo (min) % A % B % C
Inicial 100 0 0
0.5 99 1 0
18 95 5 0
19 91 9 0
29.5 83 17 0
33 0 60 40
36 100 0 0
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Ajustar temperatura de columna a 37°C y programar el detector a una longitud
de onda de excitacion de 250nm y longitud de onda de emision de 395nm.

Inyectar 10 o 20 pbL del derivado e interpolar la senal obtenida en la curva de
calibracién. Se realizaron los calculos tomando en cuenta el tratamiento y

considerando también la cantidad de derivado inyectado.

o1



III. Analisis de Carbohidratos

Reactivos

~ Agua grado HPLC filtrada
Benzoato de sodio 0.1 % como conservador. Disolver 0.200 g de
benzoato de sodio con agua grado HPLC aforado a 200 mL.
Glucosa 99.9% de pureza

-~ Maltosa 99 % de pureza

- Maltotriosa hidratada

- Fructosa grado reactivo o equivalente

- Manitol (Estandar interno)

Materiales y aparatos
- Cromatdgrafo de liquidos marca HP modelo 1100 con detector de indice
dé refraccién y automuestreador.
~ Columna U-Spherogel Carbohydrate 6.5 mm X 30 cm Beckman
—~ Membranas de 0.45-um Millipore
- Cartuchos Sep Pack C,s5, Waters Associates

— Papel filtro Reeve Angel # 202
Método

Stock de azicares. Pesar 0.5 g de cada azlcar y afadir en un matraz

volumétrico de 25 mL, aforar con solucion de benzoato de sodio 0.1%. Para el
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caso de mailtotriosa colocar 0.1 g en un matraz volumeétrico de 5 mL y aforar
con benzoato de sodio 0.1%.

Estandar de azicares. Colocar 1 mlL de agua grado HPLC filtrada en un
matraz volumeétrico de 5 mL y afadir las siguientes cantidades de soluciones
stock de aztcares: 500pL maltotriosa, 350 pl mailtosa, 30 ulL glucosa, 40 L
fructosa y 360 pl de manitol. Aforar con agua grado HPLC.

Preparacion de muestra. Filtrar el mosto con papel filtro Reeve Angel,
colocar 1 mL del mosto filtrado en un matraz volumétrico de 5 mL y afadir 360
pl de manitol (estandar interno) y aforar con agua grado HPLC, pasar la
muestra a traves de un filtro con membrana 0.45-um y cartucho Sep Pack Cig.
Guardar el filtrado en viales de 2 mL cerrados y cubiertos con papel aluminio.
Condiciones de operacion para el HPLC. Temperatura de columna de 90°C,
agua grado HPLC filtrada como eluente, velocidad de flujo 0.6 mL/min vy
volumen de inyeccién de 20 ul.

Célculoé

Calcular la respuesta de cada aztcar (g azucar / 100 mL) dada por el drea del
pico correspondiente / g de azucar en 100 mL de esténdar de azucares. La

concentracidn de cada azicar se determina con la siguiente formula:

g azucar/100 mL de mosto = drea de azlcar / respuesta de azicar
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iV. Viabilidad de levadura mediante microculitivo.

Reactivos

Agar MYPG, 0.30 g de extracto de malta Difco, 0.30 g de extracto de
levadura Difco, 1.0 g de glucosa anhidra Fisher, 0.50 g de peptona
Difco, 6.0 g de maltosa Sigma Grade 11, 1.50 g de agar granulado, 1 mL
de solucion de sulfato de zinc (1.5 g de ZnS0,.7H,0 en 100 mL de agua
destilada) y 100 m! de agua destilada. Esterilizar en autoclave a 15
Ib/pulg®, 121°C por 20 min. Verter en placa y dejar solidificar en
campana de flujo laminar.

Solucion salina estéril

Material y aparatos

Campana de flujo laminar

Microscopio con objetivo 40X de campo claro
Tubos de ensaye 16 x 125

Cajas de petri

Portaobjetos

Cubreobjetos

Pipetas serol6gicas estériles de 1 mL
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Metodo

Trabajar en condiciones de esterilidad con campana de flujo laminar.

Preparar una suspension de células de levadura en solucién salina estéril con
una concentracion de 5 a 10 x 10° cel/mL. Diluir dicha suspension 1:100 en
solucidn salina estéril.

Con una navaja esterilizada con flama cortar un cuadrado de agar MYPG sdlido
de aproximadamente 2 x 2 cm y colocarlo sobre el portaobjetos.

Depositar una 1 - 2 gotas de la dilucion de levaduras 1:100 sobre el cuadro de
agar y cubrir lentamente con un cubreobjetos evitando la formacién de
burbujas.

Observar al microscopio con objetivo 40X para verificar la presencia de 3 a 5
células (bien separadas) por campo para evitar el traslape de las
microcolonias, si se observan pocas o demasiadas células por campo hacer los
ajustes correspondientes (diluir o concentrar) para llegar a la concentracion
adecuada\.

Con la dilucién ajustada preparar dos microcultivos idénticos en un mismo
portaobjetos, colocar dentro de una caja Petri, cubrir, identificar e incubar por
16 horas a 30°C.

Después de la incubacidn observar los microcultivos al microscopio con
objetivo 25 o 40X, se cuentan como células viables aquellas que formaron
microcolonia (minimo 5 células) y como muertas las células aisladas sin
crecimiento o grupos de maximo 4 células. Durante la manipulacién es
importante no tocar el cubreobjetos ya que se pueden descomponer las

microcolonias formadas.
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Se deben contar 500 células en total (microcolonias y aisladas), si no se
completan en un cuadro de agar se puede recurrir a seguir el conteo en el
segundo cuadro.

Las microcolonias que crecen en los bordes del cubreobjetos frecuentemente
se traslapan por lo que se dificulta su conteo, se recomienda contar las
colonias ubicadas hacia el centro del microcultivo que es donde se encuentran

mejor distribuidas.

Calculos

Calcular el porcentaje de células viables como sigue:

% células viables = total de microcolonias /(total microcolonias + células aisladas)
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V. Compuestos de azufre
Reactivos

Agua grado HPLC Fisher
Etanol absoluto Merck
Solucién stock 1 de dimetilsulfuro (DMS) 4 mg/mL. Pesar 40 mqg (aprox
50 ul) de DMS 99+% en 10 mL de etanol absoluto.

-~ Solucion stock 1 de etil metil suifuro (EMS) 4mg/mL. Pesar 40 mg
(aprox 50 pul) de EMS 99+% en 10 mL de etanol absoluto.

- Solucién stock 1 de sulfuro de etileno, 39 ul/10 mL. Pesar 39 ulL de
sulfuro de etileno y aforar a 10 mL con etanol absoluto.

~  Solucion stock 2 de sulfuro de etileno. Tomar 0.1 mL de stock 1 y aforar
a 10 mL.

~ Solucién stock 1 de metil tioacetato, 39 uL/10 mL. Pesar 39 ulL de metil
tioacetato y aforar a 10 mL con etanol absoluto.

- Sblucién stock 1 de H2S 250 ppm. Pesar 2 g de sulfuro de sodio
nanohidratado y aforar a 1L con agua destilada.

~ Soluciéon stock 1 de metanetiol 380 ppb.

- Solucién estdndar. Tomar 200 ul de stock 1 de DMS, 1 mL de stock 2 de
sulfuro de etileno y 39 pL de stock 1 de metil tioacetato, aforar a 100 mL

con etanol absoluto.

Todos las soluciones y estandares deberan prepararse en bafio de hielo, con
posterior almacenamiento en frascos ambar, perfectamente cerrados a una

temperatura de -10°C.
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Materiales y aparatos
- Cromatégrafo de gases Marca Agilent Technologies modelo 7890 A con
headspace y detector de quimiluminiscencia (SCD).
—~ Columna capilar Megaboro GS-Q 30 m x 0.53 mm
Probetas de 10 mL
- Viales de 20 mL
Jeringas de 50 y 100 plL

— Papel filtro Reeve Angel

Método

Preparacion de muestra. Enfriar la muestra de 0-5°C por lo menos una
hora. Filtrar la muestra en frio con papel Reeve Angel. Medir 10 mL de muestra
fria en una probeta de vidrio previamente enfriada. Transferir la muestra a un
vial de ZOmL (enfriado previamente en bafio de agua con hielo) y adicionar
20uL de estandar interno y sellar con septa y tapa de aluminio. Agitar el vial de
30 a 60 segundos. Colocar los viales en el headspace, asignar los pardametros

del vial y comenzar la corrida.

Condiciones cromatograficas. Temperatura inicial de 68°C con un
incremento de 15°C/min hasta alcanza 180°C, continuar con el incremento de
10°C/min hasta llegar a 200°C y finalmente alcanzar 220°C a una velocidad de

15°C/min y permanecer por 7 minutos.
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Temperatura del inyector de 175°C, interfase de 220°C. Se utiliza nitrogeno
como gas acarreador a un flujo de 20mL/min.
El detector de quimiluminscencia (SCD) opera a una temperatura de 800°C,

presiéon 388 Torr, oxidantes 60 mi/min e hidrogeno 40 mi/min.

Curva de calibracion. Se realiza el mismo procedimiento que para muestras
de cerveza o producto de fermentacion o reposo, pero se sustituye la muestra
por etanol al 5% y se efectuan las adiciones segun la Tabla 19.

Tabla 19. Adiciones de soluciones de para los diferentes niveles de concentracién de la
curva de calibracion.

Nivel soln Ha5(ul) soln Metanotiol( L) soln estandar(pl.)
1 10 10 10
2 20 20 20
3 40 40 30
4 50 50 40
5 70 70 50
6 90 90 70

7 120 120 80
8 140 140 100
9 160 160 110
10 200 180 120

Calculos

El factor de respuesta es calculado de los coeficientes de regresion lineal
graficando los ug/L de cada uno de los compuestos de azufre afiadidos en el
eje de las abscisas contra la relaciéon del area de cada compuesto / area del
estandar interno en eje de las ordenadas. El inverso de la pendiente sera el
factor de respuesta usado para calcular la cantidad de cada uno de los

compuestos en la muestra.
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VI. Parametros fermentativos

A. Conteo de células

El conteo de células en suspension se realiz6 por conteo directo usando un
hemacitdmetro y un microscopio con objetivo 40X e iluminacion de campo,

siguiendo el método Yeast-4 de ASBC 8th Edition.

Reactivos

Agua destilada

~ Soluciéon buffer de fosfatos - salina (8.77 g de NaCl, 1.38 g de
NaH,PO4.H,0, 2.67 g de Na,HP0O,4.7H,0 y 1000 mL agua destilada)

—~ Materiales y aparatos

~ Microscopio 6ptico con iluminacion de campo claro y objetivo 40X Marca
Zeiss Modelo Primo Star.

~ Hemacitometro con cubreobjetos

~ Contador digital o manual

~ Pipetas serologicas de 1 mL

~ Tubos de ensaye 16 x 125

Método

Limpiar hemacitdémetro y cubreobjetos con agua destilada y secar
perfectamente con seda o material suave no abrasivo.

Colocar el cubreobjetos sobre el hemacitdmetro y centrarlo sobre el area de

conteo cuidando cubrir por igual las secciones laterales de soporte.
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Homogeneizar y en caso necesario diluir la muestra a cuantificar de tal manera
gue se logre un conteo confiable {(no mas de 48 células por cuadro).

Tomar una porcidn de la muestra con una pipeta de 1 mL , secar la punta y
desechar las primeras 3 o 4 gotas, posteriormente dejar caer un gota entre el
hemacitometro y el cubreobjetos la cual debera correr libremente hasta llenar

el drea de conteo, secar el excedente.

Colocar en microscopio con objetivo 40X y realizar conteo. Para eliminar la
posibilidad de contar una misma célula dos veces se recomienda estandarizar
criterio de conteo (contar solamente las células que toquen el borde inferior y
lateral izquierdo de cada cuadro). Las células de levadura que estén gemando
son contadas como una célula si la gema es menor que la mitad del tamafio de

la célula madre, de lo contrario se cuantifica como una célula mas.

Calculos

El drea central de conteo mide 1 mm de cada lado y una profundidad de 0.1
mm, dando un volumen de 0.1 mm?, lo cual equivale a 1/10,000 cm?, para
obtener el conteo de células por mililitro el conteo directo obtenido se debe
multiplicar por 10,000. Si se utiliza dilucion de la muestra se debera tomar en
cuenta para calculo. Ejemplo:

Dilucién de la muestra original = 1:10

Total de células en area de conteo (25 cuadros) = 180 células

Numero de células / mL = (180)*10%10,000 = 18 x 10° cel/mL
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B. Extracto aparente, extracto original y porciento de alcohol por medio de
analizador de cerveza.
El principio de esta medicion del equipo esta basado en la velocidad del sonido
para el caso del andlisis de alcohol y en la frecuencia producida por un
oscilador hueco para el analisis de densidad. Los extractos real, aparente y
original se obtienen por medio de un procesador interno que realiza calculos

considerando los valores de alcohol y densidad.

Materiales y equipo
— Analizador de cerveza Anton Paar con automuestreador SP-1
- Viales
- Matraces erlenmeyer de 125, 250 y 500 mL
- Embudos de filtracion
—~ Papel filtro Whatman No. 2,4y 5
_ Papel filtro Reeve Angel No. 202
~ Papel filtro para filtracién media
~ Papel aluminio
— Alcohol etilico absoluto grado reactivo al 96%
-~ Agua destilada

— Trace Kleen o Extran neutro
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Metodo

Preparacion de muestra. Atemperar la muestra a una temperatura de 10 -
15°C. Descarbonatar la muestra transfiriendo a un matraz de 500 mL agitando
suavemente al principio y vigorosamente después hasta que cese el
desprendimiento de gases. Filtrar primero con papel Reeve Angel y después
con papel Whatman No. 5, ambas filtraciones deben llevarse a cabo en
refrigeracion cubriendo los embudos con papel aluminio para evitar

evaporacion.

Calibracion de analizador de cerveza con aire. Verificar que la lectura en
la pantalla digital g/cm® esté en cero y la temperatura a 20°C, digitar la clave
F100 y presionar ENTER, deberd aparecer en la pantalla el nimero 0.001204
(lo cual corresponde a la densidad del aire a 20°C), oprimir la tecla cero del

tablero y presionar ENTER, esperar que la lectura sea cero.

Calibracion del analizador de cerveza con agua. Colocar un vial con agua
destilada en el compartimento del carrusel, presionar START y esperar a que el
agua sea absorbida por la aguja de absorcién, esperar que la pantalla digital se
estabilice en 1.00000, teclear la clave F101 y presionar ENTER, debera
aparecer en la pantalla el nimero 0.998204 (lo cual corresponde a la densidad
del agua a 20°C), oprimir la tecla con el nimero 1 y presionar ENTER. Esperar
a que la lectura se estabilice y volver a presionar ENTER para continuar con las
mediciones. Las constantes v (velocidad del sonido) y d (densidad) deben dar

con agua destilada un valor de 0.0001, si esto no se diera se recomienda lavar

103



las celdas. Antes de cada determinacion se deber verificar la densidad del agua

y las constantes de sonido y densidad.

Funcionamiento del analizador de cerveza. Oprimir F361 y dar ENTER,
teclear el factor de correccion y oprimir ENTER, colocar en el carrusel el vial
con la muestra y oprimir START. Esperar que el analiz‘ador indigue la muestra
ha sido procesada y los resultados queden impresos. Es muy importante
verificar que la celda esté libre de burbujas de aire y que la impresora tenga
encendidas las opciones de Power y Sel, en caso de detectar burbujas de aire

en la celda oprimir STOP y reiniciar.

Limpieza. Al terminar de usar el analizador de cerveza se deberan llenar 3
viales con agua destilada, un vial con extran neutro al 10%, 3 viales con agua
destilada y un vial con alcohol etilico, colocar todos los viales en el carrusel y
oprimif START, esperar a que se haya absorbido el contenido de cada vial y
oprimir STOP. Mover la palanca de la bomba hacia el lado derecho, colocar la
manguera de silicon de salida de aire dentro de la aguja de absorcion,
encender la bomba de aire y esperar hasta que la lectura en pantalla sea de
0.0000 (aproximadamente 10 minutos), apagar bomba, colocar palanca en

posicion central y apagar analizador.

104



Célculos y resuitados

Los resultados que se imprimen en la tira de papel son los siguientes:

Date
Time
Temp
Density
v

d

% A w/w
% E real
% A v/v
% E orig

% E app

Fecha (afio - mes - dia)

Tiempo (hora - minuto - segundo)
Temperatura (°C)

Densidad

Constante de velocidad del sonido
Constante de densidad

Alcohol, porciento en peso

Extracto real, porciento en peso
Alcohol, porciento en volumen
Extracto original, porciento en peso

Extracto aparente, porciento en peso
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C. Diacetilo

La determinacion de diacetilo se realizé por cromatografia de gases siguiendo

como base el método Beer-25 inciso E de la ASBC.

Reactivos
- 2,3 Hexanediona. Para solucién stock disolver 250 mg en agua para
prepara 50 mL de solucién (estable de 1-2 meses en refrigeracion).
Solucidon de trabajo diluir 1 mL de stock en 100 mL de agua.
- Diacetilo, las soluciones stock y de trabajo son preparadas igual que 2,3
Hexanediona.
- 2,3 Pentanodiona las soluciones stock y de trabajo son preparadas igual

que 2,3 Hexanediona.

Materiales y aparatos
- Cromatégrafo de gases marca Shimadzu modelo GC-17A con headspace
y detector de captura de electrones.
— Columna HP 5 30 m x 0.25 mm marca Agilent
- Jeringas
-~ Viales
— Papel filtro Reeve Angel 202
- Bafo de agua de 60°C

~ Horno a 45°C
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Método
Preparacion de muestra. Enfriar muestra entre 0-10 °C, descarbonatar la
muestra con agitacion suave en un vaso de precipitados y filtrar con papel

filtro Reeve Angel.

Condiciones cromatograficas. Temperatura del inyector y detector a 150°C,

columna a 45°C, helio como gas acarreador a un flujo de 1 mL / min.

Curva de calibracion. Se realiza el mismo procedimiento que para muestras
de cerveza terminada, pero se efectUan las adiciones segun Tabla 20.

Tabla 20. Adicién de soluciones de calibracion para los diferentes niveles de
concentracion de la curva de calibracion.

Nivel soln de soln de 2,3
diacetilo(ul) pentanodiona(ul)
1 10 10
2 25 25
3 50 50
4 100 100
5 150 150
6 200 200
7 400 400
8 600 600
Calculos

El factor de respuesta es calculado de los coeficientes de regresion lineal
graficando los ug/L de cada compuestos afiadidos en el eje de las abscisas
contra la relacién del drea de cada compuesto / area del estdndar interno en

eje de las ordenadas. E! inverso de la pendiente de la curva de calibracion serd
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el factor de respuesta usado para calcular la cantidad de cada compuesto en la
muestra
D. Acetaldehido, acetato de etilo, acetato de isoamilo y alcoholes
isoamilicos.
La determinacion de volatiles se realizd por cromatografia de gases con
detector de ionizacion de flama (FID).
Reactivos
—~ Agua destilada
- Acetato de etilo
~ Acetato de isoamilo
-~ Alcohol de iso-butilo
—  Alcohol n-propilo
— Alcohol isoamilico
— Alcohol n-butilo
- Etanol
~ Etanol 4%
~ Esténdar interno. Diluir 1 mL de n-butilo en 100 ml de agua destilada.
~ Solucion de calibracion A. Adicional 1 mL de acetato de etilo, 0.2 mL de
acetato de isoamilo, 2.0 mL alcohol n-propilo, 1.0 mL de alcohol
isobutilo y 4 mL de alcohol isoamilico a un matraz de de aforacion de
100 mL, Hevar al volumen de aforacion con etanol .
- Soluciéon de calibracién B. Diluir 4 mL de solucién de calibracion A con 25
ml de agua destilada.

~ Papel filtro Whatman No.4 y No. 12
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Aparatos
Cromatografo de gases marca Hewlett Packard modelo 7890A con
headspace y detector de ionizacién de flama (FID)
-~ Columna DB-WAX 30 m, ID 0.53 J&B&W Scientific
----- Papel filtro Reeve Angel
Probetas 10 mL

Viales, septas y arillos de aluminio

Método

Preparacion de muestra. Se enfria la cerveza entre 0-10 °C y si es necesario
se filtra con papel Reeve Angel. Se miden 10 mL de muestra fria en una
probeta de vidrio (previamente enfriada) y se transfieren a un vial de 20mL
(previamente enfriado), se adiciona el estandar interno y se sella con septa y
tapa de aluminio. Se agita y se coloca en el headspace.

Condiiiones cromatograficas. Temperatura de inyector de 200°C,
temperatura del detector de 280°C, Helio como gas acarreador con caudal de
10 mL/min.

Curva de calibracion. Se realiza el mismo procedimiento que para muestras
de cerveza terminada o producto en proceso, pero se sustituye la cerveza por
etanol al 4% vy se efectlan las adiciones segun

Tabla 21.
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Tabla 21. Adiciones de solucion de calibracion para los diferentes niveles de
concentracion de la curva de calibracidn.

soln de
Nive/ calibracion B

(ul)

10
25
50
75
100
125

U bW N =

Calculos

El factor de respuesta es calculado de los coeficientes de regresion lineal
graficando los pg/L de cada compuestos afadidos en el eje de las abscisas
contra la relacién del drea de cada compuesto / drea del estandar interno en
eje de las ordenadas. El inverso de la pendiente de la curva de calibracion sera
el factor de respuesta usado para calcular la cantidad de cada compuesto en la

muestra.
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