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RESUMEN

En los altimos ocho afios, en México, la importacion de cerveza artesanal crecio un 80% lo
qgue muestra el interés del consumidor local por cervezas de especialidad, como podrian ser
las artesanales mexicanas. En nuestro pais no se desarrollan levaduras especializadas que
puedan utilizar los productores artesanales de cerveza de la region para elaborar esta bebida;
lo anterior requiere la busqueda de alternativas que permitan disminuir la importacion de
insumos para satisfacer el nicho de mercado mexicano de cervezas artesanales. Estas bebidas
pueden desarrollarse a través del uso de levaduras mejoradas, por lo que el objetivo de este
trabajo fue aislar levaduras de Saccharomyces cerevisiae que generen mayores
concentraciones de etanol o CO.. En este trabajo se aislaron tres cepas de levaduras a partir
de tres cervezas artesanales mexicanas, estas cepas fueron mutagenizadas por radiacion UV
y las células modificadas fueron evaluadas en su produccion de CO; y biomasa; otras cepas
se seleccionaron para la sobreproduccién de isoamil alcohol e isoamil acetato utilizando
5,5,5-trifluoro-DL-Leucina (TFL); las cepas modificadas se utilizaron para hacer
microfermentaciones y producir cerveza. Las cervezas producidas por las cepas
seleccionadas fueron sometidas a evaluacion sensorial por un panel de consumidores
habituales de esta bebida enfocandose en atributos de sabor y aroma para analizar estos datos
mediante las técnicas de Analisis de Componentes Principales y Mapeo de Preferencias. En
conclusién, los sistemas de seleccion funcionaron ya que se obtuvieron dos mutantes con
caracteristicas mejoradas de produccion de CO2 y biomasa respecto a las cepas control.

PALABRAS CLAVE: Saccharomyces cerevisiae, cerveza, Ale, cepa de levadura,
mutagénesis, evaluacion sensorial, Andlisis de Componentes Principales, Mapeo de
Preferencias.



SUMMARY

In the past eight years, imports of beer grew 80% which means that Mexican consumers are
interested in specialty beers that could be Mexican craft beers. In Mexico, special brewing
yeast are not produced and for instance, there is need for searching alternatives to reduce the
import of ingredients and to satisfy the flavored beers Mexican market niche; these drinks
can be obtained by biotechnological processes using yeast as a model. The aim of this work
was to obtain Saccharomyces cerevisiae yeasts which can generate higher concentrations of
ethanol or carbon dioxide so that these yeast mutants are used to produce an ale beer. Three
yeast strains were isolated from three Mexican craft beers. Yeast were grown in YPD medium
and mutagenesis was induced by UV radiation. The mutant yeast was evaluated in its carbon
dioxide and biomass production. Other yeast were selected using 5,5,5-Trifluoro-DL-
Leucine (TFL) so that these overproduced isoamyl alcohol and isoamyl acetate. The strains
were inoculated in microfermentations and large scale fermentations. Sensory evaluation was
carried out by a panel of regular beer consumers in order to evaluate flavor and aroma
attributes. Sensory data were studied using Principal Component Analysis and Preference
Mapping technique.

KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae, beer, Ale, yeast strain, mutagenesis, sensory
evaluation, Principal Component Analysis, Preference Mapping



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Romero por ser mi mentor de este proyecto. Gracias por toda su asesoria y apoyo
incondicional durante este tiempo, su confianza puesta en mi, gran sentido del humor y por

su paciencia.

A Frida, Alfredo y Kelvin por sus ensefianzas de vida, consejos y apoyo desde que tengo

memoria para alcanzar todas y cada una de mis metas.

A mis amistades de la vida que estan al pendiente de mi, mis avances en el proyecto, sus
atenciones brindadas, risas, afecto y entusiasmo en tiempos de adversidad y de ser

perseverante.

A CONACYT y CONCYTEQ por las becas otorgadas tanto para este programa de Maestria

asi como para la participacion en el Congreso de Biotecnologia al que asisti.

A mi Comité por sus valiosas aportaciones a la realizacion de esta tesis y apoyo incondicional

para lo que sea que yo necesitara.

A mis profesores por brindar su conocimiento, experiencias y tips para el desarrollo

profesional que viene, por exigir siempre mas a pesar de los regafios, jajaja.

A la UAQ y la UAEMex por el préstamo de sus instalaciones para el desarrollo de este
trabajo. Al personal administrativo e intendencia por su amabilidad y ayuda con quienes

diariamente convivi y compartian sonrisas.

Al panel entrenado de BJCP quienes mostraron siempre su interés en contribuir a esta tesis.

A Humberto Cadena por su apoyo para la elaboracion de la cerveza en lotes grandes.

A mis compafieros de maestria, de quienes aprendi desde que los conoci y que hicieron ameno

este viaje.



TABLA DE CONTENIDO

RESUIMEN ...t e et e e e et e e e et ee e e et e e et e e e et e e e et e e s et e enaneeesannenenn 3
SUMM A RYY ettt e et e e et e e e e e e e et e e e et e e e et e e an e e e aa i teeaareeaaanes 4
AGRADECITMIENTOS .ottt ettt ettt ettt e s st ee e s st eeesaet et e essataeeesaabseeessabseeessasbeeessarreeessans 5
TABLA DE CONTENIDO .....ciii ittt ettt e et e e s at et e e s st e s s sttt e e enb et e e s st et e s sataeeesnarees 6
TNDICE DE TABLAS ..ottt ettt et e e et et e e e e et et eeee et eteteseseeeesese et esaeeseeseseseneesateteneeseteseeseeneeenens 9
INDICE DE FIGURAS ..o oottt eeeee et e e e e et et ee e e et eesteteee et eeseeseesetesass et aseeseasasetessseeseneseeeeeenens 12
1. INTRODUGCCION ..ottt et et e eee et et e eee e ee e e see et eeaeeee et eeeseseesatesesseseeeeeeeeeaereseneans 16
2. ANTECEDENTES .. ..ottt ettt e et e e e et e e e e et e e e et e e e et e e e sta e e e s et e enanees 18
2.1 PROCESO DE ELABORACION DE LA CERVEZA ... ..uveteiioeeeseeeetesseieeesseesessainesesssinenessnnees 19

22 0 R 1Y, =1 1 (=Y Uo (o PR 20

2 A Y, =Tt - Tod (o] o OO 22
2.1.3  FIltraCion el MOS0 .....c.oeeeeeeeeee ettt e et e e et e e e et e e e et e e e e e e e eennes 23
2.1.4  EDUITICION EI MOSTO....c ettt et e e et e e e et e e e et e e e e e e e eannes 23
2.1.5 Enfriamiento y clarificacion del MOS0 ...........ccooeiiiiniiiies e 24
2.1.6  FIMENTACION ...ttt ettt e e et e e e et e e e et e e e et e e e et e e e e e eeeeaeenes 24
2.10.7  IMAAUIACION ...ttt e e e e et e e e et e e e et e e e e eeeeeananes 24
2.1.8  Acondicionamiento A€ 18 CEIVEZA..........ueeeiiee ettt e e 25
2.1.9  CaADONAEACTON ...ttt et 25
2.1.10 FIraCion B 18 CEIVEZA .....eeeeeeeeeee ettt e et e e e et e e e e e e e e eeans 26
2.1.11 PASTEUIIZACION ...ttt e et e e e et e e et e e e et e e ee e e e aeeeeeeaannes 27

2.2 INGREDIENTES. ..t tutetee ettt e ettt e e et e e e st eeeseseeee s st eee e et eeeeaaneeeesseneeeessateeeesnanneeeenannenesnans 27
N R Y o U SR STRRI 28
2.2.2  Fuente de carbohidratos (cebada malteada)............cceeovervieeieiieeieneiee e 28
2.2.3  LUpulo (HUMUIUS TUPUIUS) ..o 29
A S -V 7= To [ - TR 30

2.3 ESTILOS DE CERVEZA ..o e et ettt e e e e e e e et e e e et e e e et e e e e e e e e et e e aaeeeennnees 41
NG T R A [T 41
2.3.2  LB0BIS ettt h e b e bt bt e R et e bt bt bt e bt e nbneeheeereene e 41



2.4 MODIFICACIONES GENETICAS .....ccuttiiteeetieesteeesteeestteesnteeessteestessssasesnsesessseessssssnsesesssenans 42

241 MULAGENESIS ...ttt bttt ettt bbbttt e 42
2.4.2  Revision de mejoras obtenidas por MULAgENESIS .........cceerveeriririeinieiese s 43
2.4.3  Produccion de iS0amil @CEIALO ........ccevverieieeeieise e 44

3. JUSTIFICACION. ......coieieeeeeee e eetete ettt n sttt nen s an s snans 45
A, HIPOTESIS ..ottt sttt n st n s s an s snans 46
5. OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt ettt 47
5.1 OBUJETIVO GENERAL ....cotiitiiiiiittsiee ittt sttt bttt sbe et sttt sbe st e et sbeese et sae e b e nbeaneeneas 47
5.2 OBUJETIVOS ESPECIFICOS ....cueitiiiie ittt sttt sttt sttt sttt st et e 47

B.  METODOLOGIA. ......oooieeeeeeeeeee ettt 48
00 I R O =T o - T RSP ROTSPPIN 48
6.1.2 Medios de cultivo de SaccharomycCes CEreVISIAL. .......c.cvviverieiieeiicse e 48
6.1.3 Aislamiento de levaduras presentes en cervezas artesanales...........ccoocevvvviveieciennens 48
6.1.4 Identificacion microscopica y conteo de las levaduras crecidas en el medio.............. 49
6.1.5 Cultivo de 1as Cepas €N YPD ........cccovoiiiiiiiiie et sttt st nne s 49
6.1.6  Ciclo de mutaciones con radiaCion UV ...........ccouiriiniinniniireee e 49
6.1.7 Evaluacion en la produccién de CO; y biomasa de las primeras cepas mutantes....... 49
6.1.8  Seleccion de las levaduras sobreproductoras de compuestos aromaticos.................... 50
6.1.9  MICrOferMENTACIONES . ......eeieiviiie ettt sreereenne s 50
6.1.10 e L] T 11T 0T o [o ST 52
6.1.11 E1aboracion de 1a CEIVEZA..........cccevveieicieict et 52
6.1.12 Analisis de 1a fermentaCion...........cccoieiiiiiiiie e 53
6.1.13 Envasado y acondiCionamiento............couuiririrenineneeee st 53
6.1.14 Producto terMINAAO ........ccviieie i 54
6.1.15 Evaluacion sensorial de CEIVEZA............couiiiieieneieseee e 54

6.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS OBTENIDOS DE LA FERMENTACION A GRAN

ESCALALS

6.3 DIAGRAMA DE FLUJO ...tteeitie e stieeesteeestte st e e sseesste e s ntaeesnteeasneeessaeeanteeesnteesnseeansneesnsenensnnns 56
7. RESULTADOS Y DISCUSION .....cocooiiiieieieieiee et 57

7.1 AISLAMIENTO DE LEVADURAS PRESENTES EN CERVEZAS ARTESANALES .......ccovvvevnnenns 57



7.2 DESCRIPCION MICROSCOPICA DE LAS LEVADURAS CRECIDAS EN EL MEDIO.................... 58

7.2.1  Levaduras 08 CEIVEZA X......ooouiiueieeieeiesieeeesiesieeee e aee e stees e steaseestesneesaesseaneessesseensens 58
7.2.2  Levaduras 08 CEIVEZA Y ......oiiiieieiieee st eee sttt eee et teste s et sneesesteaneesreeseeneens 59
7.2.3  Levaduras 08 CEIVEZA Z.......cccuiueieieee st eiesie e te st eee et este e stesreesaesteaneesneeneeneens 60

7.3 CICLO DE MUTACIONES CON RADIACION UV ....c.ocviiiiiiiiiiccice e 61
7.3.1  CUIVa 08 SUPEIVIVENCIA ....vvviteiiistesiesteee ettt 64

7.4 EVALUACION EN LA PRODUCCION DE CO; Y BIOMASA DE LAS CEPAS MUTANTES.......... 68
7.4.1 Cepas de cerveza X: Primera fase de MUtagénesiS.........ccoveveviveieiiiieene s e e eieniens 68
7.4.2 Cepas de cerveza Y: Primera fase de mMutagénesiS.........ccoovevevieeiieieiiieseseeseseeiennens 70
7.4.3 Cepas de cerveza Z: Primera fase de MULAgENESIS ........ccocvevvevieiicie i 73
7.4.4 Cepas de cerveza Y: Segunda fase de MULAgENESIS.........ccovevvevieeiiciie s 75
7.4.5 Cepade cerveza Z: Segunda fase de MULAGENESIS........cccecvevieiieiieie s se e 80

7.5 SELECCION DE CEPAS RESISTENTES A TFL ...viviiciiiiceee e 83
7.5.1 Cepade cerveza Y: 21(130) ..ccceiieieeieieeieie ettt e st sre e st reeraere s 83
7.5.2 Cepade cerveza Z: 30(130).....cccciiiieiieiieieie st e e e e sre et re e reeraenne s 86

7.6 MICROFERMENTACIONES.......c.vitiuieteiesitesessessstesessesassessssessesessesessesessessssessssessssessssessasessas 88
7.6.1  Evaluacion sensorial con panel entrenado.........c.ceoeeeeeneinsinieseese e 90

7.7 MACROFERMENTACIONES ......voviuievisietetesesiesestesessesassessssessesessesessesessesassessssessssessssessasesnas 91
7.7.1  Andlisis de pH durante la fermentacion ... 93
7.7.2  Analisis de azUcares reductores durante la fermentacion............ccccoovevievcreicreennne. 93
7.7.3  Contenido de nitrégeno libre durante la fermentacion ..............ccoceoieineiieiscinenns 95

7.8 MEDICION DE COLOR Y ESPUMA EN EL PRODUCTO TERMINADO ......cccovrveirerierieeereereanenns 97
7.9 EVALUACION SENSORIAL CON CONSUMIDORES .....cvviviiviieieiesiareassesessessessessessesesseseens 103
7.9.1  PCA cOrreSpondiente @ MUJEIES ........ocveieieiririirienie et sre e nieas 103
7.9.2 PCA correspondiente @ hOmDBIES ........ccccvoviiiiic i 105
7.9.3  Analisis de resultados A8 PCA ..ot eneas 107

8. CONCLUSIONES ..ottt sttt sttt sa st e s et e e se e neneenennens 109
9. REFERENCIAS ...ttt ettt sttt sttt ne et nne s 110
10. APENDICE .....coooiiieeeeeteeesee e es st n sttt a st nnen s 119



INDICE DE TABLAS

Tabla 2-1 Composicion quimica de los conos de lupulo (Almaguer et al., 2014)............. 30

Tabla 2-2 Mutéagenos frecuentemente utilizados en mutagénesis de levaduras (Steensels et

AL, 2004) oo e e e e e e r e e e e e e e e a b rrrraaaeaaaaanns 42
Tabla 2-3 Estudios que reportan mejoras obtenidas por mutagénesis en levaduras........... 43
Tabla 7-1 Cinco cervezas propuestas para el aislamiento de Cepas...........cccvvvveveveeeeennnn. 57
Tabla 7-2 Aislamiento de cepas desde tres cervezas qUeretanas...........ceevvvveeveveeeeeeeeeenn. 57
Tabla 7-3 Aislamiento de cepas desde tres cervezas qUeretanas...........ceevvvveeveveeeeeeeeeenn. 58
Tabla 7-4 Treinta mutantes obtenidas con IUZ UV ... 62

Tabla 7-5 Valores de p para las mutantes de X comparadas con el control para la variable de

] 00 (G110 10 4 oY 1 Lo2 PPN 68

Tabla 7-6 Valores de p para las mutantes de X comparadas con el control para la variable de

respuesta “CO2 ProduCidO™ .........iiiiiiiii i e e e e nee 70

Tabla 7-7 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable de

1eSPUESta “ADSOTDANCIA” ...uvviiiiii it 71

Tabla 7-8 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable de

respuesta “CO2 produCidO’™ ........cooiiiiiiiiiiiiii e 72

Tabla 7-9 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable de

TESPUESTA “ADSOTDANCIA™ ... i iieiii et e et e e e e e e e e e eee 73

Tabla 7-10 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “CO2 ProduCidO™ .........cooiiiiiiiiiiiiie e 74



Tabla 7-11 Valores de p para la mutante de Y comparada con el control para la variable de

TESPUESLA “ADSOTDANCIA™ ... iiitiii it 77

Tabla 7-12 Valores de p para la mutante de Y comparada con el control para la variable de

respuesta “CO2 ProdUuCIAO™ ........ociiiiiiiiiiii e 78

Tabla 7-13 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “abSOTDANCIA” ......uiiiuuiiiiii et 79

Tabla 7-14 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “CO2 ProduCIdO™ ........oeeeiiiiieiiiiiee e 80

Tabla 7-15 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “abSOrDANCIA”. ... ..uuuiii et 82

Tabla 7-16 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “CO2 ProdUCIAO” ......uuiiiiiii et e e e e e e 82

Tabla 7-17 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “absorbanCIa”...........iiiiiiiiii e 84

Tabla 7-18 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “CO2 producido™ .........cooiiiiiiiiiiiiiie e 85

Tabla 7-19 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “absorbancia”..........ooiiiiiiiiiiiii s 87

Tabla 7-20 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “CO2 ProduCIdO™ ........coierriiieiieie e 87
Tabla 7-21 Caracteristicas de las cepas mutantes analizadas ...............cceeeveeeeeeeeeeiinnnnnnn. 88

Tabla 7-22 Caracteristicas de las cepas que se seleccionaron para las microfermentaciones

10



Tabla 7-23 Caracteristicas de las cepas seleccionadas tras la evaluacion sensorial........... 91

Tabla 7-24 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “abSOrDaANCIA”.......uuuiii i 98

Tabla 7-25 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “abSOrDaANCIA”.......uuuiii i 99

Tabla 7-26 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

L4 S (o] o1 (o] ¥ BT 0110 T AP 101

Tabla 7-27 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de TESPUESTA “ESPUINIA™ ....ieeeietiiie e e e e ettt e e e e et e e e e e e e e e r e n e e e e e e e eennnnaaas 102

11



INDICE DE FIGURAS

Figura 2-1 Ventas globales de bebidas desde 2011 a 2016 (Statista, 2016) ..................... 18

Figura 2-2 Paises que mas consumen cerveza per capita al afio (L/afo) (Payne, 2014)..... 19

Figura 2-3 Etapas del proceso de elaboracion de la cerveza (Harrison, 2009).................. 20
Figura 2-4 Metabolismo de la levadura y produccién de sabor (Parker, 2012)................. 32
Figura 6-1 Diagrama de flujo del proyecto...........cccooieeeeiiiiiiiiice e 56

Figura 7-1 Levaduras aisladas de cerveza X, observadas con microscopio 6ptico con aumento

Figura 7-4 Estacion de mutaciones con exposicion de luz UV de 254 nm..............ccc...... 62

Figura 7-5 Levaduras de cerveza X expuestas a luz UV: (A) sin exposicion, (B) 30", (C) 1°,
(D) 130", (E) 2, (F) 2°20°", (G) 2°40°*, (H) 3> € (1) 3°20”". wo.veveeereeeeeeeeeee e, 64

Figura 7-6 Curva de supervivencia de las cepas X expuestas al ciclo de mutaciones....... 65

Figura 7-7 Levaduras de cerveza Y expuestas a luz UV: (A) sin exposicion, (B) 30”°, (C) 17,
(D) 1’30, (E) 2°, (F) 2°20°°, (G) 2’40, (H) 3 € (I) 37207, erieieiii e 66

Figura 7-8 Curva de supervivencia de las cepas Y expuestas al ciclo de mutaciones........ 66

Figura 7-9 Levaduras de cerveza Z expuestas a luz UV: (A) sin exposicion, (B) 30, (C) 1,
(D) 1’30, (E) 2°, (F) 2°20”°, (G) 2’40, (H) 3° e (I) 37207, eriieiiiii e, 67

Figura 7-10 Curva de supervivencia de las cepas Z expuestas al ciclo de mutaciones ...... 67

12



Figura 7-11 Comparacion de medias de “absorbancia” de las 14 cepas mutantes versus la

(01T 0 W T 0] S 68

Figura 7-12 Comparacion de medias de “CO2 producido” de las 14 cepas mutantes versus la

(01T 0 W oo 011 0] PR 69

Figura 7-13 Comparacion de medias de “absorbancia” de las 8 cepas mutantes versus la cepa

[o30) 111 (0] I 2RO 71

Figura 7-14 Comparacion de medias de “CO2 producido” de las 8 cepas mutantes versus la

(01T 0 oo 011 0] PSR 72

Figura 7-15 Comparacion de medias de “absorbancia” de las 8 cepas mutantes versus la cepa

(030 ] 011 (0] 10NN 73

Figura 7-16 Comparacion de medias de “COz producido” de las 8 cepas mutantes versus la

(015 0 W o001 (0 74P 74

Figura 7-17 Mutantes de las cepas #16 (arriba) y #21 (abajo) seleccionadas en la fase 1 que

fueron sometidas a una segunda mutacion a tiempos de exposicion de 1’ (izquierda) y 1’30’

(BIECNA). ... 76

Figura 7-18 Comparacion de medias de “absorbancia” de la cepa ntimero #16(1) versus la

CEPA CONTION Y et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e anaa s 77

Figura 7-19 Comparacion de medias de “CO> producido” de la cepa #16(1) versus la cepa
CONEIOL Y e 78

Figura 7-20 Comparacion de medias de “absorbancia” de las cepas mutantes de #21 versus

12 CEPA CONEION Y . 79

Figura 7-21 Comparacion de medias de “CO2 producido” de la cepas mutantes de #21 versus

12 CEPA CONLION Y .. e e e e e et e e e e b e e eeees 80

13



Figura 7-22 Mutantes de la cepa #30 seleccionada en la fase 1 que fueron sometidas a una

segunda mutacion a tiempos de exposicion de 1°(izquierda) y 1°30°° (derecha). ............. 81

Figura 7-23 Comparacion de medias de “absorbancia” de la cepa mutante de #30 versus la

CEPA CONEION Z...ciiiiiiieeie e 82

Figura 7-24 Comparacion de medias de “CO2 producido” de la cepa mutante de #30 versus

12 CEPA CONLION Z ...t e e e e e e e e e e e e e e e e eeenanes 82

Figura 7-25 Prueba de mutagénesis realizada con mutante de cepa Y a diferentes

concentraciones del analogo de leucina: 0.86, 0.43 y 0.21 mM (de izquierda a derecha) .. 83

Figura 7-26 Comparacion de medias de “absorbancia” de las cepas mutantes de #21 versus

18 CEPA CONEIOI Y . 84

Figura 7-27 Comparacion de medias de “CO2 producido” de las cepas mutantes de #21 versus

12 CEPA CONTION Y L. e e e e e e e e e e e et e e e e e e eeeeanes 85

Figura 7-28 Comparacion de medias de “absorbancia” de las cepas mutantes de #30 versus

18 CEPA CONEION Z ... 87

Figura 7-29 Comparacion de medias de “CO2 producido” de las cepas mutantes de #30 versus

J2 CEPA CONLION Z ... e e e e e e e e e e e e eenanes 87
Figura 7-30 Fermentaciones en tubos Falcon dentro de la incubadora............................ 90
Figura 7-31 Fermentaciones en recipientes de plastico de 5 L dentro de la incubadora..... 92

Figura 7-32 Valores de pH reportados para las 4 cepas durante la fermentacion de cerveza

14



Figura 7-35 Comparacion de medias de “absorbancia” de la cepa mutante de 21(21) versus

12 CEPA CONTION Y L.t e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeennnes 98

Figura 7-36 Comparacion de medias de “absorbancia” de la cepa mutante de 30(130) versus

18 CEPA CONEION Z ... 99

Figura 7-37 Comparacion de medias de “espuma” producida por la cepa mutante de 21(21)

comparada con la cepa CONLIOL Y .....cooiiiiiiiiiii e 101

Figura 7-38 Comparacion de medias de “espuma” producida por cepa mutante de 30(130)

comparada con 1a cepa CoNtrol Z .........ooovviiiiiiiiiiiiiiieee e 102
Figura 7-39 Grafica circular del atributo “Aceptabilidad General” ..............cccccuvuennnns 103
Figura 7-40 Grafico de cargas factoriales con 3 Componentes Principales.................... 104
Figura 7-41 Grafica circular del atributo “Aceptabilidad General” ..........ccccccoeviiunnnnene. 105
Figura 7-42 Grafico de cargas factoriales con 3 Componentes Principales.................... 106

Figura 10-1 Formato de consentimiento informado solicitado por el Comité de Bioética 120
Figura 10-2 Formato para prueba sensorial con escala JAR ...........ccoovvviiiiiiiiiieeeninnnnnn, 121

Figura 10-3 Laboratorio de Evaluacién Sensorial en el Parque Tecnoldgico de la UAQ. 122

15



1. INTRODUCCION

En los dltimos ocho afios en México, el consumo de cervezas de especialidad ha
crecido en un 80% Y se estima que este continle a la alza. Si bien el consumidor mexicano
consume cervezas importadas, estas bebidas alcohdlicas podrian ser reemplazadas por
cervezas artesanales nacionales. Asimismo, a nivel mundial, la produccién y uso de lGpulos
aromaticos han crecido pues los consumidores jovenes buscan ingerir cervezas con sabores
intensos y afrutados mas que cervezas amargas.

Ademas, los microproductores de cerveza locales hoy en dia enfrentan el reto del
acceso a los insumos (malta, levaduras o lpulos), ya que éstos son importados de Europa.
Por esta razon se requiere el desarrollo de materias primas en la regién para poder abaratar
costos. De los tres ingredientes de la cerveza antes mencionados, la levadura es el personaje
principal en la elaboracion de esta bebida ya que durante la fermentacidn ésta sintetiza
compuestos de aroma y de sabor (ésteres, alcoholes superiores, cetonas, &cidos organicos,
compuestos de azufre y aldehidos) los cuales determinaran la calidad final de la cerveza.

A través de la técnica de mutagénesis al azar es posible obtener cepas que le
otorguen caracteristicas especificas la cerveza y que son deseables tanto como para el
productor como los consumidores (mayor produccién de etanol, incremento de aromas y
sabores especificos, menor produccion de diacetilo, comportamiento especifico de
floculacion, etc.).

El objetivo de esta investigacion fue obtener una cerveza tipo Ale con sabores
afrutados a bajo costo utilizando una levadura Saccharomyces cerevisiae modificada por
mutagénesis. Lo anterior permite disminuir la importacién de insumos como es el caso de la

levadura.

En 2015, Trujillo aislo levaduras mutagenizadas de cervezas artesanales y obtuvo
una cepa vigorosa y eficiente en la produccion de biomasa y COz, con cualidades positivas
de sabor amargo y sabor alcoholico que fueron mostradas por medio de una evaluacion
sensorial. También, en el mosto fermentado, se mostré la presencia de ésteres por medio de

un andlisis cualitativo a través de cromatografia en capa fina.
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En esta investigacion se utilizd como base la metodologia descrita por Trujillo
(2015) y se realizaron ajustes tomando en cuenta las recomendaciones planteadas por ellos.
Se aislaron tres cepas de levaduras a partir de tres cervezas artesanales mexicanas, entre ellas
las cepas de la cerveza Misterium que tuvo resultados satisfactorios en la investigacion
pasada (Trujillo, 2015). Las cepas aisladas se hicieron crecer en medio YPD y fueron
mutagenizadas por radiacion UV. Las levaduras mutantes se inocularon sobre placas de YPD
en agar y se hizo una primera seleccion de las cepas mas vigorosas por su crecimiento
colonial, posteriormente estas cepas se evaluaron por su produccién de COz y por ultimo se
incubaron en presencia de 5,5,5-trifluor-DL-leucina (TFL) para seleccionar a las mejores
productoras de isoamil acetato como molécula indicadora de produccién de compuestos
volatiles. Estas cepas se usaron en la elaboracién cerveza por microfermentacion. Con el fin
de evaluar la influencia de la cepa de levadura en la produccién de sabores, se analizé la
fermentacion. Las cervezas fueron sometidas a evaluacion sensorial por un panel de
consumidores habituales de esta bebida con un enfoque en los atributos de sabor y aroma
para analizar estos datos mediante las técnicas de Analisis de Componentes Principales y

Mapeo de Preferencias.
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2. ANTECEDENTES
La cerveza es una de las bebidas alcoholicas no destiladas méas populares del
mundo, ademas de ser uno de los productos biotecnoldgicos mas antiguos en historia de la
humanidad (Izydorczyk y Edney, 2003; Zarnkow, 2014). La cerveza ocupa el quinto lugar
(compartido con los jugos) como la bebida més consumida a nivel mundial (Statista, 2016)
(ver Figura 2-1):
Agua embotellada e

Agua de garrafén 1=%

Té 15%
Leche y bebidas lacteas 12%
Jugos 8%
Cerveza 8%
Té helado B3

Bebidas carbonatadas o

Café .

Otros
8%

0% 2.5% 5% 7.5% 10% 12.5% 15% 17.5% 20%
Figura 2-1 Ventas globales de bebidas desde 2011 a 2016 (Statista, 2016)

Con respecto al consumo de cerveza global per capita por afio, la Republica Checa
se encuentra en primer lugar a nivel mundial; sus habitantes consumen 143 litros por afio
(Payne, 2014). Después de la Republica Checa, los habitantes que mas consumen cerveza
son los alemanes, austriacos, estonios y polacos (ver Figura 2-2). México es el lugar 31 en la
lista de los paises de mayor consumo per capita de cerveza con 60 litros por afio (Secretaria
de Economia, 2015).
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Figura 2-2 Paises que mas consumen cerveza per cépita al afio (L/afio) (Payne, 2014)

En México, las ventas totales de cerveza cada afio alcanzan los veinte mil millones
de dolares; el valor de las ventas ha aumentado alrededor del 5% anual debido principalmente
al aumento de las exportaciones. México se ha convertido en el sequndo mayor exportador
de cerveza del mundo, después de Holanda, y es el sexto mayor productor y consumidor de
cerveza a nivel mundial. En México se elaboran mas de 8.6 mil millones de litros de cerveza
al afio (Burton, 2015).

2.1 Proceso de elaboracion de la cerveza
A continuacion se muestra el diagrama general de las etapas para la produccién de

cerveza (Figura 2-3):

19



Agua

Cebada

7

Remojo (10 - 20°C, 48 h)

i 7 = Malteado

Germinado (15 - 20 °C, 24 - 48 h)

A4

Adjuntos

Secado de la malta (50 - 110 °C, 24 - 48 h)

N

) RS

Maceracién (40-50 °C por 30 min, luego 65-70°C por 30 min)

N

Lapulo

Separacién del mosto

N

Ebullicidn del mosto (100 °C, 0.5-2.0 h)

A4

Levadura

Enfriamiento del mosto

A4

Fermentacion

A4

Maduracion

A4

Enfriamiento (-2 a 0 °C, 3 a 4 dias)

N
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Figura 2-3 Etapas del proceso de elaboracion de la cerveza (Harrison, 2009)

2.1.1 Malteado
Durante esta etapa, se prepara la cebada para la elaboracion de cerveza por medio

de una germinacion controlada de la cebada en aire himedo (MacLeod, 2004). En el malteado
se pretende activar enzimas que van a hidrolizar proteinas y almidon durante la etapa de

germinacion y maceracion. Estas enzimas permiten modificar la estructura del grano de
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cebada debido a que se degrada la pared celular y se solubiliza la proteina con minimo
rompimiento del almidén (MacLeod, 2004; Stewart, 2013).

La etapa del malteado consiste en tres fases:

1. Remojo. En esta fase los granos de cebada se mojan y embeben el agua. EI embrion y el
endospermo se hidratan. Para iniciar la germinacion, la cebada requiere humedad de 40%,
lo cual se logra en uno o dos dias segun la temperatura del agua que generalmente se usa
entre 40 a 45 °C. Para lo anterior, es indispensable airear para que el grano no se ahogue.
El grano flotante se elimina y el remojo se detiene cuando las raices empiezan a aparecer
en el grano (Kent y Evers, 1994).

2. Germinacién. En esta fase las enzimas endoglucanasas, pentosanasas, endoproteasas y
amilasas se liberan de la capa de aleurona y lentamente degradan la estructura celular del
endospermo, liberando los granos de almidon. La germinacion debe ser répida, vigorosa
y uniforme. La humedad ambiental debe ser de 92% y es necesario mover el grano del
fondo a la superficie de los contenedores, periédicamente para oxigenarlo; generalmente
se usan volteadores en esta actividad. Si es necesario, se riega también. En esta etapa la
humedad sube a 45% en cuatro dias. Del lado extremo opuesto al de las raicillas sale la
plimula en la germinacion; cuando esta ha alcanzado el largo del grano se ha obtenido la
“malta verde” y es el momento de detener la germinacion (Kent y Evers, 1994).

3. Secado. Para detener el crecimiento de la plantula y conservar la actividad enzimatica, la
germinacién se interrumpe mediante el secado. Con esta fase se reduce la humedad del
grano de 45 % hasta 4 0 5 % en unas 24 horas, mediante un proceso de dos pasos para
evitar la inactivacion de enzimas. El primer paso se lleva a cabo a temperaturas de 55 a
60 °C, hasta llegar a 12% de humedad; en el segundo paso, se utilizan temperaturas entre
65y 75 °C para alcanzar 4 0 5% de humedad (Kent y Evers, 1994).

Posterior al secado y tostado, se hace una limpieza del grano para eliminar raicillas,
plimulas y fragmentos. Finalmente, la malta se somete a una maduracion, que consiste en

almacenarla a temperatura ambiente durante cuatro a seis semanas, para asegurar que no
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continden las reacciones en el interior de grano, lo cual reduciria la calidad de la malta al
utilizarla (MacLeod, 2004).

2.1.2 Maceracion

La malta contiene carbohidratos, compuestos de celulosa insoluble, hemicelulosa
soluble, dextrinas, almidon y azucares. EI almidon que representa el 50 a 60% del peso de la
malta, esta compuesto de amilosas que se degradan durante la maceracion a maltosa y
maltotriosa, y amilopectinas que se descomponen en moléculas de glucosa (Verhagen, 2010).

La reaccién mas importante durante la maceracion es la conversion de almidén a
azucares fermentables de bajo peso molecular y dextrinas no fermentables de alto peso
molecular (Verhagen, 2010). En esta etapa las enzimas que hidrolizan los azticares son a-
amilasa y B-amilasa; como resultado se forma una mezcla de azUcares, péptidos y

amino&cidos (Harrison, 2009).

Durante el proceso de maceracion se mezcla malta con agua en una olla o marmita,
para incrementar la actividad de las a-amilasas, la temperatura de la mezcla se mantiene entre
40 y 50 °C por una a dos horas. Posteriormente, la temperatura de la mezcla se aumenta a
6570 °C para aumentar la actividad de las enzimas -amilasas. Después de unas horas, el
proceso se habra completado y la temperatura finalmente se incrementa hasta 75 °C para
inactivar las enzimas (Harrison, 2009).

En esta etapa pueden agregarse adjuntos obtenidos a partir de otros cereales como
fuente alternativa de almidon. Adjuntos comunes incluyen arroz no malteado, maiz, trigo,
sorgo Y jarabes de glucosa, por ejemplo. El uso de adjuntos resulta en un estilo de cerveza
diferente a las cervezas que incluyen malta en granos. Los adjuntos “diluyen” los sabores y
colores provenientes de la malta y por ende, las cervezas con adjuntos tienden a ser de color

palido y sabor ligero en comparacion con las cervezas elaboradas con malta (Parker, 2012).

En cuanto a la regulacion del uso de adjuntos en cerveza, por ejemplo, Alemania
esta regida por la Ley de Pureza Bavara; otros paises como Estados Unidos y Brasil exageran

a menudo el uso de adjuntos. En Estados Unidos cervecerias comerciales pueden utilizar
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hasta un 34% (p/p) de cereales no malteados del peso total del grano para moler (Pires y
Branyik, 2015).

2.1.3 Filtracién del mosto

Después de la maceracion, se filtra el mosto el cual debe contener de 12 a 14% (p/p)
de azucares; este se llama mosto dulce (Verhagen, 2010). Este mosto contiene compuestos
solubles como azucares fermentables y oligosacaridos no fermentativos (Harrison, 2009).
Cuando se elaboran cervezas artesanales se utilizan bolsas de tela en las cuales se colocan
ingredientes como la malta en grano; de esta manera es posible separar el remanente de la

malta de una sola vez.

2.1.4 Ebullicion del mosto

El mosto filtrado se hace ebullir de una a dos horas con el lupulo que se le adiciona
en esta etapa. La ebullicion se realiza con los siguientes fines (Harrison, 2009; Verhagen,
2010):

e Esterilizar el mosto y darle estabilidad microbiolégica

elLas proteinas y compuestos fendlicos de la malta forman complejos insolubles y
precipitan. Esto incrementa la estabilidad coloidal del producto final.

e Inactivar enzimas si es que hubieran sobrevivido al calentamiento en la maceracién

e Promueve la extraccion de aceites esenciales y resinas del lUpulo. Durante la ebullicion
del mosto se lograr la conversion (isomerizacion) de los a-acidos a o-iso-acidos
(principales compuestos que le dan el amargor a la cerveza) (Verhagen, 2010). Sin
embargo, al agregar el lupulo al inicio de la ebullicion, el aroma de los acidos esenciales
se volatiliza (Parker, 2012). Para dar el sabor y aroma caracteristico del lGpulo, se adiciona
al mosto diez minutos antes de que termine la ebullicion. Alternativamente, se agrega
lUpulo después de la fermentacion directamente para lograr el sabor tipico de cerveza
inglesa tipo Ale. Otra opcion para conservar el sabor y aroma del lupulo es agregar

extractos o aceite de lupulo a la cerveza ya madurada.
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e El mosto se torna de color mas oscuro por la formacion de melanoidinas como resultado
de las reacciones de los azlcares con aminoacidos, oxidacion de polifenoles y
caramelizacion de azUcares.

eRemover compuestos volatiles indeseables (compuestos azufrados, aldehidos,
hidrocarburos).

e Evaporar el agua y concentrar el mosto.

2.1.5 Enfriamiento y clarificacion del mosto
El mosto se filtra para retirar solidos, proteinas precipitadas, lGpulo, granos, etc.

Posteriormente se enfria y se transfiere a un tanque de fermentacion (Verhagen, 2010).

2.1.6 Fermentacion

Para inducir la fermentacion, se inocula el mosto con la levadura especifica para la
cerveza que se desea obtener. La velocidad de fermentacion dependera de la temperatura de
la fermentacion. Para elaborar cerveza tipo Ale, se utiliza levadura de alta fermentacion, este
microorganismo fermenta de 16-22 °C durante cinco a seis dias. Por el contrario, para la
cerveza tipo Lager se utiliza levadura de baja fermentacion, en este caso esta se incuba a

temperaturas de 6-16 °C durante dos a tres semanas para fermentar el mosto (Parker, 2012).

Durante la fase de fermentacion, la levadura convierte los azlcares fermentables en
el mosto (glucosa, maltosa y maltotriosa) en alcohol, diéxido de carbono y aproximadamente
600 compuestos que imparten sabor; estos compuestos son ésteres, aldehidos y alcoholes.
Después de la fermentacion se obtiene una cerveza “inmadura” la cual no esta lista para su
consumo Yy contiene compuestos también indeseables que durante el periodo de maduracion

se hardn menos intensos y otros desapareceran (Verhagen, 2010; Parker, 2012).

2.1.7 Maduracion
Durante la fase de maduracion, la cerveza desarrolla su sabor, color y cuerpo
caracteristicos. En la elaboracion tradicional de cerveza, la etapa de maduracion de la bebida

se lleva a cabo mientras se almacena ésta a temperatura de 0—2 °C durante varias semanas.
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Las cervezas tipo Lager se hacen madurar por un periodo de tiempo mayor que las cervezas
tipo Ale (Harrison, 2009).

Los compuestos diacetilo (sabor a mantequilla) y 2-3, pentanediona (aroma a toffee,
mantequilla) son cetonas y metabolitos resultantes de la fermentacion del mosto; estos dos
compuestos son indeseables en cervezas lager mientras que en cervezas estilo English Ale se
buscan producir. Estas cetonas son supervisadas durante la fase de maduracién, de manera
que cuando se hayan disminuido a una concentracion aceptable, la cerveza estara lista para
su filtracion y envasado (Parker, 2012; Liu, 2015).

2.1.8 Acondicionamiento de la cerveza

Con el fin de lograr la estabilizacion de la cerveza se puede aplicar un tratamiento
de acondicionamiento el cual consiste en colocar la cerveza a temperaturas de -2 a 0 °C
minimo durante tres dias. En esta etapa se precipitaran algunas levaduras presentes, proteinas,

y solidos (Harrison, 2009).

Con respecto a las etapas subsecuentes, la cerveza puede pasar 0 no por otros
procedimientos dependiendo del tipo de cerveza que el productor desee obtener (Harrison,
2009).

2.1.9 Carbonatacion

El diéxido de carbono es un componente de gran importancia en la cerveza el cual
le imparte brillo, “sensacion en la boca” y nitidez que esta asociada a sus propiedades de gas
acido. La concentracion de CO> en la cerveza para la venta se controla cuidadosamente para
asegurar que los consumidores puedan beber un producto consistente. Las cervezas que
carecen de didxido de carbono, en particular las cervezas lager, son opacas y sin vida, se dice
que son planas. El dioxido de carbono es el gas producido de forma natural en la fermentacion
primaria y fermentacion secundaria y es aquel que se afiade a la cerveza a través de la

carbonatacion (Briggs et al., 2004).

Después de la fermentacidn secundaria, todos los procesos deben ser disefiados para

mantener dioxido de carbono disuelto en la cerveza; por lo tanto la cerveza se debe mantener
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fria y bajo la presion adecuada de didxido de carbono para evitar la liberacion de gas (Briggs
et al., 2004).

El nivel final de CO> es ajustado a 0.45-0.52% en botellas, latas o barriles de
cerveza. Un método alternativo a la carbonatacion es adicionar levadura fresca a la cerveza
con el fin de que ocurra una segunda fermentacion, no obstante, esta técnica presenta
dificultad en el control de CO. de lote a lote. Posterior a la carbonatacion, se puede
pasteurizar la cerveza si el productor asi lo desea con el fin de inactivar los microorganismos
presentes (Miller, 1988; Harrison, 2009).

2.1.10 Filtracion de la cerveza

El objetivo de la filtracion es eliminar la turbidez que pueda estar presente en la
cerveza procedente de material proteico o la levadura que permanece en suspension y
también para remover microorganismos deterioradores, estabilizando asi la cerveza
(Zarnkow, 2014).

La clarificacion artificial se lleva a cabo por filtracion o centrifugacion. A
continuacion se muestran tres procesos, se puede elegir uno o combinar con otro(s)
(Wunderlich y Bach, 2009):

1. Las particulas gruesas se van hacia el fondo de la bebida por medio de sedimentacion
o la fuerza centrifuga durante la centrifugacion.

2. El efecto de tamizado retiene todas las particulas mas grandes que el tamafio de poro
del filtro. Las particulas del sedimento y coloides mas grandes asi como
microorganismos deterioradores permanecen en la cerveza dependiendo del tamafio
del poro.

3. Las particulas y sustancias disueltas también pueden ser eliminados por adsorcion,

método que se basa en la afinidad de las sustancias para filtrar material.

El grado de filtracion y la intensidad de estabilizacion dependen de la vida de
anaquel que se desee obtener en la cerveza. La filtracion Kieselguhr (tierra de diatomea) por

si sola puede ser suficiente para una vida util de dos meses. La estabilizacion a través de
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PVPP (polivinilpirrolidona) y gel de silice resulta en una vida de anaquel de seis meses.
Ademaés, fuera de Alemania, las proteinas pueden ser hidrolizadas con el uso de papaina
(Wunderlich y Bach, 2009).

Las levaduras, bacterias y coloides se eliminan casi por completo de la cerveza en
funcién de la placa de filtracion seleccionada. Las placas de filtracién pueden ser de fibras
de celulosa de diferentes tipos de madera, tierra de diatomeas, perlita, fibras sintéticas y
resinas que aumentan la estabilidad de los filtros. La PVPP elimina los polifenoles; esta se
afiade entre la placa de filtracion y la tierra de diatomeas. El gel de silica elimina proteinas y

se aplica antes de la filtracion (Wunderlich y Bach, 2009).

Recientemente, los filtros de membrana se han desarrollado debido a que la tierra
de diatomea se esta agotando y el manejo de sus residuos se ha vuelto mas costoso. Las
membranas consisten en poliéster, nylon, etc. y la filtracién se basa en el tamizado en
superficies de membrana; los filtros se pueden utilizar para filtracion estéril siempre y cuando

se elijan tamarfios de poro definidos (Wunderlich y Bach, 2009; Zarnkow, 2014).

2.1.11 Pasteurizacion

Con el objetivo de alargar la vida de anaquel de la cerveza enlatada o embotellada,
se somete ésta a una pasteurizacion, la cual se lleva a cabo a 62 °C durante veinte minutos.
Sin embargo, el tratamiento térmico impacta negativamente en las caracteristicas
organolépticas de la cerveza. Otra alternativa es pasteurizar de 71 a 75 °C por 15-30 segundos
antes de envasar la bebida. También se puede pasteurizar “en frio” utilizando membranas de
filtracion (Harrison, 2009).

Si la cerveza no se pasteuriza, debe mantenerse en refrigeracion para mantener la
calidad y la vida de anaquel ser& de un mes aproximadamente. En caso de que la cerveza se
pasteurice, la bebida mantendra sus caracteristicas organolépticas hasta por tres meses
(Harrison, 2009).

2.2 Ingredientes
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Como ya se ha comentado anteriormente, los ingredientes principales para elaborar
cerveza son agua, una fuente de almidon (generalmente cebada malteada), lUpulo y levadura.
A continuacion se explicara a detalle cada uno de ellos y su aporte al sabor y aroma de la

cerveza.

2.2.1 Agua
El agua es el ingrediente principal de la cerveza; representa el 92-95% de la cerveza.
El agua debe ser potable, libre de patdgenos y previo a su uso debe someterse a analisis

quimicos y microbianos (Parker, 2012).

El contenido de minerales en el agua normalmente se ajusta dependiendo del tipo
de cerveza que se elaborara, esto debido a que los minerales pueden aportar sabor a la cerveza
(Verhagen, 2010). Por ejemplo, los sulfatos aumentan la dureza y sequedad de la cerveza,
aungue también potencian el aroma a Iupulo. Ademas, altas concentraciones de hierro y
manganeso pueden cambiar el color y el sabor de la cerveza. También, los iones de zinc
favorecen el crecimiento de la levadura y la fermentacion aunque son obstaculizados en

presencia de nitritos (Pires y Branyik, 2015).

2.2.2 Fuente de carbohidratos (cebada malteada)

La fuente de carbohidratos en la cerveza proveera el material fermentable y es la
clave para determinar el sabor de una cerveza. El 90% de las cervezas se hacen con cebada
(Hordeum vulgare) malteada. Se puede utilizar también trigo o sorgo (Stewart, 2013). Por

cada litro de cerveza se utilizan 160 g de cebada malteada.

Para elaborar cerveza la cebada se hace germinar parcialmente, después se secay,
a veces, también se tuesta. La cebada es el principal ingrediente cuantitativo y funcional del
mosto de la cerveza ya que durante la germinacion de la cebada se producen y activan
enzimas que transformaran los almidones en azucares utilizables por la levadura en la
fermentacidn posterior. Por otra parte, durante el malteado se modifica el endospermo y se
liberan aminoacidos, azUcares, lipidos, compuestos azufrados y fenoles los cuales son los

precursores de los compuestos de sabor en la cerveza (Parker, 2012).
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Durante la etapa del secado y tostado de la cebada se obtendran varios tipos de
malta los cuales generaran diferentes caracteristicas de color y sabor en la cerveza (Parker,
2012).

2.2.3 Lupulo (Humulus lupulus)

Como se mencion6 anteriormente, el lapulo es otro ingrediente primordial en la
produccion de cerveza debido a su aporte de aroma, sabor amargo y estabilidad de la espuma
de la bebida alcohdlica. Se utiliza cominmente de 0.5 a 2.0 g de lGpulo por litro de cerveza,
dependiendo de la variedad, su contenido de acidos amargos y el estilo de la cerveza
(Verhagen, 2010).

El l0pulo es una planta trepadora tipo enredadera que se cosecha en zonas frias.
Humulus lupulus es miembro de la familia Cannabinaceae. Se utiliza Unicamente la planta
femenina debido a que desarrolla la flor y que contiene las resinas que imparten el amargor

caracteristico a la cerveza (Almaguer et al., 2014).

El lupulo crece en zonas templadas (entre latitud 35 y 55). Actualmente los
principales productores de IUpulo son Alemania, Estado Unidos, Republica Checa y China.
El lapulo es una planta perenne con plantas masculinas y femeninas, de la cual solo la planta
femenina tiene uso en la industria cervecera. El crecimiento de lGpulo ocurre los meses de
Abril y Agosto en el hemisferio norte y entre Octubre y Febrero en el hemisferio sur
(Verhagen, 2010).

Existen diversas variedades de lupulo, cuya clasificacion depende de su
composicion de a-acidos. Estas variedades se encuentran disponibles comercialmente; las
variedades estan clasificadas en grupos dependiendo de su uso en la cerveceria. Segun su

uso, el lapulo se clasifica en tres grupos (Meier, 2017):

v" Lupulo de ligero aroma
v" Lupulo aromatico

v Lupulo amargo o de alto contenido de a-acidos
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Los compuestos més importantes del lupulo son las resinas y los aceites esenciales
(Tabla 2-1), éstos se encuentran dentro de los conos de las flores de la planta femenina, en
las glandulas de lupulina (Verhagen, 2010). Las resinas representan del 15-30% de los conos
secos. Los aceites esenciales representan el 0.5 — 3.0% de los conos. Otros compuestos
aromaticos presentes e importantes en el 1Gpulo son los polifenoles que representan el 4% de

los conos (Almaguer et al., 2014).

Tabla 2-1 Composicion quimica de los conos de lupulo (Almaguer et al., 2014)

Constituyente Cantidad (%0)
Resinas totales 15-30
Aceites esenciales 05-3.0
Proteinas 15
Monosacaridos 2
Polifenoles (taninos) 4
Pectinas 2
Aminoécidos 0.1
Ceras y esteroides Trazas - 25
Cenizas 8
Humedad 10
Celulosa, etc. 43

2.2.4 Levadura

Es el microorganismo responsable de la fermentacién en la cerveza. La levadura
fermenta los azlcares fermentables (glucosa, maltosa y maltotriosa) a alcohol, didxido de
carbono y cerca de seiscientos compuestos de sabor en cuatro o cinco dias (Parker, 2012).
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El carécter final de la cerveza dependera en especial de la composicidn del mosto
y de la cepa de levadura utilizada (Parker, 2012).

Los productores de cerveza dividen a las levaduras en dos grupos:

1. Levadura Ale (Saccharomyces cerevisiae), fermenta a temperaturas 6-16 °C, flota en la
parte superior del tanque. Necesita aproximadamente una semana para fermentar y otra

Semana para madurar.

2. Levadura Lager (Saccharomyces pastorianus), fermenta a temperaturas de 16-22 °C,
fermenta en el fondo del tanque. La obtencion de la cerveza es lenta (requiere dos semanas

para fermentar y dos semanas 0 mé&s para madurar) (Verhagen, 2010; Parker, 2012).

De los aproximadamente mil compuestos de sabor de la cerveza que se
mencionaron anteriormente, la levadura producira cerca de seiscientos, por lo que es la fuente
mas importante de compuestos que imparten sabor a la cerveza. Los productos de aroma y
sabor del metabolismo de la levadura incluyen alcoholes superiores, ésteres, dioxido de
carbono, acetaldehido, &cidos organicos y compuestos azufrados (Parker, 2012). En la Figura
2-4 se muestra un esquema de los compuestos de sabor producidos por la levadura durante

la fermentacion:
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Figura 2-4 Metabolismo de la levadura y produccién de sabor (Parker, 2012)
2.2.4.1 Formacion de compuestos volatiles durante la fermentacion de la cerveza

2.2.4.1.1 Alcoholes superiores

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 producto mayoritario de la fermentacidn, tiene un impacto pequefio en el
sabor final de la cerveza. Los alcoholes superiores de mayor importancia en el aroma de la
cerveza son: propanol (aroma a solvente), isobutanol (aroma alcohélico), isoamil alcohol

(aroma afrutado, dulce) y el 2-fenil etanol (aroma a rosas, floral) (Saerens et al., 2008b).

La sintesis de alcoholes superiores involucra la descarboxilacion de a-cetodcidos para
formar aldehidos, seguida de la reduccién de los aldehidos para producir los correspondientes
alcoholes. Los a-cetoécidos se forman a través de dos rutas principales: la ruta catabdlica de
Ehrlich donde ocurre degradacion de aminoécidos a alcoholes y la ruta anabolica que

involucra la sintesis de novo de aminoacidos de cadena ramificada a partir de glucosa
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(Saerens et al., 2008b). La ruta de Ehrlich es predominante hasta el momento que no existen

mas amino&cidos en el medio de fermentacion (Inoue y Kashihara, 1995).

El consumo de aminodcidos por la levadura se realiza para el crecimiento celular
durante la etapa inicial de la fermentacion, produciéndose varios compuestos volatiles como
alcoholes superiores y aldehidos (Inoue y Kashihara, 1995). Al agotarse los aminoacidos, la
formacion de alcoholes superiores se puede lograr a través de la biosintesis de amino&cidos,
la cual ocurre a partir del metabolismo de los azlcares fermentables. Por ende, la
concentracion final de alcoholes superiores es determinada por la eficiencia de consumo de
sus correspondientes aminodacidos y la utilizacion de los azucares fermentables (Shen et al.,
2004). Al final del crecimiento celular, la produccion de alcoholes superiores concluye y la
concentracion de algunos de estos compuestos decrece. Dado lo anterior, el crecimiento
celular es mejor indicador del sabor de la cerveza que el consumo de azUcares fermentables

del medio de fermentacion (Inoue y Kashihara, 1995).

2.2.4.1.2 Esteres

Aunque los ésteres estan presentes en cantidades traza en la cerveza, estos compuestos
tienen gran impacto en su perfil de sabor. Los ésteres activos mas importantes que aportan
sabor a la cerveza son: etil acetato (aroma a solvente), isoamil acetato (aroma a platano), etil
hexanoato (aroma a manzana dulce), etil octanoato (aroma a manzana acida) y 2-fenil etil
acetato (aroma a rosas) (Saerens et al., 2008b). De los compuestos anteriores, 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 deteccion por humanos (Dufour et al.,
2003).

Los ésteres se pueden dividir en dos grupos: ésteres de acetato y etil ésteres de cadena

mediana de &cidos grasos (MCFA son sus siglas en inglés) (Pires y Branyik, 2015):

o Esteres de acetato: Se sintetizan a partir de acetato con etanol o un alcohol superior. Los

acidos organicos reaccionan con una coenzima A para formar una molécula de acil-CoA.

La molécula de acil-CoA es altamente energética y en presencia de oxigeno puede ser -
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oxidada en unidades mas pequefias (acetil-CoA) en la mitocondria. La gran mayoria de
acetil-CoA producido por las células de levadura proviene de la descarboxilacion
oxidativa del piruvato. Durante la respiracion, el acetil-CoA emigra a las mitocondrias
para entrar al ciclo de Krebs y producir niveles altos de ATP. A lo largo de la
fermentacion, el acetil-CoA se esterifica enzimaticamente con un alcohol superior para
formar los ésteres de acetato (Pires y Branyik, 2015).

e Esteres de etilo de cadena mediana de 4cidos grasos (MCFA): El etanol forma el radical

alcohol y la parte del &cido es un MCFA.

A partir de la formacion de ésteres de acetato, las cadenas mas largas de acil-CoA se
condensan enzimaticamente con etanol para formar ésteres de etilo MCFA (Pires y
Branyik, 2015).

Aunque el perfil de ésteres depende de la cepa de la levadura, la regulacion de estos
compuestos por medio de factores ambientales muestra una tendencia consistente para varias
cepas. Por ejemplo, se puede incrementar los niveles de ésteres de acetato a través de mostos
de alta gravedad especifica; por el contrario, se ha observado que los niveles de ésteres
decrecen a mayor oxigenacién del mosto y también cuando existen niveles altos de &cidos

grasos insaturados (Saerens et al., 2008Db).

2.2.4.1.3 Acidos

Los acidos pueden ser acidos orgéanicos (acidos volatiles o no volatiles) o
inorganicos (acido fosférico). Algunos acidos volatiles son acido acético, butirico, caproico,
caprilico, céprico y laurico; acidos no volatiles incluyen acido malico, citrico, piravico,
succinico, a-cetoglutarico y lactico. La mayoria de los &cidos se originan a partir del mosto
y otros provienen de la autolisis y metabolismo de la levadura; estos metabolitos se originan

durante la fermentacién y maduracion de la cerveza (Liu, 2015).

2.2.4.1.4 Aldehidos
Se generan cuando los alcoholes se oxidan o provienen de acidos grasos Yy lipidos

presentes en la malta; los aldehidos contribuyen de manera importante al sabor de la cerveza
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(Verhagen, 2010). Algunos aldehidos importantes son acetaldehido, hexanal, furfural, 2-
metilpropanal, 2-metilbutanal. 3-metilbutanal, 3-metiltiopropanal, etc. Es importante

mencionar que no todos estos compuestos los sintetiza la levadura (Liu, 2015).

Los aldehidos se obtienen durante la fermentacion del mosto; la levadura reduce los
aldehidos en el mosto a sus correspondientes alcoholes. También se generan aldehidos

guimicamente mientras se madura la cerveza. (Liu, 2015)

2.2.4.1.5 Cetonas

Las cetonas son producto del metabolismo de aminoacidos (Parker, 2012). Algunas
de las cetonas presentes en la cerveza son diacetilo, 2,3-pentanediona, 2-nonanona, f3-
damascenona y B-ionona. Estos compuestos son indeseables en cervezas tipo Lager aunque

deseables en pequefias cantidades en cerveza tipo Ale (Liu, 2015).

La produccion de los compuestos diacetilo y 2,3-pentanediona se puede regular a
partir de la composicion del mosto, método de fermentacion y modificacion genética de la
levadura. Asimismo, para disminuir la concentraciéon de estos compuestos en el producto
final, se puede restringir el ingreso de oxigeno y adicionar algunos aminoacidos ramificados

como la valina (Liu, 2015).

2.2.4.1.6 Compuestos volatiles de azufre

La levadura también produce compuestos azufrados durante la fermentacion.
Algunos compuestos son metanetiol, etanetiol, sulfuro de dimetilo, metional, etc. Estos serén
deseables en baja cantidad (por ejemplo en cervezas inglesas tipo Ale); si hay alta
concentracion de estos, la cerveza sera indeseable, dado que los aromas caracteristicos de

estos compuestos son olor a huevo, col, cebolla, ajo, etc. (Parker, 2012; Liu, 2015)

2.2.4.2 Factores que influyen en la produccion de compuestos volatiles en cerveza
Los factores que afectan la produccion de compuestos volatiles se pueden clasificar

en dos categorias:

v Composicion del medio de fermentacion
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v" Condiciones de fermentacion

2.2.4.2.1 Composicion del medio de fermentacion
2.2.4.2.1.1 Gravedad especifica del mosto

La gravedad especifica refleja la cantidad de azlUcares fermentables presentes en el
mosto. Generalmente se utiliza la unidad °P (grados plato), que se define como la cantidad
de sélidos en 100 gramos de mosto (densidad del mosto o cerveza en términos del porcentaje
de extracto por peso) (Pires y Branyik, 2015).

El uso de mostos de alta gravedad puede aumentar la capacidad de la cerveceria
hasta en un 20-30% sin ninguna inversion significativa en equipos y, ademas mejora la
turbidez y la suavidad de la cerveza (Pires y Branyik, 2015). Por otro lado, el uso de mostos
de alta gravedad especifica (HG) puede desencadenar en una cerveza con sabor
desequilibrado; uno de los problemas mas comunes es el exceso en la produccion de ésteres
de acetato obteniendo variaciones en los sabores afrutados asi como aroma a solvente
(Peddie, 1990).

Saerens et al. (2008b) han realizado investigaciones con cepas para cerveza tipo
Ale y Lager aumentando la gravedad especifica del mosto. Se observo que aunque todos los
alcoholes superiores se incrementaron, después de realizar la dilucién para alcanzar el
contenido de etanol estandar (5,1% v/v), s6lo las fermentaciones llevadas a cabo por la cepa
tipo Ale quedaron con niveles altos y desequilibrados de alcoholes superiores. Al mismo
tiempo, todos los ésteres de acetato fueron sobreproducidos por las dos cepas tipo Lager y
tipo Ale (Saerens et al., 2008b).

2.2.4.2.1.2 Perfil de azlcar

El tipo de azUcares presentes en el mosto puede influir en el perfil aromético de la
cerveza final, por ejemplo, los mostos ricos en glucosa y fructosa (rapidamente asimilables),
generan cervezas con contenidos mas altos de ésteres que aquellos ricos en maltosa (Pires y

Branyik, 2015). Mostos con alto contenido en glucosa resultan en una mayor produccion de
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isoamil acetato y etil acetato y una mayor actividad de la enzima alcohol acetiltransferasa
(AAT) (Yoshioka y Hashimoto, 1984).

Las fermentaciones de mostos de 21 y 24 °P enriquecidos con jarabe de maltosa
realizados por Piddocke et al. (2009), produjeron menos ésteres de acetato en comparacion
con las fermentaciones llevadas a cabo con mostos de jarabe enriquecidos con glucosa. Se
cree que durante la fermentacion de la maltosa, existe una inhibicion de la actividad
enzimaética de alcohol acetiltransferasa por los acidos grasos insaturados acumulados en la
membrana celular, algo que no ocurre durante la fermentacion de la glucosa (Pires y Branyik,
2015).

En cuanto a la formacidon de alcoholes superiores, no se han encontrado diferencias
considerables entre la fermentacién de mostos altos en glucosa 0 mostos altos en maltosa
(Verstrepen et al., 2003).

2.2.4.2.1.3 Nitrogeno amino libre en el mosto (Free amino nitrogen — FAN)

Aunque una amplia gama de compuestos de nitrogeno se disuelven en el mosto, la
levadura de cerveza sélo puede asimilar las moléculas méas pequefias, llamadas FAN. Los
compuestos FAN influyen en el aroma de la cerveza; la absorcion de aminoacidos se requiere
para formar alcoholes superiores a través de la ruta de Ehrlich. Ademas, el tipo y la cantidad
de aminoécidos a ser degradados llevaran a la levadura a diferentes respuestas y, en

consecuencia, a un perfil de aroma final de la cerveza (Pires y Branyik, 2015).

Se ha observado que el tratamiento del mosto con proteasas aumenta la cantidad
final de FAN vy, en Gltima instancia, aumenta la produccién de alcoholes superiores y ésteres
por la levadura para elaborar cerveza, ya sea en mostos normales o de alta gravedad especifica
(Pires y Branyik, 2015). Ademas, la adicion de amino&cidos de cadena ramificada como
valina, leucina e isoleucina al mosto de fermentacion, aumenta la formacion de sus
respectivos alcoholes superiores isobutanol, alcohol isoamilico, y alcohol amilico (Procopio

et al., 2013). Recientemente, Procopio et al. (2013) demostraron el aumento de alcoholes
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superiores en cerveza tipo Ale al agregar al mosto los aminoécidos leucina, isoleucina, valina,

histidina, glutamina y prolina.

Existen algunas cervecerias comerciales que continuamente buscan métodos
alternativos para disminuir los costos de produccion. El uso de granos sin maltear como
adjuntos es una estrategia, sin embargo, éstos son pobres en FAN y no contribuyen a la
actividad enzimatica durante la maceracion. Por lo tanto, mientras més grande sea la
proporcién de granos afiadidos sin maltear en la receta, el mosto serd méas pobre en FAN. La
levadura tratard de compensar esta falta de FAN por medio de la via anabdlica de
aminoéacidos a partir de los hidratos de carbono, lo que resulta inevitablemente en una mayor

formacion de alcoholes superiores, aunque de manera anormal (Pires y Bréanyik, 2015).

En general, los requerimientos de FAN para un mosto de 12 °P estan en el rango de
140 — 150 mg/L mientras que los mostos con mas de 18°P requieren FAN de 280 mg/L (Lei
etal., 2012).

2.2.4.2.1.4 Oxigenacion del mosto

La aeracion u oxigenacion del mosto es un factor de control en la produccion de
ésteres durante la fermentacion de cerveza (Verstrepen et al., 2003). La adicion de oxigeno
al medio favorece el crecimiento celular, incrementando la produccién de alcoholes
superiores. Por el contrario, la formacion de ésteres volatiles es suprimida por la disolucion
excesiva de oxigeno en el medio de fermentacién. Se ha demostrado que el efecto negativo
es debido a la supresion de expresion genética de la enzima alcohol acetil transferasa (AAT)
(Dufour et al., 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 optimo de oxigeno para la produccion de ésteres (Verstrepen et al., 2003).
Calderbank y Hammond (1994) encontraron que para ciertas condiciones de fermentacion,
una concentracion de 0.75 mg/L de oxigeno disuelto en el mosto result6 en una fermentacion

incompleta y con un crecimiento de la levadura retardado. En contraste, una concentracion
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de 5.4 mg/L de oxigeno disuelto produjo la maxima cantidad de isoamil acetato. A
concentraciones de oxigeno disuelto mayores a 5.4 mg/L, se observé una disminucion en la

formacion de ésteres.

2.2.4.2.1.5 Contenido de lipidos

Al aumentar la cantidad de lipidos en el mosto, decrece la produccion de ésteres.
Se ha observado que los &cidos grasos insaturados (AGI) libres (por ejemplo, &cido oleico y
linolénico) son los que afectan la sintesis de ésteres de acetato (Pires y Branyik, 2015). Los
acidos grasos insaturados esterificados (triglicéridos o fosfolipidos) y los acidos grasos
saturados no tienen ningun efecto sobre los ésteres (Dufour et al., 2003; Saerens et al.,
2008a).

Entre los factores implicados para explicar la reduccién de ésteres en presencia de
acidos grasos insaturados estan la modificacion de la permeabilidad de la membrana celular
y la reduccion del acetil CoA disponible para la sintesis de ésteres (Dufour et al., 2003).
Estudios maés recientes demuestran que los AGI reprimen directamente el gen de trascripcion
para la produccion de la enzima alcohol acetiltransferasa (AAT) (Verstrepen et al., 2003).
De hecho, la represion de la expresion del gen ATF1 (gen codificador de la enzima AAT) al
adicionar diferentes AGI (18:1, 18:2, 18:3), es similar a la causada por la oxigenacion del
mosto (Dufour et al., 2003).

2.2.4.2.1.6 Zinc

El zinc es un nutriente mineral importante para la levadura debido a que tiene
funciones cataliticas y estructurales. Cuando se adiciona zinc al medio de fermentacion, la
produccion de ésteres se incrementa ya que promueve la formacion de alcoholes superiores.
Se ha mostrado que el zinc estimula el rompimiento de los a-cetodcidos en sus

correspondientes alcoholes superiores (Dufour et al., 2003).

2.2.4.2.2 Condiciones de fermentacién
2.2.4.2.2.1 Agitacion
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La agitacion estimula el crecimiento de la levadura debido a que incrementa el
acceso de los nutrientes y disminuye la sobresaturacion del COz en el medio de fermentacion.
Debido a que se estimula el crecimiento de la levadura, también aumenta la sintesis de

alcoholes superiores. Lo anterior no se observa en el caso de los ésteres (Dufour et al., 2003).

2.2.4.2.2.2 Temperatura de fermentacion

Un control preciso de la temperatura es un parametro critico para lograr el éxito de
fermentacion de la cerveza. Landaud et al. (2001) mostraron que la temperatura aumenta la
velocidad de fermentacion, la productividad y concentracion final de alcoholes superiores

independientemente de la presién aplicada (1.5 a 1.8 bar).

Ademas, Saerens et al., (2008b) obtuvieron mayores niveles de propanol,
isobutanol, alcohol isoamilico, y fenil etanol cuando se aumenté la temperatura de
fermentacion utilizando dos cepas de levadura diferentes. Estos autores demostraron que a
pesar de que las temperaturas mas altas promueven la expresion de los genes BAT1 y BAT2
(codifican transaminasas de aminoacidos de cadena ramificada) o BAP2 (codifica permeasas
de aminoéacidos de cadena ramificada, es decir, interviene en el consumo de Leu, lle y Val),
solamente BAT1 puede ser correlacionado con la concentracion final de alcoholes superiores,
en particular propanol (Saerens et al., 2008Db).

Debido a que la formacion de alcoholes superiores depende de la temperatura
(Landaud et al., 2001), los cambios de temperatura pueden causar cambios en la
disponibilidad de alcoholes superiores, los cuales son necesarios para la formacion de ésteres.
De hecho, un cambio en la temperatura de 10 a 12 °C puede aumentar la produccion de
ésteres hasta en un 75% (Pires y Branyik, 2015).

2.2.4.2.2.3 Presion del fermentador

Con el aumento de la demanda del mercado, las cervecerias estan cambiando
continuamente los tamafios de reactores para la produccion de cerveza. Los fermentadores
largos (de hasta 12.000 hl) generan una presidon hidrostatica masiva que aumenta la

concentracion de CO: disuelto en la cerveza y, en consecuencia, un decremento en la
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formacion de alcoholes y ésteres (Shen et al., 2004; Pires y Bréanyik, 2015). Los
fermentadores a presion también aumentan la cantidad de CO: disuelto, reduciendo
considerablemente la produccion de ésteres y alcoholes superiores (Verstrepen et al., 2003).
Lo anterior sucede debido a que el CO- disuelto inhibe la descarboxilacion del piruvato

(precursor del acetil CoA) y disminuye el pH en el interior celular (Dufour et al., 2003).

Ademas, se ha observado que las altas concentraciones de CO2 en el mosto
suprimen 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 (Dufour
et al., 2003).

2.3 Estilos de cerveza

2.3.1 Ales
Son cervezas elaboradas con levaduras de alta fermentacion a temperatura de

bodega; estas cervezas tienen cuerpo con matices de frutas o especias y notas de lGpulo.
Existen numerosas variedades de Ales entre las que se encuentran las amargas (bitter), suaves
(mild), palidas (Pale Ales), etc. (Beer Store, 2016). Las cervezas tipo Ale a menudo son mas
oscuras que las Lagers, que van desde el color dorado a &mbar rojizo. Las cervezas tipo Ale
se distinguen por su sabor afrutado, acidez y agradable sensacion de amargor (Beer Store,
2016). Algunos estilos de cerveza tipo Ale son English Pale Ale, India Pale Ale, Brown Ale,

Sweet Stout / Cream Stout, entre otros.

2.3.2 Lagers
La palabra “lager” proviene de la palabra en aleman lagern que significa

“almacenar” y se refiere al método de almacenamiento de la cerveza por varias semanas cerca
de temperatura de refrigeracion. Las cervezas lager son las cervezas mas populares en el
mundo y su sabor puede variar desde dulces hasta amargas, palidas u oscuras, alta
carbonatacion y sabor a ltpulo desde nivel medio hasta alto (Beer Store, 2016). Algunas

cervezas lager son Heller Bock, Pilsner, Mlnchner Dunkels, entre otras.
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2.4 Modificaciones genéticas

Hoy en dia los consumidores y productores de cerveza muestran resistencia a
utilizar organismos genéticamente modificados para la produccion de alimentos; dado lo
anterior, investigadores se han dado a la tarea de obtener levaduras que no son genéticamente
modificadas. Una estrategia es la mutacion al azar: se irradia una poblacién de células para
incrementar su diversidad genética, posteriormente se cruzan las levaduras a fin de obtener
mejores cepas. Este procedimiento se repite tantas veces hasta que las células muestran una
mejora sustancial (Steensels et al., 2012). A continuacion se explica a detalle la técnica de

mutagénesis:

2.4.1 Mutagénesis

Debido a que las mutaciones espontaneas ocurren lentamente, las levaduras son
tratadas con mutagenos para incrementar la frecuencia de mutantes. Dos mutagenos comunes
de levaduras son etil metanosulfonato (EMS) y luz ultravioleta (UV) (Tabla 2-2). La
mutagénesis puede incrementar la frecuencia de mutacion hasta cien veces por gen sin matar

las células y sin una frecuencia significante de dobles mutantes (Winston, 2008).

La ventaja de la mutagénesis es que no requiere informacion previa para los genes
y cepas seleccionados; las mutaciones gendmicas son inducidas de manera aleatoria a altas
frecuencias y el producto de la mutagénesis no se considera un organismo genéticamente
modificado (OGM) puesto que este término es sin6nimo de transgénico para los

consumidores (Piddocke y Olson, 2009).

Tabla 2-2 Mutagenos frecuentemente utilizados en mutagénesis de levaduras (Steensels et

al., 2014)
Método Mutégeno Modo de accion Alteracion genética
Fisico Luz UV Cruzamiento mitotico, Sustituciones de pares de

dimeros de pirimidina, bases, transversiones

bases hidroxiladas,

42



entrecruzamiento de
cadenas de DNA,

mutaciones reversa

Radiacion Uno o dos rompimientos Mutaciones puntuales
ionizante de DNA; desaminacion y

bases deshidroxiladas

Quimico EMS Alquilacion Transiciones GC-AT

2.4.2 Revision de mejoras obtenidas por mutagénesis

En 2015, Trujillo aplico la técnica de mutaciones al azar con luz UV en
Saccharomyces cerevisiae aisladas a partir de cervezas artesanales; obtuvieron una cepa
vigorosa Y eficiente en la produccion de biomasa y CO- y con cualidades positivas de sabor
amargo Yy sabor alcohdlico que fueron mostradas por medio de una evaluacion sensorial.
Ademas, en el mosto fermentado, se mostrd la presencia de ésteres a partir de un analisis

cualitativo por cromatografia en capa fina.

En otros estudios también se ha utilizado la mutacion al azar para mejorar
levaduras. Se han obtenido cepas de levadura de cerveza con fenotipos deseados, por
ejemplo, mutantes de levadura lager con un mejor rendimiento de la fermentacion en
condiciones de alta gravedad especifica (Blieck et al., 2007), una levadura sobreproductora
de compuestos aromaticos (Lee et al., 1995) y una cepa tolerante al etanol (Stanley et al.,
2010) (Tabla 2-3).

Tabla 2-3 Estudios que reportan mejoras obtenidas por mutagénesis en levaduras

Fenotipo mejorado Especie Mutageno  Aplicacion = Referencia
Fermentacion bajo )

o ) Blieck et al.,
condiciones de alta S. pastorianus uv Cerveza 2007

gravedad especifica
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Dinh et al.,

S. cerevisiae EMS Etanol
. 2008
Tolerancia al etanol
o Stanley et al.,
S. cerevisiae EMS Etanol
2010
) o Balakumar et
Termotolerancia S. cerevisiae = UVyEMS Etanol
al., 2010
Sobreproduccion de S. pastorianus EMS Cerveza  Leeetal., 1995
compuestos volatiles S. cerevisiae uv Cerveza  Trujillo, 2015

2.4.3 Produccion de isoamil acetato

El isoamil acetato es un éster formado a partir de isoamil alcohol y 4cido acético;
este éster tiene un olor similar al de platano y pera. En la levadura, el isoamil acetato se
produce de isoamil alcohol y acetil CoA por la accion de la enzima alcohol acetiltransferasa.
El isoamil alcohol se forma a partir del a-cetoisocaproato por su descarboxilacion y
reduccion. El a-cetoisocaproato se sintetiza de glucosa pero la desaminacion de L-leucina
también es una ruta alternativa de formacion. La L-leucina causa una inhibicion de la enzima
a-isopropilmalato sintasa (a-1PM sintasa) que estd acompafiada por un decremento en la

sintesis de la sintesis de isoamil alcohol (Lee et al., 1995; Strejc et al., 2013).

Las mutantes sobrevivientes a la inhibicion de la a-IPM sintasa por la L-leucina
pueden ser aisladas utilizando un medio selectivo que contiene un analogo de L-leucina 5,5,5-
trifluoro-DL-leucina (TFL). TFL inhibe de la misma manera a la o-IPM sintasa como la L-

leucina pero no es utilizada por la levadura (Lee et al., 1995; Strejc et al., 2013).
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3. JUSTIFICACION

En los altimos ocho afios la importacion de cerveza crecio 80% (142.3 millones de
litros en 2007 a 256.7 millones de litros en 2015) (Villamil, 2016), lo que demuestra el interés
del consumidor mexicano por cervezas de especialidad que podrian ser artesanales
mexicanas. Con lo anterior, la participacion de las cervezas artesanales en el consumo
nacional crecio de 0.2% a casi 3.0% entre 2007 y 2015 (Villamil, 2016).

Las cervezas artesanales son mas complejas en su elaboracion que las comerciales
y por lo tanto, son una opcion deseada para aquellos consumidores de cerveza que buscan un
producto premium y una experiencia a traves de su tipo, lo cual deriva a una gran variedad
de sabores (Pruneda, 2016). En el estudio realizado por Gomez-Corona et al. (2016) se
concluye que los consumidores mexicanos de cerveza artesanal buscan autenticidad Unica 'y

construir una identidad.

Ademas, los microproductores de cerveza locales hoy en dia enfrentan el reto del
acceso a los insumos (malta, levaduras o lupulos), ya que éstos son importados de Alemania,
Francia o Estados Unidos y dependen del precio del ddlar (Estrella, 2016). Por esta razén se
requiere el desarrollo de materias primas en la region para poder abaratar costos (Tarango,
2013).

Por lo anterior se propuso utilizar la técnica de mutagénesis al azar en la levadura
para obtener cepas mejoradas. La levadura es el personaje principal en la elaboracion de
cerveza y es capaz de sintetizar hasta mil compuestos de aroma y sabor durante la fase de
fermentacion. Estos compuestos son ésteres, alcoholes superiores, cetonas, acidos organicos,
compuestos de azufre y aldehidos, los cuales determinaran la calidad final de la cerveza
(Lodolo et al., 2008; Pires et al., 2014).
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4. HIPOTESIS
La exposicidn a radiacion UV de cepas de Saccharomyces cerevisiae generara
mutaciones al azar que podran resultar en el aislamiento de cepas mejoradas de acuerdo con

los sistemas de seleccion para la produccion de cerveza tipo Ale.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Obtener cepas de Saccharomyces cerevisiae con caracteristicas mejoradas de
crecimiento o produccion de CO2 que representen una mejora en la produccion de cerveza

tipo Ale.

5.2 Objetivos Especificos

v" Aislar cepas de Saccharomyces cerevisiae a partir de tres cervezas de especialidad a
fin de estudiar las diferencias morfolégicas y produccion de CO2 y biomasa existentes
entre ellas.

v" Realizar mutagénesis al azar de cepas de Saccharomyces cerevisiae por radiacion UV.

v" Seleccionar las cepas modificadas con caracteristicas deseables (mayor produccion de
biomasa o mayor produccién de CO>).

v" Evaluar el efecto del uso de las cepas mutagenizadas sobre el tiempo de produccién y
las caracteristicas organolépticas para la produccion de la cerveza tipo Ale.

v’ Realizar una evaluacion sensorial del producto terminado para determinar sus

caracteristicas mas importantes respecto al sabor y aroma.
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6. METODOLOGIA

6.1.1 Cepas
Se utilizaron levaduras de Saccharomyces cerevisiae aisladas de cervezas
artesanales mexicanas (Huapango, Bernalina y Hércules). Estas cervezas se compraron en el

bar Beerbox de la calle Pasteur, localizado en la ciudad de Querétaro.
6.1.2 Medios de cultivo de Saccharomyces cerevisiae

6.1.2.1 YPD

Para hacer crecer Saccharomyces cerevisiae se prepararon dos medios de cultivo,
medio YPD en caldo y agar utilizando glucosa (2% p/v), extracto de levadura (1% p/v),
peptona (2% p/v) y agar (1.5% p/v) (Difco).

6.1.2.2 YNB

Para la seleccion de las cepas de Saccharomyces cerevisiae sobreproductoras de
isoamil acetato se prepard agar YNB que contenia glucosa (2% p/v), base nitrogenada de
levadura (0.67% p/v), agar (1.5% p/v) de marca Difco y TFL en concentraciones de 0.21,
0.43 y 0.86 mM (De Araljo-Vicente et al., 2006; Strejc et al., 2013).

6.1.3 Aislamiento de levaduras presentes en cervezas artesanales
El aislamiento de levaduras se realiz6 a partir cervezas que se encuentran en el
mercado nacional y que cuentan con levaduras vivas en la botella. Las cervezas a utilizar

para la recuperacion y aislamiento de levaduras fueron: Huapango, Bernalina y Hércules.

Las muestras de levadura se obtuvieron preparando 250 ml de medio YPD, con 2.5
gramos de extracto de levadura, 5 gramos de dextrosa y 5 gramos de peptona. EI medio
preparado se repartié en tubos de fondo cénico de 50 ml y estos se esterilizaron en autoclave.

Para la inoculacion de las levaduras en el medio se destaparon las cervezas en una
zona aséptica, el volumen de la cerveza fue reducido hasta un 80% por decantacion sin

revolver el sedimento, posteriormente se resuspendieron las levaduras, se tomaron 700 pl de
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las muestras y se afiadieron a los tubos con medio YPD estéril, para ser incubados a 30°C de
24 a 36 h a 100 rpm en la incubadora (Trujillo, 2015).

6.1.4 ldentificacién microscopica y conteo de las levaduras crecidas en el medio
La identificacion en el microscopio se realizo haciendo dilucion 1/100 de cultivo
fresco de levadura utilizando un hemotocitometro Neubauer Hausser Scientific y

microscopio Leica Zeiss.

6.1.5 Cultivo de las cepas en YPD
Se tomé una muestra de las levaduras y se inocul6 en tubos de 50 ml con YPD. Los
tubos se incubaron por 16 a 24 h a 30 °C a 100 rpm.

6.1.6 Ciclo de mutaciones con radiacion UV

Se realiz6 un precultivo de levaduras silvestres (Hércules, Bernalina y Huapango)
en medio liquido y se dejé crecer por 12 h. Se hizo dilucién 1/100 de esta alicuota en solucion
amortiguadora de fosfatos estéril 100 mM, pH 7.2, con glucosa (1%) y cloruro de sodio
(0.9%). Se realizd conteo en el hemotocitdmetro y se ajustd la dilucion hasta obtener 2x10°
células/ml sobre una caja de Petri. Se ensambl¢ la estacion de mutaciones y posteriormente
se expusieron las placas a luz UV con una longitud de onda de 254 nm (lampara de UV UVG-
54 entela de 254 nm) durante los siguientes tiempos 0, 30°°, 1°, 1°30”’, 2°, 2°20*°, 2°40”°, 3’
y 3’20’ irradiando con la lampara a una distancia de 30 centimetros sobre la caja de Petri.
Se inoculé con 100 ul de cada exposicién de células a radiacion UV sobre placas de YPD en
agar originando una curva de muerte celular buscando una sobrevivencia entre 5y 1%. Se
incubaron las placas a 30 °C en la oscuridad por 5 dias hasta que las colonias fueran visibles
(Trujillo, 2015). Se contaron las colonias sobrevivientes por placa para construir la curva de

muerte celular.

6.1.7 Evaluacion en la produccion de CO2 y biomasa de las primeras cepas mutantes
La cantidad de CO2 producido se analiz6 por la técnica del tubo invertido. Se
utilizaron tubos de 50 ml de plastico con un tubo de vidrio invertido (7 cm de largo x 1.1 cm

de didmetro). Cada tubo de 50 ml se llen6 con 35 ml de medio YPD liquido, a continuacion
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se introdujo el tubo de vidrio boca abajo, se coloco la tapa a medio cerrar y se esteriliz6 en
autoclave. Una vez frio el medio, se inocul6 con las cepas a ser evaluadas y se incubaron a
30 °C durante 12 horas y 100 rpm (Trujillo, 2015).

Para la evaluacion del crecimiento celular, se determiné la biomasa del cultivo a
través de absorbancia. Se agito y pipeteo el medio fermentado después de 12 horas en tubos
Eppendorf de 1.6 ml y se realizaron las lecturas con el espectrofotometro UV-vis (Perkin
Elmer Lambda 40) a 600 nm utilizando agua destilada como blanco (Trujillo, 2015).

6.1.8 Seleccidn de las levaduras sobreproductoras de compuestos aromaticos

Se eligieron las levaduras con mejor desempefio en cuanto a produccion de CO2 y
biomasa para hacer una segunda seleccion utilizando el analogo de leucina 5,5,5-trifluoro-
DL-Leucina (TFL) de Sigma-Aldrich. Para esto se prepar6 medio YNB solido en cajas Petri
con TFL a concentraciones de 0.21 y 0.43 mM (De Araujo-Vicente et al., 2006; Strejc et al.,
2013).

Se hizo la mutagénesis aleatoria (como se describio en la seccion 6.1.6) a las cepas
de mejor desempefio en el tiempo en que se obtuvo entre un 5y 1% de supervivencia.
Después de la mutacion, las placas recién sembradas se colocaron en la incubadora a 30 °C
por 5 dias; posteriormente las colonias mutantes se resembraron en agar YPD. Finalmente,
estas levaduras se evaluaron nuevamente en cuanto a su produccion de biomasa 'y CO2 como

se planted previamente en la seccién 6.1.7.

6.1.9 Microfermentaciones

Cuatro cepas mutantes (21-130, 21-20, 30-130 y 30-43) y las dos cepas control (Ber
y Hua) se utilizaron para hacer cerveza en tubos Falcon de 50 ml y a partir de éstas seleccionar
dos cepas que pasarian posteriormente a la fase de evaluacion sensorial con consumidores y
el analisis de compuestos aromaticos. Estas levaduras fueron cultivadas previamente en YPD,
centrifugadas (10000 x g por 8 min) y se almacenaron en solucién salina (1% glucosa y 0.9%
NacCl).
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Para la elaboracion de la cerveza se utilizo el kit de cerveza “Sol Arena Pale Ale”,

comercializado por Brewmasters. El kit contenia los siguientes ingredientes:

= 2.7 kg de extracto de malta seco

= 1.0 kg de malta Vienna molida

= 170 g de maltodextrina

= 28 g de lupulo Chinook (lupulo amargo)

= 28 g de lupulo Cascade (Iupulo aromatico)

= 200 g de dextrosa

Con el fin de evaluar la fermentacion y perfil de ésteres en cerveza tipo Ale se tomd
la gravedad especifica inicial como el segundo factor de control. EI mosto tuvo dos niveles
de gravedad especifica inicial: 15 °P y 18 °P, niveles bajo y alto. Estos valores fueron fijados
de acuerdo a lo reportado por la literatura en algunos experimentos (Saerens et al., 2008b;
Puligundla et al., 2011; Yu et al., 2012).

Se sanitizé el material con solucién de cloro al 0.1%: tubos de fondo cénico y
mangueras; también el material de vidrio. Se utiliz6 un vaso de precipitado en el cual se
colocaron 480 ml de agua destilada; el agua se llevé a 76 °C. Se preparé una bolsa para grano
hecha a partir de tela de manta estéril y se colocaron dentro 50 gramos de malta Viena. Se
mantuvo la bolsa en agitacion dentro del mosto a la temperatura de 76 °C por 30 min y
posteriormente se elevd la temperatura a 85 °C por otros 30 min. Posteriormente, se retird la
bolsa para grano escurriéndola lo mejor posible dentro del vaso de precipitado. Mientras
ebullia el mosto, se incorporé el extracto de malta seco (120 g). Después, se introdujo la bolsa
preparada con lupulo Chinook (0.66 g) en el mosto y se dejo6 hervir por 15 min. A los 10 min
de ebullicion, se agreg6 otra bolsita con lapulo Chinook (0.66 g). Al minuto 11, se agregaron
7.9 g de maltodextrina para clarificar el mosto. Al minuto 12 de ebullicion, se introdujo la
bolsa de tela con ltpulo Cascade (0.66 g) y se retird del fuego al minuto 15. En este momento
se coloco otra bolsita de lapulo Cascade (0.66 g). Una vez transcurrido el tiempo de
maceracion, se retiraron las bolsas de lupulo exprimiéndolas por completo. Se mezclo el

preparado de azlcares con 390 ml de agua estéril fria. EI mosto se llevé a 21-24 °C utilizando
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hielo. Cuando la temperatura se encontraba en el rango deseado, se tomo6 una muestra y se
registré el valor de gravedad especifica y pH iniciales. Después, se aired el mosto agitando

vigorosamente.

Antes de inocular el mosto, las levaduras se encontraban almacenadas en solucion
salina; estas se lavaron con agua destilada estéril antes de colocarlas en el mosto. EI mosto
se inoculd con 1x107 células/ml por tratamiento (Lake, 2008) y se vaci6 en tubos de
microfermentacion de 50 ml, cada uno con su trampa de agua. La fermentacion se llevo a

cabo a 18 °C durante 5 dias y la maduracion por 7 dias a 4 °C.

6.1.10 Panel entrenado
Debido a que se tenian 12 diferentes cervezas (4 cepas y 2 gravedades especificas)
se optd por reducir las cepas a analizar con la ayuda de un panel entrenado de 3 personas

miembros activos de Beer Judge Certification Program (BJCP).

Se le sirvi6 a cada juez las 12 muestras de cerveza de 20 ml cada una, servida a 4
°C en vasos de plastico de color &mbar identificadas con un cddigo de tres digitos en orden
aleatorio en base a lo reportado por Meilgaard et al. (2006). Se utilizaron galletas habaneras
sin sal y agua natural al tiempo como limpiador de paladar. Se les solicito desarrollar una
lista de atributos para cada muestra y seleccionar los 4 mejores tratamientos evaluando
aroma, sabor, cuerpo y aceptabilidad general.

6.1.11 Elaboracion de la cerveza

Dos cepas mutantes (21-130 y 30-43) y las dos cepas control (Ber y Hua) se
utilizaron para elaborar cerveza tipo Ale a gran escala. Estas levaduras fueron cultivadas
previamente en YPD, centrifugadas (10000 x g por 8 minutos) y se almacenaron en solucion
salina (1% glucosa y 0.9% NacCl).

Se sanitizé el material con solucion de cloro al 0.1%. Se utilizé una olla de acero
inoxidable en la cual se colocaron 8.2 L de agua de garrafon Ciel; el agua se llevo a 76 °C.
Se prepar6 una bolsa para grano hecha a partir de tela de manta estéril y se colocaron dentro

680 g de malta Viena. Se mantuvo la bolsa en agitacion dentro del mosto a la temperatura de
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76 °C por 30 min y posteriormente se elevo la temperatura a 85 °C por otros 30 min.
Posteriormente, se retir6 la bolsa para grano escurriéndola lo mejor posible dentro de la olla.
Mientras ebullia el mosto, se incorporo el extracto de malta seco (1.85 kg). A partir de este
momento, la ebullicion duro una hora: se introdujo la bolsa preparada con lupulo Chinook
(9.9 g) en el mosto y se dejo hervir por 60 min. A los 40 min de ebullicion, se agrego otra
bolsita con lapulo Chinook (9.9 g). Al minuto 45, se agregaron 119 g de maltodextrina para
clarificar el mosto. Al minuto 50 de ebullicion, se introdujo la bolsa de tela con lGpulo
Cascade (9.9 g) y se apago el fuego al minuto 60. En este momento se colocd otra bolsita de
lupulo Cascade (9.9 g). Una vez transcurrido el tiempo de maceracion, se retiraron las bolsas
de lupulo exprimiéndolas por completo. Se mezcl6 el preparado de azlcares con 6.8 L de
agua de garrafon Ciel. EI mosto se llevo a 21-24 °C utilizando hielo. Cuando la temperatura
se encontraba en el rango deseado, se tom6 una muestra y se registro el valor de gravedad

especifica y pH iniciales. Después, se aired el mosto agitando vigorosamente.

Antes de inocular el mosto, las levaduras se encontraban almacenadas en solucion
salina; estas se lavaron con agua destilada estéril antes de colocarlas en el mosto. EI mosto
se inoculd con 1x107 células/ml por tratamiento a 22 °C (Lake, 2008) y se vacio en recipientes

de plastico de 5 L, cada uno con su trampa de agua.

La fermentacion se llevo a cabo a 23 °C durante 7 dias. Al dia 7 se hizo el trasvase
de la cerveza a otro fermentador evitando arrastrar los sedimentos y se dejo madurar por otros
7 diasa 4 °C.

6.1.12 Anélisis de la fermentacion

La fermentacién del mosto se supervisé diariamente retirando muestras cada 8
horas y congelandolas. Se analizaron 3 parametros durante la fermentacion del mosto: pH
(AOAC International, 2000), contenido de nitrogeno libre (AOAC International, 2000) y

cantidad de azucares reductores utilizando glucosa como estandar (Miller, 1959).

6.1.13 Envasado y acondicionamiento
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Antes de carbonatar la cerveza, se sanitizaron las botellas y corcholatas en solucién
con sanitizador Brewsan. Cuatro mililitros de dextrosa (8 g/ml) se agregaron a cada botella.
Las botellas se taparon e incubaron a 21 °C por 5 dias y posteriormente se almacenaron a 4

°C para su analisis.
6.1.14 Producto terminado

6.1.14.1 Medicion de la estabilidad de la espuma

Cincuenta mililitros de cerveza se sirvieron en un vaso de vidrio, el vaso se selld
con parafilm. Cada vaso se agit6 vigorosamente hacia arriba y hacia abajo diez veces al
mismo tiempo y se tomo el tiempo para contar 15 min. Una vez pasados los 15 min se evalu6
la espuma visualmente y se midié con una regla la altura de la espuma desde la base del vaso.

Se utiliz6 una cerveza comercial como el control positivo (Hiralal et al., 2014).

6.1.14.2 Color de la cerveza
El color de la cerveza se midi6 con espectrofotometro UV a una longitud de onda
de 430 nm (método 976.08) (AOAC International, 2000) utilizando agua destilada como

blanco.

6.1.15 Evaluacion sensorial de cerveza

Se realiz6 un panel de evaluacién sensorial con 30 consumidores frecuentes de
cerveza que consumian cerveza al menos 4 veces por mes con el objetivo de evaluar cada
cerveza individual segun las caracteristicas sensoriales que le imparten los compuestos
volatiles. El lugar de reunion fue el laboratorio de Evaluacion Sensorial en el Parque
Biotecnoldgico de la UAQ, donde cada panelista tenia un cubiculo para hacer la degustacion.
Se utiliz6 la luz roja para enmascarar el color de la bebida. Se le sirvi6 a cada consumidor 4
muestras de cerveza de 20 ml cada una, a 4 °C en vasos de plastico pequefios, identificando
cada muestra con un cddigo de tres digitos en orden aleatorio en base a lo reportado por
Meilgaard et al. (2006). Se utilizaron galletas habaneras sin sal y agua de garrafén al tiempo
como limpiador de paladar. Los parametros a evaluar por cada consumidor fueron: aroma a

frutas, aroma a malta tostada, sabor a frutas, sabor amargo, sabor a malta tostada, sabor
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especiado y aceptabilidad general. Estas caracteristicas fueron calificadas de acuerdo a una
escala hedonica del 1 al 5 donde 1 es la clasificacion como el nivel mas bajo vy la calificacion

de 5 es el nivel mas alto del producto.

6.2 Analisis estadistico de los datos obtenidos de la fermentacién a gran escala

Se realizo un disefio unifactorial (cepa de levadura) completamente aleatorizado sin

repeticiones genuinas. Cada medicion se hizo por duplicado.

La significancia estadistica se determind por el analisis de varianza (ANOVA) en
mediciones repetidas en el tiempo. Las diferencias entre los tratamientos se determinaron por
comparacion de las medias utilizando la prueba de Tuckey (software JMP version 11.0.0). El

nivel de significancia estadistica es a=0.05.

El analisis de calificaciones dadas para los atributos de sabor y aroma de las
cervezas otorgadas por los consumidores se evaluaron con la técnica de Anélisis de

Componentes Principales (PCA) y Preference Mapping.
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6.3 Diagrama de flujo

Aislamiento de levaduras de cervezas
artesanales

«Identificacion microscopica de levaduras
+Cultivo de cepas en YPD

Ciclo de mutaciones con luz UV

Evaluacion de produccion de CO, y
biomasa

«Seleccion de fenotipos ]

Evaluacion sensorial con panel
entrenado

Macrofermentaciones

« Andlisis de parametros fisicoquimicos
durante la fermentacion

Producto terminado
«Evaluacion sensorial con consumidores

[Microfermentaciones

Figura 6-1 Diagrama de flujo del proyecto
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Aislamiento de levaduras presentes en cervezas artesanales

Para aislar las levaduras se adquirieron cinco cervezas artesanales regionales, al inicio del
proyecto se propusieron cinco marcas tipo Ale que presentaban sedimento al fondo de la
botella, o que indica que estas no fueron clarificadas. En la Tabla 7-1 se muestran las

caracteristicas de estas cinco bebidas:

Tabla 7-1 Cinco cervezas propuestas para el aislamiento de cepas

Cerveza Marca Estilo de cerveza Donde se elabora

artesanal

Bull Doll Chela Libre Imperial IPA Celaya, Gto.

Bernalina MiQro American Pale Ale Corregidora, Qro.
Cerveceria

Huapango MiQro American Corregidora, Qro.
Cerveceria Blonde/Golden Ale

Spinning Jenny | Hércules English Pale Ale Querétaro, Qro.

Fundadores Espiga Local Imperial Black IPA Querétaro, Qro.
Brewing

Dado que las levaduras de las marcas Bull Doll y Fundadores no fue posible aislarlas en

medio YPD, se trabajo con las tres restantes (Tabla 7-2).

Tabla 7-2 Aislamiento de cepas desde tres cervezas queretanas

Cerveza _ ;
Marca Estilo de cerveza Donde se elabora
artesanal
Spinning Jenny | Hércules English Pale Ale Querétaro, Qro.
) MiQro ) .
Bernalina ] American Pale Ale Corregidora, Qro.
Cerveceria
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MiQro American

Huapango ) Corregidora, Qro.
Cerveceria Blonde/Golden Ale

Las tres cepas iniciales fueron almacenadas en glicerol al 30% y congeladas a -20°C, para su

mantenimiento.

En la Tabla 7-3 se muestra el nombre original de la cepa y el nombre experimental que se les
asigno durante los experimentos de mutacién y posteriores a fin de disminuir posibles efectos

de preferencia debida al nombre comercial.

Tabla 7-3 Aislamiento de cepas desde tres cervezas queretanas

Nombre de
Nuevo
cerveza

nombre

artesanal
Spinning Jenny X

Bernalina Y
Huapango Z

7.2 Descripcion microscopica de las levaduras crecidas en el medio

7.2.1 Levaduras de cerveza X
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Figura 7-1 Levaduras aisladas de cerveza X, observadas con microscopio 6ptico con aumento
de 40x

Las levaduras X provenientes de la cerveza Hércules, presentan la tipica morfologia de las
levaduras con células de forma ovalada, lisas y de tamafio variable, en este caso se describen

como levaduras pequefias, esféricas y ovaladas (Figura 7-1).

7.2.2 Levaduras de cervezaY
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Figura 7-2 Levaduras aisladas de cerveza Y, observadas con microscopio 6ptico con aumento

de 40x

Se apreciaron levaduras pequefias (mismo tamafio que X) y ovaladas en su mayoria

agrupadas en conglomerados (Figura 7-2).

7.2.3 Levaduras de cerveza Z
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Figura 7-3 Levaduras aisladas de cerveza Z, observadas con microscopio 6ptico con aumento
de 40x

Respecto a las levaduras aisladas de cerveza Z, se caracterizan por tener mayor tamafio que

Xy Y y por su forma circular bien definida (Figura 7-3).

7.3 Ciclo de mutaciones con radiacién UV

Se montd la estacion de mutaciones como la que se muestra en la Figura 7-4: la lampara UV
se colocd en posicion horizontal a 30 cm de la caja de Petri. También se utiliz una proteccion
de acrilico transparente contra luz UV y equipo de proteccion especial (bata, guantes y careta)

contra radiacién UV.

El objetivo del experimento fue lograr una supervivencia de las levaduras en un limite menor
a 5% en donde el 99% de las células presentan una sola mutacion de acuerdo con la literatura
(Bos et al., 1992) después de ser expuestas a la luz UV, se realiz6 el cultivo y se observo la
morfologia de las cepas, si se presentaba algun cambio en coloracion, tamafio o deformidad
de las colonias, las cepas fueron aisladas para evaluarlas contra las originales.
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Figura 7-4 Estacion de mutaciones con exposicion de luz UV de 254 nm

Aunque todas las cepas de levadura fueron expuestas al mismo tratamiento de mutagénesis,
estos cambios en las cepas son completamente aleatorios y no existe reproducibilidad de las
mutaciones producidas; por esta razén fue necesario volver a repetir los ciclos de mutaciones
con estas tres cepas con el fin de encontrar colonias que se destacaran por sus cambios en
morfologia facilmente distinguibles. Los resultados de estos ciclos de mutaciones fueron
positivos: se obtuvieron 30 mutantes en total a partir de las 3 cepas originales. Todas estas se
aislaron en agar YPD: 14 provenientes de la cerveza X, 8 cepas de Y y 8 cepas de Z (Tabla
7-4).

Tabla 7-4 Treinta mutantes obtenidas con luz UV
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Cepa

Nombre de de 'I'_igmpo de
mutante . exposicion a luz UV
origen

1 X 1’30
2 X 2°00”
3 X 2°20”
4 X 2’40
5 X 3’00
6 X 3207
7 X 1’00’
8 X 1’30
9 X 2°00”
10 X 1’30
11 X 2°00”
12 X 2°20”
13 X 2°40”°
14 X 3’00
15 Y 30>

16 Y 1°00”’
17 Y 2°00”
18 Y 2°20”
19 Y 1°00”’
20 Y 1’30
21 Y 1°00”
22 Y 1’30
23 z 30”

24 z 1”700
25 z 1’30
26 z 2°00”
27 z 3°00”
28 z 2°20”
29 z 1°00”’
30 Z 1°00”°

Las treinta mutantes escogidas fueron seleccionadas por su mayor tamafio sobre las demas

en la placa, pues no se observaron cambios en coloracién o deformaciones.
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7.3.1 Curva de supervivencia

7.3.1.1 Cepas de cerveza X

En la Figura 7-5 se muestran las placas con las levaduras mutantes sobrevivientes para la
cepa X para cada tiempo de exposicion aluz UV. A partir de estas placas fue posible construir
las curvas de supervivencia para cada cepa, como se muestra en la Figura 7-6.

Las colonias mutantes que crecieron se caracterizaron por su variacién en tamafio. Se
reportaron sobrevivientes hasta el minuto 2°20”’ de luz UV que corresponde a un 2% de

sobrevivientes. Esta cepa logrd sobrevivir hasta mayores tiempos de exposicién (2°20°") al

compararse contra las otras dos cepas Y 'y Z (1’30’ y 17, respectivamente).

Figura 7-5 Levaduras de cerveza X expuestas a luz UV: (A) sin exposicion, (B) 30”’, (C) 17,
(D) 1’30°, (E) 2°, (F) 2°20”’, (G) 2°40>°, (H) 3" e () 3°20°".
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Figura 7-6 Curva de supervivencia de las cepas X expuestas al ciclo de mutaciones

7.3.1.2 Cepas de cerveza Y
En la Figura 7-7 se presentan las cajas de Petri con las colonias mutantes de la cepa Y y en
la Figura 7-8 se aprecian las curvas de supervivencia para esta cepa las cuales fueron muy

similares entre ellas.

Las colonias mutantes sobrevivientes eran medianas en su mayoria. Hasta el tiempo 1’30’
de radiacion se observaron colonias que representaron un 0.85% de sobrevivientes. También
es importante destacar que esta cepa es la inica comparable con los resultados obtenidos por
Trujillo en 2015 al reportar dos cepas mutantes (Tecolote y Delirium) sobrevivientes también
hasta 1°30°’.
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Figura 7-7 Levaduras de cerveza Y expuestas a luz UV: (A) sin exposicién, (B) 30, (C) 17,
(D) 1’307, (E) 2°, (F) 2°20”’, (G) 2’40, (H) 3’ e (I) 3°20”".
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Figura 7-8 Curva de supervivencia de las cepas Y expuestas al ciclo de mutaciones

7.3.1.3 Cepas de cerveza Z
La Figura 7-9 muestra las cepas sobrevivientes de la cepa Z en cada tiempo de exposicion a
luz UV. Como se observa en las placas, predominaron las colonias de tamafio mediano.

66



Figura 7-9 Levaduras de cerveza Z expuestas a luz UV: (A) sin exposicion, (B) 30°’, (C) 1°,
(D) 1’30, (E) 2°, (F) 2°20’°, (G) 2°40*’, (H) 3’ e (I) 3°20".

Es importante destacar que esta cepa fue la mas sensible a la mutacion de las tres cepas pues
se obtuvieron sobrevivientes hasta el minuto 1 que equivale al 3% de supervivencia (Figura
7-10).
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Figura 7-10 Curva de supervivencia de las cepas Z expuestas al ciclo de mutaciones
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Finalmente, todas las levaduras mutagenizadas (las treinta) fueron almacenadas en glicerol

al 30% y congeladas a -20 °C para su conservacion.

7.4 Evaluacion en la produccion de COz y biomasa de las cepas mutantes

Para el analisis de biomasa y CO> producido, la unidad experimental fue la cepa mutante; se
realizaron tres repeticiones genuinas de estas dos variables de respuesta. Con los resultados
obtenidos de absorbancia y cantidad de CO> producido de cada levadura (mutante y control),
se hizo la prueba de Dunnett de las 30 cepas mutantes obtenidas contra sus correspondientes

cepas silvestres control.

7.4.1 Cepas de cerveza X: Primera fase de mutagénesis

~| Analisis univariante de Absorbancia con respecto a Mutante
0.6

0.5

o [

0.3

Absaorbancia

=

0.2

014 A\

12 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 X Con control
de Dunnett
0.05

Mutante

Figura 7-11 Comparacion de medias de “absorbancia” de las 14 cepas mutantes versus la

cepa control X

Tabla 7-5 Valores de p para las mutantes de X comparadas con el control para la variable de

respuesta “absorbancia”
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4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupo contrel = X

4 Cuantil de confianza

|d|  Alpha
2.99729 0.05
4 Matriz de umbral LSD
Abs
Nivel (Dif) - LSD Valorp
X -0.12  1.0000
11 0.129 =.0001*
8 013 <.0001*
7 0.146 <.0001*
10 0.153 <.0001*
13 0.175 <.0001*
9 0.193 <.0001*
12 0.195 <.0001*
14 0.262 <.0001*
b 0.287 <.0001*
5 0.29 <.00071*
4 0.298 =.0001*
1 0308 <.0001*
2 0.300 <.0001*
3 0316 <.0001*

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

~| Analisis univariante de mm CO2 con respecto a Mutante

/C

. AL
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5 e A
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Mutante de Dunnett
0.05

Figura 7-12 Comparacion de medias de “CO, producido®” de las 14 cepas mutantes versus
la cepa control X

1 Medido en mm
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Tabla 7-6 Valores de p para las mutantes de X comparadas con el control para la variable de
respuesta “COz producido”

4~ Comparaciones con control
mediante el métode de Dunnett
Grupo contrel = X

4 Cuantil de confianza

|d|  Alpha

299729 0.05
<4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
X -5.46 1.0000
8 5207 <.0001*
10 554 <,00071*
11 5873 <,0001"
6 6.873 <.0001*
14 6.873 <.0001*
12 7.54 <0001
13 7.54 <,0001"
5 854 <.0001*
7 854 <.0001*
2 9,207 <.0001*
9 9.207 <.0001"

4 9.54 <000

3 9.873 <.0001*
1 1021 <.0001*

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas,

Hay diferencia estadistica significativa para las cepas mutantes lo que indica que estas son
diferentes a la cepa control (Tabla 7-5 y Tabla 7-6). En la Figura 7-11 y Figura 7-12 se puede
observar que ninguna cepa mutante proveniente de la cerveza X es mejor que el control en

cuanto a la produccion de biomasa ni con respecto a su produccion de CO:a.

De acuerdo con esta prueba, se descart6 utilizar las mutantes de la cepa X para pasar a la
siguiente fase.

7.4.2 Cepas de cerveza Y: Primera fase de mutagénesis
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~| Analisis univariante de Absorbancia con respecto a Mutante
0.35

0.3

Absorbancia

19 20 21 22 Y Con control
Nt de Dunnett
0.03

Figura 7-13 Comparacion de medias de “absorbancia” de las 8 cepas mutantes versus la cepa

control Y

Tabla 7-7 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable de

respuesta “absorbancia”

4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupe contrel = Y

4 Cuantil de confianza

|d]  Alpha
2.95941 0.05
4 Matriz de umbral LSD
Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
21 0.047 <.0001°
Y -0.05  1.0000
16 -0.01 01954
22 0012
15 0.014 0.008
19 0.018 0.0048°
17 0.064 <0001
20 0.064 <.000
18 0121

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativarmente distintas,

Con respecto a la absorbancia de las mutantes contra el control, la cepa #16 no tiene
significancia estadistica (se puede utilizar igual que el control Y); el resto de las cepas

presentaron significancia estadistica (Tabla 7-7). En la Figura 7-13 es posible observar que
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la produccion de biomasa de la mutante #21 sobresale cuando se le compara con la otras
mutantes y el control Y.

Lo anterior se explica ya que las multiples mutaciones inducidas dieron como resultado una
mejora eficiente de los caracteres de levadura controlados por multiples genes (Pang et al.,
2010), tales como la produccion de CO- de las cepas #16 y #21.

~| Analisis univariante de mm CO2 con respecto a Mutante
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i5 16 17 18 19 20 21 22 Y Con control
Mutante de Dunnett
0.05

Figura 7-14 Comparacion de medias de “CO- producido” de las 8 cepas mutantes versus la
cepa control Y

Tabla 7-8 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable de
respuesta “COz producido”

4~ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupe control = Y

4 Cuantil de confianza

[d]  Alpha
2.95941 0.05
< Matriz de umbral LSD
Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
21 2.899 0.0002*
16 1232 0.0045*
A -3.1
15 3.232 <.0001*
149 3.232 =
20 3.232 <.000
22 3232 <.0001*
17 3.566 -=.0001*
18 62 <.0001*

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

72



En cuanto a la produccién de CO: en la Tabla 7-8 se reporta la significancia estadistica de
todas las cepas mutantes obtenidas. En la Figura 7-14 se aprecia que las mutantes #16 y #21
tienen mayores resultados que las otras cepas y que la levadura silvestre Y; por lo anterior

estas dos cepas se eligieron para la siguiente fase (segunda mutacion).

7.4.3 Cepas de cerveza Z: Primera fase de mutagénesis

~| Analisis univariante de Absorbancia con respecto a Mutante
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Figura 7-15 Comparacién de medias de “absorbancia” de las 8 cepas mutantes versus la cepa

control Z

Tabla 7-9 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable de

respuesta “absorbancia”
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4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupe control = £

4 Cuantil de confianza

|d|  Alpha
2.93514 0.05
4 Matriz de umbral LSD
Abs
Nivel (Dif)- LSD
30 0.046
7 -0.05
24 0.012
27 0.02
25 0.032
26 0.034

23 0.035
29 0.064 <.

28 0.074 <0007

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativarente distintas.

~| Analisis univariante de mm CO2 con respecto a Mutante

15 e
\‘1;/,
10
o
3 PN m
£ ——
E - \j
5
] o . J/J%"\
0o e e RN
= =
23 24 25 26 27 28 29 30 z Con control
Mutante de Dunnett

0.05

Figura 7-16 Comparacion de medias de “CO2 producido” de las 8 cepas mutantes versus la

cepa control Z

Tabla 7-10 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable
de respuesta “CO; producido”
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4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupe control = Z

4 Cuantil de confianza

Id|  Alpha

2.93514 0.05
4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
30 4416 «.00017
z -2.82 1.0000
29 2.083 0.0006"
26 2416 0.00037
25 3.083 <.00017*
27 3.083 <.0007°
24 3416 <.0001°
23 3,75 <.000
28 3,75 <.00071*

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

La prueba de Dunnett para la produccion de biomasa y de CO; (Tabla 7-9 y 7-10) indica
significancia estadistica de todas las cepas mutantes comparada con el control. Ademas, se
observa en ambas figuras que la mutante #30 superd en absorbancia y produccion de CO> a
la cepa control Z (Figura 7-15 y Figura 7-16). Debido a los resultados favorables de esta

cepa, se eligid la mutante #30 para una segunda fase de mutacion.

Las cepas mutantes presentaron resultados positivos para la alteracion de la velocidad de
crecimiento y produccion de CO- que puede atribuirse a un metabolismo acelerado bajo las
condiciones de cultivo con respecto a las cepas originales, debido a que todas las levaduras
partieron de una alicuota de densidad déptica similar, fermentando durante el mismo periodo
de tiempo. Los genes responsables del crecimiento son constitutivos en gran parte, de manera
que después del tratamiento de mutagénesis diferentes genes se modificaron para provocar

el aceleramiento en el metabolismo de las levaduras.

7.4.4 Cepas de cerveza Y: Segunda fase de mutagénesis
Como se menciono previamente, las cepas que se seleccionaron en la primera fase fueron

#16, #21 y #30. De acuerdo a las curvas de supervivencia de las cepas Y y Z (cepas origen)
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se repitieron los tiempos de exposicion 1’ y 1°30”* (Figura 7-17) de luz UV pues es en estos

en los cuales el 99% de las células tienen una sola mutacion.

Figura 7-17 Mutantes de las cepas #16 (arriba) y #21 (abajo) seleccionadas en la fase 1 que

fueron sometidas a una segunda mutacion a tiempos de exposicion de 1° (izquierda) y 1’30’

(derecha).

Como se observa en la Figura 7-17, solo crecié mutante de la cepa #16 a 1°. Para el caso de

la cepa #21 si se obtuvieron sobrevivientes mutantes después de incidir luz UV a1’y 1°30”".

Se hizo la prueba de Dunnett y se reporta significancia estadistica en la cepa mutante (16(1))
comparada con el control Y (Tabla 7-11 y Tabla 7-12). Como se puede ver en las Figuras 7-
18 y 7-19 el valor de absorbancia y de mm de CO> fue menor para la cepa seleccionada a la

que se les incidié otra mutagénesis, razon por la cual esta nueva cepa no fue seleccionada.
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Figura 7-18 Comparacion de medias de “absorbancia” de la cepa numero #16(1) versus la

cepa control Y

Tabla 7-11 Valores de p para la mutante de Y comparada con el control para la variable de

respuesta “absorbancia”

4~ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupo control = Y
4 Cuantil de confianza
|d|  Alpha
2.77629 0.05
4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD Valorp
¥ -0.05 1.0000
16(1) 0.038 0.0081*

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
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~| Analisis univariante de mm CO2 con respecto a Mutante
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Figura 7-19 Comparacién de medias de “COz producido” de la cepa #16(1) versus la cepa
control Y

Tabla 7-12 Valores de p para la mutante de Y comparada con el control para la variable de
respuesta “COz producido”

4/~ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupe control = Y
4 Cuantil de confianza
|d|  Alpha
2.77629 0.05
4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
Y -4.9 1.0000
16(1) AT 0.0054

Los valeres positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

Para el caso de la cepas mutantes de 21, tanto la cepa reincidida a 1’ como 1°30”’ de luz UV
resultaron con significancia estadistica para los valores de absorbancia y de produccion de
CO2 con respecto a su control Y. La cepa 21(1) tuvo menor rendimiento en la produccién de

biomasa (Figura 7-20) y ligeramente méas produccion de CO» (Figura 7-21), razon por la que
no fue seleccionada para la etapa posterior.
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Por su parte, la cepa 21(130), sometida a 1°30°° de luz UV, presentdé mejores valores de
absorbancia (Figura 7-20) y de mm de CO> (Figura 7-21); esta cepa si se seleccion0 para la

prueba con el analogo de Leucina descrita en la seccion 7.1.8.

~| Analisis univariante de Absorbancia con respecto a Mutante
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Figura 7-20 Comparacion de medias de “absorbancia” de las cepas mutantes de #21 versus

la cepa control Y

Tabla 7-13 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “absorbancia”

4™/ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupo control = ¥

< Cuantil de confianza

ldl  Alpha
2.36282 0.05
< Matriz de umbral LSD
Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
21(130) 0.043 0,000
Y -0.02 1.0000
2101 001 0.1476

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
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~| Analisis univariante de mm CO2 con respecto a Mutante
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Figura 7-21 Comparacion de medias de “CO- producido” de la cepas mutantes de #21 versus
la cepa control Y

Tabla 7-14 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable
de respuesta “CO; producido”

4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupo control =
4 Cuantil de confianza
|[d]  Alpha
2.86282 0.05
4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LISD Valor p
21(130) 6.597 0.0004*
21(1) -0.07 0.0536
¥ -3.74 1.0000

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

7.4.5 Cepa de cerveza Z: Segunda fase de mutagénesis
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Figura 7-22 Mutantes de la cepa #30 seleccionada en la fase 1 que fueron sometidas a una

segunda mutacion a tiempos de exposicion de 1°(izquierda) y 1°30° (derecha).

Como se observa en la Figura 7-22, las mutantes de la cepa #30 si crecieron después de la

mutagenesis de 1’ y 1°30”’ con luz UV.

Con la prueba de Dunnett, la cepa #30 reincidida a 1’ mostr6 significancia estadistica para
las medias de absorbancia solamente (Tabla 7-15 y Tabla 7-16). En la Figura 7-23 se aprecia
menos produccidn de biomasa con respecto al control Z y en la Figura 7-27 se observa que
la produccion de gas CO: es la misma que la cepa control. En base a este analisis, se descartd

el uso de esta cepa para siguientes etapas.

La cepa 30(130) presento significancia estadistica en las medias de absorbancia y mm de
CO; evaluadas (Tabla 7-15 y Tabla 7-16). La produccion de biomasa (Figura 7-23) y de
diéxido de carbono (Figura 7-24) resulté mejor que la cepa Z, razén por la que se seleccion6

esta mutante para pruebas posteriores.
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Figura 7-23 Comparacion de medias de “absorbancia” de la cepa mutante de #30 versus la
cepa control Z

Tabla 7-15 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable
de respuesta “absorbancia”

4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupo control = Z
4 Cuantil de confianza
|Id|  Alpha
2.86282 0.05
4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
30(130) 0.031 0.0004*
Z -0.02  1.0000
30(1) 0.032 0.0004*

Los valores positivos muestran pares de medias que sen
significativamente distintas.

~ Analisis univariante de mm CO2 con respecto a Mutante
20

mm £02

8 - . - e
6 . . . B
4
30(1) 307130 7 Con control
Mutante de Dunnett
0.05

Figura 7-24 Comparacion de medias de “CO; producido” de la cepa mutante de #30 versus

la cepa control Z

Tabla 7-16 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable
de respuesta “CO; producido”
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4/~ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett

Grupe control = £

4 Cuantil de confianza
|d|  Alpha
2.86282 0.05
4 Matriz de umbral LSD
Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
300130) 8.121 0.0003*
Z -3.21  1.0000
30(1) -2.88 09384

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

7.5 Seleccion de cepas resistentes a TFL

Se prepar6é YNB en cajas Petri a tres concentraciones de TFL (0.21, 0.43 y0.86 mM) de

acuerdo por lo reportado por De Araujo-Vicente et al. en 2006 y Strejc et al. en 2013.

Se hizo una prueba utilizando la cepa mutante 21(130) y se sembré a las tres distintas
concentraciones (Figura 7-25); se puede ver que la cepa creci6 a concentracion de 0.21 y 0.43

mM de TFL, por lo que se prepararon mas placas a estas concentraciones descartando 0.86
mM.

Figura 7-25 Prueba de mutagénesis realizada con mutante de cepa Y a diferentes
concentraciones del analogo de leucina: 0.86, 0.43 y 0.21 mM (de izquierda a derecha)

7.5.1 Cepade cerveza Y: 21(130)
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La cepa 21(130) se sometio a mutagénesis con luz UV por 1°30° y se sembré en dos placas,
una a 0.21 mM vy la otra a 0.43 mM de TFL. Las colonias sobrevivientes de las placas se
aislaron en medio solido y se les realizé la evaluacion de produccion de biomasa y CO2 como
se describi6 previamente en la seccion 8.1.7 de la metodologia. Las cepas mutantes obtenidas
se renombraron de acuerdo a las concentraciones de TFL utilizadas, por ejemplo, 21(21) que
hace alusion a la cepa mutante origen #21 sembrada en medio TFL de concentracion 0.21
mM.

Al comparar las medias de absorbancia de las cepas 21(21) y 21(43) contra el control Y, se
encontrd significancia estadistica para la cepa 21(43) solamente (Tabla 7-17). En la Figura
7-26 se observa que el rendimiento de la cepa 21(21) fue el mismo que el de la cepa silvestre

mientras que la cepa 21(43) resulté en menor produccion de biomasa que la cepa Y.

~| Analisis univariante de Absorbancia con respecto a Mutante
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Figura 7-26 Comparacion de medias de “absorbancia” de las cepas mutantes de #21 versus

la cepa control Y

Tabla 7-17 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “absorbancia”
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4~ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett

Grupo control = Y

4 Cuantil de confianza

|d|  Alpha
286282 0.05

4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD
21(21) -0.04
¥ -0.07
21(43) -0.01

Los valores positivos muestran pares de medias que son

Valor p
0.4960
1.0000
0.0698

significativamente distintas.

Analizando la produccion de gas CO2 por las mutantes 21(21) y 21(43) se reporta
significancia estadistica para ambas cepas (Tabla 7-18). La levadura 21(21) mostro
resultados favorables de produccion de CO2 con respecto al control Y; por el contrario la
cepa 21(43) produjo menos gas que la cepa silvestre (Figura 7-27).

I = Analisis univariante de mm CO2 con respecto a Mutante

mm C02

21{21)

Figura 7-27 Comparacion de medias de “CO:2 producido” de las cepas mutantes de #21 versus
la cepa control Y

Tabla 7-18 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

21(43)
Mutante

de respuesta “CO; producido”
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4~ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupe contrel = Y
4 Cuantil de confianza
|dl  Alpha
2.86282 0.05
4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
21(21) -0.48 0.0839
¥ -3.48 1.0000
21(43) 3.182 0.0028"

Les valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas,

7.5.2 Cepa de cerveza Z: 30(130)
A la cepa seleccionada 30(130) también se le reincidié luz UV por 1°30”’. Los resultados de

la evaluacion de las dos cepas resistentes a TFL (30(21) y 30 (43)) son los siguientes:

Todas las cepas mutantes obtenidas, tanto 30(21) como 30(43), presentaron significancia
estadistica al ser comparadas con el control Z en cuanto a las variables de respuesta
absorbancia y mm de CO (Tabla 7-19 y Tabla 7-20).

La cepa 30(21) mostré menores valores de absorbancia y produccion de CO2 con respecto a
la cepa control (Figura 7-28 y 7-29); por el contrario las medias de levadura 30(43) de ambas

variables de respuesta fueron superiores a la cepa Z.

| Analisis univariante de Absorbancia con respecto a Mutante
0.2

0.1

Absorbancia

30721 30043) 7 Con control
Mutante de Dunnett
0.05

86



Figura 7-28 Comparacion de medias de “absorbancia” de las cepas mutantes de #30 versus
la cepa control Z

Tabla 7-19 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “absorbancia”

4=/ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupo control = Z
4 Cuantil de confianza
|dl  Alpha
2.86282 0.05
4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
30(43) -0.01 01317
z -0.03 1.0000
30021) 0.071 <.0007*

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

=l Analisis univariante de mm CO2 con respecto a Mutante

0O OO

3021 30(43) Z Con control
Mutante de Dunnett
0.05

Figura 7-29 Comparacion de medias de “CO- producido” de las cepas mutantes de #30 versus

la cepa control Z

Tabla 7-20 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable
de respuesta “CO; producido”
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4'™/Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupo control = Z
4 Cuantil de confianza
|d]  Alpha
2.86282 0.05
4 Matriz de umbral LSD

Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
30(43) 1416 0.0079*
z -2.58 1.0000
30(21) 3.749 0.0008*

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

Las cepas 21(43) y 30(21) fueron descartadas para siguientes analisis.

El resumen de productividad de las cepas mutantes con caracteristicas favorables de
produccién de biomasa y de gas dioxido de carbono con respecto a sus controles se describe

en la Tabla 7-21.

Tabla 7-21 Caracteristicas de las cepas mutantes analizadas

_ Produccion de ) Produccion de CO2
Promediode | | Promedio de
Cepa | biomasa con respecto con respecto al
absorbancia mm de CO2
al control control
21(130) 0.235 24.09% 17.0 75.86%
21(21) 0.261 11.73% 12.7 31.03%
Y 0.200 9.7
30(130) 0.208 30.00% 16.7 127.27%
30(43) 0.179 12.08% 11.3 54.55%
z 0.160 7.3

7.6 Microfermentaciones

Después de la fase de seleccion de cepas por medio de la evaluacion de produccion de

biomasa, CO. y resistencia al analogo de leucina (TFL), se utilizaron estas cepas para
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elaborar cerveza a pequefia escala y someter las muestras a evaluacion sensorial con panel

entrenado. A partir de los resultados previos se seleccionaron 6 cepas (Tabla 7-22).

Tabla 7-22 Caracteristicas de las cepas que se seleccionaron para las microfermentaciones

Nombre de cepa | Caracteristica

21(130) Mayor crecimiento y mayor produccion de CO2 que la cepa control
21(21) Mismo crecimiento y mayor produccion de CO2 que la cepa control
Y Cepa control

30(130) Mayor crecimiento y mayor produccion de CO2 que la cepa control
30(43) Mayor crecimiento y mayor produccion de CO2 que la cepa control
Z Cepa control

Durante la elaboracion de la cerveza a pequefia escala se enumeran algunos datos

considerados:

e EI control de la temperatura durante el proceso de elaboracion de la cerveza fue
determinante; la primera vez que se prepard el mosto, se uso la estufa, sin embargo,
el agua se evaporo6 quedandose el mosto con una consistencia chiclosa y espesa. En
un segundo intento por preparar los tratamientos, se utiliz6 un plato caliente (fue
posible mantener la temperatura en un valor) y se acortd el tiempo de ebullicion del
mosto que establecia el kit de cerveza de 18 L de rendimiento (de una hora a 15
minutos).

e Se prepararon los tratamientos con dos gravedades especificas como se habia
planteado en la seccion 6.1.9: gravedades iniciales de 15y 17 °P.

e Seinocul6 el mosto con las cepas almacenadas en solucion salina.
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e Los tubos Falcon donde se colocaron los distintos tratamientos tenian un orificio en
la parte del centro de la tapa por donde se coloco una manguera de silicon para la
salida del CO> durante la fermentacion (Figura 7-30).

e La cerveza en los diferentes tratamientos no se carbonato para evitar enmascarar los
sabores indeseables que pudieran haberse formado. Se enfri6 a 4 °C y asi se le sirvid

al panel entrenado para su analisis.

R

L0000

Figura 7-30 Fermentaciones en tubos Falcon dentro de la incubadora

7.6.1 Evaluacion sensorial con panel entrenado

Como se menciono en la metodologia, para mantener las cepas vivas antes de inocularlas al
mosto, éstas se mantuvieron en solucién salina y asi se inocularon. Esto repercutié en el sabor
de los tratamientos preparados pues los evaluadores reportaron salinidad en todas las

muestras catadas.

Se les solicitd a los evaluadores seleccionar las muestras que presentaran las mejores
caracteristicas de una cerveza artesanal en cuanto a sabor, aroma y cuerpo. Ellos eligieron

las siguientes muestras:

e Cepa 21(21) — gravedad especifica de 17 °P
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e Cepa 30(130) — gravedades especificas de 15y 17 °P
e Cepa control Y — gravedades especificas de 15y 17 °P

e Cepa control Z — gravedad especifica de 17 °P

Todos los tratamientos fueron evaluados y los evaluadores les asignaron descriptores a cada
muestra. En la Tabla 7-23 se muestran los descriptores de las 4 cepas seleccionadas por el

panel evaluador:

Tabla 7-23 Caracteristicas de las cepas seleccionadas tras la evaluacion sensorial

Nombre de cepa | Caracteristica

Y Sabor a cereza, miel, pan, sabor a clavo, ligero aroma dulce.

21(21) Presencia de fenoles, sabor a pera, platano, mango, durazno.

Z Sabor y aroma a pan, durazno, ligera presencia de alcohol.

30(130) Ligero amargor, aroma fendlico, sabor a pan y frutas maduras, sabor

especiado (clavo).

Se observo que el factor gravedad especifica no fue importante por lo que se decidi6 preparar

los lotes a gran escala con una sola densidad, es decir, solo tomar en cuenta el factor “cepa”.

7.7 Macrofermentaciones
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Figura 7-31 Fermentaciones en recipientes de plastico de 5 L dentro de la incubadora

La unidad experimental fue cada lote de cerveza que correspondia que se inocul6 con
diferente cepa. No hubo repeticiones genuinas debido a la falta de recursos durante el

proyecto.

Como ya se mencion6 anteriormente, el factor cepa fue el Unico que se modificé al preparar

los tratamientos a evaluar a gran escala. Es importante destacar que:

e Lagravedad especifica inicial de los mostos a inocular fue de 14 °P.

e Latemperatura de fermentacién fue de 23 °C.

e Las cepas vivas fueron ajustadas a una misma concentracion y se almacenaron en
solucién salina durante unas horas antes de ser inoculadas, sin embargo, se

enjuagaron con agua destilada estéril para no aportar “sal” al producto terminado.
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7.7.1 Analisis de pH durante la fermentacion
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Figura 7-32 Valores de pH reportados para las 4 cepas durante la fermentacion de cerveza

Los valores de pH se comportaron de manera muy similar durante la fermentacion para las
cuatro cepas utilizadas (Figura 7-32). Recién preparado el mosto, el pH medido fue de 5.15
y 90 horas después, era de aproximadamente 4.7 para todos los tratamientos.

La disminucion de pH de las primeras 15 horas de la fermentacion sucedié como resultado
del consumo de carbohidratos asi como la produccién de diéxido de carbono. El pH reportado
para el mosto inicial de cervezas tipo Ale es de 5.1 y después de la fermentacién entre 4.2 y
4.4, de acuerdo con Layfield y Sheppard en 2015. El valor de pH inicial de este proyecto
coindice con el citado en la literatura y en el caso del pH final, este se encuentra 0.3 por
encima de lo que citan estos investigadores. La diferencia entre pH final e inicial es de 0.37
puntos. Ademas, Layfield y Sheppard reportan que la levadura es capaz de tolerar un
descenso hasta de 1.5-2.0 puntos de pH, por lo que se considera que no se afecto el

funcionamiento de las cepas.

7.7.2 Analisis de azUcares reductores durante la fermentacion
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Figura 7-33 Contenido de azucares reductores de las 4 cepas durante la fermentacion de
cerveza

Se observo un patrén similar de consumo de azUcares para las 4 cepas evaluadas. El contenido
de azucares reductores inicial de los cuatro mostos fue de 2120 mg/L. Después de la
fermentacion, los valores de azUcares reductores para las muestras de las 4 cepas estuvieron
en el rango de 647 y 785 mg/L (Figura 7-33). El contenido maximo de azUcares reductores
se encontrd en la muestra con la cepa 21(21) (785 mg/L) mientras que el minimo se presento6
en la cerveza con la mutante 30(130).

En la Figura 7-33 se observa que existe una disminucion significativa de los azUcares
reductores (glucosa) en las primeras 15 horas de la fermentacion para las cuatro cepas, lo
cual indica que se habia consumido aproximadamente el 56% de la glucosa disponible en
este tiempo. Lo anterior se explica porque el consumo de glucosa por la levadura, es
energéticamente mas facil debido a que este atraviesa facilmente la membrana celular sin la

necesidad de permeasas y ademas dentro de la célula no se necesitan enzimas (glucosidasas)
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para que comience la glucdlisis. 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 se suprimen cuando hay una concentracion alta de glucosa en el
medio de fermentacion (>1% p/v) y sélo es hasta que se consume el 40-50% de la glucosa
que termina la represion de la glucosa y pueden ser consumidos estos carbohidratos por la
levadura (Lewis y Bamforth, 2006).

Al comparar los resultados obtenidos con otros trabajos se encontré que otros grupos de
investigacion o no reportaron el azlcar estandar que utilizaron con la técnica de DNS o se
uso otro azlcar como maltosa, por ejemplo. Hiralal et al. en 2014 reportaron un contenido
final de azlcares reductores (~800 mg/L) para una cepa no mutante tipo Ale después de haber
pasado 120 horas de fermentacién estudiando tratamientos con distintos factores:
temperatura de fermentacion, pH de fermentacion y el uso de cofactores como Leucina. No

se menciona el estandar para la curva de calibracion.

7.7.3 Contenido de nitrégeno libre durante la fermentacion
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Figura 7-34 Perfil de FAN de las 4 cepas durante la fermentacion de cerveza

En la Figura 7-34 se observan distintos comportamientos del consumo de FAN para las cuatro
cepas tratadas. A pesar de esto, el contenido de FAN inicial en el mosto comenzé en el mismo
punto para las 4 cepas (267 mg/L) y culmin6 con la fermentacion en el dia 7 también el
mismo punto (90-93 mg/L). No obstante, la cepa Z consumié mas nitrogeno amino libre que
las otras tres cepas en las primeras 15 horas de fermentacion y después de la hora 37 siguid
el mismo patrén que las levaduras 30(130) y Y. Este comportamiento de mayor consumo de
nutrientes de la cepa Z concuerda y se observo en la Figura 7-33 de azucares reductores

después de la hora 15 y hasta la hora 37.

Por el contrario la cepa que se adaptd menos al medio fue la mutante 21(21) pues su consumo
de FAN fue lento en las primeras 15 horas. También es importante hacer notar que el valor
de FAN de la cepa 21(21) en la hora 44 se explica como un error en la medicion por parte
del investigador, ya que este punto modifica el perfil del metabolismo del microorganismo,

y se le atribuye al muestreo del mosto.
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Para las 4 cepas, el consumo de FAN termind en la hora 67 de la fermentacion (Figura 7-34),
aproximadamente, pues es a partir de este momento cuando se aprecia una linea recta
continua en el contenido de estos compuestos. Lewis y Bamforth en 2006 explican que el
consumo de FAN termina durante la fermentacion cuando la proliferacion celular concluye
y se acumulan productos del microorganismo o se agota el consumo de nutrientes
(carbohidratos o aminoacidos disponibles). El contenido de azlcares reductores también se

mantuvo estable después de 67 horas de fermentacion de acuerdo con la Figura 7-33.

Saerens et al. en 2008 realizaron un estudio con una cepa industrial Ale variando temperatura
de fermentacion y gravedades especificas. En cuanto al consumo de FAN de esta cepa
especificamente a 24°C y 14°P (condiciones similares a las de este proyecto: 23°C y 13°P) el
contenido inicial de FAN fue de 320 mg/L y culmind después de 144 horas en 50 mg/L. Se
observa en su grafico un descenso en el contenido de FAN hasta la hora 60 a partir del cual
se mantiene estable el valor de 60 mg/L y que corresponde al 4 °P en el mosto. Este
comportamiento es distinto al de las levaduras de este proyecto pues ellas consumieron
menos nitrégeno amino libre y en la hora 60 el contenido de FAN era de aproximadamente
100 mg/L para las 4 cepas evaluadas. Para poder realizar la comparacién mas profunda se
necesitaria evaluar la densidad celular en el mosto por periodos para poder especular sobre

el estado fisioldgico de las cepas de este proyecto.

7.8 Medicidn de color y espuma en el producto terminado

La apariencia de la cerveza es un factor importante de la calidad de la bebida y es por eso
que se realizaron mediciones de color y estabilidad de la espuma. Se hizo la comparacion de
color y espuma de la cerveza comercial a partir de donde se extrajeron las levaduras contra
las cervezas elaboradas para este proyecto utilizando tanto las cepas mutantes (21(21) y

30(130)) como sus controles Y y Z.

Debido a que los tratamientos se prepararon con los mismos ingredientes, los perfiles de color
resultaron similares en todas las muestras. Se encontro significancia estadistica para todas las
cepas comparadas: 21(21), 30(130) y las cepas silvestres Y y Z (Tabla 7-24 y Tabla 7-25).
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Los valores de absorbancia registrados por las cervezas artesanales para esta investigacion
fueron mayores que las cervezas comerciales control (Figura 7-35 y Figura 7-36). La
diferencia significativa entre el color de las muestras comerciales comparadas con nuestras
muestras preparadas se explica debido a los ingredientes utilizados (se desconocen las
condiciones de operacion de las cervezas control) y porque nuestros tratamientos no tuvieron
una clarificacion ni adicion de estabilizadores, solamente trasvase como se indicé en la
metodologia. El color y turbidez de la cerveza se atribuye a las materias primas utilizadas y
las condiciones del proceso de elaboracion de la bebida. Durante la ebullicién del mosto,
ocurren reacciones de pardeamiento no enzimatico (reacciones de Maillard) entre
aminoacidos libres presentes en el medio y azUcares reductores (como glucosa o maltosa).
La formacion de melanoidinas por estas reacciones incrementa el color del mosto y por ende

el color final de la cerveza (Lewis y Bamforth, 2006).

~| Analisis univariante de Absorbancia con respecto a Cepa
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Figura 7-35 Comparacion de medias de “absorbancia” de la cepa mutante de 21(21) versus

la cepa control Y

Tabla 7-24 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “absorbancia”
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4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupo control = Comercial ¥

4 Cuantil de confianza

|d|  Alpha
286282 0.05
4 Matriz de umbral LSD
Abs

Mivel (Dif) - LSD Valor p
Comercial ¥ -0.17  1.0000
¥ 0,059 0.0153*
21(21) 0.259 0.0007

Laos valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
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Figura 7-36 Comparacion de medias de “absorbancia” de la cepa mutante de 30(130) versus

la cepa control Z

Tabla 7-25 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “absorbancia”
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4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupeo control = Comercial £

4 Cuantil de confianza

Il Alpha

2.86282 0.05
4 Matriz de umbral LSD
Abs

Nivel (Dif) - LSD Valor p
30(130) -0.1%  1.0000
Comercial £ -0.19  1.0000
Z 0.042 0.0227

Los valores positives muestran pares de rmedias que son
significativamente distintas.

Con respecto a la espuma presente en la cerveza, ésta depende de las materias primas
utilizadas en el proceso, primordialmente malta, adjuntos y lupulo. La formacion de burbujas
es producto de interacciones hidrofobicas entre cadenas laterales de los a-isoacidos y
polipéptidos anfipaticos (Lewis y Bamforth, 2006). Particularmente en este proyecto como
ya se planted anteriormente, los ingredientes utilizados para los tratamientos fueron los
mismos, el unico factor cambiante fue la cepa inoculada y se observa en las Figuras 7-37 y
7-38 que la cepa fue determinante en la formacion de espuma pues tenia distintas

caracteristicas de carbonatacion cada una de ellas.

Se realiz6 la prueba de Dunnett para las medias de espuma en cm de las cervezas con cepas
mutantes, silvestres y las cervezas control (Tabla 7-26 y Tabla 7-27). Todas las cepas

presentan significancia estadistica.

Como se observa en la Figura 7-37, la espuma de la cerveza con las cepas 21(21) y Y
guedaron por debajo de la que se registro para la cerveza artesanal comercial Y; la espuma

de la cepa mutante 21(21) fue menos estable aun.
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= Andlisis univariante de Altura (cm) con respecto a Cepa

Altura (o)

3.9

3.8

36 ~
3.1 2121 ¥ Comercial ¥

Cepa

Con control
de Dunnett
0.05

Figura 7-37 Comparacion de medias de “espuma” ? producida por la cepa mutante de 21(21)

comparada con la cepa control Y

Tabla 7-26 Valores de p para las mutantes de Y comparadas con el control para la variable

de respuesta “espuma”

4™ Comparaciones con control

mediante el método de Dunnett

Grupeo control = Comercial Y

4 Cuantil de confianza

|d| Alpha

286282 0.053
4 Matriz de umbral LSD
Abs

Mivel (Dif) - LSD Valor p
b 1444 < 0001*
21021) 138 <.0001*
Cormercial ¥ -0.17  1.0000

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativarnente distintas.

2 Medida en cm
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La cerveza con la cepa 30(130), que presentd mejor carbonatacion que la cepa control Z en
los experimentos previos, reporta la misma altura de espuma que la cerveza comercial y

mayores valores que la cepa silvestre Z (Figura 7-38).

~| Analisis univariante de Altura (cm) con respecto a Cepa

3.7 .
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30(130) Z Comercial 7 Con control
Cepa de Dunnett
0.05

Figura 7-38 Comparacion de medias de “espuma” producida por cepa mutante de 30(130)
comparada con la cepa control Z
Tabla 7-27 Valores de p para las mutantes de Z comparadas con el control para la variable

de respuesta “espuma”

4™ Comparaciones con control
mediante el método de Dunnett
Grupe control = Comercial 2
4 Cuantil de confianza

Id] Alpha
2.86282 0.05
4 Matriz de umbral LSD
Abs
Nivel (Dif) - LSD Valor p
30(130) 1.925
i 1477
Comercial £ -0.11  1.0000

Los valores positives muestran pares de medias que son

significativamente distintas.
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7.9 Evaluacion sensorial con consumidores

El Comité de Bioética aprobo la aplicacion y formatos de la evaluacion sensorial de los

tratamientos de cerveza con 30 consumidores (ver Apéndice).

De los 30 panelistas participantes, el 37% correspondio a mujeres y el 63% a hombres.
Debido a que Gomez-Corona et al. (2016) encontraron que el sexo es un factor
sociodemogréfico que influye en el consumo de cerveza y bebidas alcohdlicas en general, se
hizo el Analisis de Componentes Principales (PCA) por sexo. Ademas, se realizo el analisis

de 3 Componentes Principales para recuperar el mayor porcentaje de varianza de los datos.

7.9.1 PCA correspondiente a mujeres
30(130)
Y %
27%

18%

Figura 7-39 Grafica circular del atributo “Aceptabilidad General”

El 55% de las mujeres encuestadas (11 mujeres) opind que la mejor muestra era la cerveza

con la cepa mutante 21(21) (Figura 7-39).
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Figura 7-40 Gréfico de cargas factoriales con 3 Componentes Principales

La Figura 7-40 muestra las cargas de factoriales donde se encuentran el PC1, PC2 y PC3. Se
observa que el PC1 recupera el 32.3% de la varianza, el PC2 recupera un 20% de ésta y el
PC3 un 17.1% (69.4% en total).

El PC1 posee dos polos y se podria llamar “nivel de agrado por las consumidoras mexicanas”,
donde del lado derecho estan las caracteristicas de una cerveza mas intensa con sabores a
café y mayor amargor mientras que del lado izquierdo se encuentran los atributos de cervezas
de percepcion dulce y frutal que significan agrado entre las panelistas. Por su parte, el PC2
tiene un solo polo; del lado positivo se encuentran los atributos sensoriales perceptibles en la

cerveza por las mujeres encuestadas. Asimismo, el PC3 tiene dos polos y divide a las
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muestras con caracteristicas aromaticas o sensoriales en boca, del lado superior estan los

aromas percibidos y del lado inferior los sabores catados (Figura 7-40).

7.9.2 PCA correspondiente a hombres

30(130)
16%

21(21)
37%

16%

31%

Figura 7-41 Grafica circular del atributo “Aceptabilidad General”

El 37% de los hombres participantes (19 hombres) opind que la mejor muestra era la cerveza
con la cepa 21(21) (Figura 7-41).
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Figura 7-42 Gréfico de cargas factoriales con 3 Componentes Principales

La Figura 7-42 muestra las cargas de factoriales donde se encuentran el PC1, PC2 y PC3. Se
observa que el PC1 recupera el 31.9% de la varianza, el PC2 recupera un 21.1% de ésta y el
PC3 un 16.4% (69.4% en total).

El PCA result6 diferente para los hombres participantes. EI PC1 solo tiene un polo, del lado
positivo estan los atributos de sabor y aroma perceptibles en las muestras por los hombres
encuestados. Por otra parte, el PC2 posee dos polos y divide a las cervezas de caracteristicas
de aroma y sabor frutales con aquellas de sensacion amarga y a malta tostada. Por Gltimo, el
PC3 se podria llamar “nivel de agrado de los consumidores mexicanos”. Este componente

describe como las muestras fueron percibidas por los hombres, si con mayor sabor o de aroma
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intenso: del lado superior se encuentran los sabores y aceptabilidad general y en el lado

inferior se aprecian los aromas a malta tostada y frutas.

7.9.3 Anélisis de resultados de PCA

La alta dispersidn de las muestras en el centro de las Figuras 7-40 y 7-42 se puede explicar
por varios factores. En primer lugar, al reclutar a los consumidores se les preguntd una
frecuencia de consumo pero se desconoce si ellos muestran preferencia por cervezas
comerciales méas que por artesanales. Otro factor importante que considerar es la exposicion
previa que hayan tenido los panelistas hacia cervezas artesanales. Gomez-Corona et al.
(2017a) explican que la representacion mental estd influenciada directamente por el
conocimiento previo y familiaridad de las personas con un producto: la representacion mental

de cerveceros expertos es mas compleja que aquella de novatos.

También, en las graficas de PCA se observaron diferentes comportamientos en hombres al
compararse con mujeres respecto a las cervezas evaluadas. EI PC1 de las mujeres (Figura 7-
40) determina el nivel de agrado de las participantes hacia las muestras catadas mientras que
el PC1 de los hombres (Figura 7-42) relaciond las muestras proporcionadas con los
descriptores dados. Posteriormente, los PC2 y PC3 explicaron la manera en que los hombres
y las mujeres panelistas percibieron las cervezas: las mujeres clasificaron las muestras en
cervezas aromaticas de cervezas con mayor sensacion de sabor en boca (PC3). Por su parte
los hombres formaron el grupo de cervezas frutales o cervezas intensas (PC2) y también
diferenciaron un segundo grupo que incluyd cervezas en las que se percibe mas el sabor
amargo, a malta tostada y frutas que les agradé mas y otro blogue de cervezas donde los

aromas son superiores pero que les agradé menos (PC3).

La diferencia en patrones se explica ya que los hombres consumen mas cerveza que las
mujeres y estan mas familiarizados con las cervezas artesanales; los hombres han
desarrollado mayor representacion mental de las cervezas artesanales que las mujeres porque
las consumen mas que ellas (Gomez-Corona et al., 2017b). También, Mejholm y Martens en
2006 encontraron que cervezas de especialidad tipo Ale de sabores son mas aceptadas por

hombres que por mujeres quienes prefieren una cerveza lager.

107



Por otra parte el hecho de que el PC1 corresponda al nivel de agrado en mujeres concuerda
con lo encontrado por Gomez-Corona et al. (2017b) quienes explican que las mujeres hacen
una clasificacion de las cervezas basada en un origen afectivo mientras que los hombres se

enfocan en la experiencia previa del producto, la decision parte de un origen cognitivo y de

conocimiento.
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8. CONCLUSIONES

La técnica de mutagénesis aleatoria con exposicion de luz UV de 1’30’ sobre las
levaduras silvestres permitio obtener 4 cepas mutantes (21(130), 21(21), 30(130) y
30(43)) con caracteristicas mejoradas de produccion de biomasa y de CO. Dos de
estas cepas (30(130) y 21(21)) se aislaron del medio suplementado con 0.21 mM de
TFL.

Los sistemas de seleccidn de cepas funcionaron ya que se obtuvieron dos mutantes
con caracteristicas mejoradas de produccién de CO: y biomasa respecto a sus cepas
control. La cepa 21(21) impartié caracteristicas frutales en la cerveza; tuvo un 43%
de preferencia por los participantes de la evaluacion sensorial y produjo misma
biomasa y 31% mas de CO> que la cepa control. La cerveza de la cepa 30(130) aunque
fue elegida como la mejor por el 10% de los consumidores pudiera ser dirigida al
segmento de mercado que gusta del amargor en la bebida. La cepa se caracteriz6 por
producir 30% més de biomasa y 127% més de CO- que la cepa control.

No se observaron diferencias significativas durante la fermentacion del mosto al

comparar las cepas mutantes con las levaduras silvestres.
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10. APENDICE

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD
MAESTRIA EN CIENCIAS ¥ TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

FORMATD DE CONSENTIMIENTO INFORMADD

Esie formaln de consenfmisnto informade se dinge a las persanas
irviladas a paricibar eamo panelisla o entrenade (consurider] en el andkss
sarsonial de cualro Tormulaciones de cervers afesanal como parte del proyecla de
irvestigacitn “Oblencitn de cepas mejorades de Saccharomyces corvisise para
U USO &N carveza lipo Al

Momibre del director del proyecto: Dr. Sergio de Jesis Romemn Game:
Nombre del investigador: Chasdia Alexandra Pénez Macedo

Introduccian

En esta invesligacion desarrallada pes I estuante de Magsbia en Ciencia
y Tecnclogia de abmenics del PROPAC, ss busca evaluar la sceplabilidad de
mm:atuumlunhhnﬂammdiﬂiﬂlumpudewwmw.
Se le hace la invitadion & Tormar parte de esta invesligasan schsanda como
paneksia del andlisis sersorial

Proposite
Oblerer cepas de Saccharwmiyces cersvisias con  carscleristicas
mejoradas e credmientn, produceion de C0: o sobreprofuceitn de compuesios
valifiles que repressnen una mejor alternaliva para la producctn de ceneza lipo
Ale. Ademds, nealizar una evaluacion sensomal del producho berminado  para
determinar sus caracterislicas mis imgortanies respecio al sabar ¥ aroma.

Seleccion de participantes
Los invilados a paricipar en esta evaluacon serdn 30 personas, sin
exclusion de genero, en mn rangs de edad entre 18 y 70 afios, consurmidones de
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cerveza al menos cualro veoes por mas. Los ngredisnbes que s ulilizaren para las
formulaciones de la cenmeza antesanal a evaluar s6 muesiran en el Cuadie 1:
Cuadro 1. Ingredientes utilizados en las formulaciones de cervaza
Agua eslédl
Extracio de malta seon
Mailts mobda
Lapula
Lewraduras cormenciales

Participacidn voluntaria
Su paricipacion en esta irmesBgacion &% lobakmenbe volunbaka.

Protocolo
Se resquiers calificar s cuabo formulaciones an cuanio a sabor, aroma y
aceptabiidad general por o que se le praseniardn anbe o pansista 4 muesiras de
carvera ariesanal, a ks cuales debe asignar wna calficacion de aceerdo a una
escala hadénica del 1 al 5 donde 1 e la dasficacion coma & nivel més bajo v la
calificacin de 5 es & nivel mas allo del producis.

Riesgos
Lax perveras e elaboraron siguiendo ks Bueenas Praclicas de
Manufaciura en el laboraiorio de Bioguimica de Alimenlos del Edifido 3 de
Universidad Auldnoma de Querélars. Se almacenansn s carvezas an refrigeracion
arfes e ser presenladas 3 los consumidonss.

Confidencialidad

La infarmacion de los panelistas de esta investigacitn no se campartica can
persanas sjenas a ks misma y b nformatitn chlenida serd presentada sin revelar
&l nambre del panshsta.

Figura 10-1 Formato de consentimiento informado solicitado por el Comité de Bioética
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PRUEBA SENSORIAL DE CERVEZA ARTESANAL

Sexo: [E |I| Edad:

Muestra:
Por favor indica tu opinién acerca de la siguiente caracteristica de la muestra:

1. Califica el producto en cuanto al aroma a frutas

[] [] [ [] []

Mucho mds de lo Mads de lo que Justo como lo Menos de lo que Mucho menos de lo
que esperaba esperaba esperaba esperaba que esperaba

2. Califica el producto en cuanto al aroma a malta tostada

L] L] [ [] L]

Mucho mds de lo Maés de lo que Justo como lo Menos de lo que Mucho menos de lo
que esperaba esperaba esperaba esperaba que esperaba

3. En el amargor del producto califica el nivel de agrado

[ L] [ [] L]

Mucho mds de lo Maés de lo que Justo como lo Menos de lo que Mucho menos de lo
que esperaba esperaba esperaba esperaba que esperaba

4. Califica el producto en cuanto al sabor a frutas

L] Ll [ [] L]

Mucho mds de lo Maés de lo que Justo como lo Menos de lo que Mucho menos de lo
que esperaba esperaba esperaba esperaba que esperaba

5. Califica el producto en cuanto al sabor a malta tostada

L] L] [ L] L]

Mucho mds de lo Més de lo que Justo como lo Menos de lo que Mucho menos de lo
que esperaba esperaba esperaba esperaba que esperaba

Figura 10-2 Formato para prueba sensorial con escala JAR
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Figura 10-3 Laboratorio de Evaluacién Sensorial en el Parque Tecnoldgico de la UAQ
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