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ABSTRACT

We validated a technique for characterization of volatile compounds in beer using solid
phase micro-extraction and gas chromatograph coupled to a mass spectrometer and a flame
ionization detector. An exposure time of 45 minutes with PDMS fiber in the headspace of the
sample reached the equilibrium of the phases. A desorption time of 15 minutes in the gas
chromatograph injector was enough for the fiber desorbed the target compounds. The study’s
main objective was to assess how some operational and formulation parameters affect the
formation of volatile compounds during beer fermentation on an industrial scale. For the
fermentation conditions studied, we found that when you increase wort glucose content and a
decrease in pitching rate in the fermentation lead to a significant reduction in the
concentrations of higher alcohols (P<0.1) compared to control. The sensory panel only found

significant differences between the beers produced with lower pitching rate and control.
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RESUMEN

Se valido una técnica para la identificacion y cuantificacion de compuestos volatiles en
cerveza por micro-extraccion en fase sélida (SPME) y un cromatografo de gas acoplado a un
espectrometro de masas y a un ionizador de llama. Se encontré que se alcanz6 el equilibro de
las fases para un tiempo de exposicion de 45 minutos con la fibra PDMS en el espacio
gaseoso de la muestra. Un tiempo de desorcion de 15 minutos en el inyector del
cromatografo fue suficiente para que la fibra desorbiera la totalidad de los compuestos de
interés. El objetivo principal de este estudio fue evaluar como algunos factores de operacion
y formulacion afectan la formacion de alcoholes superiores y ésteres durante la fermentacion
de cerveza a escala industrial. Para las condiciones de fermentacion estudiadas, se encontrd
que cuando se cambiod el perfil de azlicares del mosto (mayor cantidad de glucosa), o se
disminuye la cantidad de levadura inicial en el fermentador, las concentracion de alcoholes
superiores se reduce significativamente (P<0.1) respecto del control. El panel sensorial solo
encontrd diferencia significativa entre las cervezas producidas cuando se adicioné menor

cantidad de levadura inicial y el control.
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1 INTRODUCCION

1.1 Justificacion

Uno de los procesos mas importantes durante la produccion de la cerveza es la fermentacion
alcohdlica. Durante ésta, los azucares fermentables en el mosto son trasformados a etanol,
diéxido de carbono y otros compuestos que aportan aroma y sabor al producto final (Trelea
et al., 2004). Compuestos volatiles como alcoholes superiores, ésteres, aldehidos, entre otros
son excretados por la levadura como subproductos de su crecimiento y metabolismo (Smart
2003). La gran mayoria de estos estan en concentraciones cerca del umbral de deteccion. Por
lo tanto, pequefios cambios en su concentracion podrian tener efectos en el sabor de la

cerveza (Verstrepen et al., 2003).

Los factores que influencian la produccion de estos compuestos volatiles se pueden clasificar
en tres grupos: caracteristicas de la levadura, composicion del mosto y condiciones de
operacion (Smart 2003). Algunos de estos factores a escala industrial son determinados
experimentalmente, haciendo que cada producto y proceso sea unico y muchas veces
confidencial (Trelea et al., 2004). Ademas, la variacion de ellos a nivel industrial, esta
determinada por las limitaciones técnicas y economicas del proceso. Se ha sugerido que para
predecir su efecto a escala industrial, los mostos utilizados se deben producir a una escala de
por lo menos 100hl (Meilgaard, 2000). Por lo tanto, los niveles de algunos factores que
afectan la formacion de compuestos volatiles durante la fermentacion, evaluados a escala de

laboratorio, no siempre influenciaran en igual medida a escala industrial.

La hipotesis es que al entender el efecto de estos factores sobre la produccion de alcoholes
superiores, ésteres y aldehidos durante la fermentacion a escala industrial, podemos controlar
la calidad del producto final. Se utilizaran métodos de andlisis quimicos y organolépticos

para determinar su efecto.



1.2 Objetivos

1.2.1 General

Evaluar la influencia de algunos factores de operacion y formulacion en la formacion de

alcoholes superiores y ésteres durante la fermentacion de cerveza a escala industrial. Los

factores a evaluar incluyen: contenido de amino nitrégeno libre en el mosto, perfil de

azucares en el medio de fermentacion, cantidad inicial de oxigeno disuelto en el mosto,

cantidad inicial de levadura adicionada y remocion de CO, del medio de fermentacion.

1.2.2 Especificos

Validar una metodologia SPME/GC/MS/FID para la identificacion y cuantificacion
de algunos alcoholes superiores, ésteres y aldehidos presentes en la cerveza durante

su procesamiento

Determinar las condiciones adecuadas para la enzima glucoamilasa con el fin de

modificar el perfil de azicares del mosto.

Determinar si aumentar la aeracion del mosto aumenta la cantidad de oxigeno

disuelto del mosto.

Describir como ocurre la razén de formacion de alcoholes superiores y ésteres por la

levadura durante la fermentacion.



2 Revision literaria

2.1 Proceso de produccion de la cerveza

Como se observa en la figura 1, el proceso de elaboracién de la cerveza comienza con el
molido de la materia prima: cebada malteada y otros cereales (que cominmente se les conoce
como adjuntos). Es necesario reducir el tamano del grano para optimizar las
transformaciones de estos en las proximas etapas y mejorar la solubilidad del material
extraible. Luego, la materia prima entra a la primera etapa de la produccion del mosto, la
maceracion. Durante la maceracion se produce y se extrae la mayor cantidad de azucares
fermentables y aminoécidos a partir de la cebada malteada y de los adjuntos. En esta etapa se
mezcla la harina de los granos con agua y se calienta para permitir la degradacion enzimatica
de los polisacéaridos y las proteinas. Luego de la maceracion, el liquido que sale de este
(cominmente llamado mosto) es filtrado con un filtro prensa. Se adiciona agua para poder
remover la mayor cantidad de azucar del solido que permanece en el filtro; resultando en la

dilucion del mosto (Lea y Piggott, 2003).

Posteriormente el mosto entra a la etapa de ebullicion, donde es calentado cerca de de los
100°C por un periodo de tiempo determinado. Durante esta etapa se inactivan enzimas, se
concentra el mosto y se precipitan coagulos de proteina insoluble. También durante esta
operacion se adiciona el lapulo, el cual le imparte el cardcter amargo al producto final. El
mosto caliente es clarificado para remover todo el solido que no se disolvid durante la
ebullicion y el mosto es enfriado, aireado e inoculado con levadura antes de entrar al

fermentador (Lea y Piggott, 2003).

Durante la fermentacion, los azlicares fermentables son consumidos por la levadura para
producir etanol, diéxido de carbono y otros subproductos de su metabolismo y crecimiento
como los alcoholes superiores y ésteres. Estos ultimos grupos de compuestos aportan al sabor
y aroma del producto final. Luego de la fermentacién, la levadura floculada se retira y la

cerveza se enfria para entrar a la etapa de maduracion. En la maduracion algunos compuestos



indeseables de aroma son reducidos y se termina de flocular la levadura que atn permanece
en solucidon. La cerveza que sale del tanque es filtrada y diluida a la cantidad de etanol
deseado en el producto final. Finalmente, la cerveza es pasteurizada y embotellada para su

distribucion al consumidor final (Lea y Piggott, 2003).
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Figura 1. Proceso de la elaboracion de la cerveza

2.2 Formacion de compuestos volatiles durante la fermentacién de
la cerveza

Los alcoholes superiores pueden ser formados como subproductos de las rutas metabdlicas de
biosintesis y destruccion de aminoacidos (Shen et al., 2004; Willaert et al., 2006). La ruta
catabolica (también llamada ruta Ehrlich) es predominante, hasta el momento que no existan
mas aminoacidos en el medio de fermentacion (Shen et al., 2004; Inoue et al., 1995). El
consumo de aminoacidos por la levadura se realiza para el crecimiento celular durante la
etapa inicial de la fermentacion, produciéndose variedades de compuestos volatiles como

alcoholes superiores y aldehidos (Inoue et al., 1995). Luego del agotamiento de los



aminoacidos, la formacion de alcoholes superiores puede surgir a través de la biosintesis de
aminoacidos; la cual ocurre a partir del metabolismo de los aztcares fermentables. Por tanto,
la concentracion final de alcoholes superiores es determinada por la eficiencia de consumo de
sus correspondientes aminodcidos y la utilizacién de los azucares fermentables (Shen et al.,
2004). Al final del crecimiento celular, la produccién de alcoholes superiores cesa y la
concentracion de algunos de estos compuestos decrece, por consiguiente, el crecimiento
celular es mejor indicador del sabor de la cerveza que el consumo de azucares fermentables

del medio de fermentacion (Inoue et al., 1995).

Los alcoholes superiores son una parte importante de los subproductos formados durante la
fermentacion del mosto ya que aportan al sabor final de la cerveza. Por el contrario, el etanol,
siendo el mayor producto de la fermentacion, tiene un pequefio impacto en el sabor final de
la cerveza (Smogroviova y Démény, 1999). Los alcoholes superiores producidos por la
levadura se pueden clasificar en: alifaticos, como n-propanol, 2-metil butanol o isobutanol; y
aromaticos, como 2-fenil etanol (Willaert et al., 2006). Estos compuestos pueden tener
efectos positivos o negativos en el aroma y sabor del producto. Concentraciones excesivas de
alcoholes superiores en la cerveza (mayores a 300 ppm) pueden resultar en un sabor fuerte y
picante, mientras que los niveles optimos le pueden dar un caracter frutal (Rodrigues et al.,

2008).

Por otro lado, los ésteres volatiles se producen intracelularmente, por la reaccion entre el
acetil coenzima A (Acetil CoA) y un alcohol superior, catalizados por la enzima alcohol
acetil transferasa (AA transferasa). La concentracion de los sustratos y la actividad de la
enzima, son factores importantes a considerar para la formacion de ésteres (Verstrepen et al.,
2003). Por ejemplo, la enzima alcohol acetil transferasa es fuertemente inhibida por la
presencia de acidos grasos insaturados y la excesiva oxigenacion del mosto (Kumara et al.,
1995). También, el acetil CoA se usa en numerosas reacciones dentro de la célula,
incluyendo la biosintesis de lipidos y aminoacidos (Smart, 2003). Parece que la formacion de

¢ésteres no estd relacionada con el crecimiento celular (Garcia et al., 1994).



Los ésteres activos mas importantes que aportan sabor a la cerveza son: etil acetato, isoamil
acetato, etil caproato, 2-fenil etil acetato. El isoamil acetato es considerado el mayor
contribuidor al sabor afrutado de la cerveza, debido a que se encuentra en concentraciones

por encima del limite de deteccién humano (Smart, 2003).
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Figura 2. Rutas metabdlicas para la sintesis de alcoholes superiores y ésteres

En la figura 2, se encuentran las rutas metabolicas que ocurren dentro de la cé€lula para la
formacion de alcoholes superiores y ésteres. La formacion de alcoholes superiores por la ruta
de “Ehrlich”, comienza con una (1) reaccién de transaminacién de los aminodcidos,
resultando en un “pool” de oxoacidos. Luego, estos ultimos son (2) decarboxilados a
aldehidos y finalmente (3) reducidos a sus correspondientes alcoholes superiores (Smart,
2003). Como se indico con anterioridad, esta ruta catabolica es predominante cuando la
fuente externa de aminoécidos es suficiente. La formacion de alcoholes superiores por la (4)
sintesis de aminoacidos se diferencia de la anterior, en que los oxoacidos son derivados del

metabolismo de los azucares fermentables (Shen et al., 2004).

La sintesis de ésteres por la levadura durante la fermentacion, ocurre por la (6) reaccion entre
un alcohol superior y acetil CoA, catalizada por la enzima alcohol acetil transferasa. La
mayor cantidad de (5) acetil CoA surge de la decarboxilacion del piruvato produciéndose

acetaldehido, que luego se transforma a acetato gracias a la enzima acetaldehido



deshidrogenasa y finalmente es activado con ATP formando acetil CoA (Smart, 2003). El
acetil CoA también se usa en numerosas reacciones dentro de la célula, incluyendo la
biosintesis de lipidos y aminoacidos. Por lo tanto, su disponibilidad afectara la formacion de
¢ésteres por la levadura. Por ejemplo, si al medio de fermentacion se afiaden acidos grasos
saturados de cadena larga, estos son transportados al interior de la levadura e incorporados a
la membrana celular, reduciendo el uso del acetil CoA celular para la sintesis de acidos
grasos y dejandolo disponible para la formacion de ésteres. Por el contrario, un crecimiento
celular excesivo conllevara a utilizar el acetil CoA celular en la formacion de nueva biomasa;
dejandolo poco disponible para la formacion de ésteres (Smart, 2003). Por otro lado, la
enzima alcohol acetil transferasa es fuertemente inhibida por la presencia de acidos grasos
insaturados en el medio de fermentacion, por lo tanto, mostos no clarificados tienen alto
contenido de lipidos, afectando la produccién de ésteres por la levadura durante la

fermentacion (Kumara et al., 1995; Verstrepen et al., 2003)

Pueden existir otros tipos de reacciones fuera de la célula para la formacion de ésteres a partir
de alcohol y acetil CoA, pero estas son 1000 veces mas lentas que las reacciones

intracelulares para la formacion de ésteres, por lo cual no son consideradas (Garcia et al.,

1994).

A diferencia de los alcoholes superiores, los ésteres son producidos durante la etapa de
crecimiento (60%) y la fase estacionaria (40%) de la levadura (Willaert et al., 2006). Al
comienzo de la fermentacion, la formacion de ésteres ocurre muy lentamente. Esto se debe a
la baja disponibilidad del acetil CoA, ya que es usado por completo para el crecimiento de la
levadura. Ademas, la baja actividad de la enzima AA transferasa y la cantidad insuficiente de
alcoholes de cadena larga también contribuyen a la poca formacion de ésteres. Se ha
evidenciado que la rapida formacion de ésteres de acetato al modificar las condiciones de
fermentacion, como la gravedad del mosto, muestra que los niveles de acetil CoA en la célula
no cambian considerablemente, por lo cual parece que éste no es un factor determinante

(Yoshioka y Hashimoto, 1983b).



Se cree que durante la etapa aerdbica de la fermentacion del mosto el ciclo de acido
tricarboxilico es operado en la célula y el acetil CoA es metabolizado por este ciclo, mientras
que durante la etapa anaerobia de la fermentacion el acetil CoA puede formar ésteres con los
alcoholes superiores. Por lo tanto, el periodo de formaciéon y concentracion de ésteres
corresponde a la cantidad de tiempo y la concentracion de azlcares fermentables remanentes
al final del consumo de oxigeno. Es decir, la formacién variard dependiendo de las
variaciones en el tiempo en el cual cesa el consumo de oxigeno que determina la medida de

crecimiento de la levadura (Inoue et al., 1995).

Es probable que exista un solapamiento de los factores que afectan el crecimiento de la
levadura. Por ejemplo, condiciones reducidas de crecimiento de la levadura (cantidad
limitada de oxigeno, baja cantidad de amino nitrégeno libre y bajo niveles de zinc) haran que
la actividad de la enzima AA tranferasa sea probablemente el factor determinante para la
formacion de ésteres. Por el contrario, bajo condiciones de crecimiento excesivo de la
levadura, los niveles de acetil CoA serdn usados para apoyar el crecimiento, resultando en
una deficiencia para la sintesis de ésteres. Entre estos dos puntos existird un maximo para la

sintesis de ésteres (Smart, 2003).

Generalmente, el pH inicial del mosto es alrededor de 5.0. Al final de la primera
fermentacion es 4.0 y el pH final es cerca de 3.6, cuando la fermentacion se lleva a cabo a
12 °C. Por lo tanto, el crecimiento celular al pH final es muy dificil, por lo que la produccion

de volatiles no ocurre (Garcia et al., 1994).

Segun lo anterior, las condiciones en las cuales se promueve el crecimiento celular, tal como:
alto nivel de nutrientes (aminoécidos, oxigeno, lipidos, zinc), aumento de temperatura y
agitacion, debe estimular la produccion de alcoholes superiores. Sin embargo, las
condiciones excesivas de crecimiento no siempre incrementaran la sintesis de ésteres, ya que
el acetil CoA es utilizado para otras reacciones necesarias para el crecimiento celular y no

para la produccion de ésteres (Willaert et al., 2006)



Los factores que afectan la produccion de compuestos volatiles se pueden clasificar en tres
categorias:

e (Caracteristicas de la levadura

e Composicion del medio de fermentacion

e Condiciones de fermentacion

2.2.1 Caracteristicas de la levadura

2.2.1.1 Cepa de levadura

La levadura usada para la fermentacion en la elaboracion de cerveza pertenece al género
Saccharomyces. Usualmente se diferencian unas cepas de otras, segiin como ¢éstas realicen la
fermentacion. Levaduras tipo “ale” (como S. cerevisiae) fermentan y al final se mantienen en
la superficie. Levaduras tipo “lager” (como S. carlsbergensis y S. uvarum) quedan en el

fondo al final de la fermentacion (Lea y Piggott, 2003).

El tipo de levadura usada es uno de los criterios mas importantes en el control de niveles de
¢ésteres en la cerveza. La produccion individual de cada éster difiere significativamente de
una cepa a otra. Ademads, algunos parametros de la fermentacion como oxigeno y
temperatura son altamente dependientes en los antecedentes de la levadura. Este factor es
considerado generalmente cuando se quiere desarrollar una nueva cerveza, ya que es bastante
dificil controlar la produccion de ésteres con diferentes cepas. Se ha observado que usando
condiciones idénticas de fermentacion, las levaduras tipo “ale” tienden a producir menos

niveles de compuestos de aroma (Smart, 2003; Verstrepen et al., 2003).

2.2.1.2 Cantidad de levadura

La influencia de este factor en la sintesis de ésteres no estd del todo clara, ya que los estudios
son bastante contradictorios (Smart, 2003). Se ha observado que, incrementos moderados en
la cantidad de levadura, muestran poca diferencia en la produccion de alcoholes y ésteres
(Verstrepen et al., 2003; Kaneda et al., 1992). Se cree, que existe una cantidad de levadura

Optima segun las caracteristicas de la levadura, la composicion del medio y de las
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condiciones de operacion, a las cuales se lleve a cabo la fermentacion. Por ejemplo, se ha
sugerido que para fermentaciones de mostos con alta gravedad especifica, la cantidad 6ptima
levadura sea 35x10° células/ml, comparada con fermentaciones de mostos con gravedad

especifica normal (15x10° células/ml) (Verstrepen et al., 2003; Smart, 2003).

2.2.1.3 Estado fisiologico de la levadura

Las propiedades de la levadura como la eficiencia de la fermentacion y la produccion de
compuestos volatiles, pueden cambiar de una fermentacion a otra (Smart, 2003). En la
industria cervecera no se descarta la levadura utilizada, en vez se mantiene y es reusada un
nimero de veces, un proceso conocido como readiciones seriadas. Usualmente se usan entre

7 y 20 fermentaciones (Powell et al., 2003).

La calidad de la levadura es usualmente descrita en términos de viabilidad y vitalidad. La
viabilidad de la levadura es una expresion usada para describir la habilidad de la célula para
crecer, reproducirse e interactuar con su medio. Mientras que la vitalidad ha sido descrita
como el rendimiento de fermentacion o la capacidad de superar y recuperarse de un estrés
fisioldgico. Por lo tanto, la capacidad fermentativa no es debida al crecimiento celular o a la
multiplicacion sino a la intensidad de la actividad metabélica, es decir, la vitalidad (Guido et

al., 2003).

Se ha observado que levaduras de alta vitalidad tienden a producir menor cantidad de
alcoholes superiores. Esto se debe a la alta actividad inicial fermentativa, produciendo pocos
subproductos metabodlicos de la sintesis de amino 4cidos. Sin embargo, levaduras de alta
vitalidad no han mostrado cambios considerables en la produccion de ésteres. Esto confirma
que la vitalidad de la levadura puede jugar un rol importante en las primeras horas de

fermentacion (Guido et al., 2003).
Se ha encontrado que al inicio de la fermentacion, las células de levadura virgenes (es decir,

no usadas) son mas lentas para comenzar a consumir los azucares del mosto, en comparacion

con una cantidad de células de levadura de diferentes edades. Esto es indicativo de la
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extension de la fase “lag” antes de la maxima velocidad de utilizacion del aztcar (Powell et

al., 2003).

Por lo tanto, las células de levadura deben cumplir ciertos requerimientos antes estar en la
etapa de inicio del ciclo de la célula, uno de estos es lograr un tamafio critico. Las células
virgenes no cumplen estos requerimientos iniciales. Con el fin de obtener un tamafio
especifico, ellas deben asimilar nutrientes y convertirlos en biomasa; lo cual consume
tiempo y alarga esta fase del proceso. En contraste las células no virgenes satisfacen los
requerimientos, por lo tanto son capaces de dividirse rapidamente; reduciendo asi el tiempo
“lag” de la fermentacion. Ademas, las células de levadura virgenes fermentan a una
velocidad mas lenta en las etapas medias de la fermentacién comparada con las células de

levadura no virgenes (Powell et al., 2003).

A pesar de la variacion en la velocidad de consumo de aztlcar, la gravedad especifica final de
la cerveza producida con células de diferente edad no se afecta significativamente. Esto
indica que, sin importar la edad de la levadura, esta es capaz de utilizar los azucares
fermentables del mosto. Por lo tanto, la variacion en la velocidad de consumo es debido a la

edad de la célula en lugar de la vitalidad (Powell et al., 2003).

2.2.2 Composicién del medio de fermentacién

2.2.2.1 Gravedad especifica del mosto

La gravedad especifica refleja la cantidad de azucares fermentables presentes en el mosto.
Generalmente se utiliza la unidad °P (grados plato), que se define como la cantidad de
solidos en 100 g de mosto (densidad del mosto o cerveza en términos del porcentaje de
extracto por peso). Se conoce muy bien que cervezas elaboradas con mostos de gravedad
especifica alta tienen una gran cantidad de ésteres. Esto resulta en una cerveza mas afrutada

y con aroma “a solvente” (Yoshioka y Hashimoto, 1983b).
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Se ha observado que, la produccion de ésteres se cuadriplica si la gravedad especifica se
aumenta de 10.5 °P a 20 °P. Aun luego de la dilucion del producto al nivel de etanol deseado
(5% v/v), las cervezas producidas con mostos de alta densidad tienen dos veces mas ésteres,

que las cervezas producidas con mostos estandar (Verstrepen et al., 2003).

Para evitar esta sobreproduccion de ésteres en mostos de alta gravedad especifica, se
proporcionan niveles menores de aminodcidos libres, combinado con la eleccién adecuada de

la levadura (Meilgaard, 2000).

2.2.2.2 Perfil de azacar

Las cantidades relativas de los diferentes azlicares fermentables en el mosto tienen una
influencia en la produccion de ésteres (Verstrepen et al., 2003). Se ha evidenciado que
mostos con alto contenido en glucosa conllevan una mayor produccién de ésteres como el

isoamil acetato y etil acetato, ademds, una mayor actividad de la enzima AA transferasa

(Yoshioka y Hashimoto, 1984).

Por el contrario, se ha observado que mostos con alto contenido en maltosa reducen la
produccion de ésteres. Se cree que durante la fermentacion de la maltosa, existe una
inhibicidon de la actividad enzimatica de AA transferasa por los acidos grasos insaturados
acumulados en la membrana celular, algo que no ocurre durante la fermentacion de la

glucosa (Yoshioka y Hashimoto, 1984).

En cuanto a la formaciéon de alcoholes superiores, no se han encontrado diferencias
considerables entre la fermentacion de mostos altos en glucosa o mostos altos en maltosa

(Verstrepen et al., 2003).
2.2.2.3 Contenido de nitrégeno del mosto

El contenido de aminoacidos en el mosto determina la produccion de alcoholes superiores, ya

que la gran mayoria de los tltimos, son sintetizados a partir del catabolismo de los primeros.
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Se ha demostrado que la adicion de aminoacidos precursores de alcoholes superiores como
valina, leucina e isoleucina; incrementa fuertemente la produccién de estos (Inoue et al.,
1995). La adicion de aminodcidos incrementa la velocidad de produccion de alcoholes
superiores, permaneciendo en mayor cantidad hasta el final de la fermentacion (Sablayrolles
y Ball, 1995). Estos altos niveles de alcoholes superiores podrian conducir a un aumento en
la produccion de ésteres (Verstrepen et al., 2003). La razén entre el consumo de amino acidos
y el crecimiento celular es constante, por lo cual es independiente de las condiciones de la

fermentacion (Inoue et al., 1995).

2.2.2.4 Oxigenacion del mosto

La aeracion u oxigenacion del mosto ha sido un factor bien reconocido para el control de
produccion de ésteres durante la fermentacion de cerveza (Verstrepen et al.,, 2003). La
adicion de oxigeno al medio favorece el crecimiento celular, incrementando la produccion de
alcoholes superiores (Sablayrolles y Ball, 1995). Por el contrario, la formacién de ésteres
volatiles es suprimida por la disolucion excesiva de oxigeno en el medio de fermentacion. Se
ha demostrado que el efecto negativo es debido a la supresion de expresion genética de la

enzima AA transferasa (Smart, 2003; Verstrepen et al., 2003).

Sin embargo, cuando el contenido de oxigeno en el mosto es extremadamente bajo la
concentracion de ésteres decrece; debido al pobre crecimiento de la levadura. Por lo tanto,
existe un nivel 6ptimo de oxigeno para la produccion de ésteres (Verstrepen et al., 2003). Por
ejemplo, Calderbank y Hammond (1994) encontraron que, para ciertas condiciones de
fermentacion, una concentracion de 0.75 mg/L de oxigeno disuelto en el mosto resulté en una
fermentacion incompleta y con un crecimiento de la levadura bastante retardado. En
contraste, una concentracion de 5.4 mg/L de oxigeno disuelto produjo la méxima cantidad de
isoamil acetato. A concentraciones de oxigeno disuelto mayores a ésta, se observd una

disminucidn en la formacion de ésteres.
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2.2.2.5 Contenido de lipidos

Incrementar la cantidad de lipidos en el mosto decrece la produccion de ésteres. Se ha
observado que solo los acidos grasos insaturados libres (por ejemplo, acido oleico y
linolénico) son los que afectan la sintesis de ésteres. Los 4cidos grasos insaturados

esterificados (triglicéridos o fosfolipidos) y los acidos grasos saturados no tienen ningun

efecto (Smart, 2003).

Muchos han sido los factores implicados para explicar la reduccion de ésteres en presencia de
acidos grasos insaturados, como: la modificacion de la permeabilidad de la membrana celular
y la reduccion del acetil CoA disponible para la sintesis de ésteres (Smart, 2003). Estudios
mas recientes demuestran que estos reprimen directamente el gen de trascripcion para la
produccion de la enzima AA transferasa (Verstrepen et al., 2003). De hecho, la represion de
la expresion del gen ATF1 (gen codificador de la enzima AA transferasa) al adicionar
diferentes acidos grasos insaturados (18:1, 18:2, 18:3), es similar a la causada por la aeracion

u oxigenacion del mosto (Fujii et al., 1997).

2.2.2.6 Zinc

Este es un nutriente mineral importante para la levadura, porque tiene funciones cataliticas y
estructurales. Cuando se adiciona zinc al medio de fermentacion, la produccion de ésteres se
incrementa, debido a que fomenta la formacion de alcoholes superiores. Se ha mostrado que
la razon principal de esto es que el zinc estimula el rompimiento de los a-ceto-acidos en sus

correspondientes alcoholes superiores (Smart, 2003; Verstrepen et al., 2003).

2.2.3 Condiciones de fermentacion

2.2.3.1 Agitacion
La agitacion estimula el crecimiento de la levadura debido a que incrementa el acceso de los
nutrientes y disminuye la sobresaturacion del dioxido de carbono en el medio de

fermentacion. Debido a que estimula el crecimiento de la levadura, aumenta la sintesis de
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alcoholes superiores, mientras que se observa lo opuesto para la sintesis de ésteres (Smart,

2003).

2.2.3.2 Temperatura de fermentacion
Aumentar la temperatura de fermentacion incrementa la velocidad de metabolismo de la
levadura y la influencia sera diferente para cada reaccion bioquimica, cambiando el balance

de los compuestos de aroma (Smogroviova y Démény, 1999).

Generalmente, cuando se incrementa la temperatura de fermentacion en un rango entre 10-
25°C, se aumenta la produccion de ésteres y alcoholes superiores (Smogroviova y Domény,
1999). Sin embargo, se ha observado que diferentes ésteres muestran temperaturas optimas
de produccion. Por ejemplo, para isoamil acetato, el pico de produccion ocurre a 15°C,

mientras que para etil acetato es a 20°C (Verstrepen et al., 2003).

Modificando la temperatura al final de la fermentacion, puede esperarse que la cerveza tenga
mas contenido de ésteres ya que una parte de estos son formados durante esta etapa. (Smart,
2003). Se ha evidenciado que la concentraciéon final de alcoholes superiores en una
fermentacion no isotérmica estd entre las concentraciones obtenidas en las fermentaciones
isotérmicas de la temperatura mas alta y mas baja. Sin embargo, los niveles altos de
produccion de ésteres fueron obtenidos cuando la temperatura fue reducida durante la
fermentacion, mientras que la menor cantidad de ésteres fue observada cuando la temperatura

fue incrementada durante la fermentacion (Sablayrolles y Ball, 1995).

2.2.3.3 Disefio del fermentador

La forma y el tamafio de los fermentadores tienen un gran impacto sobre la sintesis de
alcoholes superiores y ésteres. Tanques cilindrico-conicos pueden alcanzar 25m de altura,
comparados con los tanques tradicionales de fermentacion que tienen menos de 3m (Smart,
2003). Estos fermentadores altos (capacidades entre 10,000 y 12,000 hl) conllevan un
crecimiento pobre de la levadura y una produccion pobre de alcoholes superiores y ésteres

(Verstrepen et al., 2003). De hecho, se ha encontrado que la concentracion de isoamil
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acetato en el fermentador disminuye de 4ppm a 1 m de profundidad, a 0.3 ppm a 18m de
profundidad (Meilgaard, 2000). Este efecto se atribuye al incremento de di6xido de carbono
disuelto, debido a la alta presion hidrostatica, esto generalmente conduce a la inhibicion del
metabolismo y del crecimiento de la levadura, disminuyendo la formaciéon de alcoholes
superiores y de acetil CoA, los cuales son sustratos para la produccion de ésteres (Verstrepen

et al., 2003).

Ademas, la duracién y el método de llenado de este tipo de fermentadores influyen en la
velocidad de fermentacion y en la sintesis de compuestos volatiles. Por ejemplo, la adicion
sucesiva de mosto durante la fermentacion, puede tener un efecto positivo en formacion de
ésteres, esto extiende la duracion del crecimiento de la levadura y contribuye a una mayor

actividad de la AA tranferasa (Verstrepen et al., 2003).

2.2.3.4 Presion del fermentador

La evolucion del CO; disuelto durante la fermentacion es afectada por el tamafio y la
geometria de los fermentadores, la presencia de particulas solidas, pH y temperatura. Por
ejemplo, fermentadores largos conllevan una alta presion hidrostética, lo que resulta en un
incremento en la concentraciéon del CO, disuelto y un decremento en la formacion de
alcoholes y ésteres (Shen et al., 2004). Los fermentadores a presiéon también aumentan la
cantidad de didéxido de carbono disuelto, reduciendo considerablemente la produccion de
¢ésteres y alcoholes superiores (Verstrepen et al., 2003). El diéxido de carbono disuelto inhibe
la enzima de decarboxilacion del piruvato (precursor del Acetil CoA) y disminuye el pH en
el interior celular (Smart, 2003). También altas concentraciones de CO, en el mosto suprime
el crecimiento de la levadura. Esto se debe a que el acetil CoA es también un intermediario

para la sintesis de acidos grasos necesarios para la proliferacion celular (Kumara et al., 1995).

Para disminuir el didxido de carbono disuelto se ha burbujeado el medio de fermentacién con
nitrégeno, aumentando considerablemente la formacion de ésteres. Se ha observado una
reduccion mayor del 50% del diéxido de carbono disuelto en el medio de fermentacion

cuando se purga con nitrégeno, aumentando de 16 a 26 ppm la concentracion de etil acetato
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Sin embargo, disminuir el contenido de didoxido de carbono por debajo de los niveles
normales no conlleva a un incremento significativo en la produccidén de compuestos volatiles

(Hodgson et al., 1995).

Incrementar la presion de dioxido de carbono en la etapa inicial de la fase estacionaria de
crecimiento inhibe la formacion de ésteres, pero afecta muy poco la produccion de alcoholes
superiores, ya que la gran mayoria de los tltimos son producidos durante la fase exponencial
de crecimiento. Por ejemplo, se ha observado que para una presion de 1 bar al inicio de la
fase estacionaria de crecimiento ocurrié una disminucion de la mitad de la cantidad de ésteres

de acetato, mientras una ligera disminucion para los alcoholes superiores (Smart, 2003).

El CO; tiene alta solubilidad en soluciones acuosas, este reacciona con el agua para producir
gas carbonico, el cual se disocia parcialmente en iones bicarbonato y protones. En un medio
con baja capacidad del agente amortiguador, estas reacciones resultan en una severa caida de
pH, que afecta al metabolismo de la célula. E1 CO, puede penetrar libremente la membrana
plasmatica, disolviéndose en el citoplasma y liberando iones bicarbonato y protones. Con el
fin de mantener el pH interno, los protones son trasportados al medio externo por un sistema
activo de transporte asociado al ATP, que eventualmente es energia necesaria para las
actividades de biosintesis crecimiento y otras actividades celulares. Se sugiere que el CO,
cambia las propiedades de la membrana, conllevando a un efecto negativo en la
transportacion de solutos. También fue indicado que el CO, puede reaccionar con
aminodcidos y unidades pequenas de proteinas, que podria eventualmente resultar en un
cambio en la estructura de las proteinas y su actividad. Se ha reportado que el CO, ejerce
cierta influencia en las actividades enzimaticas, particularmente aquellas envueltas en las

reacciones de carboxilacion/decarboxilacion. (Shen et al., 2004).

El medio debe tener una buena capacidad del agente amortiguador si se quiere burbujear con
CO, para que el cambio en pH no sea muy drastico. El burbujeo con CO; mostré un efecto
negativo en el crecimiento celular. También se encontré que el CO; no afecta la composicion

de los acidos grasos de la membrana celular (Shen et al., 2004).
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Posiblemente debido a la inhibicion del crecimiento celular o los efectos directos en las
reacciones de decarboxilacion, el CO, disuelto podria conllevar a una reduccion de los
sustratos disponibles como alcoholes superiores y acetil CoA para la produccion de ésteres

(Shen et al., 2004).

La tabla 1 resume algunos factores importantes y como estos afectan en la formacion de

compuestos volatiles.

Tabla 1. Factores afectan la formacion de alcoholes superiores y ésteres durante la

fermentacion.
FACTOR ALCOHOLESS. | ESTERES
Cantidad: Cambios moderados Poca Influencia Poca influencia
Levad ST — — - -
evadura - Mstado fisioldgico: Vitalidad alta Disminuye Poca influencia
Gravedad especifica: Aumenta Aumenta Aumenta
Perfil de azucar: Alto contenido en
No afecta Aumenta
Glucosa
Mosto Contenido de nitrogeno: Aumenta Aumenta Aumenta
Oxigenacion: Aumenta Aumenta Disminuye
Contenido de lipidos: Aumenta No afecta Disminuye
Zinc: Aumenta Aumenta Aumenta
Agitacion: Aumenta Aumenta Disminuye
Condiciones
de Temperatura: Aumenta Aumenta Aumenta
fermentacion |pregion: Aumenta Disminuye Disminuye

2.3 Analisis de compuestos volatiles por SPME/GC/MS/FID

El andlisis de compuestos voldtiles en bebidas alcohodlicas generalmente requiere alguna
forma de extraccion antes del andlisis instrumental. Cuando se realiza la inyeccion directa de

la muestra se presenta una alta contaminacién de la camisilla de vidrio por los compuestos no
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volatiles. Por lo tanto se requiere un mantenimiento frecuente del equipo para obtener

resultados confiables (Ng, 2001).

Algunas técnicas han sido establecidas para la extraccion y concentracion de los compuestos
volatiles de la cerveza como: extraccion con solventes usando cloruro de metileno (Constant
y Collier, 1997); concentracion mediante destilacion al vapor para luego ser inyectado en la
columna del cromatografo de gas, GC (Lochow et al., 2005); extraccion dinamica del espacio
gaseoso o “HS” (técnica llamada purga y trampa) (Constant y Collier, 1997; Lochow et al.,
2005). La mayoria de estas técnicas tienen grandes desventajas como: requerimiento de
equipos costosos; cantidades significativas de solventes costosos y no amigables con el
medio ambiente; multiples pasos de manejo de la muestra que incrementan el error; y la
necesidad de concentrar los analitos de interés hasta alcanzar los niveles detectables

(Rodrigues et al., 2008).

La extraccion de los compuestos volatiles del espacio gaseoso o “HS” se prefiere (Ng, 2001),
ya que la cerveza contiene una gran cantidad de compuestos no volatiles, como carbohidratos
no fermentables y proteinas. Estos dificultan la extraccion liquido-liquido de los compuestos
volatiles debido a la formacion de emulsiones. Ademas, los compuestos altamente volétiles,
como el acetaldehido, no son faciles de detectar en la muestra liquida (Murakami, et al.,

2003).

El andlisis del espacio gaseoso o “HS” se define como la extraccion de fase gaseosa o vapor,
en la cual existe una particion de los analitos entre la fase liquida no volatil y la fase gaseosa
encima de ésta. (Snow y Slack, 2002). Es de esperarse que la fase gaseosa tenga menos
componentes que los que usualmente se encuentran en la fase liquida, por lo tanto, durante el
muestreo del espacio gaseoso la complejidad de la matriz de la muestra puede ser

simplificada o eliminada (Zhu y Chai, 2005).
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Las técnicas comunmente usadas para la extraccion del espacio gaseoso de compuestos
volatiles en matrices acuosas son: extraccion estatica, extraccion dindmica y microextraccion

en fase solida (SPME, por sus siglas en ingles) (Snow y Slack, 2002; Pinho et al., 2006).

La extraccion estatica es una de las técnicas mas automatizadas y validadas a pesar del
crecimiento de las otras técnicas de extraccion del “HS”. Durante ésta, la muestra es
contenida en un envase cerrado y calentada por un tiempo definido (dependiendo de la matriz
y de las caracteristicas del analito), con el fin de alcanzar el equilibrio entre el liquido y la
fase vapor. Luego de esto el vapor es muestreado, usualmente con una jeringa de gas e
inyectado en el cromatdgrafo de gas (Langas, 2003; Snow y Slack, 2002). La limitacion de
esta técnica es su limitada sensibilidad, comparada con la extracciéon dindmica y SPME.

(Snow y Slack, 2002).

Por otro lado, durante la extraccion dindmica (conocida también como purga y trampa), la
muestra es burbujeada constantemente con un gas inerte como nitrégeno o helio. En
consecuencia, los analitos son removidos del liquido por la corriente de gas, luego son
concentrados en una trampa que contiene un agente absorbente quimico y finalmente
desorbidos térmicamente dentro del inyector del GC (Langas, 2003; Snow y Slack, 2002).
Esta técnica es usada para analisis de concentraciones extremadamente bajas, (ppb o ppt) o

cuando un alto grado de concentracion de los analitos es necesario (Snow y Slack, 2002).

Finalmente, en la microextraccion en fase sélida (SPME) utiliza una fibra fundida recubierta
de silica, la cual concentra los analitos presentes en el “HS” (Snow y Slack, 2002). Existen
basicamente dos modos de extraccion posibles en SPME: Inmersion directa y extraccion en
el espacio gaseoso o “HS”. En el primer modo, se introduce la fibra directamente en la
muestra ocurriendo una relacion entre la cantidad de analito absorbida por la fibra en el
estado de equilibrio y la concentracion de éste en la muestra. En el segundo modo los
analitos son extraidos de la fase de gaseosa equilibrada en la muestra. Estos necesitan ser
transportados a la fraccion volatil antes de ser absorbidos por la fibra. Este modo de

extraccion permite proteger la fibra de compuestos de elevado peso molecular y modificar la
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matriz de la muestra, por ejemplo variando el pH, sin dafiar la fibra. Ademas, es util para el
analisis de muestras donde la interferencia de la matriz es importante. (Pawliszyn, 1997).
Durante la extraccion, la concentracion del analito resulta por el equilibrio entre las
concentraciones de la fase liquida, gaseosa y la fibra. Mientras méas compuestos deseados son
extraidos de la fase de gaseosa por la fibra, consistentemente mas compuestos volatiles son

liberados de la fase liquida a la fase de gas (Lochow et al., 2005).

La técnica SPME elimina el uso de solventes organicos que pueden ser toxicos, permite la
cuantificacion de una gran cantidad de moléculas con limites bajos de deteccion (ppb y ppm),
buena linealidad, la extraccion y la concentracién de los analitos ocurre en un solo paso,
requiere un minimo de preparacion de la muestra, un tiempo de analisis relativamente mas
corto y mas econdmico comparado con las otras dos técnicas (Rodrigues et al., 2008; Pinho
et al., 2006; Lancas, 2003). Ademas, la alta sensitividad, permite pequefios volimenes de
muestra y la columna de separacion estd protegida ya que no se introducen al inyector

grandes cantidades de agua ni solventes (Lochow et al., 2005).

Algunos estudios han indicado problemas con la reproducibilidad de la extraccion, debido a
las limitaciones de la instrumentacion como dificultad en la automatizacion, agitacion de la
muestra, control de temperatura y envejecimiento de la fibra (Snow y Slack, 2002). También
se ha reportado sensitividad contra solventes organicos y el limitado rango de fases

estacionarias disponibles (Rodrigues et al., 2008).

Se ha comparado el uso de SPME para la extraccion de compuestos volatiles en cerveza con
las técnicas tradicionales. Los limites de deteccion para la mayoria de los compuestos fueron
mucho menores para SPME que para la extraccion estatica (entre 2 y 5 veces mas bajo),
ambos mostrando una buena linealidad. La diferencia en resultados entre estas dos técnicas
es que la fibra puede comportarse diferente segiin la matriz de extraccion, ya que las curvas
de calibracion son imposibles de generar en una matriz idéntica a la cerveza sin alcoholes y

sin ésteres (Jelen et al., 1998). Hasta el presente no existe ninglin estudio o investigacion que
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haya validado la técnica de SPME para el andlisis (identificacion y cuantificacion) de

compuestos volatiles en cerveza.

2.3.1 Extraccidon de compuestos volatiles de la cerveza por SPME/HS

Una vez el equilibrio es alcanzado durante la extraccion de compuestos volatiles por SPME,
la cantidad extraida es constante dentro de los limites experimentales de error y es
independiente del tiempo de extraccion. Por lo tanto, para obtener datos reproducibles las

condiciones y el tiempo de extraccion deben ser constantes (Pawliszyn, 1997).

Ademas, la cantidad de analito extraido es independiente de la localizacion de la fibra en el
sistema, es decir, no importa si se muestrea el espacio gaseoso o directamente en la muestra
siempre y cuando el volumen de adsorcidén/absorcion de la fibra, el espacio gaseoso y la

muestra permanezcan constantes (Pawliszyn, 1997).

Los compuestos volatiles son extraidos mas rapido que los compuestos semivolatiles, ya que
estan en concentraciones mas altas en el “HS”; lo que contribuye a un transporte de masa
mas rapido a través de la fase gaseosa. Por el contrario, la concentracion de los compuestos
semivolatiles en la fase gaseosa a temperatura ambiente es pequeia, por lo que la
transferencia de masa es menor; alargando el tiempo de extraccion. Esto se puede mejorar
con la agitacion de la muestra, adicion de sal o incrementando la temperatura de extraccion

(Pawliszyn, 1997).

La concentracion de la muestra no tiene impacto sobre el tiempo de equilibrio. Es decir, si la
extraccion es optimizada para una concentracion dada, el tiempo de equilibrio sera el mismo
para otras concentraciones. Esta condicion es valida siempre y cuando las condiciones de

extraccion en el sistema SPME/muestra se mantengan constantes (Pawliszyn, 1997).

Se ha encontrado que incrementando algunos factores durante la extraccion con SPME

resulta en un incremento de la sefal analitica como el tipo de fibra, la temperatura y el
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tiempo de extraccion. Estos influencian el equilibrio de los compuestos volatiles entre el
liquido y el “HS”. La agitacion de la muestra y la fortaleza idnica son otros factores que

causan e incrementan la sensitividad del método (Rodrigues et al., 2008).

2.3.1.1 Agitacion

La agitacion facilita el transporte de masa entre la fase liquida, fase gaseosa y la fibra. Esta
determina la velocidad de extraccion y el tiempo de equilibrio para la extraccion de muestras
acuosas. A medida que la velocidad rotacional aplicada aumenta, el tiempo de equilibrio
decrece. Especificamente, en extraccion de “HS”, la agitacion permite la extraccion mas
rapida de las especies menos volatiles. Cuando se usa un agitador magnético, se debe
garantizar que las revoluciones por minuto (rpm) de la barra magnética sean constantes y que
la base del plato este térmicamente aislada del envase que contiene la mezcla durante el

analisis (Pawliszyn, 1997).

2.3.1.2 Temperatura

Un incremento en la temperatura de extraccion, aumenta la concentracion del analito en el
“HS” y ayuda a una extraccion mas rapida (Pawliszyn, 1997). Sin embargo los compuestos
mas volatiles no son tan fuertemente influenciados como los menos volatiles (Constant y
Collier, 1997). La concentracion de los compuestos mas volatiles tiende a disminuir cuando
se aumenta la temperatura, mientras que se observa lo opuesto con los menos volatiles
(Saison et al., 2008). Este fendmeno ocurre porque los compuestos mas volatiles alcanzan su
equilibrio relativamente rapido, por lo que presentan bajos coeficientes de particion entre el
espacio gaseoso y la fibra cuando se aumenta la temperatura y esto produce una disminucion
de la cantidad méxima extraida. Por el contrario, los compuestos menos volatiles

incrementan su presion de vapor, aumentando su concentracion en el espacio gaseoso (Saison

et al., 2008; Pawliszyn, 1997).
Los compuestos quimicos mas afectados por el aumento de la temperatura son los etil ésteres

de 4cidos grasos y alcoholes superiores. Se ha recomendado que la temperatura de extraccion

para compuestos volatiles en cerveza esté entre 30-40°C (Rodrigues et al., 2008). Es

24



importante mantener la temperatura de extraccion constante durante el equilibrio y el tiempo

de extraccion para obtener resultados reproducibles (Pinho et al., 2006).

2.3.1.3 Adicion de sal

La adicion de sal a la muestra puede mejorar la eficiencia de la extraccion ya que altera la
solubilidad de los compuestos. La solubilidad de muchas moléculas organicas disminuye
cuando se aumenta la concentracion de sal, especialmente los mas hidrofébicos (Saison et al.,
2008; Rodrigues et al., 2008; Pawliszyn, 1997). Los iones salinos disociados perturban la
matriz de la muestra, disminuyendo la solubilidad de las moléculas de aroma, las cuales son
mas facilmente liberadas al “HS”. Un segundo efecto de adicionar sal a la muestra es que se
altera la fase limite entre la fase liquida y vapor, ayudando a la volatilizacion de los analitos

disueltos en el liquido hacia el “HS” (Ebeler, et al., 2000).

La solubilidad de las moléculas mas polares, por otro lado, puede permanecer inalterada o
incrementar a través de las interacciones electroestaticas con los iones salinos (Saison et al.,
2008). El efecto de la adicion de sal a la muestra es significativo hasta un punto en el cual la
absorcion no se ve afectada por una gran cantidad de sal. La adicion de sal a la cerveza hace
que los limites de deteccion sean mas bajos en el método de SPME vy, por lo tanto, puede

ayudar en muestras en que los ésteres estén presentes en trazas (Jelen et al., 1998).

2.3.1.4 Fibra
La naturaleza quimica de los analitos de interés es lo que determina el tipo de fibra a utilizar
para la extraccion por SPME. Escoger la fibra 6ptima para una gran variedad de compuestos

requiere experimentacion con diferentes fibras (Pawliszyn, 1997).

Para la extraccion de compuestos volatiles de la cerveza por SPME, la fibra polar,
poliacrilato (PA) ha mostrado ser mas efectiva en la extraccion de compuestos polares como
los alcoholes superiores. Mientras que la fibra polidimetilsiloxano (PDMS) favorece la
extraccion de los compuestos menos polares como los etil ésteres, acetatos e isoamil acetatos

(Rodrigues et al., 2008; Jelen et al., 1998). La fibra PDMS es una fibra no polar y extrae los
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no polares muy bien, sin embargo también puede ser utilizada para compuestos polares luego
de optimizar las condiciones de extraccion (Pawliszyn, 1997). Entre las fibras PDMS y PA se
prefiere la PDMS porque es la que muestra menos afinidad con el etanol (Ng, 2001).

Por otro lado, la fibra CAR/PDMS compuesta de PDMS y soporte poroso de carbon activado
Carboxen CAR, permite una deteccion de un gran rango de compuestos volatiles en cerveza
y produce una intensidad de sefial mayor que las fibras PDMS y PA (Pinho et al., 2006). A su
vez, la fibra triple compuesta por Divinilbenzeno (DVB), Carboxen (CAR) vy
polidimetilsiloxano (PDMS) permite la deteccion de un amplio rango de compuestos y

produce sefiales mas intensas que la PDMS y CAR/PDMS. (Rodrigues et al., 2008).

2.3.1.5 Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion depende de la naturaleza quimica de los compuestos deseados, pero
en particular de la fase polimérica de la fibra (Rodrigues et al., 2008; Ebeler et al., 2000).
Esto se debe a que las constantes de distribucion entre los compuestos de interés y la fibra
afectan el tiempo de equilibrio. La cantidad de analito extraido incrementa la constante de
distribucion, pero el tiempo de equilibrio se vuelve mas largo. El componente que tenga una

alta afinidad hacia la fibra alcanzara el equilibrio mas tarde (Pawliszyn, 1997).

La eficiencia de la extraccion de compuestos volatiles en cerveza para la fibra CAR/PDMS
fue alcanzado a los 60 minutos de ser expuesta la fibra a la muestra (Rodrigues, et al., 2008).
Mientras que para la fibra PA, la gran mayoria de los compuestos alcanzo el equilibrio luego

de los 45 minutos.
Sin embargo, un estado de equilibrio no es requerido para un andlisis cuantitativo de los

compuestos, asumiendo que la preparacion de los estandares y la muestra son llevadas a cabo

bajo las mismas condiciones (Jelen et al., 1998).
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2.3.1.6 Volumen de la muestra

La extraccion de compuestos volatiles en cerveza usando 5 ¢ 10 ml de muestra ha mostrado
buena reproducibilidad cuando las otras condiciones son fijas (Constant y Collier, 1997). Es
importante considerar una cantidad de muestra adecuada para el tamafio del envase de
extraccion, ya que los compuestos muy voldatiles prefieren acumularse en el espacio gaseoso,
resultando en una pérdida sustancial en sensitividad en espacios gaseosos grandes (Pawliszyn,

1997).

2.3.2 Instrumentacion analitica en identificacion de los compuestos
volatiles

El analisis de compuestos volatiles ha ido progresando rapidamente en los ultimos afios,
gracias a la técnica de cromatografia de gas y espectrometria de masas (GC/MS). Esta
técnica puede lograr la separacion e identificacion de mezclas complejas en una sola
operacion. Un sistema de cromatografia de gas acoplado a espectrometria de masas consta de
un gas de arrastre, un puerto de inyeccion de la muestra, una columna, el horno que contiene
a la columna, y un sistema espectrométrico de masas (fuente de ionizacion, analizador de
masas y un detector). La muestra se volatiliza en el puerto de inyeccion y se inyecta con
exactitud y precision en la cabeza de la columna cromatografica. La elusion se produce por el
flujo de una fase movil del gas inerte, €l cual no interacciona con las moléculas del analito;

su unica funcion es de transportarlo a través de la columna.

La columna por su parte, es el corazon de la cromatografia de gas. Posee una fase
estacionaria en la cual se produce la retencion de los analitos a diferentes proporciones como
consecuencia de la absorcion fisica y produciendo luego la separacion. La eleccion de la fase
estacionaria de la columna, depende de la naturaleza de los componentes de la muestra a ser

separados (Skoog y Leary, 1994).

El modo de ionizacion (impacto de electrones o ionizacidn quimica) determina el tipo de
abundancia de los iones producidos. En el modo de impacto de electrones (EI, por sus siglas

en inglés) la fuente de iones de un espectrometro de masas convierte los componentes de una
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muestra en iones por bombardeo con electrones. Se obtiene un haz de iones frecuentemente
positivos que es entonces acelerado en el analizador de masas. La dispersion esta basada en
las relaciones masa/carga de los iones del analito. El espectrometro de masas contiene un
detector para iones que convierte el haz de iones en una sefial eléctrica de los componentes
de la muestra que puede ser entonces procesada, almacenada en la memoria de un ordenador

y mostrada o registrada (Skoog y Leary, 1994).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materia prima y fermentador:

3.1.1 Microorganismo

Se utilizé Saccharomyces cerevisiae provista por la Cerveceria local, la cual se encontraba
almacenada a 4°C en el medio Universal Beer Agar (UBA) antes de ser propagada. La
cantidad de levadura adicionada al fermentador es adicionada por el equipo de monitoreo de

levadura modelo 720 de la compania Aber Instruments Ltd, UK.

3.1.2 Mosto

Los mostos utilizados para las fermentaciones fueron preparados en la cervecera local. Estos
contenian como fuente de nutrientes (carbono y nitrégeno) cebada malteada, malta caramelo
y harina de maiz. Estos fueron previamente modificados durante las operaciones de
maceracion, filtrado y coccidon; para obtener una gravedad especifica final de
aproximadamente 13.5 °P. También, durante las operaciones antes mencionadas se adiciono:
acido fosforico (al 85%) para alcanzar un pH de 5.2 a 5.3, sulfato de calcio, sulfato de zinc y
cloruro de sodio como fuente de calcio, zinc y sodio, respectivamente. Antes de entrar al

fermentador, el mosto fue enfriado a 11.5 °C y aireado.

3.1.3 Fermentador

Se utilizd un tanque cilindrico-conico en acero inoxidable de 21.7 m de alto y 5.4 m de
diametro, con una capacidad de llenado de 4192 hectolitros (hl). El llenado del fermentador
se realizd mediante la adicion de 6 lotes de mosto previamente enfriado, de los cuales 5
fueron aireados en linea antes de entrar al fermentador. La cantidad adicionada por cada lote
al fermentador fue de 550 hl para un volumen total de mosto de 3300 hl. Las fermentaciones

se realizaron a una temperatura de 15°C y a presion atmosférica. La fermentacion finalizd
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cuando el mosto alcanzé una gravedad especifica de 0.1 °P. El fermentador posee un sistema
de control para mantener las condiciones de presion y temperatura. La cantidad de levadura
para cada fermentacion fue adicionada en el segundo lote que entra al fermentador, por lo
cual, al finalizar el llenado de cada tanque se hizo el conteo de levadura para determinar la
cantidad de levadura inicial al comenzar la fermentacion. La cantidad de glucoamilasa
adicionada en el fermentador fue de 65.52 Ib de enzima, esta se adiciona antes de iniciar el

llenado del fermentador.

3.2 Factores que afectan la formaciéon de compuestos volatiles

3.2.1 Amino acidos libres (FAN)

Para aumentar el contenido de amino nitrogeno libre o FAN (por sus siglas en ingles), se
modificé el proceso de maceracion. Se permitid un descanso proteico con el fin que enzimas
proteoliticas tenga mayor tiempo de accion para convertir las proteinas presentes en el mosto
en amino acidos libres. La temperatura dptima para producir amino nitrégeno libre en el
mosto es 50 °C (O'Rourke, 2002). Por lo tanto, las fermentaciones de mostos con mayor
contenido en amino nitrogeno libre “FAN” se mantuvieron a 50°C por 10 minutos. Se evalud
el efecto que tiene el contenido de “FAN” para cada uno de estos mostos, sobre la formacion
de compuestos volatiles. El método que se utiliz6 para analizar el contenido de “FAN” en el
mosto fue el oficial por la Asociacion Americana de Quimicos Cerveceros (ASBC) “Wort-
12”. Para medir el nitrogeno total el método utilizado fue el (ASBC) “Malt-5" y el método
para determinar color en mosto y cerveza fue el (ASBC) “BEER-10” y “MALT-9”
(American Society of Brewing Chemists (ASBC), 1992).

3.2.2 Perfil de azucares fermentables

Se determino el efecto que tiene producir mostos con alto contenido en glucosa y bajo en
maltosa sobre la produccion de compuestos volatiles durante la fermentacion. Para obtener

este cambio en el perfil de azticares en el mosto se utilizo la enzima glucoamilasa.
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La glucoamilasa es capaz de romper las moléculas de almidon, dextrina, maltotriosa y
maltosa a glucosa, aumentando asi los niveles de este ultimo azlcar en el mosto a fermentar.
La enzima hidroliza el enlace a-1,4 y las ramificaciones de los enlaces de almidén (0-1,6).

Ademas, la enzima es mas activa en un pH acido (4.0 y 4.5) y a una temperatura de 60°C

(Hardwick, 1994).

Esta enzima es generalmente adicionada durante la fermentacion, para incrementar la
cantidad de azlcares fermentables disponibles en el mosto y asi obtener cerveza con mas
contenido de alcohol o baja en calorias. Sin embargo, las condiciones de la fermentacién no
son las O6ptimas para que la enzima logre producir mostos con alto contenido de glucosa, por
ende, se debe adicionar en algun punto del proceso antes de la fermentacion. También se ha
reportado problemas con la floculacion de la levadura luego de la fermentacion, cuando altas
cantidades de enzima son adicionadas al mosto luego de la ebullicion (mayores a 1mlen,/Imosto)
(Samp y Silberman, 2006). Por lo tanto, la cantidad de enzima, momento de adicién de la
enzima en el proceso y el tiempo de accion se deben determinar experimentalmente con
pruebas en laboratorio. Cada mosto preparado fue caracterizado por Cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) modelo 717 Plus de la compania Waters (MA, USA), para determinar
la concentracion (%w/v) de los azucares fermentables (fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y

maltotriosa).

El primer grupo de pruebas de laboratorio se realiz6 manteniendo el mismo tiempo de
descanso a 65°C durante la maceracion con diferentes cantidades de enzima adicionada. Se
comenzo con una cantidad de enzima de 0.09gcqzima/lmosto ¥ S€ fue incrementando 25%, 50%,

75%, 100% y 300% sobre la cantidad que se usa actualmente en el fermentador.

El segundo grupo de muestras se realizd para determinar si existia algun efecto en la
produccion de glucosa variando el tiempo en el descanso a 65°C durante la maceracion. El
tercer grupo de pruebas fue determinar si el efecto de produccion de glucosa se incrementaba
al aumentar el tiempo en el descanso a 65°C y la cantidad de glucoamilasa adicionada

durante la maceracion (100% y 300% de la cantidad base escogida 0.09gcnzima/lmosto)-
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Finalmente, se determind el efecto de adicionar la enzima al inicio de la ebullicion con
concentraciones de menores de Imlen,/Inosto. Las cantidades exactas y los tiempos utilizados

se encuentran descritos en la tabla 2.

Tabla 2. Experimentos con glucoamilasa para producir mostos con alto contenido en glucosa

Operacion Unitaria | Tiempo (min) Cantidad de enzima (g/l50st0)
Maceracion 30 0;0.09;0.11; 0.14; 0.16; 0.18; 0.36
Maceracion 0, 30, 45, 60 0
Maceracion 60, 120 0; 0.18; 0.36

Ebullicion (Kettle) 90 0; 0.34;0.68; 1.1

Para cada experimento se recolectaron las muestras de la siguiente manera:

1. Se extrajo en un vaso plastico aproximadamente 4L. de mosto del tanque de maceracion
justo cuando la mezcla del tanque de coccion y del tanque de maceracion estén a una
temperatura de 65°C. En el caso del experimento del mosto del tanque de ebullicion, la

muestra fue extraida cuando la mezcla del filtro y del tanque de ebullicion alcanzo los 68°C.

2. Se midieron 400 ml del mosto extraido con una probeta y fueron adicionados en los vasos

metalicos del bafio de maceracion de la compania THIEMT modelo TMB-08.

3. Se ajusto el bafio de maceracion para obtener una temperatura de 65°C y a una velocidad

de agitacion de 200 rpm.

4. A cada vaso metélico se adicion6 la cantidad de enzima especificada en la tabla 2 y se
dejaron en el bafio térmico el tiempo determinado anteriormente. Fue necesario preparar una
solucion de la enzima glucoamilasa para poder ser medida con mayor facilidad y exactitud.
La solucion fue preparada en una volumétrica de 100 ml con agua destilada y glucoamilasa

con una concentracion de 1 % (w/v).

5. Luego del tiempo para cada mosto, los envases fueron retirados del bafio de maceracion y
calentados en una hornilla hasta ebullicién para la inactivacion de la enzima. Es importante

agitar el contenido para evitar que ocurra una ebullicion explosiva.
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6. Cada muestra de mosto caliente se filtr6 con papel filtro de tamano de 150mm de la
compafiia Waters # catalogo 1202-150. Los envases de filtracion fueron lavados con etanol

para evitar contaminacion microbiana.

7. Parte de cada mosto filtrado fue envasado en tubos de ensayo estériles de plastico de 15 ml
comprados en la compania Fischer Scientific para el andlisis de azlcares fermentables por

HPLC. Estos se llenaron hasta la tapa y se refrigeraron hasta el analisis.

8. A cada uno de los mostos filtrados se midi6 la concentracion de azlicar (°P) y se refirio los

valores a un valor de referencia de 12 °P.

Para todos los experimentos anteriores se utilizaron las condiciones (cantidad de enzima,
temperatura y momento de adicion de la enzima en el proceso) en el cual se obtuvo el cambio

en el perfil de azticares deseado (mayor cantidad de glucosa que de maltosa).

3.2.3 Oxigeno disuelto (DO) en el mosto

Para determinar el efecto que tiene el incremento en la aeracion del mosto antes del entrar al
fermentador, se aumento la aeracion de 6m’/h a 8m>/h. Mostos airados con valores superiores
al experimentado, podria conllevar a una excesiva formacion de espuma durante la
fermentacion, lo cual es indeseado. Ademas, experimentar con niveles de aire por debajo del

valor actual podria conllevar a un desempeio pobre de la levadura durante la fermentacion.

Se midio el oxigeno disuelto (DO) al primer lote de mosto que no tiene levadura, ya que los
otros 4 lotes que fueron oxigenados, se airearon igual que el primero y, por lo tanto, la
cantidad de oxigeno disuelto en cada uno al entrar debe ser igual. No se puede medir el
oxigeno disuelto de los otros mostos porque la medicidn se afecta por la levadura adicionada
al tanque. Para medir la cantidad de oxigeno disuelto en el mosto se uso el equipo Orbisphere

3650 de la compaiiia Hach, CO, USA.
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Para medir el oxigeno disuelto, se abri6 la llave del toma muestra durante 5 minutos del
fermentador para purgar la linea. Con el equipo encendido se conecta al grifo y se abre la
llave para dejar correr mosto. El equipo se mantiene en el modo “ox dsl” el cual reporta el
oxigeno disuelto en partes por millon (ppm). Cuando la temperatura registrada en el equipo
se mantenga constante (aproximadamente en 13 °C), se toma el valor de oxigeno disuelto. Se
cerr6 el grifo y se desconecto el equipo Orbisphere. Se adiciond etanol 200° prueba al grifo

para evitar contaminacion microbiana.

3.2.4 Cantidad de levadura adicionada

Para evaluar el efecto que tiene adicionar una cantidad de levadura menor al fermentador en
la produccion de compuestos volatiles durante la fermentacion; se disminuy6 la cantidad de
levadura de 22x10° células/ml a 13.5x10° células/ml. Este ultimo valor fue escogido porque
se recomienda que los millones de células de levadura adicionada al fermentador sea cercano
al valor del extracto del mosto (para nuestro caso 13.5°P) (Master Brewers Association of the
Americas M.B.B.A., 2002). El conteo de cé¢lulas se realiza en el equipo “Cellometer Auto
M10, automatic cell counter” de la compafiia Nexcelom Bioscience (MA, USA). La muestra
fue tomada al final del llenado del fermentador y rdpidamente se realiz6 el conteo para evitar

la proliferacion de la levadura.

Para tomar la muestra del fermentador se dejo abierto por 5 minutos el grifo para que la linea
se purgara. En un vaso de 100 ml se tomo la muestra y rapidamente se llevo al laboratorio, al
finalizar de tomar la muestra se purgd el grifo con etanol 200° prueba para evitar la
contaminacion microbiana. Ya en el laboratorio, se adicion6 un agitador magnético y se agitd
a 800rpm para obtener un buen mezclado. Mientras se estaba agitando, se tomé 20ul de la
muestra con una micropipeta Eppendorf de la compafiia VWR International, PA, USA. La
muestra se adicion6 a la laminilla del “Cellometer” y se introdujo en el lector. Utilizando el
programa de la computadora se enfoco el lente para poder realizar un conteo correcto de

células. Finalmente, en el programa del equipo, se introduce el valor de 1 en el factor de
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dilucién y se oprime conteo de células. El valor que aparece como conteo de levadura es el

numero de millones de células por ml de mosto que tiene la muestra.

3.2.5 Cantidad de CO, disuelto en el medio

Para determinar el efecto del dioxido de carbono disuelto sobre la formacion de compuestos
volatiles, se decidid primero realizar una curva de fermentacién para observar el punto
optimo de produccién de compuestos volatiles durante la fermentacion. E1 CO; disuelto en el

mosto se removid con nitrogeno gaseoso.

El nitrogeno gaseoso de alta pureza de la compaiiia Praxair se adicionaria en el momento en
la fermentacion donde ocurra la maxima produccion de ésteres y cuando la levadura ya haya
consumido todo el oxigeno disponible en el mosto. El flujo maximo de nitrégeno gaseoso a
usar es 7.14 ml Ny/(min X lpesto), con este flujo se ha encontrado a nivel laboratorio que hay
una mayor produccion de alcoholes superiores y ésteres (Hodgson et al., 1995). Este se
adicionaria desde la parte inferior del tanque. La cantidad de didxido de carbono disuelto en

el mosto se midio con el Haffmans CO, Gehaltener.

Para realizar la curva de fermentacion se tomaron muestras cada 8 horas hasta que se agot6 la
cantidad de extracto (cuando el °P lleg6 a 0.1°P), durante una fermentacién de operacion
normal del fermentador que se describid en la seccion 3.1. Para tomar cada muestra de mosto

se realiz6 de la siguiente manera:

1. Para tomar la muestra en el fermentador se dejo abierto por 5 minutos el grifo para que la
linea se purgara. En un vaso de 200 ml se tom6 la muestra y rapidamente se llevo al
laboratorio, al finalizar se purg6 el toma muestra con etanol 200° prueba para evitar la

contaminacion microbiana.

2. Ya en el laboratorio, se adicion6 mosto en un frasco de vidrio de 40ml hasta la parte

superior y se refrigeré a 5°C. Estos frascos de vidrio fueron previamente lavados y
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esterilizados en una autoclave a temperatura de 121°C y presioén de 15 psi por 15 minutos.
Luego esta muestra se analizo para determinar la concentracion de compuestos volatiles por

la técnica SPME/GC-MS/FID dentro de las préximas 24 horas después de haber sido tomada.

3. Finalmente, la cantidad de muestra que permanece en el vaso de 200ml se le midio: pH,

cantidad de extracto (°P) y % etanol como se describe posteriormente.

3.2.6 Analisis estadistico

Debido a que el objetivo principal de este estudio es determinar cudles factores tienen un
mayor impacto en la produccion de compuestos voldtiles durante la fermentacion de la
cerveza a nivel industrial, se utiliz6 un estadistico capaz de evaluar el efecto individual de
cada factor comparado contra un control. Se utilizaron dos herramientas estadisticas: analisis
de varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) y la prueba de Dunnett. Para cada uno de los

factores se hicieron 3 réplicas.

El analisis de varianza es usado para probar la hipotesis acerca de la diferencia entre dos o
mas medias bajo la hipotesis nula (Ho):

Ho:uy = U, == U,
Ha: al menos una u.es diferente

Ecuacién 1. Hipétesis nula (Ho) e hipétesis alterna (Ha) del analisis de varianza (ANOVA).

El estadistico que se uso para probar simultineamente todas las medias fue el estadistico F
obtenido de la tabla de ANOVA para la particion de la variabilidad total en variabilidad entre
tratamientos y variabilidad dentro de cada tratamiento. Con este estadistico se determind si
existia una diferencia significativa o no (P<0.1) para los diferentes mostos y cervezas

producidas.

Si por el andlisis estadistico ANOVA encontrdbamos que al menos una media de los

tratamientos era diferente, entonces se utilizo la prueba de “Dunnett” para probar si existia
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diferencia significativas entre la media de cada tratamiento y el control (P<0.1). Se decia que

habia una diferencia significativa entre la media del tratamiento i y la del control ¢ si:

V.—-Y.|=D

Ecuacion 2. Region de rechazo para la prueba de Dunnett.

Donde Y; es la media del tratamiento, Y. es la media del control y D es el valor critico de la

prueba de “Dunnet” (P<0.1).

3.3 Técnicas de analisis

3.3.1 Viabilidad de la levadura o conteo de células muertas

La muestra se tomd del tanque de levadura que fue utilizado para la fermentacion. Para esto
se purgod la tuberia de salida de la muestra, dejando salir muestra por aproximadamente 3
minutos. Se tomo la muestra en un envase estéril de vidrio y se lleva al laboratorio lo mas

rapido posible para evitar la proliferacion del microorganismo.

Ya en el laboratorio, se mezcld la muestra con un agitador de vidrio para homogeneizarla. Se
midi6 100 ml de agua destilada con una probeta y se adicion6 a un vaso de 250 ml. Luego se
adiciond al vaso (tres veces) muestra contenida en la superficie del agitador de vidrio para

diluir la muestra del tanque de levadura y hacer un conteo de células adecuado.

Ya diluida la muestra en un cristal de reloj, se mezcld 3 gotas del tinte azul de metileno
comprado a la compaiiia Fisher Scientific (USA, # de catalogo 122965) y 5 gotas de la
muestra diluida. Se agitd con agitador de vidrio y se tomaron 20ul de la muestra con una
micropipeta Eppendorf de la compafila VWR International (PA, USA). La muestra se
adicioné a la laminilla del “Cellometer” y se introdujo en el lector del equipo. En el
programa del equipo se enfocé el lente para poder realizar un conteo correcto de células.

Finalmente, en el programa del equipo, se activo la funcidon de conteo de células y viabilidad
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de levadura y se oprimi6 conteo de células. Al final el equipo reporto el porcentaje de células

muertas en la muestra automaticamente.

3.3.2 pH, cantidad de extracto (°P) y contenido de etanol

Se determino el pH del mosto antes de la fermentacion, al inicio de la maduracion y en el
producto final. El pH se midié con Corning Pinnacle 555 pH/ion meter de la compania
Corning laboratory meters MA, USA. Se utilizaron las soluciones amortiguadoras de 4.00 y
7.00 de Fisher Chemical (USH) para calibrar el equipo. El equipo de pH se calibrd de la
siguiente manera: se oprime el boton “calibrate” y se pone el electrodo previamente lavado
con agua destilada en la solucion de pH 4.00 y se deja el electrodo sumergido en la solucion
hasta que el valor llegue a 4.00. Luego se realiza lo mismo para la solucién amortiguadora de
pH 7.00. Finalmente para medir el pH de la muestra se limpia con agua destilada el electrodo
y se sumerge en la muestra, se oprime el botéon “read”. El valor se registra cuando se

estabilice la lectura.

Por otro lado la cantidad de extracto fue medido al mosto al inicio de la fermentacion, a la
cerveza al inicio de la maduracion y a la cerveza final. Mientras que el % de etanol solo se
midi6 en la maduracion y en el producto final. Ambos pardmetros fueron medidos por el
“Alcolyzer plus and density meter DMA” de la compafiia Anton Para, VA,
USA. Se tomaron 100ml de la muestra y se adicionaron en un vaso al que previamente se
habia adicionado 5 gr de tierra diatomacea de Fisher Chemical. Esta mezcla se filtré con
papel filtro de tamafio de 150mm de la compafiia Waters # catalogo 1202-150. Del liquido
filtrado se tomaron aproximadamente 40 ml que fueron puestos en el envase del equipo y

oprime el boton “start”, al final el equipo reporta el valor de °P y % etanol.

3.3.3 Analisis de azucares fermentables

El HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia) que se utiliz6 para la cuantificacion de los
azUcares fermentables en mosto posee un “autosampler” modelo 717 plus, de la compafia

Waters, MA, USA; el cual posee un sistema “Waters 600 E system controller” acoplado a
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una bomba cuaternaria y un detector de indice de refraccion. Las condiciones dptimas para el
analisis cromatografico fueron las siguientes: 1) columna Carbohydrate ES; 2) Elucion
socratica con una fase movil de 75:25 acetonitrilo/agua con un flujo de Iml/min a
temperatura ambiente y presion 1800-2200 psi. El acetonitrilo tiene una pureza del 99.9% fue
comprado en la compatfiia Sigma Aldrich; 3) el volumen de inyeccién por muestra fue 10ul; 4)
la temperatura del detector de indice de refraccion fue de 40°C; 5) el tiempo de analisis para

cada muestra fue de 20 min.

La curva de calibracion para los azlcares fermentables de interés se prepard de la siguiente
manera: En una balanza analitica modelo LA-110 de la compafiia Acculab se pesaron
aproximadamente las cantidades de los azlcares que se muestra en la tabla 3. En una
volumétrica de Sml se adicionaron los azucares y se disolvieron en agua doble destilada para
obtener las concentraciones mostradas. Esta sera la solucion primaria para hacer las
diluciones de la curva de calibracion. Los azucares mostrados en la tabla 3 fueron comprados
a la compafiia Sigma Aldrich con # de catalogo 239704, 65500, 605417, M9171 y 851493,

respectivamente.

Tabla 3. Concentraciones de los aziicares fermentables de la solucion primaria para la curva de

calibracion para HPLC.
Compuesto Cantidad (g) | Concentracion (% w/v)
Fructosa 0.1000 2.000
Glucosa 0.5000 10.00
Sacarosa 0.0500 1.000
Maltosa 0.5500 11.00
Maltotriosa 0.1000 2.000

La soluciéon primaria de estdndares fue filtrada con un filtro de jeringa de 0.45 um.
Finalmente se adicionaron con una micropipeta de 1000ul Eppendorf de la compafiia VWR
International, PA, USA; los volumenes de la solucidon primaria que se muestra en la tabla 4
en 6 frascos de vidrio para HPLC de un ml. Luego se completaron todos los frascos de vidrio
a un volumen final de un ml con agua doble destilada. Las concentraciones de los azucares

analizados en cada estandar se indican en la misma tabla.
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Tabla 4. Concentraciones de los estandares para las curva de calibracion de los azicares

fermentables analizados.

Estandar | Volumen | Fructosa | Glucosa Sacarosa Maltosa | Maltotriosa
# (ul) (%ow/v) (%ow/v) (%ow/v) (%ow/v) (%ow/v)
0 0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1 200 0.400 2.000 0.200 2.200 0.400
2 400 0.800 4.000 0.400 4.400 0.800
3 600 1.200 6.000 0.600 6.600 1.200
4 800 1.600 8.000 0.800 8.800 1.600
5 1000 2.000 10.00 1.000 11.00 2.000

Para la cuantificacién de los azlicares fermentables en el mosto, en un frasco de vidrio para

HPLC se adiciond 1 ml de mosto refrigerado previamente filtrado a través de un filtro de

jeringa de 0.45 pm.

3.3.4 Analisis de compuestos volatiles por SPME/GC-MS/FID

3.3.4.1 Optimizacién de la extraccion de los compuestos del espacio gaseoso

por Micro-extraccion en fase sélida (SPME)

Estandar interno

Se escogid como estandar interno el compuesto 1-butanol. Estudios previos han utilizado este

compuesto con éxito para la cuantificacion de compuestos volatiles en cerveza (Lochow et al.,

2005). Se prepara una solucion primaria, al adicionar 250 pL de 1-butanol a una solucion

acuosa al 5% v/v etanol en una volumétrica de 50 ml. El agua destilada usada fue del sistema

modelo Aqua-Summa II de la compania Culligan, IL, USA; 1-butanol (99.8%) y el etanol

(anhidro) fueron comprados en la compafiia Sigma-Aldrich (USA) con # catalogo 281549 y

676829, respectivamente.
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Solucién de estandares

Los compuestos volatiles de interés que se analizaron fueron: acetaldehido (99.5%), etil
acetato (99.8% anhidro), 1-propanol (99.7 %Anhidro), 2 metil 1-propanol (99.5% anhidro),
2-metil 1-butanol (99% anhidro), 3-metil 1-butanol (99% anhidro), Isoamil acetato (99%
anhidro), fenil etil alcohol (>99%) y fenil etil acetato (99%) de la compaiiia Sigma-Aldrich
(USA) con niimero de catalogo 402788, 270989, 279544, 538132, 133051, 309435, 306967,
p13606 y 290580, respectivamente.

Se recomienda preparar la solucién primaria disolviendo los estdndares en etanol anhidro
(Jelen, 1998). La solucién primaria fue preparada en volumétrica de 25 ml. El volumen y las
concentraciones de cada estandar que contenia la solucidon primaria se muestran en la tabla 5.
Estas concentraciones fueron las adecuadas para que la solucién de estdndares diluidos en

agua destilada fueran las deseadas.

Tabla 5. Volumen adicionado de cada compuesto en la soluciéon primaria para la optimizacién
del método HS/SPME

Compuesto Volumen (ml) | Concentracién soluciéon Primaria (ppm)
Acetaldehido 0.4 12480
Etil acetato 0.2 7216
1-propanol 0.4 12864
2 metil, 1-propanol 0.4 12848
2 metil, 1-butanol 0.2 6400
3 metil, 1-butanol 04 12800

Isoamil Acetato 0.02 704

2 fenil, etil alcohol 0.2 8160
2 fenil, etil acetato 0.03 1236

Para preparar la solucion de estandares se tomo una alicuota de 50 pl de la solucion primaria,
se adiciond a una volumétrica de 50 ml, se disolvieron en agua y etanol para preparar una
solucidn acuosa al 5% v/v de etanol. El agua destilada usada fue del sistema modelo Aqua-
Summa II de la compaiiia Culligan, IL, USA. Las concentraciones de cada compuesto en la
solucion de estandares se encuentran en la tabla 6. Estas concentraciones se seleccionaron
tomando como base estudios previos que muestran el rango de concentraciones que

comunmente se encuentran en la cerveza.
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Tabla 6. Concentraciones de los compuestos volatiles de interés en la solucion estandar para la

optimizacién de los parametros de SPME

Compuesto Concentraciéon (ppm)
Acetaldehido 12.5
Etil acetato 7.2
1-propanol 12.9
2 metil, I-propanol 12.8
2 metil, 1-butanol 6.4
3 metil, 1-butanol 12.8
Isoamil Acetato 0.70
2 fenil, etil alcohol 8.2
2 fenil, etil acetato 1.2

Optimizaciéon de parametros de extraccion por SPME

En estudios previos (Pinho et al., 2006) se han optimizado algunos parametros para la
extraccion de compuestos volatiles en cerveza por SPME, tales como: la cantidad de muestra
(entre 3 y 5 g) y el volumen del frasco de vidrio (15 ml). La absorcion incremento
rapidamente segun aumentaba la cantidad de muestra; hasta que se mantuvo constante con
una cantidad de muestra mayor a 5 g. Un incremento en sensitividad se observo cuando se
adicionaron 1.5g NaCl a la muestra, aunque la absorcion fue mayor cuando la concentracion

de sal fue de 2g NaCl (Pinho et al., 2006).

Durante este experimento se utilizdo un frasco de vidrio transparente de 15 ml (no.27184,
Supelco, Bellefonte, PA, USA) con una tapa de rosca y un septum de PTFA, la temperatura
de extraccion fue de 24°C y la cantidad de sal fue 2 g NaCl y se mantuvieron constantes para

el analisis de compuestos volatiles en la cerveza.

Las muestras de cerveza y las soluciones acuosas de estdndares fueron enfriadas a 4°C para
evitar la pérdida de volatiles. Se pesaron aproximadamente 2 g de NaCl (Fischer Scientific,
No. Catalogo 7647-14-5, grado ACS,) en una balanza analitica modelo LA-110 de la
compaiia Acculab, se adicionaron en un frasco de vidrio de 15 ml y se introdujo un agitador
magnético de 2mm ID y 5 mm L. Luego se anadieron al envase 5.00 ml de la muestra con

una pipeta y 200uL de la solucion estandar interno con una micropipeta Eppendorf. El frasco
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de vidrio fue sellado con una tapa pléstica de rosca y septo de silicona (White faced, 20mm
de diametro, 0.125” de espesor, part. no. 2637505, Supelco, Bellefonte, PA, USA). La
velocidad de agitacion fue de 870 rpm.

Para la exposicion de la fibra a la muestra, se escoge el valor # 2 del soporte de inyeccion
manual que contiene la fibra antes de perforar el septo del envase. El soporte y las fibras
fueron comprados a la compafiia Supelco, Bellefonte, PA, USA. Antes de ser expuestas a la
muestra, las fibras fueron acondicionadas segun las especificaciones de manufacturero en el

puerto de inyeccion del cromatografo de gas

Para mostrar la viabilidad de la técnica SPME, primero se optimizaron las condiciones
experimentales del analisis extractivo tales como: a) tipo de fibra, b) tiempo de desorcion y c)

tiempo de exposicion.

a) Seleccion de la fibra

Generalmente, el tipo de fibra que se utiliza en la extraccion depende de la naturaleza
quimica de los analitos de interés (Pawliszyn, 1997). La regla ‘similar atrae lo similar’ aplica
en este caso, por lo tanto, la polaridad de los compuestos es un buen criterio para escoger el
tipo de fibra (Pawliszyn, 1997). Se evaluaron 3 diferentes fibras con diferente polaridad con
la finalidad de escoger la mas adecuada para analizar los compuestos volatiles de interés en
la cerveza. Las fibras evaluadas fueron Polidimetilsiloxano 100 pm (PDMS), 75um
Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS) y Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano
50/30 um (DVB/CAR/PDMS). Todas las fibras fueron compradas a Supelco, Bellefonte, PA,
USA.

Para escoger la fibra adecuada, se expuso cada fibra a una muestra de cerveza a las
condiciones que se especificaron en la pagina anterior, con un tiempo de exposicion de 30
minutos y un tiempo de desorcidon en el inyector del cromatdgrafo gas de 10 minutos. Las
muestras se realizaron por triplicado. Se escogieron las fibras que mostraron buena

selectividad para los compuestos volatiles de interés.
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b) Tiempo de desorcion

Las fibras seleccionadas con anterioridad fueron expuestas en el inyector del cromatografo de
gas a diferentes tiempos de desorcion. La temperatura del inyector fue de 250 °C y 290 °C
para las fibras PDMS y CAR/PDMS, respectivamente, segun la temperatura maxima que
recomienda el manufacturero. La fibra PDMS fue expuesta por 5, 7 y 10 minutos en el
inyector del cromatografo gas, mientras que la fibra CAR/PDMS fue expuesta por 10, 15 y
20 minutos. Se expuso cada fibra a una muestra de la solucién de estandares (ver tabla 6),

con un tiempo de exposicion de 30 minutos. Las muestras se realizaron por triplicado.

Se escogieron las fibras que mostraron una desorcion completa de los compuestos volatiles.
Para garantizar, esto luego de cada analisis en el cromatografo de gas la fibra fue expuesta

nuevamente para observar si existio una desorcion completa de los analitos de interés.

c)Tiempo de exposicion

Finalmente la fibra seleccionada fue expuesta al espacio gaseoso del frasco de vidrio que
contiene la solucion de estdndares por 30, 45, 60, 75 y 90 minutos. Se debe evaluar
nuevamente el tiempo de desorcion para garantizar la liberacion completa de los compuestos

de interés para los diferentes tiempos de exposicion.

Luego de determinar el tiempo de exposicidon Optimo, se evaluo si dejar equilibrar la muestra
(es decir fase liquida y fase gaseosa) por un periodo de tiempo antes de ser expuesta la fibra a
la fase gaseosa aumenta la cantidad de compuestos extraidos por la fibra. Para esto se dejo
equilibrar el espacio gaseoso y la muestra liquida en el frasco de vidrio por 0, 10 y 20
minutos. Cada muestra se hizo por triplicado.

3.3.4.2 Analisis Cromatografico GC-MS

Las muestras se analizaron por cromatografia de gas acoplada a un detector selectivo de
masas (GC-MS) para analizar su composicion quimica. El equipo utilizado fue un
cromatografo de gas, GC modelo 6890 de la compania Hewlett Packard, equipado con una

columna capilar. En este estudio se utiliz6 una columna no polar BP1, fase estacionaria 100%
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dimetilpolisiloxano (SGE, part. No. 054047, Texas, USA) 30m de largo, 0.32 mm didmetro
interno y un espesor de pelicula de 1 um. El gas de arrastre utilizado fue helio de alta pureza
(99.999%), a flujo constante dentro de la columna de 1.0mL/min. La rampa de temperatura
utilizada para la separacion de los compuestos volatiles fue de la siguiente manera: 35°C por
7 min; aumentar a 8°C/min hasta 200°C y mantenerlo por 5 min; aumentar a 10°C/min hasta

250°C y mantenerlo por 10 min

El inyector estuvo equipado con una camisilla de vidrio o liner de 0.75 mm de didmetro
interior (Inyeccion SPME, part. no. 2637505, Supelco, Bellefonte, PA, USA) y un septo
(Thermogreen LB-2, Supelco, Bellefonte, PA, USA), operado a modo de inyeccion
“splitless” a una temperatura segin la naturaleza de la fibra (250°C para PDMS y 290 °C
para CAR/PDMS) y a un flujo de purga total de 50.9 mL/min. El detector selectivo de masas
(MS), modelo 5973 de la compania Hewlett-Packard con sistema de ionizacion por impacto
de electrones operado a 70 eV, a temperatura de cdmara de ionizacion de 250 °C, a razén de
barrido de 1.21 s™ ¢ intervalo de masa de 35 a 350 uma y operado con un analizador masico
cuadrupolar, con el programa HP-Chem, Enhanced Chemstation, version 4.03.00-1996 de la

compafiia Hewlett Packard.

Luego de la extraccion de los compuestos volatiles por la fibra, cuando los compuestos han
alcanzado el equilibrio entre la fase estacionaria de la fibra y la muestra a un tiempo
previamente optimizado, la fibra fue retraida. Luego fue insertada en el septo del puerto de
inyeccion del GC/MS para la desorcion térmica de los mismos. Transcurrido el tiempo de

desorcion optimizado se retrajo la fibra y se retiro el dispositivo SPME del equipo.

El detector respondi6 a la presencia de los analitos eluidos a la salida de la columna,
generando con el programa de la computadora un cromatograma con una serie de picos o
compuestos identificados en cada muestra. El cromatograma, llamado también cromatograma
de iones totales (CIT) es una grafica de la funcion de abundancia versus tiempo de elusion o
tiempo de retencion de cada compuesto de la muestra. El detector no s6lo detecto la aparicion

de los picos al final de la columna, sino también proporciond informacion acerca de la
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identidad del compuesto. Esto se llevo a cabo cuando se produjo la migracion de las
moléculas de los analitos de la muestra a la fuente de ionizacion donde fueron impactados
por un flujo de electrones con energia de 70 eV para ionizar las moléculas, produciéndose
luego la separacion de los iones generados, en base a su razén masa-carga (m/z) por el

analizador cuadrupolar de masas.

Todos los iones de masa especifica fueron detectados haciendo barridos varias veces por
segundo para el rango de masa asignada. La abundancia o numero de iones por barrido es
generado versus la razén masa-carga (m/z) de los fragmentos de iones de cada compuesto de
la muestra, esta grafica recibe el nombre de espectro de masas. Se compararon los espectros
de masa correspondientes a cada uno de los componentes que se observaron en los
cromatogramas reconstruidos de cada muestra (cromatograma de iones totales, CIT) con los
espectros del banco de datos de los programas de la biblioteca electronica de espectros de
masa en formato CD-ROM, Wiley Registry of Mass Spectral Data, 6ta edicion, 1998 de
230,000 compuestos y Wiley Registry of Mass Spectral Data, 7ma edicion, 2003 de 390,000

compuestos de la compaifiia Palisade Corporation, USA.

Cada muestra sigui6 el mismo procedimiento descrito anteriormente y fueron trabajadas cada
una de ellas por triplicado. Ademads se acondiciond la fibra (proceso requerido para remover
las impurezas en ella), luego de cada inyeccion de la muestra al equipo cromatografico. Este
proceso de acondicionamiento se realiz6 en el puerto de inyeccidon de un cromatografo de gas,
GC modelo 5760 de la compafiia Hewlett Packard con un detector de ionizacion de flama
(GC/FID), a una temperatura y tiempo establecido segin las especificaciones del
manufacturero para cada fibra.

3.3.4.3 Cuantificacion de compuestos volatiles por SPME/GC/FID

3.3.4.3.1 Preparacion de estandares

Para la cuantificacion de los compuestos volatiles, se utilizo la técnica de adicion de estandar
interno. En esta, se adicionan cantidades conocidas de los compuestos de interés y del

estandar interno a la muestra, o a una matriz parecida, antes de la extraccion. En muchos
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casos, solo ciertos componentes son deseados para ser analizados, por lo cual se prepara una

mezcla sintética conteniendo cada componente y el estandar interno (Hites, 2000).

Luego de la extraccion, se determina el factor de respuesta entre el analito y el estandar
interno. El factor de respuesta de cada componente de la mezcla debe ser determinado. Esta
relacion es luego utilizada para determinar la cantidad presente de los compuestos en la
muestra inyectada al sistema GC; siempre y cuando la concentracion del estandar interno sea

la misma en la muestra (Hites, 2000). El factor de respuesta FRR se determina como:

.4(_- X CAr_c;
‘4.r5 X Cl:

FRR =

Ac= area del analito Cis =concentracion de estandar interno

Ajs =4rea del estandar interno ~ C, =concentracion del analito.

Ecuacion 3. Factor de respuesta relacion entre concentraciones y areas del analito y el
estandar interno

El mejor estandar interno es un compuesto quimico muy similar a los analitos de interés, asi
cualquier pérdida de analito durante el procedimiento analitico estd contrarrestado en igual
medida por la pérdida de estandar interno, por lo cual es un sistema de auto correccion (Hites,
2000). El estandar interno fue preparado como se describio en la seccion anterior. Mientras
que soluciones individuales de cada compuesto volatil de interés fueron preparadas para

determinar el factor de respuesta entre cada analito y el estandar interno.
Se prepar6 una solucion primaria para cada analito de interés en etanol en volumétricas de 5

ml. Las concentraciones de cada solucion primaria para los diferentes compuestos de interés

se encuentran descritas en la tabla 7:
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Tabla 7. Concentracion de cada solucién primaria para cada compuesto analizado para la

cuantificacion de compuestos volatiles por SPME/GC/FID.

Compuesto Volumen adicionado (ml) | Concentracion (ppm)
Acetaldehido 0.05 7800
Etil acetato 0.05 9020
1-propanol 0.05 8040
2 metil, 1-propanol 0.03 4818
2 metil, 1-butanol 0.05 8000
3 metil, 1-butanol 0.05 4000
Isoamil Acetato 0.02 1760
2 fenil, etil alcohol 0.02 4080
2 fenil, etil acetato 0.01 2060

De la solucién primaria de cada analito se prepar6 una solucion acuosa al 5% (v/v) en etanol
con todos los compuestos de interés en volumétricas de 50 ml con las concentraciones
descritas en la tabla 8. Con esta solucion se determind el factor de respuesta relativo para

cada analito de interés.

Tabla 8. Concentraciones de los compuestos volatiles de interés en la solucién estandar para la

cuantificacion por GC/FID.

Compuesto Concentracion (ppm)
Acetaldehido 15.60
Etil acetato 39.69
1-propanol 32.16
2 metil, 1-propanol 19.27
2 metil, 1-butanol 32.00
3 metil, 1-butanol 72.00
Isoamil Acetato 2.800
2 fenil, etil alcohol 32.64
2 fenil, etil acetato 2.060

También se determiné el tiempo de retencidon para cada compuesto volatil de interés en el
sistema GC/FID. Para esto se expuso la fibra a soluciones acuosas al 5%v/v de cada
compuesto de interés. Las concentraciones de cada solucion fueron la mitad de las
concentraciones de las soluciones primarias de la tabla 7. Es necesario hacerlo con soluciones

altamente concentradas para identificar claramente cada compuesto.
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3.3.4.3.2 Cromatografia de gas; detector de ionizacion de llama (GC-FID)

La cuantificacion de los compuesto volatiles se realizd por cromatografia de gas con detector
de ionizacion de llama (GC-FID). El equipo utilizado fue un cromatografo de gas, GC
modelo 6890 de la compafita Hewlett Packard, equipado con una columna capilar. Las
condiciones del instrumento fueron las siguientes:
1. Temperatura del inyector, 250 °C
2. Columna, BP1, fase estacionaria 100% dimetilpolisiloxano (SGE, part. No. 054047,
Texas, USA) 30m de largo, 0.32 mm didmetro interno y un espesor de pelicula de 1
um.
3. Flujo de helio de alta pureza (99.999%): 1ml/min
4. Programacion de temperatura: 35 °C por 7 min; aumentar a 8 °C/min hasta 200 °C y
mantenerlo por 5 min; aumentar a 10 °C/min hasta 250 °C y mantenerlo por 10 min.
5. Programacioén en presion: 6 psi por 5 minutos, 0.22 psi/min hasta 9 psi.
6. Temperatura del ionizador de llama: 270°C.
7. Mezcla de gases para la llama: 40.0 ml/min de H, grado UHP y 450 ml/min de aire
(grado cero), helio UHP utilizado como gas auxiliar 45ml/min.

8. Razon de adquisicion de datos: 20Hz.

Se determind el porcentaje (%) de recuperacion para la correcta cuantificacion de cada
compuesto analizado. Para esto se prepar6 una solucion de concentraciones conocidas de los
estandares de los compuestos de interés. Se determind la concentracion de los analitos de
interés con la metodologia desarrollada (Cex,) y se compard con la concentracion real (Creal)

de la solucidén segln:

C..w
%Recuperacion = —— X 100

Fam!
nEQL

Ecuacion 4. Porcentaje de recuperacion usado para la cuantificacion de compuestos volatiles
en cerveza

49



En una volumétrica de 50 ml se prepard una solucién acuosa al 5% (v/v) en etanol y se

adicionaron los compuestos de interés para tener las concentraciones que aparece en la tabla
9.

Tabla 9. Concentraciones de los compuestos deseados en la solucion estaindar para determinar

el % de recuperacion de cada compuesto.

Compuesto Concentracion (ppm)
Acetaldehido 12.48
Etil acetato 18.04
1-propanol 7.24
2 metil, 1-propanol 7.71
2 metil, 1-butanol 12.8
3 metil, 1-butanol 41.6

Isoamil Acetato 1.4

2 fenil, etil alcohol 204
2 fenil, etil acetato 0.58

3.3.4.3.3 Preparacion de muestra

Las muestras de cerveza y soluciones de estandares fueron enfriadas a 4°C para evitar la
pérdida de compuestos volatiles. Se pesaron aproximadamente 2 g de NaCl (Fischer
Scientific, No. Catadlogo 7647-14-5, grado ACS,) en una balanza analitica modelo LA-110 de
la compaiiia Acculab, se adicionaron en un frasco de vidrio de 15 ml y se introdujo un
agitador magnético de 2mm ID y 5 mm L. Luego se afiadieron al envase 5.00 ml de la
muestra con una pipeta y 200uL de la solucion estandar interno con una pipeta Eppendorf. El
frasco de vidrio fue sellado con una tapa plastica de rosca y septo de silicona (White faced,
20mm de diametro, 0.125” de espesor, part. no. 2637505, Supelco, Bellefonte, PA, USA). La
velocidad de agitacion fue de 870rpm. El tiempo de exposicion de la fibra escogida durante
la optimizacion fue de 45 min a temperatura de salon, 24 °C y el tiempo de desorcion en el

inyector del cromatografo gas fue de 15 min.
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3.3.5 Evaluacion Sensorial

Se realizaron dos diferentes pruebas de anélisis sensorial y para ambas pruebas se utilizd un
panel de expertos (maestros cerveceros) de tamafio 3. La primera fue una prueba de
diferencia al control. La cual permite encontrar diferencia general al comparar mas de un
tratamiento contra el tratamiento control. Esto es posible debido a la presencia de un control
ciego como parte de los tratamientos bajo consideracion por los panelistas. Este control ciego
es el que permite determinar si la diferencia percibida por los panelistas es o no
estadisticamente significativa. Se almacenaron 3 cervezas de cada tratamiento en la nevera al
menos 24 horas antes de la prueba. Cerca de los 10 minutos antes de la prueba se mezclaron
las tres cervezas de cada tratamiento en un vaso de vidrio de 1L el cual fue previamente
lavado y secado al horno para eliminar cualquier olor o sabor que pudiera afectar el analisis.
A cada panelista se le sirvieron en vasos estériles de plastico transparentes la cerveza de cada
tratamiento, mas el control ciego, y una cerveza adicional que era el “control”, para un total
de 6 cervezas por cada uno. Los panelistas deben comparar la diferencia general que
observan en cada muestra contra la muestra control. Se les dio agua a temperatura ambiente
previamente filtrada y galletas de soda sin sal para que mojaran el paladar entre cada muestra.
Cada panelista tenia un formato en el cual tenia una escala de 0 a 15 donde 0 es que la
cerveza evaluada es igual que la cerveza control y 15 es que la cerveza evaluada es

totalmente diferente a la cerveza control.

La segunda prueba fue un andlisis descriptivo. El objetivo de esta prueba era evaluar cada
cerveza individual segin las caracteristicas sensoriales que le impartian los compuestos
volatiles de nuestro interés (ésteres, aldehidos y alcoholes superiores) al producto final. Estos
se clasifican como: aroma alcohdlico (etanol y alcoholes superiores); detergente, solventes,
laca o barniz; frutas (cualquiera o combinacion de estas); acetaldehido (manzana verde,
cascara de manzana). Estos atributos son evaluados por un panel, en una escala de 1 a 4
donde 1 es la clasificacion como el nivel no deseado en el producto y la calificacion de 4 es

el nivel deseado para el producto. Las muestras fueron preparadas igual que la prueba
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anterior, la Unica diferencia fue que se realizaron dos sesiones para el catado de todas las

cervezas respecto del control.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de compuestos volatiles por SPME/GC-MS/FID

4.1.1 Optimizacién de parametros de extracciéon por SPME

4.1.1.1 Tipo de fibra

Como se observa en la figura 3, las fibras PDMS y CAR/PDMS, tuvieron una mayor
respuesta (mayor abundancia) de los analitos de interés comparada con la fibra
DVB/CAR/PDMS para el andlisis de cerveza. Sin embargo la fibra DVB/CAR/PDMS
captura un mayor rango de compuestos volatiles, por lo cual seria ideal para un analisis de

todos los compuestos volatiles que aportar aroma a la cerveza.

Las fibras PDMS y CAR/PDMS, también mostraron mayor selectividad por los compuestos
volatiles de interés, sobre todo tienen mayor afinidad por los ésteres y alcoholes superiores.
Por eso estas dos fibras fueron escogidas para los pasos siguientes en la optimizacion del
proceso de extraccion por SPME. La fibra PDMS es una fibra no polar y extrae los
compuestos no polares muy bien. Sin embargo, puede ser utilizado para los compuestos

polares luego de optimizar las condiciones de extraccion (Pawliszyn, 1997).
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Figura 3. Cromatogramas total de iones (TIC) para las fibras escogidas el analisis de
compuestos volatiles en cerveza. 1. etil acetato; 2. isoamil Acetato; 3. 2-fenil etanol; 4. 2-fenil
acetato.

4.1.1.2 Tiempo de desorcion
La temperatura de desorcion debe ser lo suficientemente alta para liberar totalmente los

compuestos volatiles absorbidos en la fibra. Por lo tanto, los factores limitantes son las
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caracteristicas de los compuestos y la resistencia de la fibra a las altas temperaturas (Jelen et
al., 1998). Ademas, la temperatura del inyector y el flujo lineal alrededor de la fibra
determina el tiempo de desorcion. Por lo cual, aplicar temperaturas muy altas puede acortar
la vida util de la fibra y resultar en la pérdida de polimero en la fibra; causando dificultad en

la separacion y cuantificacion (Pawliszyn, 1997).

Los tiempos de retencion para el sistema de separacion e identificacion GC/MS de los
compuestos volatiles de interés se encuentran en la tabla 10 para las dos fibras utilizadas.
Como era de esperarse el tiempo de retencion para ambas fibras difiere muy poco. Esto

confirma que la separacion la realiza la columna, y no la fibra utilizada para la extraccion de

los compuestos.

Tabla 10. Tiempos de retencion para los compuestos volatiles de interés para las fibras PDMS y

CAR/PDMS en GC/MS

Niimero Tiempo de retencion | Tiempo de retencion
Compuesto CAR/PDMS(min) PDMS (min)
1 Acetaldehido 1.72 1.73
2 Etil acetato 2.95 3.03
3 1-propanol 2.42 241
4 2 metil, 1-propanol 3.22 3.26
5 2 metil, 1-butanol 6.30 6.30
6 3 metil, 1-butanol 6.17 6.17
7 Isoamil Acetato 11.84 11.93
8 2 fenil, etil alcohol 17.45 17.67
9 2 fenil, etil acetato 20.30 20.54

Segin los cromatogramas de iones totales (TIC) para la fibra CAR/PDMS, el tiempo y
temperatura de desorcion fijada (290°C y 20 minutos) no fueron suficientes para desorber
totalmente los compuestos de interés. Especificamente, el compuesto fenil etil acetato (el # 9
en la figura 4), muestra una gran afinidad por la fibra, luego de 20 minutos de estar expuesta
la fibra a una temperatura de 290°C en el inyector, no lo desorbe totalmente luego de inyectar
nuevamente la fibra sin acondicionarla (ver figura 5). Este comportamiento entre la fibra y
este compuesto se obtiene tanto para la muestra de estandares como para la muestra de

cerveza. Por lo tanto, la fibra CAR/PDMS se descarta para la cuantificacion de los
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compuestos volatiles, debido a que la desorcion completa de los analitos es un criterio

esencial para la cuantificacion de compuestos volatiles por GC/FID.
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Figura 4. Cromatograma de iones totales de la mezcla preparada con los estandares de los

compuestos volatiles de interés para la fibra CAR/PDMS con un tiempo de desorcién de 10
minutos. Los niumeros corresponden de cada compuesto son los mismo que los de la tabla 12.
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Figura 5. Cromatograma de iones totales para la fibora CAR/PDMS con diferentes tiempos de
desorcién para la extraccion de los compuestos volatiles de interés en la cerveza. Tiempos de
desorcién: A. 10 minutos, B. 15 minutos y C. 20 minutos.

Para la fibra PDMS todos los compuestos fueron totalmente desorbidos a los 10 minutos de

la fibra ser expuesta a una temperatura de 270 °C en el inyector es decir luego de ser la fibra
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expuesta nuevamente al inyector sin ser acondicionada (ver figura 7). Sin embargo cuando la
fibra fue expuesta en la muestra por 45 minutos o mas, la desorcion de los compuestos a los
10 minutos no se alcanzaba (ver grafica 8). Por lo tanto el tiempo de 15 min de desorcioén en
el inyector es adecuado para una desorcion completa para la cuantificacion de los

compuestos volatiles de interés presentes en la cerveza.
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Figura 6. Cromatograma de iones totales de la mezcla preparada con los estandares de los
compuestos volatiles de interés para la fibra PDMS con un tiempo de desorcidon de 5 minutos
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4.1.1.3 Tiempo de extraccion

La fibra fue expuesta por 30, 45, 60, 75 y 90 min a la mezcla de estindares de los
compuestos volatiles de interés. Las fases fibra, espacio gaseoso y liquido alcanzan el
equilibrio luego de 45 min (ver grafica 1), es decir, la cantidad extraida de los analitos
analizados es aproximadamente constante en las tres fases y es independiente del tiempo de
exposicion de la fibra a la muestra. Este mismo comportamiento del tiempo de exposicion
fue alcanzado para cada compuesto individualmente. Sin embargo el equilibrio para los
compuestos mas volatiles (grafica 2) se alcanz6 mucho mas rapido comparado con los

compuestos menos volatiles analizados (grafica 3).
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TIEMPO DE EXPOSICION DE LA FIBRA PARA LA EXTRACCION DE
COMPUESTOS VOLATILES EN CERVEZA POR SPME
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Grafica 1. Curva de equilibrio para los compuestos volatiles de interés presentes en cerveza
con la fibra escogida (PDMS)

TIEMPO DE EXPOSICION DE LA FIBRA PARA ETIL
ACETATO
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Grafica 2. Curva de equilibrio para el compuesto etil acetato con la fibra escogida (PDMS)
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TIEMPO DE EXPOSICION DE LA FIBRA PARA 2-FENIL-
ETIL ACETATO
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Grafica 3. Curva de equilibrio el compuesto 2-fenil-etil acetato para la fibra escogida (PDMS)

Posteriormente fue evaluado el tiempo de equilibrio entre la muestra y la fase gaseosa antes
de la exposicion de la fibra, con el fin de determinar si la respuesta de los analitos de interés
incrementaba. Los tiempos evaluados para el equilibrio entre la fase gaseosa y la muestra
fueron 0, 10 y 20 minutos antes de la exposicion de la fibra a la muestra por 45 minutos. Se
encontrd que la respuesta total es considerablemente constante y, como la respuesta total del
instrumento es un reflejo de la cantidad extraida por la fibra, se determindé que no es
necesario este equilibrio antes del tiempo de exposicion, ya que se quiere un tiempo de

analisis lo mas corto posible (grafica 4).
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TIEMPO DE EQUILIBRIO PARA LA EXTRACCION DE COMPUESTOS
VOLATILES EN CERVEZA POR SPME
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Grafica 4. Tiempo de equilibrio entre el liquido y la fase gaseosa antes de ser expuesta la fibra
a la muestra.

4.1.2 Cuantificacion de los compuestos volatiles por SPME/GC/FID

Para la cuantificacion de los compuestos volatiles de interés, se determind individualmente el
tiempo de retencion en el sistema GC/FID y el factor de respuesta relativo (FRR) respecto
del estdndar interno utilizado (1-butanol). En la tabla 11 se encuentran los valores

encontrados para los analitos analizados.

El tiempo de retencion de los compuestos volatiles estd determinado por la afinidad con la
columna y su volatilidad. Como era de esperarse los compuestos mas volatiles eluyen

primero que los compuestos menos volatiles a través de la columna (tabla 11 y ver figura 9).
Generalmente la precision de un andlisis con réplicas se describe en términos de la

desviacion estandar y la desviacion estandar relativa. La desviacion estandar indica qué tan

dispersos se encuentran los datos del promedio y se calcula segun la ecuacion:
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| n—1
Ecuacion 5. Desviacion estandar.

Mientras que la desviacion estandar relativa es bastante util en la construccion de curvas de
calibracion y el analisis instrumental, ya que nos da una idea de la magnitud de la desviacion
con relacion al valor promedio. Segun lo anterior ésta se determina como:

SD

-

RSD =? X 100

Ecuacion 6.Desviacion estandar relativa

La desviacion estandar relativa (RSD) es mayor para los compuestos muy volatiles como el
acetaldehido, ya que los errores al preparar la muestra se pueden incrementar por las
propiedades del compuesto. La metodologia de cuantificacion por SPME indica que solo los
valores de RSD mayores del 15%, indican que los datos tienen una baja reproducibilidad, por
lo tanto, para todos los compuestos analizados la reproducibilidad al cuantificar es aceptable

(Pawliszyn, 1997).

Tabla 11. Tiempos de retencion y factor de respuesta relativa para la cuantificacion de los

compuestos volatiles de interés por GC/FID

Nimero Tiempo de Desviacion | Factor de respuesta | RSD
Compuesto retencion (min) | Estandar relativo (FRR) (%)

1 Acetaldehido 3.35 0.005 0.08 7.25
2 Etil acetato 8.03 0.01 3.19 4.80
3 1-propanol 6.07 0.002 0.31 3.96
4 2 metil, 1-propanol 8.62 0.006 1.11 1.94
5 2 metil, 1-butanol 12.67 0.01 4.57 1.73
6 3 metil, 1-butanol 12.57 0.004 3.94 3.06
7 Isoamil Acetato 16.76 0.008 226.50 1.96
8 2 fenil, etil alcohol 22.183 0.005 4.37 4.63
9 2 fenil, etil acetato 25.142 0.008 222.20 3.08

Por otro lado, el factor de respuesta relativo muestra la afinidad del compuesto con la fibra y

es una razon entre las areas encontradas para el analito de interés y el estandar interno. Ya
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que la fibra utilizada (PDMS) es no polar va a tener mucho mas afinidad con los compuestos
no polares (por ejemplo, 2-fenil etil acetato e isoamil acetato) que con los méas polares (por
ejemplo, 1-propanol). Esto conlleva a una extraccion con limites de deteccion mas bajos y
mas efectiva respecto de los compuestos polares. Sin embargo, esto no fue un factor limitante
para los demas compuestos de interés, ya que los compuestos polares también pudieron ser
extraidos con las condiciones optimizadas de la extraccion.
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Figura 9. Cromatograma del detector de ionizacién de llama para la mezcla preparada con los
estandares de los compuestos volatiles de interés para la fibra PDMS con un tiempo de
desorcién de 15 minutos y un tiempo de exposicion de 45 min.

Finalmente para la cuantificacion de los compuestos volatiles se determino el % de
recuperacion para cada compuesto por la metodologia de SPME validada. Se obtuvieron %
de recuperacion mayores y menores de 100 para los compuestos volatiles de interés

cuantificados.

Para los compuestos que tienen menor % de recuperacion puede indicar que la fibra no tiene
una muy alta afinidad (por ejemplo, acetaldehido) que puede ser afectada por las condiciones
de extraccion y las propiedades quimicas del analito. También puede mostrar el deterioro de
la fibra debido a su uso y esto puede afectar la absorcion de los compuestos de interés. Por
otro lado, los compuestos volatiles que presentan valores mayores a 100% puede deberse a la

alta afinidad de la fibra (PDMS) (por ejemplo isoamil acetato) por este compuesto, hace que
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el programa de integracion del equipo, no integre desde la base del pico por lo que puede
registrar una mayor area y por consiguiente seria una mayor concentracion. Ademas de los
errores de experimentacion al preparar la muestra y el estandar interno. Es por esto que es tan
importante calcular este parametro para ajustar los valores encontrados a sus valores reales

(ver tabla 12).

Tabla 12. % de recuperacion para los compuestos volatiles de interés cuantificados por la

metodologia SPME/GC/FID.

Concentracion Concentracion %

Compuesto Teodrica (ppm) | Encontrada (ppm) ST | RSD | Recuperacion
Acetaldehido 12.5 6.3 0.18 2.9 50.6
Etil acetato 18.0 17.0 0.30 1.7 94.1
1-propanol 7.2 3.0 0.15 | 49 41.2
2 metil, 1-propanol 7.7 8.7 0.58 6.7 112.9
2 metil, 1-butanol 12.8 15.6 0.54 3.5 121.7
3 metil, 1-butanol 41.6 38.7 0.95 2.5 93.0
Isoamil Acetato 1.4 1.6 0.04 2.4 114.6
2 fenil, etil alcohol 20.4 16.3 0.84 5.2 79.7
2 fenil, etil acetato 0.6 0.6 0.03 4.6 96.4

4.2 Efecto de la enzima glucoamilasa en el perfil de azucares
fermentables

Las enzimas presentes en el grano de cebada malteada durante la maceracion convierten el
almidon en azlcares fermentables. o y [ amilasa reducen las cadenas de amilosa y
amilopectina en maltosa, maltotriosa y glucosa. Desafortunadamente, éstas enzimas no son
capaces de romper los enlaces a,1-6 de la amilopectina lo que resulta en la formacion de
dextrinas. Para la produccion de cervezas tipo “light” es necesario adicionar otra enzima para
que disminuya la cantidad de calorias en el producto final aportado por las dextrinas. Por lo
cual adicionar la enzima glucoamilasa durante la maceracion puede ser una opcion para
obtener mostos con un contenido mas alto en glucosa. La glucoamilasa es capaz de producir

glucosa a partir de dextrinas, maltotriosa y maltosa.
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Como se observa en la grafica 5, adicionar la enzima durante el tiempo y temperatura de
maceracion (30 min y 65°C), no es suficiente para que se aumente considerablemente la
concentracion de glucosa en el mosto. Ademas no se observo una disminucion considerable
en la concentracion de maltosa en el mosto. Esta lenta accion de la enzima se debe a que su
pH oOptimo esta entre 4.0-4.5, y el pH del mosto es de 5.4. Por lo tanto es necesario mayor

tiempo de accion o mayor cantidad de enzima.

Solo se observo un ligero aumento en la formacion de glucosa, debido a la accion de la
glucoamilasa sobre las moléculas de maltosa, maltotriosa y dextrinas. Es importante anotar
que la accién de la enzima es mas evidente para la maltotriosa que para la maltosa. También,

la enzima no tiene efecto sobre la produccion de sacarosa ni de fructosa.
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Grafica 5. Efecto en la concentracion de aziicares fermentables en el mosto con la adicion de
glucosamilasa durante la maceracién (30 min a 65°C).

Aumentar el tiempo de maceracion y aumentar la cantidad de enzima (respecto de la usada
en la fermentacion, dos y cuatro veces mas) podria ser una posible solucion. Sin embargo,

hay que tener cuidado con adicionar cantidades altas de enzima, ya que puede generar
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problemas en la floculacion de la levadura luego de la fermentacion (Samp and Silberman,

2006).

Cuando se aument6 el tiempo de maceracion a 120 min con estas concentraciones de enzima
se obtuvo un efecto notable en la conversion de la maltosa, maltotriosa y dextrinas a glucosa.
La concentracion de maltosa disminuyd de 6.6% hasta 3.6%, mientras que la de glucosa
aument6 de 0.9% a 4.6%. En contraste, con la de 60 min de maceracion y las mismas
concentraciones de enzima, la cantidad de glucosa aument6 desde 0.7 hasta 3.3%, mientras
que la concentracion maltosa disminuyd desde 6.2% hasta 4.7% (ver grafica 6 y 7). Estos
valores se obtuvieron para las concentraciones mas altas de glucoamilasa adicionada. Sin
embargo la cantidad de glucosa y de maltosa son muy cercanas, por lo tanto es necesario
adicionar mayor cantidad de enzima o tratar de aumentar el tiempo de maceracién y asi

lograr mostos con mayor contenido de glucosa que de maltosa.
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Grafica 6. Efecto en la concentracion de azucares fermentables debido al aumento en el
tiempo de maceracion (60min a 65°C) y adiciéon de glucoamilasa.
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Grafica 7. Efecto en la concentracion de azucares fermentables debido al aumento en el
tiempo de maceracion (120min a 65°C) y adicion de glucoamilasa

Se evalud si las enzimas (amilasas) propias de la cebada que tienen algin efecto en la
conversion del almidon a azucares fermentables debido al aumento del tiempo de
maceracion. Se observd que la concentracion de azucares fermentables no varia al aumentar
el tiempo de maceracion sin adicionar glucoamilasa (ver grafica 8). Por lo tanto, existe un
tiempo méaximo de maceracion para la conversion del almidon en azlicares fermentables por
las amilasas de la cebada (30 minutos), que luego de éste, la cantidad de azlcares
fermentables no varia; por lo cual es necesaria la adicion de la enzima que ayude a producir
mas glucosa. Es decir el efecto del tratamiento anterior se debe solo a la accion de la enzima

glucoamilasa y no a la accion de las enzimas propias de la cebada.
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Grafica 8. Efecto en la concentracion de azucares fermentables debido al aumento en el
tiempo de maceracion.

Finalmente, la glucoamilasa fue adicionada al inicio de la ebulliciéon. Ya que la enzima no
estd en sus condiciones Optimas de temperatura y pH, el mosto se mantuvo por un periodo de
90min a 65°C al inicio de la ebullicion. Como se ve en la grafica 9, para estas condiciones la
concentracion de glucosa en el mosto aumenta a medida que se aumenta la cantidad de
enzima; hasta una cantidad maxima (9.83%) seglin el mayor nivel de enzima adicionado.
Mientras, la concentracion de la maltosa disminuye a medida que se adiciona glucoamilasa

siendo la menor cantidad (casi 0%) para la méxima cantidad de enzima adicionada.

Por lo tanto, se encontré que bajo estas condiciones, la glucoamilasa actia adecuadamente
para la produccion de glucosa, ya que para una concentracion de enzima de 1g/lynosto S€
producen mostos donde la concentraciéon de glucosa es aproximadamente 10% (wW/v),
mientras la concentracion de maltosa se reduce cerca de 0% (w/v). Con este comportamiento
de la enzima, se decidio escoger el punto Optimo de adicidon en el cual la concentracion de
glucosa supere considerablemente a la concentracion de maltosa; y asi obtener mostos con

una mayor cantidad de glucosa que de maltosa; para observar su efecto en la produccion de
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compuestos volatiles. Como se observa en la grafica 9 eso ocurre cerca de los 0.33g

enzima/lmesto, pOr lo tanto, se escogio un valor cercano a éste para realizarlo a nivel industrial

(0.37g/Imosto)-
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Grafica 9. Efecto en la concentracion de azucares fermentables en el mosto debido a la
adicion de glucoamilasa con un descanso de 90min a 65°C al inicio de la ebullicién.

Este buen desempefio de la enzima durante la ebullicion puede deberse a que en este punto
del proceso la produccion de azlicares fermentables por las enzimas endogenas de la cebada
ya ha terminado, facilitando el trabajo de la glucoamilasa al tener los sustratos mas accesibles
y no competir por los sustratos con las otras amilasas. Ademas, como el mosto es filtrado
luego de la maceracion, la clarificacion del mosto ayuda a que las limitaciones de

transferencia de masa entre sustrato y enzima se minimicen.

4.3 Factores que afectan la produccion de compuestos volatiles

4.3.1 Cantidad de CO, disuelto en el medio

Para determinar el momento mas oportuno de inyeccion de nitrogeno gaseoso al medio

fermentativo con el fin de remover el CO, generado por la levadura, se realizo la curva de
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fermentacion del proceso. Con esta informacion, se deseaba encontrar el momento durante la

fermentacion donde existia una alta produccion de compuestos volatiles.

Como se observa en la grafica 10, la formacion de alcoholes superiores por la levadura
ocurre casi desde el comienzo de la fermentacion (antes de las 12 horas). Durante las
primeras horas de fermentacion la levadura produce poco de estos compuestos ya que se
encuentra en la fase “lag”; donde se adapta al medio fermentativo y se encuentra
bioquimicamente activa pero no se divide. Luego de este periodo de tiempo, los alcoholes
superiores, conforme se consumen los nutrientes del medio y la levadura se multiplica, se van
produciendo hasta el 4 dia (96 horas) de fermentacion. Luego de este periodo, la escasez de
nutrientes hace que la levadura deje de reproducirse y la formacion de estos compuestos sea

€scasa.

Por otra lado, la formacion de ésteres por la levadura antes del primer dia (24 horas) de
fermentacion es muy poca, esto se debe a la baja disponibilidad del acetil CoA, (que es usado
por completo para el crecimiento de la levadura) la baja actividad de la enzima AA
transferasa y la cantidad baja de alcoholes superiores (su produccion se acelera luego de las
12 horas de fermentacion) (Yoshioka y Hashimoto, 1983a). Luego del primer dia (24 horas)
de fermentacion, la velocidad de produccion de ésteres por la levadura se incrementa hasta el
cuarto dia (96 horas) de fermentacion. A diferencia de los alcoholes superiores, luego del
cuarto dia (96 horas) de fermentacion la velocidad de produccion de ésteres disminuye, pero
su formacién continfia hasta casi la finalizacién de la fermentacion (6" dia o 144 horas). La
disminucién de produccion de ésteres luego del cuarto dia (96 horas) se debe al comienzo de
la floculacion de la levadura debido a la poca cantidad de nutrientes, por lo que empieza a
disminuir la cantidad de células en suspension para producir compuestos volatiles. Ademas la
poca cantidad de aztcares fermentables disponibles para consumir, hace que disminuya los

niveles de Acetil CoA presente dentro de la célula.

El cambio en la velocidad de produccion de alcoholes superiores y de ésteres alrededor del

29y 3% dia (48 y 72 horas) de fermentacién es muy cerca de los dias de maxima produccion
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de CO; por la levadura (3" y 4" dia). Por lo que indicaria que el cambio en la produccion de
compuestos volatiles se debe a la saturacion de medio de fermentacioén por el CO,. Como se
mencionod con anterioridad esto es perjudicial para la levadura ya que disminuye su velocidad
de proliferacion y disminuye la actividad de enzimas (como la alcohol acetil transferasa)
necesarias para la formacion de compuestos volatiles. Ademas, reduce los niveles de acetil
CoA para el crecimiento celular y para la formacion de compuestos volatiles. Se cree
entonces que el punto de inflexion en la grafica cerca de estos dias sea como consecuencia de

la maxima produccion de CO,.
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Grafica 10. Formacion de compuestos volatiles durante la fermentacion de la cerveza. A partir de mosto con 13.5 °P, temperatura de
fermentacién 15°C, levadura inicial 21 millones de células/ml mosto
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Para observar mas claramente la formacién de alcoholes superiores y su relacion con la
produccion de ésteres por la levadura, la grafica 11 presenta la formacion del isoamil acetato
y su alcohol superior (isoamil alcohol) durante la fermentacion. Se observa la misma

tendencia observada en la grafica 10.
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Grafica 11. Formacion de Isoamil acetato y su alcohol superior precursor (Isoamil alcohol)
durante la fermentacion de la cerveza

Por lo tanto, el momento adecuado para disminuir la cantidad de CO, disuelto en el medio de
fermentacion serfa entre el 2% y 4 dia (48 y 96 horas), ya que durante este lapso ocurre la
mayor produccion de compuestos volatiles y ocurre la posible sobresaturacion del medio de
fermentacion por CO,. Esta gran cantidad de tiempo de inyeccion de nitrogeno y el flujo
necesario para remover el CO; disuelto en el medio fermentativo, hace que esta técnica para
aumentar la formacién de compuestos volatiles a nivel industrial no sea factible

econdOmicamente, y por tal razon no fue considerada.
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4.3.2 Amino acidos libres (FAN)

Para aumentar el contenido de amino nitrogeno libre del mosto, se decidid realizar un
descanso proteico al inicio de la maceracion (50°C por 10 min), para que las enzimas

proteoliticas presentes en la cebada malteada tengan mayor tiempo de accion.

Los principales grupos de enzimas envueltas en el rompimiento de las proteinas de la malta
son las endoproteinasas (rompen las grandes moléculas de proteinas en cadenas de
polipéptidos) y las exopeptidasas (atacan los polipéptidos desde una ramificacion especifica
y liberan unidades de aminoécidos). Estos dos tipos de enzimas tienen una temperatura
optima de accion entre 45-50°C (O’'Rourke, 2002). Como se puede observar en la grafica 12,
el descanso proteico tuvo un efecto estadisticamente significativo en el contenido de amino
nitrogeno libre para los mostos sometidos a este tratamiento. Los mostos producidos sin el
descanso (control) tuvieron un valor promedio de 170ppm mientras que los mostos

producidos bajo este tratamiento obtuvieron una media de 186ppm.

Por otro lado, en los otros tratamientos evaluados se observd que el descanso al inicio de la
ebullicion (adicion de glucoamilasa para cambiar el perfil de azicares) también tuvo un
aumento significativo en el contenido de amino nitrégeno libre. Esto se debe a que las
exopetidasas pueden resistir temperaturas altas y pueden liberar los aminodcidos de las
cadenas de polipéptidos a estas temperaturas. En especifico las aminopeptidasas (que se
clasifican como exopeptidasas) que atacan las cadenas de polipéptidos desde la terminacion
de aminoécidos y su temperatura de inactivacion estd por encima de los 70°C (O’'Rourke,
2002). Aunque 68°C no es su temperatura Optima de accion, se encontraban activadas, por lo
que durante el periodo de tiempo que se dejo el mosto durante este descanso (90 min)
alcanzo6 a liberar mas aminoacidos al medio de fermentacion (ver grafica 12). Es decir,
aumentar la cantidad de FAN en un mosto va a tener la misma magnitud si se permite un
descanso proteico de 10 min a 50°C en la maceracion o un descanso de 90 min a 68°C al

inicio de la ebullicion.
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Sin embargo el contenido de nitrégeno soluble en el mosto no tuvo un cambio significativo,
presentado valores promedio de 887 ppm para el control y 896 ppm para los mostos
sometidos al descanso proteico. Esto puede deberse a que no existe mas proteina disponible
para solubilizar ya que las enzimas responsables de la solubilizacién de la proteina tienen la
misma temperatura 6ptima que las enzimas responsables de producir amino nitrégeno libre
en el mosto. El mismo comportamiento del nitrégeno soluble se observd para los otros

tratamientos evaluados.
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Grafica 12. Contenido de amino nitrégeno libre "FAN", en los diferentes mostos producidos
con los diferentes parametros cambiados. Control=control, FAN=cambio en contenido de
nitrégeno libre en el mosto, OXY=cambio en la oxigenacion del mosto al entrar al fermentador,
PR= cambio en la cantidad de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de
azucares en el mosto.

Durante la ebullicion del mosto, ocurren reacciones de pardeamiento no enzimatico
(reacciones de Maillard), entre amino 4cidos libres presentes en el medio y azlcares
reductores (como glucosa o maltosa), la formacién de melanoidinas por estas reacciones
incrementa el color del mosto, que afectard el color final de la cerveza (Hardwick, 1994).
Debido al aumento en la cantidad de amino acidos libres en el mosto durante la maceracion,
existe la posibilidad de un aumento en color del mosto. Sin embargo, como se observa en la
grafica 13, no hay un aumento significativo en color para los mostos con mayor contenido en

amino nitrégeno libre (6.9 °SRM) respecto del color de los mostos control (6.7 °SRM). Por
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otro lado, para el tratamiento en el cual se cambio el perfil de azicar del mosto, se observé
una reduccion significativa en el color del mosto (6.1°SRM), respecto del color de los mostos
control. Este efecto se debe a la diferencia en el llenado del tanque de ebullicion durante el
tratamiento del perfil de azlicares respecto de los otros tratamientos. La carga térmica para el
tratamiento del perfil de azicares es menor al momento del llenado del tanque ya que se debe
mantener a una menor temperatura al inicio, por lo que las reacciones de Maillard al inicio

disminuiran y, por lo tanto, tendrd menor color respecto de los otros tratamientos.
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Grafica 13. Color de los diferentes mostos producidos segun el tratamiento realizado.
Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto, OXY=cambio en la
oxigenacion del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad de levadura
adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de aztcares en el mosto

Por otra parte, la levadura en crecimiento requiere nitrégeno principalmente en forma de
aminodcidos para la sintesis de proteinas de nuevas células. El consumo de “FAN” termina
durante la fermentacion cuando la proliferacion celular concluye. La proliferacion celular
termina cuando empiezan a acumularse productos del microorganismo o se agota el consumo

de nutrientes (carbohidratos o aminoacidos disponibles) (Hardwick, 1994).

Las fermentaciones realizadas con los mostos sometidos al tratamiento para aumentar el
“FAN”, tuvieron un consumo significativamente mayor de amino dacidos libres que las

fermentaciones control. El consumo de “FAN” promedio por la levadura en estas
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fermentaciones fue de 127 ppm, mientras que la levadura de los mostos control (105 ppm)
(ver gréafica 14). Por lo cual se esperaria una mayor proliferacion celular para las

fermentaciones con mayor contenido de amino nitrogeno libre en el medio de fermentacion.

Por otro lado, el tratamiento en el cual se adiciond menor cantidad de levadura inicial, tuvo
un menor consumo significativo de “FAN” por la levadura (87 ppm) durante las
fermentaciones respecto al consumo en las fermentaciones control. Este comportamiento
puede deberse a que, cuando se inocula con una cantidad baja de levadura, la cantidad de
oxigeno utilizado por la levadura para hacer esteroles para nuevas células es bajo y el
crecimiento global es bajo (Hardwick, 1994). Por lo tanto, hay menos levadura disponible
para consumir los aminoacidos del medio y por eso existe un mayor remanente de estos; por
lo que posiblemente la velocidad de proliferacion de la levadura es menor para la produccion

de biomasa. Ninguno de los otros tratamientos tuvo una diferencia significativa en el

OXY PR SP

Grafica 14. Consumo de amino nitrégeno libre “FAN” de los diferentes mostos producidos
segun el tratamiento realizado. Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre
en el mosto, OXY=cambio en la oxigenacién del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio
en la cantidad de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de azticares en
el mosto

consumo del FAN respecto del control.
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4 .3.3 Perfil de azucares fermentables

La adicién de la enzima glucoamilasa al inicio de la ebullicién permitié cambiar el perfil de
azucares del mosto. Mientras que los mostos producidos sin la adicion de glucoamilasa
presentaban concentraciones de glucosa aproximados de 1.0 %w/v, los mostos sometidos al
tratamiento con la enzima obtuvieron concentraciones cerca de 8%w/v (ver grafica 15). Este
aumento en la cantidad de glucosa se debe al rompimiento de los disacaridos y polisacéaridos
de glucosa, como son la maltosa, maltotriosa y dextrinas. Esto se confirma con la reduccion
en las concentraciones de los azucares fermentables como maltosa (se reduce de 7.6%w/v a
2.6%w/v) que su concentracion se reduce casi tres veces de la concentracion normal, y con la
maltotriosa la reduccion es mas notoria (de 1.42%w/v a 0.05%w/v) obteniéndose mostos sin
trazas de esta. El efecto de la adicion de la enzima no produjo efectos considerables en las
concentraciones de fructosa y sacarosa ya que esta enzima hidroliza el enlace a-1,4 y las
ramificaciones de los enlaces de almidon (a-1,6) (Hardwick, 1994). El efecto de la enzima es
concordante con el realizado en las pruebas de laboratorio. Esto confirma que las
simulaciones del proceso de maceracion y ebullicion en el laboratorio pueden ser

correlacionadas en la escala industrial.
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Grafica 15.Concentraciones de los azures fermentables (%w/v) presentes en el mosto para los
diferentes mostos producidos segun el tratamiento realizado. Control=control, FAN=cambio
en contenido de nitréogeno libre en el mosto, OXY=cambio en la oxigenacion del mosto al
entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad de levadura adicionada al fermentador, SP=
cambio en el perfil de azicares en el mosto.

También cuando se cambio el perfil de azlicar del mosto, la cantidad de extracto en el mosto
(expresada como °P) tuvo un incremento significativo (13.82°P) respecto de la cantidad de
extracto de los mostos control (13.60°P) (grafica 16). Sin embargo, este aumento en la
cantidad de extracto no es lo suficientemente grande como para que afecte la produccion de
compuestos volatiles durante la fermentacion, ni la cantidad de etanol producido por la
levadura al final de la fermentacion (gréafica 17). Este aumento en la cantidad de extracto es
debido al llenado del tanque de ebullicion durante este tratamiento. Ya que el llenado tarda
unos minutos mas, hay mas tiempo para que el lavado del filtro con agua alcance a retirar

mas extracto.
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Grafica 16. Cantidad de extracto °P presente en el mosto para los diferentes mostos
producidos segun el tratamiento realizado. Control=control, FAN=cambio en contenido de
nitrégeno libre en el mosto, OXY=cambio en la oxigenacién del mosto al entrar al fermentador,
PR= cambio en la cantidad de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de

azucares en el mosto

8.50

8.00

7.50

7.00

6.50

% Alcohol

6.00

5.50

5.00

OXY PR SP

Control FAN

Grafica 17. Porcentaje de alcohol al final de la fermentacion para los diferentes mostos
producidos. Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto,
OXY=cambio en la oxigenacidon del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad
de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de azucares en el mosto

Como se indico anteriormente, los mostos sometidos al tratamiento con la enzima

glucoamilasa en la ebullicion, tuvieron un incremento significativo en el contenido de amino

nitrogeno libre respecto de los mostos control, por lo que se espera que el consumo de estos

por la levadura fuera parecido al tratamiento en el cual se dejo el descanso proteico. Sin
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embargo el consumo de amino nitrogeno libre por la levadura para los mostos con alto
contenido de glucosa (valor promedio de 109ppm) no tuvo una diferencia significativa
respecto de las fermentaciones control (105 ppm) (grafica 14). Es de esperarse entonces que
el crecimiento celular durante la fermentacion de los mostos con alto contenido en glucosa

fuera parecida a las fermentaciones control.

El consumo de glucosa por la levadura, es energéticamente mas facil debido a que este
atraviesa facilmente la membrana celular sin la necesidad de enzimas (permeasas), ademas,
dentro de la célula no se necesitan enzimas (glucosidasas) para que comience la glicolisis.
Por el contrario, cuando se consume maltosa y maltotriosa, es necesario el uso de enzimas
para ingresar al interior celular y es necesario el uso de glucosidasas para ser convertida en
glucosa y comenzar su consumo. Las enzimas para el consumo de disacaridos son suprimidas
cuando hay una concentracion alta de glucosa en el medio de fermentacion (>1%w/v) y s6lo
es hasta que se consume de 40-50% de la glucosa que termina la represion de la glucosa y
pueden ser consumidos estos carbohidratos por la levadura (Hardwick, 1994). Es por esto
que las fermentaciones de los mostos con alto contenido en glucosa tuvieron menor tiempo
de fermentacion (7 dias) respecto de los las fermentaciones control (9 dias). Como se ve en
la grafica 17 el % de alcohol (etanol) producido durante la fermentacion no se ve afectado
por ninguno de los tratamientos, por lo tanto los diferentes tratamientos afectaron la cinética

de consumo de nutrientes pero no afectaron el rendimiento de produccion de etanol.

Por lo tanto, las fermentaciones de mostos con altos contenidos de glucosa incrementan su
velocidad fermentativa. Entonces la velocidad de crecimiento de la levadura disminuiria
debido a su alta capacidad fermentativa. En este caso la alta cantidad de glucosa podria ser el
factor limitante para el crecimiento celular en vez de la cantidad de &nimo &cidos libres
presentes en el mosto. Esto puede evidenciarse en términos del consumo de FAN por la
levadura en este tratamiento, ya que teniendo mayores niveles de FAN en el mosto tuvo el
mismo consumo que el control, por lo que la levadura prefiere consumir el azucar e

incrementar su velocidad fermentativa, disminuyendo su velocidad de crecimiento.
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4.3.4 Oxigeno disuelto en el mosto

El aumento en la aireacion del mosto antes de entrar al fermentador afecta la cantidad de
oxigeno disuelto en el mosto dentro del fermentador. Trabajos preliminares mostraban que
aumentar la aireaciéon del mosto de 6m>/h a 8 m*/h aumentaba la cantidad de oxigeno disuelto
del mosto en el fermentador de 9.5 ppm a 11 ppm. Sin embargo, al momento de realizar las
pruebas, solo una réplica del tratamiento presentd esta tendencia, mientras que los otros dos
no registraron este aumento en su oxigeno disuelto (grafica 18). Al parecer al momento de

medir estos mostos, el equipo no funciond correctamente mostrando algunos valores

erroneos.
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Grafica 18. Oxigeno disuelto en el mosto para los diferentes tratamientos realizados.
Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto, OXY=cambio en la
oxigenacion del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad de levadura
adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de azticares en el mosto

4.3.5 Cantidad de levadura adicionada

La levadura total usada para cada fermentacion fue adicionada en el segundo lote de los 6
lotes que llenaban un fermentador. La cantidad de levadura al inicio de la fermentacion fue al
momento del llenado total del tanque. Consecuentemente la levadura tendra
aproximadamente 10-12 horas de proliferacion y consumo de nutrientes mientras se
adicionan todos los lotes al fermentador. Por lo tanto, se considerd la cantidad inicial de

levadura en la fermentacién como el conteo de células al final del llenado del tanque.

84



Reducir la cantidad inicial de levadura (13.5millones de células/ml mosto) tuvo un efecto en
la cantidad de levadura al final del llenado del fermentador respecto de las fermentaciones
control (que usaron la cantidad de levadura de 22 millones de células/ml mosto) (grafica 19).
Ya que la levadura total producida durante la fermentacion es funcion de la cantidad de
levadura inicial adicionada y de los nutrientes del medio, se espera que este tratamiento tenga

una cantidad menor de levadura neta al final de la fermentacion.

La cantidad total de levadura final es funcion de la cantidad de levadura adicionada al inicio
y de los nutrientes del medio. Al inocularse con menor cantidad de levadura, hay menor
biomasa neta para consumir los nutrientes del medio, conllevando a un mayor tiempo de
fermentacion (10 dias en promedio) respecto de las fermentaciones control (9 dias). Ademas
como se discutié con anterioridad, existi6 un menor consumo de aminoacidos en el medio

fermentativo debido a este efecto respecto de las fermentaciones control.

OXY PR SP

Grafica 19. Cantidad inicial de levadura en las fermentaciones para los diferentes mostos
producidos segun el tratamiento realizado. Control=control, FAN=cambio en contenido de
nitrégeno libre en el mosto, OXY=cambio en la oxigenacioén del mosto al entrar al fermentador,
PR= cambio en la cantidad de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de
azucares en el mosto

30

25
20
15
10 -
5
0

Control FAN

Cantidad de levadura (millones celulas/mlmosto)

85



La disminucion del pH durante la fermentacion ocurre a medida que acidos organicos son
producidos y los compuestos amortiguadores (amino acidos basicos y fosfatos primarios) son
consumidos. El pH alcanzado al final de la fermentacion depende de 3 factores: el pH del
mosto, la capacidad amortiguadora del mosto y la cantidad de levadura producida durante la
fermentacion (Hardwick, 1994). El cambio en pH durante la fermentacion (pHinicial-pHfina) NO
tiene diferencia significativa para ninguno de los tratamientos respecto del control. Es decir
aunque algunas fermentaciones tardaron mas o menos tiempo respecto de las fermentaciones
control, y aun en el tratamiento que se adicioné menor cantidad de levadura al inicio de la
fermentacion, el cambio en pH durante la fermentacion es el mismo para todos los
tratamientos, llegando al mismo porcentaje de atenuacion. Por lo tanto, este pardmetro no se

ve afectado al finalizar el proceso de produccion de cerveza (grafica 20).
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Grafica 20. Disminucién de pH durante la fermentacion para los diferentes tratamientos
realizados. Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto,
OXY=cambio en la oxigenacién del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad
de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de aziicares en el mosto.
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4.4 Formacién de compuestos volatiles para los diferentes
tratamientos

En las graficas 21 y 22 se observan las concentraciones de alcoholes superiores y de ésteres
para los diferentes tratamientos estudiados, también en la tabla 13 se encuentran las
concentraciones para los diferentes alcoholes superiores y esteres segun los diferentes
factores estudiados. Cuando se cambio el perfil de azucares del mosto (mayor cantidad de
glucosa que maltosa) se obtuvo una reduccion significativa de alcoholes superiores en la
cerveza respecto de los niveles encontrados en las cervezas control, mientras que los niveles
de ésteres en la cerveza no presentan diferencia significativa respecto de las concentraciones
de las cervezas control. Como se menciond anteriormente, el consumo de glucosa por la
levadura es mas rapido que el de maltosa, incrementando asi la velocidad fermentativa. Se ha
encontrado que cuando se aumenta la velocidad fermentativa se previene el crecimiento
celular y la multiplicacion. Por consiguiente, existird una menor produccion de metabolitos
secundarios durante la proliferacion de la levadura como los alcoholes superiores, sin
embargo se ha evidenciado que no hay un cambio considerable en la concentracion de ésteres

cuando la capacidad fermentativa aumenta (Guido et al., 2003).

También se ha encontrado que mostos con alto contenido en glucosa tienen una alta actividad
de la enzima alcohol acetil transferasa necesaria para la formacion de ésteres (Yoshioka y
Hashimoto, 1984). Esto nos podria indicar que en este caso la concentracion de €steres va a
estar limitada por la formacion de alcoholes superiores y no por la actividad de la alcohol

acetil transferasa.

Por lo tanto, los resultados indicarian que la fermentacion de glucosa hace que los primeros
dias de fermentacion (etapa donde se producen la mayor cantidad de alcoholes superiores) la
velocidad fermentativa sea alta, disminuyendo la produccion de alcoholes superiores debido
a la disminucion en la velocidad de proliferacion. Por el contrario, la alta capacidad
fermentativa podria ayudar a acumular grandes cantidades de acetil coenzima A en la célula

y estaria disponible para la formacién de ésteres.
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Conforme se consume la glucosa del medio fermentativo, la intensidad fermentativa
disminuye, proliferacion de la levadura aumenta, aumentado asi la formacion de alcoholes
superiores, hasta cuando se termine la multiplicacion celular. Por esto, se esperaria que el
crecimiento de levadura sea igual o menor que las fermentaciones control debido al lento
crecimiento celular inicial. Como el consumo de amino nitrogeno libre por la levadura, se
usa como indice de crecimiento celular (Inoue y Kashihara, 1995), esto es concordante con lo
que se menciond con anterioridad de que el consumo de amino nitrogeno libre por la
levadura en el medio fermentativo alto en glucosa no fue significativamente diferente al
consumo de las fermentaciones control; indicandonos que el crecimiento celular fue parecido

a las fermentaciones control.

Debido a la alta actividad de la enzima alcohol acetil transferasa y a la posible acumulacion
de acetil CoA en el interior de la célula, el factor limitante para la produccion de ésteres en
este caso seran los alcoholes superiores. Por lo tanto, su produccioén sera conforme se van
produciendo sus precursores y por esto las concentraciones de ésteres fueron muy cercanas a

las de las fermentaciones control.

Cuando se adicion6 menor cantidad de levadura inicial en la fermentacion se observé una
reduccion en la concentracion de los alcoholes superiores respecto de las concentraciones
encontradas en las cervezas control. Mientras se obtuvo una ligera disminucion (no
significativa) en la concentracion de ésteres respecto del control. El isoamil acetato fue el
éster evaluado que tuvo la mayor reduccion pero, igual, no se tuvo una diferencia

significativa respecto de las cervezas control.

Cuando se inocula con una cantidad baja de levadura la cantidad de oxigeno utilizado por la
levadura para hacer esteroles para nuevas células es bajo y el crecimiento neto sera bajo
(Hardwick, 1994). Ademas la poblacion de levadura serd menor para el consumo de
nutrientes (azicares y amino nitrégeno libre) teniendo fermentaciones mas lentas (10 dias)
como se evidencid en este caso respecto de las fermentaciones control (9 dias). Ademas, se

cree que, bajo condiciones de reduccion de crecimiento celular, la actividad de la alcohol
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acetil transferasa probablemente sera el factor determinante para la formacion de ésteres,
mientras que condiciones excesivas el nivel de Acetil CoA pueden ser limitado ya que la
gran parte de éste va a ser utilizado en el crecimiento. En un punto entre estos dos extremos
de crecimiento estaria el maximo para la sintesis de ésteres (Smart, 2003). Se ha encontrado
que altas cantidades de levadura inoculada hace que haya un crecimiento celular bajo debido
al alto consumo del extracto (aumenta capacidad fermentativa) y el alto niimero de células en

suspension (Kaneda et al., 1992).

El consumo de aminoacidos libres por la levadura durante las fermentaciones con menor
cantidad de levadura inicial fue menor que las fermentaciones control, lo que podria
indicarnos un menor crecimiento celular, por lo tanto una menor cantidad de levadura
presente en la fermentacion. Esto explicaria la disminucion en la concentracion de alcoholes

superiores en las cervezas respecto del control.

Por otro lado, la formacién de ésteres no se ve afectada en gran medida como las de los
alcoholes superiores. Parece ser que la concentracion de ésteres no se ve afectada por las
condiciones de crecimiento celular en las que se realizaron estas fermentaciones. Por lo tanto,
se puede concluir que el menor crecimiento celular afectdo la formacion de alcoholes
superiores, pero la velocidad de crecimiento de levadura fue adecuada para permitir
disponibilidad del acetil CoA y que la alcohol acetil transferasa estuviera activa para la
formacion de ésteres. Por lo que se puede decir que el factor limitante para la formacion de
ésteres, en este caso, puede ser la disponibilidad de sus alcoholes superiores precursores;
mostrando solo una ligera reduccion (no significativa) de ésteres cuando se adicion6 menor

cantidad de levadura inicial.

Para el tratamiento en el cual se increment6 el nivel de oxigeno inicial en el mosto, no hubo
diferencias significativas en la concentracién de ésteres y alcoholes superiores respecto del
control (ver graficas 21 y 22). Sin embargo se puede ver un ligero aumento en la produccion

de alcoholes superiores (no significativa) respecto del control.
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La formacion de ésteres durante la fermentacion disminuye cuando existe una aireacion
excesiva del mosto, ya que decrece la actividad de la alcohol acetil transferasa debido a la
acumulacion de &cidos grasos insaturados en la membrana celular por el incremento en la
proliferacion celular; conllevando a un posible aumento en la producciéon de alcoholes
superiores (Yoshioka y Hashimoto, 1983a; Saerens et al., 2007). Por otro lado el crecimiento
celular disminuye cuando se disminuye considerablemente la oxigenacion del mosto (Kaneda
et al., 1992). Por lo tanto, la produccion de ésteres es méxima a cierto nivel de oxigeno y su
sintesis cae cuando el contenido de oxigeno inicial en el mosto es mayor o menor que este

nivel Optimo de oxigenacion (Verstrepen et al., 2003).

Por lo tanto, para nuestros resultados, aumentar la aireacion inicial del mosto incrementd
ligeramente la proliferacion celular pero no fue lo suficientemente para movernos entre estos
dos valores maximos y por lo cual no se mostr6 evidencia significativa en la produccion de

alcoholes superiores ni de ésteres respecto a las fermentaciones control.

Finalmente, cuando se aument6 el contenido de amino nitrégeno libre en el mosto sin
cambiar el perfil de aztcares, no hubo diferencia significativa en la produccion de alcoholes
superiores ni de ésteres respecto de los niveles encontrados en las fermentaciones control. Se
ha visto que la velocidad de consumo de amino nitrégeno libre para crecimiento celular es
constante e independiente de las condiciones de fermentacion y, por lo tanto, existe una
relacion lineal entre crecimiento celular y sintesis de alcoholes superiores (Inoue y Kashihara,
1995). Se creeria, entonces, que aumentar el consumo de “FAN” aumentaria la formacion de
alcoholes superiores. Para nuestro caso la levadura consumidé mayor cantidad de amino
acidos libres del medio. Se esperaria que su crecimiento fuera mayor y aumentaria la
produccion de alcoholes superiores. Sin embargo, no se encontré un aumento significativo en
los niveles de éstos en las cervezas del tratamiento respecto de las del control. Las
concentraciones de ésteres y alcoholes superiores aumentan cuando se aumentan los niveles
de “FAN” mas de 50 ppm (Saerens et al., 2007). Parece ser que la cantidad mayor de “FAN”
consumido no alcanz6 a ser significativo para que la produccion de alcoholes superiores ni de

ésteres aumentara considerablemente respecto del control.
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Tabla 13. Concentraciones promedio de alcoholes superiores y ésteres para los diferentes

tratamientos Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto,

OXY=cambio en la oxigenacion del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad

de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de azicares en el mosto, SD=

desviacion estandar para cada tratamiento y Prom= concentracion promedio para cada

tratamiento.
Compuesto Control FAN PR OXY SP
Prom Prom Prom Prom Prom
Alcoholes S. (ppm) | SD | (ppm) | SD | (ppm)| SD | (ppm) | SD | (ppm) | SD
1-propanol 6.65 | 050 | 647 | 082 | 567 | 052 | 740 | 038 | 579 | 0.92
2 metil, I-propanol | 8.13 | 0.32 | 7.70 | 0.17 | 548 | 0.74 | 748 | 0.70 | 6.78 | 1.51
2 metil, 1-butanol | 13.77 | 1.30 | 13.24 | 0.37 | 10.03 | 1.22 | 13.78 | 1.66 | 11.85 | 2.85
3 metil, 1-butanol | 38.64 | 1.92 | 36.09 | 2.86 | 25.89 | 2.15 | 38.54 | 7.29 | 31.90 | 5.95
2 fenil, etil alcohol | 15.68 | 0.59 | 17.76 | 1.68 | 1222 | 0.34 | 17.60 | 045 | 13.24 | 4.07
Prom Prom Prom Prom Prom
Esteres (ppm) | SD | (ppm) | SD [ (ppm) | SD | (ppm) | SD | (ppm) | SD
Etil acetato 18.45 | 0.61 | 18.80 | 0.41 | 18.00 | 2.00 | 1820 | 1.09 | 20.24 | 1.64
Isoamil Acetato 1.63 | 0.06 | 1.70 | 0.12 [ 1.33 | 0.10 1.66 | 0.10 | 1.99 | 0.44
2 fenil, etil acetato | 0.35 | 0.03 | 0.39 | 0.01 [ 0.33 | 0.03 0.40 | 0.03 | 041 | 0.17
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Grafica 21.Concentracion de alcoholes superiores en las cervezas para los diferentes
tratamientos realizados. Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el
mosto, OXY=cambio en la oxigenacidn del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la

cantidad de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de aztcares en el

mosto

91
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Grafica 22. Concentracién de ésteres en las cervezas para los diferentes tratamientos
realizados. Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto,
OXY=cambio en la oxigenaciéon del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad
de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de aziicares en el mosto

4.5 Evaluacion Sensorial

El analisis sensorial se disefid con el fin de determinar si existian diferencias generales entre
las cervezas del tratamiento con la cerveza control. Como se observa en la grafica 23, los
panelistas percibieron diferencias ente los tratamientos respecto de la cerveza control. Sin
embargo estas diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente significativas (0=0.1).
Aunque los panelistas eran solamente tres, estos eran expertos catadores de cerveza. Siendo
asi, se esperaba que hubiese consistencia entre las repeticiones de las pruebas. No obstante
esto no ocurrid. Las respuestas de los panelistas presentaron variabilidad tal que hizo que el

analisis estadistico no encontrara diferencia significativa entre los tratamientos.

El analisis quimico realizado alcanz6 a determinar diferencias estadisticamente significativas
entre las cervezas cuando se adicioné menos levadura inicial y cuando se cambi6 el perfil de
azucares de los mostos. Sin embargo el analisis sensorial diferencial aunque percibi6 algunas

diferencias, estas no fueron estadisticamente significativas.

92



Seria dificil y posiblemente no preciso afirmar que el consumidor no alcance a determinar la
diferencia entre las cervezas de los tratamientos debido a que el panel de expertos no alcanz6
a ver las diferencias. El panel de expertos esta entrenado para detectar diferencias sutiles que
afecten la calidad del producto final. Cabe recalcar que las concentraciones de algunos de los
compuestos de interés en la cerveza estan cerca del umbral de deteccion, por tanto, es posible
que, aunque los instrumentos detectan diferencia significativa al hacer una evaluacion

integrada, las diferencias no sean facilmente percibidas.
Seria recomendable que se adiestrara un grupo de personas con el fin de determinar los

cambios producidos por estos compuestos volatiles presentes en la cerveza y asi disminuir la

variabilidad del panel y poder encontrar diferencias entre tratamientos mas sutiles.
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Grafica 23. Evaluacion sensorial diferencial para las cervezas producidas para los diferentes
tratamientos realizados. Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el
mosto, OXY=cambio en la oxigenacidn del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la
cantidad de levadura adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de azucares en el
mosto

Por otro lado cuando se realizd el analisis descriptivo para los atributos que imparten los
alcoholes superiores y ésteres al aroma y sabor de la cerveza, se encontr6 que el panel de
expertos solo encontré diferencia significativa entre la cerveza control y la cerveza realizada

cuando se adiciond menos cantidad de levadura inicial (ver tabla 16).
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Para este analisis la cerveza control tuvo un valor promedio de 3.1 (maximo = 4) cuando se
pregunto si la cerveza presentaba un olor y sabor a “alcohol o solvente”. Este valor en la
escala de atributos desarrollada se clasificaba como “ligero”. La cerveza bajo el tratamiento
de menor cantidad de levadura obtuvo un valor promedio de 3.9; que en nuestra escala de
atributos se clasifica como “ausente” (grafica 24). Por otro lado cuando se evalud si la
cerveza presentaba olor y sabor a “fruta”, la cerveza control tuvo un valor promedio de 3.0,
que para la escala de atributos se clasifica como “fuerte”, mientras que la cerveza sometida al
tratamiento de menor cantidad de levadura inicial presentd un valor promedio de 1.7 que
segun nuestra escala de atributos se clasifica como “ligero” (ver grafica 25). Es importante
anotar que cuando se realizo el analisis descriptivo de las cervezas uno de los panelistas
parecia “descalibrado” al presentar una desviacion notoria del valor promedio del panel. Es
decir el panelista presentd confusion al evaluar algunos de los atributos del analisis sensorial,
aumentando la variabilidad de los resultados, lo cual afecta la diferenciacion entre los

tratamientos.

Estos resultados concuerdan con los resultados encontrados para este tratamiento en los
andlisis quimicos. También es importante aclarar que al igual que el andlisis sensorial
anterior la variabilidad por los pocos panelistas expertos hace que no se puedan ver algunas

diferencias en otros tratamientos.
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Grafica 24. Evaluacion sensorial descriptivo para los atributos sensoriales dados por los
alcoholes superiores para las cervezas producidas para los diferentes tratamientos realizados.
Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto, OXY=cambio en la

oxigenacion del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad de levadura
adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de aztcares en el mosto
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Grafica 25. Evaluacion sensorial descriptivo para los atributos sensoriales dados por los
ésteres para las cervezas producidas para los diferentes tratamientos realizados.
Control=control, FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto, OXY=cambio en la
oxigenacién del mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad de levadura
adicionada al fermentador, SP= cambio en el perfil de azticares en el mosto
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Tabla 14. Puntaje promedio para el analisis sensorial descriptivo. Control=control,

FAN=cambio en contenido de nitrégeno libre en el mosto, OXY=cambio en la oxigenacion del

mosto al entrar al fermentador, PR= cambio en la cantidad de levadura adicionada al

fermentador, SP= cambio en el perfil de azdcares en el mosto, SD= desviacion estandar para

cada tratamiento y Prom= concentracion promedio para cada tratamiento. Los tratamientos

con * presentaron diferencia estadisticamente significativa respecto del control.

Control FAN PR 0):9'¢ SP

Atributo Prom| SD | Prom | SD | Prom | SD | Prom | SD | Prom | SD
Alcoholico (Etanol y

Alcoholes Superiores) | 3.1 0.9 3.7 0.5 | 39* | 0.3 3.7 0.5 3.6 0.7
Detergente, Solventes,

Laca o barniz 3.8 0.4 3.8 0.7 3.9 0.3 3.6 1.0 3.8 0.7

Frutas (Cualquier

fruta o combinacion de

estas) 3.0 1.2 2.3 1.3 1.8% | 0.7 2.6 1.4 3.1 1.1
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5 CONCLUSIONES

1. La técnica desarrollada y validada para la cuantificacion de compuestos volatiles por
micro-extraccion en fase solida (SPME) y un cromatografo de gas acoplado a un
espectrometro de masas (GC-MS) y a un ionizador de llama (GC/FID), es una técnica
poderosa para la cuantificacion y separacion de compuestos volatiles en cerveza (alcoholes
superiores, ésteres y aldehidos) ya que se lograron cuantificar y separar gran variedad de

compuestos a concentraciones de trazas.

2. Se encontr6 que para un tiempo de exposicion de 45 minutos con la fibra PDMS en el
espacio gaseoso de la muestra, se alcanzo el equilibro de las fases. Un tiempo de desorcion
de 15 minutos en el inyector del cromatdgrafo, fue suficiente para que la fibra desorbiera la

totalidad de los compuestos absorbidos.

3. Se observo que los compuestos menos polares fueron mas facilmente absorbidos por la
fibra (ejemplo, isoamil acetato) que los compuestos mas polares (ejemplo, acetaldehido) a las
condiciones de extraccion debido a la naturaleza de la fibra. Pero esto no fue un factor
limitante para poder cuantificar todos los compuestos de interés, ya que los compuestos
polares también pudieron ser extraidos gracias a la optimizacion de las condiciones de

extraccion por la técnica de SPME.

4. La adicion de glucoamilasa en las operaciones de maceracion y ebullicion a nivel
laboratorio tuvieron un efecto en el perfil de azlGcares del mosto. La adicion de
concentraciones de glucoamilasa de 0.36gcnzima/lmosto durante la operacion de maceracion no
tuvo el cambio deseado en el perfil de azucares del mosto; atin permitiendo un tiempo de
accion de 120 minutos a 65°C. Por el contrario, cuando se adicioné la enzima al inicio de la
ebullicion se obtuvo el cambio deseado en el perfil de azacares; obteniéndose una
concentracion de glucosa de 6%(w/v) y una concentracion de maltosa de 3%(w/v) en el

mosto, cuando se dejo 90 min a 65°C y una cantidad de enzima de 0.33Zcnzima/lmosto- Este
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efecto se observo mas fuerte a medida que se adiciond mas cantidad de enzima durante esta

operacion.

5. La enzima no tiene efecto sobre la concentracidon de sacarosa y fructosa en el mosto. El
buen desempeino de la glucoamilasa durante la ebullicién se debe a que los sustratos estan
mas accesibles luego de la maceracion. La clarificacion previa del mosto también ayudo a
que las limitaciones de transferencia de masa entre sustrato y enzima se minimicen. Este
mismo efecto se observd cuando se adiciond glucoamilasa al inicio de la ebullicién a nivel
industrial. Este aumento en la cantidad de glucosa se debe al rompimiento de los disacéaridos
y polisacaridos de glucosa, como son la maltosa, maltotriosa y dextrinas. Esto se confirm6
con la reduccion en las concentraciones de los azucares fermentables como maltosa y
maltotriosa. Se confirma que las simulaciones del proceso de maceracion y ebullicion en el

laboratorio pueden ser correlacionadas a la escala industrial.

6. La formacion de alcoholes superiores por la levadura ocurre desde el comienzo de la
fermentacion. Estos se forman segin se van consumiendo los nutrientes del medio para el
crecimiento celular, hasta que terminar la proliferacion de la levadura debido a la escasez de

nutrientes.

7. La formacion de ésteres por la levadura durante el primer dia de fermentacién fue baja.
Esto se debe a la baja disponibilidad del acetil CoA (que es usado por completo para el
crecimiento de la levadura), la baja actividad de la enzima AA transferasa y la poca cantidad
de alcoholes superiores. Luego del primer dia, la velocidad de produccion de ésteres por la
levadura aumentd hasta casi el final de la fermentacion. A diferencia de los alcoholes
superiores, luego de terminar la reproduccion celular, la velocidad de produccion de ésteres
disminuye, pero su formacion continda hasta casi la finalizacion de la fermentacion. Debido
al comportamiento en la produccion de compuestos volatiles por la levadura seria necesario
inyectar una gran cantidad de nitrogeno gaseoso para remover el CO, disuelto en el medio de
fermentacion. Esta técnica para promover la formacion de compuestos volatiles a nivel

industrial es no factible econdmicamente.
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8. El descanso proteico durante la maceracion (50°C por 10 min) para aumentar el contenido
de amino nitrogeno libre tuvo una diferencia significativa en comparaciéon con los mostos
control. Los mostos producidos sin el descanso (control) tuvieron un valor promedio de
170ppm mientras que los mostos producidos bajo este tratamiento obtuvieron una media de
186ppm. Este mismo efecto se presentd cuando se dejo el descanso al inicio de la ebullicion
para la accion de la glucoamilasa. Es decir, aumentar la cantidad de FAN en un mosto va a
tener la misma magnitud si se permite un descanso proteico de 10 min a 50°C en la
maceracion o un descanso de 90 min a 68°C al inicio de la ebullicion. Este efecto se debe a
que las exopetidasas pueden resistir temperaturas altas y pueden liberar los aminoacidos de

las cadenas de polipéptidos a estas temperaturas.

9. Las fermentaciones realizadas con mostos sometidos al tratamiento para aumentar el
“FAN”, tuvieron un consumo significativamente mayor de amino 4cidos libres en
comparacion a las fermentaciones control; por lo cual se esperaria una mayor proliferacion
celular para estas fermentaciones. Por otro lado, el tratamiento en el cual se adicion6 menor
cantidad de levadura inicial, tuvo un consumo significativamente menor de “FAN” durante
las fermentaciones respecto a las fermentaciones control. Esto puede deberse a la menor
cantidad de levadura disponible para consumir los aminoacidos del medio, por lo que la

velocidad de proliferacion de la levadura fuera menor.

10. El aumento en la aireacion del mosto antes de entrar al fermentador afecta la cantidad de
oxigeno disuelto en el mosto dentro del fermentador. Trabajos preliminares mostraron que
aumentar la aireaciéon del mosto de 6m>/h a 8 m’/h aumentaba la cantidad de oxigeno disuelto
del mosto en el fermentador de 9.5 ppm a 11 ppm. Al parecer al momento de medir el
oxigeno disuelto en los mosto de este tratamiento, el equipo no funciond correctamente
mostrando algunos valores erroneos. Esto se cree, porque el comportamiento observado en la
produccion de compuestos volatiles fue, segin esperado, diferente respecto de las

fermentaciones control.
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11. La menor adicidn inicial de levadura tuvo un efecto en la cantidad de levadura al final del

llenado del fermentador respecto de las fermentaciones control.

12. Las fermentaciones de mostos con altos contenidos de glucosa incrementaron su
velocidad fermentativa, por lo que se cree que la velocidad de crecimiento de la levadura
disminuy6 debido a su alta capacidad fermentativa. Es por esto que las fermentaciones de los
mostos con alto contenido en glucosa tuvieron menor tiempo de fermentacion respecto de las

fermentaciones control.

13. El efecto del tratamiento del cambio en el perfil de azlcares en la produccion de
compuestos volatiles fue una reduccién significativa de alcoholes superiores, mientras que
los niveles de ésteres en la cerveza no presentaron diferencia significativa respecto de los
niveles encontrados en las cervezas control. Se cree que el consumo de la glucosa por la
levadura es mas rapido que el de maltosa, incrementando asi la velocidad fermentativa y
disminuyendo la produccion de alcoholes superiores debido a la disminucion en la velocidad
de proliferacion. Debido a la alta actividad de la enzima alcohol acetil transferasa y a la
posible acumulacion de acetil CoA en el interior de la célula, el factor limitante para la

produccion de ésteres en este caso fue la cantidad de alcoholes superiores.

14. Cuando se adicion6 menor cantidad de levadura al inicio de la fermentacion se observo
una reduccion en la concentracion de los alcoholes superiores respecto de las concentraciones
encontradas en las cervezas control. Mientras, se obtuvo una ligera disminuciéon (no
significativa) en la concentracion de ésteres. Se evidencid ademds un consumo menor de
aminoacidos libres por la levadura, lo que podria indicarnos un menor crecimiento celular y
conllevé a una menor produccion de alcoholes superiores. Parece ser que la concentracion de
ésteres no se ve afectada por las condiciones de crecimiento celular en las que se realizaron
estas fermentaciones. Por lo que se podria decir que el factor limitante para la formaciéon de
¢ésteres en este caso pudo haber sido la disponibilidad de sus alcoholes superiores precursores,
mostrando solo una ligera reduccion (no significativa) de ésteres cuando se adicioné menor

cantidad de levadura inicial.
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15. Para el tratamiento en el cual se incremento6 el nivel de oxigeno inicial en el mosto, no
presentaron diferencias significativas en la concentracion de ésteres y alcoholes superiores
respecto del control. Los resultados mostraron que aumentar la aireacion inicial del mosto
incrementd ligeramente la proliferacion celular pero no fue lo suficiente para incrementar

considerablemente la produccion de ésteres y alcoholes superiores.

16. Aumentar el contenido de amino nitrégeno libre en el mosto al nivel experimentado, no
tuvo diferencia significativa en la produccion de alcoholes superiores, ni de ésteres, respecto
de los niveles encontrados en las fermentaciones control. Se esperaba que aumentar el
consumo de “FAN” incrementaria la formacion de alcoholes superiores. Parece ser que la
cantidad mayor de “FAN” consumido no alcanzé a ser significativo para que la produccion

de alcoholes superiores, ni de ésteres, aumentara considerablemente respecto del control.

17. El panel de expertos encontré diferencia significativa entre, la cerveza control y la
cerveza realizada cuando se adicion6é menor cantidad de levadura inicial, s6lo para el analisis
sensorial descriptivo de los atributos que imparten los alcoholes superiores y ésteres al aroma
y sabor de la cerveza. Estos resultados concuerdan con los resultados encontrados para este
tratamiento en los andlisis quimicos. Aunque los pocos panelistas eran expertos, la
variabilidad de sus respuestas causd que no se pudieran ver algunas otras diferencias en los

otros tratamientos.

18. Para las condiciones de fermentacion utilizadas y los factores evaluados, sdlo cuando se
cambio el perfil de azucares del mosto o se redujo la cantidad de levadura inicial, se obtuvo
un efecto estadisticamente significativo en la formacion de compuestos volatiles por la
levadura en la fermentacion. No es recomendable disminuir la cantidad de levadura inicial
para las condiciones de fermentacion utilizadas porque conllevaria a una reduccion en la
produccion de alcoholes superiores y una ligera disminucion de ésteres, ademds de
incrementar el tiempo de fermentacion. Por el contrario, cambiar el perfil de azicares puede
ser una herramienta muy util, ya que reduce la cantidad de alcoholes superiores sin disminuir

la de ésteres y presentado tiempos de fermentacidon menores.
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6 FUTUROS TRABAJOS Y/O RECOMENDACIONES

1. La técnica de extraccion por SPME/GC-MS/FID puede ser utilizada para identificar y
cuantificar otra gran variedad de compuestos que aportan al aroma final de la cerveza. Para
estudios posteriores se recomienda que se estudie otro tipo de fibras con diferentes
polaridades como la DVB/CAR/PDMS para caracterizar un mayor rango de compuestos

volatiles presentes en la cerveza.

2. Como futuras investigaciones seria de importante optimizar la cantidad de enzima
glucoamilasa adicionada antes de la fermentacion para obtener el cambio en el perfil de

azucares deseado, y minimizar su uso durante la fermentacion.

3. Se recomienda encontrar la manera de controlar la velocidad fermentativa cuando se tienen
mostos con alto contenido de glucosa con otros parametros de fermentacion, con el fin

incrementar la formacion de alcoholes superiores y asi incrementar la formacion de ésteres.

4. Para futuros trabajos, seria importante evidenciar la sinergia de estos factores sobre la

formacion de compuestos volatiles por la levadura durante la fermentacion.
5. Se recomienda que para un analisis sensorial mas concluyente se aumente la cantidad de

panelistas expertos de forma tal que se pueda tener mayor confianza (estadistica) en los

resultados recopilados.
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APENDICES

Apéndice 1: Hojas para analisis sensorial.

PRUEBAS DE DIFERENCIACION DE LA CERVEZA
Nombre Catador: Fecha:

Instrucciones: Se le han entregado 6 muestras de cerveza. La primera es la

referencia para la prueba. Comience evaluando la muestra de referencia. Luego de
relacionarse con la muestra de referencia evallue el resto de las muestras de
izquierda a derecha. Enjuagar su boca con un sorbo de agua y un pedazo de galleta

entre cada muestra.

Luego de cada evaluacion marque en la linea provista una marca vertical y escriba

encima de esta el numero de la muestra para representar la diferencia general que

entiende existe entre la muestra evaluada y la referencia.

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Diferentes

Iguales

Comentarios
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PRUEBAS DE DESCRIPCION Y CARACTERIZACION DE LA CERVEZA

Nombre : Marca de Cerveza : Tipo de Cerveza:
PUNTOS Promedio
Estabilidad de la Espuma Ninguna Ligera Media Estable
1 | [2] [3 | 4|
Alcoholico (Etanol y Alcoholes Superiores) Fuerte Medio Ligero Ausente
1 | [2] 3 | 4|
Detergente, Solventes, Laca o barniz Fuerte Medio Ligero Ausente
1] 2 | 3 4 |
Frutas (Cualquier fruta o combinacion de estas) Debil Ligero Fuerte Agradable
1 | [2] 3 | 4|
Acetaldehido (Manzana verde, cascara de manzana) Debil Ligero Fuerte Agradable
1 | |2] 3 | 4|
Flores (Rosas, perfumado) Debil Ligero Fuerte Agradable
1 | [2] 3 | 4|
Lupulo (aroma a lupulo fresco, cocido. Debil Ligero Fuerte Agradable
aceites de lupulo) 1 | 2 | 3 | 4 |
Oxidado (Envejecido, a gato , papel, cuero Fuerte Medio Ligero Ausente
1] 2 | 3 4 ]
Acido ( Acidos minerles, vinagre) Fuerte Medio Ligero Ausente
1 | |2] 3| 4|
Dulce ( Miel, Confitura, Azucar, jarabe, Fuerte Medio Ligero Ausente
1] 2 | 3 4 |
Salado (sal) Fuerte Medio Ligero Ausente
1 | [2] 3 | 4|
Amargo Debil Ligero Fuerte Agradable
1] 2 | 3 | 4
Astringente (Aspero Muy Astring. | Astring. Aétllgr?g. Ausente
1] 2 | 3 4 |
Seco (Falta dulce) Fuerte Medio Ligero Ausente
1 | [2] 3 | 4|
Cuerpo (Aguado, sobrecargado, sin caracter) Vacio Ligero Fuerte Balanceado
1 | [2] 3 | 4|
Total
Puntos

Comentarios:
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Apéndice 2: Curva de calibracion de glucosa por HPLC

EEA.

Project Name: Sugars_ES_carbohydrates 8 ” e e Z e
Reported by User;  System

9.000e+008

8.000e+008

7.000€+006 /
6.0006+006
5.000e+006

4.000e+008

Area

3.000e+006

2.000e+006

1.000e+006

0.000e+000
-1.000e+006

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Amount
Name: GLUCOSE Time: 8.140 Fit Type: Linear (1st Order) R 0.999882 R® 0.999764 Equation: Y =7.39e+005 X +
© 2.29e+004 Date Calibrated: 8/25/2008 11:11:52 AM

Peak: GLUCOSE

©
Sarmple Peak Level | Amount | Response Calc. % Manual | Ignore

Name Name Amount | Deviation | Point Point
1|Std.2 GLUCOSE| 2 1.010| 7.953e+005 | 1.045840 3.548 | No No
2|Std.3 GLUCOSE| 3 2.020 | 1.450e+006 | 1.932991 -4.307 | No No
3| Std4 GLUCOSE | 4 4.040 | 3.048e+006 | 4.096591 1.401 | No No
4| Std.5 GLUCOSE| 5 6.060 | 4.505e+006 | 6.068492 0.140 | No No
5|Std6 GLUCOSE| 6 10.100 | 7.472e+006 | 10.086086 | -0.138 | No No
Report Method: Untitlied Printed 11:12:55 AM 8/25/2008 Page: 10of1
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Curva de calibracion de maltosa por HPLC

E.EA. p
Project Name: Sugars_ES_carbohydrates B r e €Z
Reported by User:  System
4 8.0008+006
7.000e+006
6.000e+006

5.000e+006

4.000e+0086

Area

3.000e+006
2.000e+006
1.000e+006
0.000e+000

-1.000e+006
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Amount

__ Name: MALTOSE Time: 11.666 Fit Type: Linear (1st Order) R:0.999020 R 0.998041 Equation: Y =6.45e+005 X +
1.02e+005 Date Calibrated: 8/25/2008 11:11:52 AM

Peak: MALTOSE

oo | Neome |Lovel| Amount| Rosponse | 05 | %, | Merual | grere
1|Std.2 MALTOSE | 2 1.016 | 7.496e+005 | 1.003542 -1.226 | No No
2| Std.3 MALTOSE | 3 2.032 | 1.308e+006 | 1.868792 -8.032 [ No No
3| Std.4 MALTOSE | 4 4.064 | 2.780e+006 | 4.149509 2.104 | No No
4| Std.5 MALTOSE | 5 6.096 | 4.182e+006 | 6.322182 3.710 | No No
5| Std.6 MALTOSE | 6 10.160 | 6.571e+006 | 10.023974 -1.339 | No No
Report Method: Untitled Printed 11:13:04 AM 8/25/2008 Page: 1of1
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Curva de calibracion de maltotriosa por HPLC

E.E.A.
Project Name: Sugars_ES_carbohydrates B r e e Z e
Reported by User: System

2.500e+006
2.000e+006
1.500e+006
©
D
< 1.000e+006

5.000e+005

0.000e+000

-5.000e+005
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00
Amount
_____ Name: MALTOTRIOSE Time: 17.325 Fit Type: Linear (1st Order) R 0.997731 R 0.995467 Equation: Y =
7.17e+005 X - 8.32e+004 Date Calibrated: 8/25/2008 11:11:52 AM

Peak: MALTOTRIOSE

e | tome |Lovel| Amount| Response | S | % | Menual | bnere
1]|Std.2 MALTOTRIOSE | 2 0.320 [ 2.188e+005 | 0.421466 | 31.708 | No No
2(Std.3 MALTOTRIOSE | 3 0.640 | 3.542e+005 | 0.610520 -4.606 | No No
3| Std.4 MALTOTRIOSE | 4 1.280 | 7.824e+005 | 1.208012 -5.624 | No No
4| Sstd.5 MALTOTRIOSE | 5 1.920 | 1.249e+006 | 1.858646 -3.196 | No No
5|Std.6 MALTOTRIOSE | 6 3.200 | 2.254e+006 | 3.261358 1.917 | No No
Report Method: Untitled Printed 11:13:12 AM 8/25/2008 Page: 1 of1
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Curva de calibracion de sacarosa por HPLC

E.EA. e
Project Name: Sugars_ES_carbohydrates B re e Z
Reported by User:  System

1.000e+006
8.000e+005
6.000e+005
8
£ 4.000e+005

2.000e+005

0.000e+000

-2.000e+005
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00
Amount
Name: SUCROSE Time: 9.967 Fit Type: Linear (1st Order) R: 0.976686 R2: 0.953915 Equation: Y = 8.90e+005 X -
3.58e+004 Date Calibrated: 8/25/2008 11:11 52 AM

Peak: SUCROSE

e | Name | evel | Amount | Response | e T % T verual [Tenore
1(Std.2 SUCROSE | 2 0.100 | 5.518e+004 | 0.102257 2.462 [ No No
2| std.3 SUCROSE | 3 0.200 | 1.129e+005 | 0.167109 | -16.278 [ No No
3| Std.4 SUCROSE | 4 0.399 | 2.749e+005 | 0.349135 | -12.541 | No No
4 | Std.5 SUCROSE | 5 0.599 | 6.170e+005 | 0.733349 22.470 [ No No
5| Std.6 SUCROSE | 6 0.998 | 8.041e+005 | 0.943549 -5.456 | No No
Report Method: Untitled Printed 11:13:22 AM 8/25/2008 Page: 1 of 1
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Curva de calibracion de fructosa por HPLC

E.EA.
Project Name:

Reported by User:

1.800e+006

1.600e+006

1.400e+006

1.200e+006

1.000e+006

8.000e+005

Area

6.000e+005

4.000e+005

2.000e+005

0.000e+000

-2.000e+005

Name: FRUCTOSE Time: 6.979 Fit Type: Linear

Sugars_ES_carbohydrates

System

preelt

0.00 0.20

0.

40

0.60 0.80 1.00

1.20

Amount

1.83e+004 Date Calibrated: 8/25/2008 11:11:52 AM

Peak: FRUCTOSE

1.40

1.60

Sr\:nnie r\t:xl; Livel |.Armount || Responise A(r::ofht Dev(:'/;tion N:ar::ta l I%g?:
1|sd2  [FRuCTOSE|2 0210 | 1.528+005 | 0.231445| 10212 | No No
2[std3  |FRuCTOSE|3 0.420 | 2.882e+005 | 0.414611| -1.283 | No No
3|std4 |FRUCTOSE|4 0.840 | 5.958e+005 | 0.830546 | -1.125 | No No
4[sd5 | FRUCTOSE| 5 1.260 | 8.967e+005 | 1.237573| -1.780 | No No
5|Std6 | FRUCTOSE|6 2.146 | 1.580e+006 | 2.161624| 0737 | No No

1.80

2.00 2.20

(1st Order) R 0.999718 R2: 0.999437 Equation: Y = 7.39e+005 X -

Report Method: Untitled

Printed 11:12:01 AM 8/25/2008
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Cromatograma de los azucares por HPLC

EEA.
Project Name: Sugars_ES_carbohydrates B r e e Z e
Reported by User:  System
SAMPLE INFORMATION

Sanple Nare: Mosto 1 Acquired By: System

Sanple Type: Unknow n Date Acquired: 8/20/2008 6:32:34 PM

Vial: 8 Acq. Method: Sugar_carbohydrate ES

Injection #: 1 Processed By: System

Injection Volume: 10.00 ul Date Processed: 8/25/2008 11:14:53 AM

Run Time: 30.00 Minutes Channel Name: 410

Sanpling Rate; 1.00 per sec Channel Desc.: Rl Detector

Sanple Set Name:  MOSTOS ENZIMA 20 AGOSTO 2008
Sanple Values
Used in Calculations: SanpleV\eight = 1.00000 Dilution = 1.00000 Injection Volume = 10.00

220.00
200.00
180.00 é ;
160.00 ©
w
140.00 2 g 8
120.00 2 ~
> — ' 1
= 100.00 g O K w
> o @
80.00 © > o]
3 i i
80.00 o 3 o
e @ Lo
40.00 o 9 <
S N~
8 T w © o
20.C0 S I f I AN
—— o g ) / \\ o
0.00 - ; LB L 2 i e
200 400 600 800 10.00 1200 1400 1600 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 2800 30.00
Minutes
Peak RT Peak Area |, Height |, . . - "
i (min) Tipe (WV'sec) % Area W) % Height | Amount | % Amount | Units
1 5.936 | Unknow n 15598 0.11 858 024
2 | FRUCTOSE 6.905 | Found 173014 1.21 7365 205| 0.259 124|%
3 | GLUCOSE 8.064 | Found 2572229 18.05| 22579 2572 | 3452 16.56 | %
4 | SUCROSE 9.872 | Found { 625348 4.39| 19279 536( 0743 3.57 %
5| MALTOSE 11.651 | Found 9136034 | 64.12| 212325 58.99| 13.999 B67.17 | %
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Apéndice 3. Datos obtenidos para los diferentes factores que afectan la formacion de compuestos volatiles

RUN INFORMATION YEAST WORT
Pitching
Initial Final rate (mll | Type Nitrogeno Glucose | Maltose | Maltotriose | Fructose | Sucrose
Run name fermentation fermentation # Viability cells/ml / FAN Soluble Color Content Content Content Content Content
and # date date Baticion (%) wort) Gen (ppm) (ppm) pH °P (°SRM) (%wW/v) (%wW/v) (%w/v) (%w/v) (%w/v)
CONTROL 3-Jun-09
1 25-May-09 (9DAYS) 343-348 92 2717 G7 167 910 5.05 | 13.57 7.0 0.795 6.998 1.323 0.075 0.268
CONTROL 8-Jul-09
2 29-Jun-09 (9 DAYS) 427-432 92 26.6 G9 174 896 5.25 | 13.61 6.8 0.998 6.935 1.254 0.241 0.304
CONTROL 5-Ago-09
3 27-Jul-09 (9 DAYS) 493-498 89 29.4 14 170 854 5.15 | 13.61 6.4 1.125 9.042 1.674 0.000 0.000
4-Jun-09
FAN 1 26-May-09 (9DAYS) 349-354 96 27.7 G7 186 938 5.10 | 13.60 7.2 0.696 6.935 1.345 0.073 0.238
23-Jul-09
FAN 2 14-Jul-09 (9 DAYS) 463-468 91 29.5 13 183 882 5.29 | 13.56 6.4 0.936 6.761 1.346 0.341 0.000
7-Ago-09
FAN 3 30-Jul-09 (9 DAYS) 505-510 96 25.7 J3 189 868 5.18 | 13.55 7.1 0.834 9.335 1.021 0.316 0.000
10-Jun-09
OXYGEN 1 2-Jun-09 (8DAYS) 369-374 97 24.5 G7 167 868 5.13 | 13.54 6.5 0.678 6.912 1.406 0.086 0.387
7-Ago-09
OXYGEN 2 23-Jul-09 (9 DAYS) 484-489 93 223 J2 160 924 5.19 | 13.53 6.4 0.727 7.343 1.488 0.288 0.387
5-Ago-09
OXYGEN 3 28-Jul-09 (8 DAYS) 499-504 96 25.2 J3 170 854 5.19 | 13.55 6.4 0.798 9.325 0.964 0.000 0.000
PITCHING 11-Jun-09
RATE 1 1-Jun-09 (10DAYS) 363-368 94 17.8 G7 165 812 5.11 | 13.58 6.5 0.716 6.908 1.511 0.055 0.253
PITCHING 25-Jun-09
RATE 2 15-Jun-09 (10DAYS) 402-407 87 17.4 G8 168 980 5.17 | 13.66 7.0 0.721 6.771 1.388 0.052 0.288
PITCHING 28-Jul-09
RATE 3 17-Jul-09 (11 DAYS) 472-477 85 16.0 13 166 868 5.21 | 13.19 6.6 0.868 6.982 0.000 0.000 0.069
SUGAR 25-Jun-09
PROFILE 1 18-Jun-09 (7DAYS) 408-413 92 26.9 G8 191 938 5.24 | 13.82 6.4 7.885 2.341 0.032 0.055 0.147
SUGAR 1-Jul-09
PROFILE 2 23-Jun-09 (8 DAYS) 421-426 90 23.9 G9 190 924 5.18 | 13.76 6.0 7.8505 2.793 0.119 0.044 0.320
SUGAR 28-Jul-09
PROFILE 3 21-Jul-09 (7 DAYS) 478-483 90 25.2 J2 185 924 5.26 | 13.88 6.0 8.221 3.027 0.000 0.000 0.549
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FERMENTATION

Run name # Temp | Air flow Dissolved Final | Final | Alcohol Nitrogeno FAN Color Oxigeno | Turbidez BU

and # CCT (°C) (m%h) Oxygen (ppm) pH °P (%) Soluble (ppm) | (ppm) (°SRM) (ppm) (EBC) (ppm)
CONTROL 1 13 15 6 9.61 4.20 | -0.49 7.57 658 60 6.3 0.004 65.3 17.5
CONTROL 2 10 15 6 9.49 4.30 -0.65 7.72 700 71 5.9 0.015 194 18.0
CONTROL 3 9 15 6 9.27 4.17 -0.60 7.84 630 65 5.8 0.018 6.25 17.0
FAN 1 14 15 6 10.0 4.17 -0.47 7.44 630 60 6.6 0.030 117 20.5
FAN 2 14 15 6 9.27 4.35 -0.67 7.87 644 93 5.6 0.050 97.2 19.0
FAN 3 8 15 6 9.60 4.10 -0.55 7.77 602 62 6.4 0.015 116 16.0
OXYGEN 1 11 15 8 10.8 4.34 -0.80 8.00 700 66 5.9 0.019 291 18.0
OXYGEN 2 15 15 8 9.70 3.91 -0.22 7.49 588 52 5.7 0.012 61.1 20.0
OXYGEN 3 11 15 8 9.65 4.06 -0.54 7.70 616 48 5.7 0.010 76.1 16.5
PITCHING RATE 1 12 15 6 9.77 4.21 -0.39 7.70 700 78 6.1 0.080 95.5 19.5
PITCHING RATE 2 13 15 6 8.90 4.20 -0.40 7.82 770 86 6.1 0.020 0.105 18.0
PITCHING RATE 3 12 15 6 9.50 4.20 -0.59 7.60 630 77 5.7 0.012 294 16.5
SUGAR PROFILE 1 14 15 6 9.70 4.05 -0.52 7.75 854 86 6.0 0.013 0.672 17.0
SUGAR PROFILE 2 12 15 6 9.65 4.33 -0.58 7.43 700 96 6.3 0.019 217 17.0
SUGAR PROFILE 3 10 15 6 9.48 4.03 -0.45 7.68 630 58 5.6 0.016 129 16.0
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CAN

Foam Active 2 2 phenyl
Nitrogeno (Nibe | Acetald Ethyl 1- amyl Isoamil | Isoamil phenyl ethyl
Run name Canned Color Soluble FAN % m ehyde acetate | propanol | Isobutan | alcohol | Alcohol | Acetato | ethanol acetate
and # date °P (°SRM) (ppm) (ppm) | Alcohol | pH | seg) (ppm) (ppm) (ppm) ol (ppm) | (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
CONTROL 1 | 12-Jun-09 | -0.32 3.1 343 34 4.10 4.33 182 2.9 17.8 7.2 7.8 13.3 39.8 1.6 15.5 0.37
CONTROL 2 | 20-Jul-09 | -0.40 3.0 343 34 4.18 4.33 150 1.6 18.9 6.3 8.3 12.7 36.4 1.6 15.2 0.32
CONTROL 3 12-Ago-09 | -0.40 2.9 343 35 4.19 4.35 164 2.0 18.7 6.4 8.3 15.2 39.7 1.7 16.3 0.38
FAN 1 17-Jun-09 | -0.37 3.2 329 33 4.13 4.26 195 24 18.3 6.9 7.8 13.1 374 1.7 15.8 0.39
FAN 2 4-Ago-09 | -0.43 3.3 385 49 4.1 4.54 168 3.6 18.9 5.5 7.5 13.0 32.8 1.6 18.6 0.38
FAN 3 20-Ago-09 | -0.39 3.2 343 38 4.16 4.24 180 2.7 19.1 7.0 7.8 13.7 38.0 1.8 18.9 0.40
OXYGEN 1 24-Jun-09 | -0.47 2.8 343 49 417 4.38 178 1.7 19.4 7.8 6.7 11.9 30.1 1.6 17.2 0.37
OXYGEN 2 10-Ago-09 | -0.44 2.8 357 45 4.15 4.41 184 3.7 17.3 7.0 8.1 14.8 43.0 1.7 18.1 0.40
OXYGEN 3 18-Ago-09 | -0.41 3.0 343 27 4.20 4.13 181 3.2 17.9 7.4 7.6 14.7 42.5 1.8 17.5 0.43
PITCHING
RATE 1 23-Jun-09 -3.0 3.0 364 44.7 4.11 4.32 218 1.9 20.3 6.3 4.9 9.2 24.6 1.3 12.0 0.32
PITCHING
RATE 2 8-Jul-09 -0.29 3.0 357 52 4.09 4.24 166 3.3 16.6 5.3 5.2 9.5 24.7 1.2 12.1 0.31
PITCHING
RATE 3 5-Ago-09 -0.41 3.0 357 42 4.22 4.31 191 3.5 17.1 5.4 6.3 11.4 28.4 1.4 12.6 0.36
SUGAR
PROFILE 1 13-Jul-09 | -0.36 2.8 357 47 4.09 4.22 218 1.2 18.8 5.5 5.6 10.3 28.0 1.7 10.9 0.33
SUGAR
PROFILE 2 17-Jul-09 -0.35 2.8 357 48 4.24 4.45 189 5.2 19.8 5.0 6.2 10.1 29.0 1.8 10.8 0.29
SUGAR
PROFILE 3 7-Ago-09 | -0.34 2.8 357 34 4.21 4.10 218 1.8 22.1 6.8 8.5 15.1 38.7 2.5 17.9 0.60
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