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RESUMEN

El objetivo principal de la presente tesis fue estudiar el efecto de la aplicacion de la tecnologia de
homogenizaciéon a ultra alta presion (UHPH, de sus siglas en inglés) para la inactivacién
microbiana y la mejora de la estabilidad sensorial de cerveza filtrada lager, como alternativa a la
pasteurizacion térmica convencional. Para ello, la tesis se dividi6 en tres estudios principales. El
primer estudio se centré en identificar las condiciones de operacién mds adecuadas para la
inactivaciéon de los microorganismos presentes tipicamente en cerveza, con la premisa de
minimizar el efecto térmico de la tecnologia. En el segundo estudio, dichas condiciones se
aplicaron a escala piloto y se demostré que los tratamientos UHPH _
son eficaces para la inactivacién de los microorganismos tipicos en cerveza. El tercer estudio se
bas6 en comparar la estabilidad de las propiedades fisicoquimicas, oxidativas y sensoriales de
cervezas tratadas con UHPH _ con cervezas pasteurizadas térmicamente (15
UP). Los tratamientos UHPH a presiones bajas _ no afectaron a las propiedades
fisicoquimicas de las cervezas en comparacion con las cervezas pasteurizadas térmicamente, a
diferencia de los tratamientos UHPH a presiones més elevadas ||| | | || | . qve afectaron
negativamente a su calidad. En cambio, las cervezas tratadas con UHPH ||l ¢videnciaron

una mejor estabilidad oxidativa y sensorial que las cervezas pasteurizadas térmicamente (15 UP).



RESUM

L’objectiu principal de la present tesis va se estudiar I’efecte va ser estudiar I’efecte de I’aplicacio
de la tecnologia d’homogeneitzacio a ultra alta pressié6 (UHPH, de les seves sigles en angles) per
a la inactivacidé microbiana y la millora de la estabilitat sensorial de cervesa filtrada lager, com a
alternativa a la pasteuritzaci6 térmica convencional. La tesis es va dividir en tres estudis
principals. El primer estudi es va centrar en identificar les condicions de operacié més adequades
per a la inactivacid dels microorganismes presents tipicament en cervesa, amb la premissa de
minimitzar 1’efecte termic de la tecnologia. En el segon estudi, tals condicions es van aplicar a
escala pilot i es va demostrar que els tractaments UHPH (_) son eficacos
per a la inactivacid dels microorganismes tipics en cerveses. El tercer estudi es va basar en
comparar l'estabilitat de les propietats fisicoquimiques, oxidatives i sensorials de cerveses
tractades amb UHPH _) amb cerveses pasteuritzades térmicament (15 UP).
Els tractaments UHPH a pressions baixes _) no van afectar a les propietats
fisicoquimiques de les cerveses en comparacié amb les cerveses pasteuritzades teérmicament, a
diferéncia dels tractaments UHPH a pressions més elevades (| . que van afectar
negativament a la seva qualitat. En canvi, les cerveses tractades amb UHPH || ) van
evidenciar una millor estabilitat oxidativa i sensorial que les cerveses pasteuritzades termicament

(15 UP).



ABSTRACT

The main aim of this thesis was to study the effect of the application of ultra high pressure
homogenization (UHPH) technology for the microbiological inactivation and the enhancement of
flavor stability of filtered lager beer, as an alternative to conventional thermal pasteurization. The
thesis was divided in three main studies. The first study focused on finding the most appropriate
operation conditions to inactivate the typically present microorganisms in beer, minimizing the
technology heat effect. In the second study, such conditions were applied at pilot scale and the

efficacy of UHPH treatments (_) to inactivate beer spoiling

microorganisms was proven. The third study focused on comparing the physicochemical,

oxidative and sensory stability of UHPH-treated beers (_) to thermal
pasteurized beers (15 PU). UHPH treatments at low pressures (_) did not affect the

physicochemical properties of beers in comparison to thermal pasteurization, unlike UHPH

treatments at higher pressures (_), that negatively affected beer quality. In
contrast, UHPH-treated beers (-) demonstrated a higher oxidative and sensory stability

than thermal pasteurized beers (15 PU).
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1.1. Antecedentes

La cerveza es un producto de gran consumo en el mercado espaiiol, que ha vivido un periodo de
crecimiento sostenible desde el final de la crisis econdmica del 2008 hasta el 2019, previamente
a la pandemia de Covid-19 actual. Durante estos afios, la produccion, el consumo, las ventas y la
exportacion han ido aumentando de manera paulatina, llegando a alcanzar un 1,5 % del producto
interior bruto espaiiol. En concreto, en 2019 se consumié en Espaiia un 3,5 % mads de cerveza que
el afio anterior, superando por primera vez los 41 millones de hectolitros, equivalentes a una media
de 52 litros por cédpita. Asimismo, en 2019 se exportaron casi 3,1 millones de hectolitros de

cerveza, lo que supone un incremento del 3 % con respecto a 2018 (Cerveceros de Espaina, 2019).

La globalizacién del mercado y el incremento de las exportaciones de cerveza en los tltimos afios
han fomentado la demanda de productos con una vida ttil mayor. La vida qtil de la cerveza se
define principalmente por su estabilidad microbiolégica, fisicoquimica (turbidez coloidal,
espuma, color y compuestos amargos) y organoléptica. Tradicionalmente, los principales
fenémenos causantes de incidencias en la industria cervecera eran el crecimiento de
microorganismos no deseados y la aparicién de turbidez coloidal (es decir, turbidez no causada
por la proliferacién microbiana), limitando y, consecuentemente, definiendo la vida ttil del
producto. Durante las dltimas décadas, los avances en investigacién sobre la bioquimica del
proceso cervecero y la modernizacién de las tecnologias de fabricacién de cerveza han permitido
entender y controlar estos fendmenos. Actualmente, el interés de la industria cervecera se centra
en dilucidar los factores que afectan a los cambios del perfil sensorial de las cervezas, pardmetro

de calidad critico para establecer su vida util comercial.

A pesar de afnos de investigacion del sector cervecero, la inestabilidad del sabor durante el
envejecimiento de la cerveza sigue siendo un fendmeno muy complejo de entender y controlar.
El sabor de la cerveza es impartido por cientos de compuestos quimicos, que a su vez reaccionan
e interactian entre si para dar lugar a una gran variedad de gustos y aromas. En la cerveza, estos
compuestos quimicos se encuentran en un estado de desequilibrio termodindmico, tendiendo a
desencadenar multiples reacciones quimicas que resultan en la perdida de sabores tipicos de
cerezas frescas y en la aparicién de notas defectuosas durante el envejecimiento de la cerveza
(Bamforth & Lentini, 2009; Vanderhaegen et al.,2006a). A diferencia del vino, el envejecimiento

de la cerveza es cominmente considerado negativo para su calidad organoléptica.

La estabilidad sensorial de la cerveza se ve seriamente afectada por la absorcién de oxigeno y el
aumento de la temperatura durante el proceso de elaboracidn, pasteurizacién, envasado y

almacenamiento de la cerveza (Bamforth & Lentini, 2009). En concreto, la pasteurizacion térmica
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convencional, que consiste en la aplicaciéon de calor al producto acabado, es una practica
extensamente empleada en la industria cervecera para la estabilizacion microbiana de la cerveza,
pero cuya aplicacion puede comprometer su estabilidad sensorial. Estudios previos han
demostrado que el aumento de la carga térmica aplicada durante la pasteurizacion acelera la
formacién de compuestos aldehidos indicadores de envejecimiento, la perdida de ésteres voldtiles
tipicamente asociados a cervezas frescas y la degradacién de compuestos amargos durante el

envejecimiento de la cerveza (Cao et al., 2011).

El desarrollo de nuevas tecnologias de conservacion no térmicas, que permiten reducir el efecto
negativo de la temperatura sobre la estabilidad sensorial de la cerveza, se presenta como
alternativa muy prometedora al proceso de pasteurizacién térmica convencional para mejorar la
vida ttil del producto acabado. Durante la dltima década, se ha demostrado la eficacia de la
homogenizacién a ultra alta presion (UHPH, de sus siglas en inglés) para la inactivacion de
microorganismos y su potencial para mantener las caracteristicas nutricionales y organolépticas
originales de los productos tratados (Zamora & Guamis, 2014). Ademads, su compatibilidad con
el procesado de alimentos liquidos en continuo y la reciente salida al mercado de equipos de
10.000 L/h (Morata & Guamis, 2020) suponen un aliciente para su implementacion a gran escala

en la industria cervecera.

1.3. Objetivos

El objetivo general de la presente tesis fue estudiar el efecto de la aplicacion de la tecnologia de
homogenizacion a ultra alta presion (UHPH) para la inactivacién microbiana y la mejora de la
estabilidad sensorial de cerveza filtrada lager, como alternativa a la pasteurizacién térmica

convencional.
Para alcanzar el objetivo general, se propusieron los objetivos especificos siguientes:

e Evaluar diferentes condiciones de operacién, presion de homogenizacion y temperatura
de entrada de la cerveza en el tratamiento UHPH, con la finalidad de encontrar las
condiciones de operacion mas adecuadas para la inactivacién microbiana de la cerveza,
minimizando al mismo tiempo el efecto térmico.

e Evaluar el efecto de la tecnologia UHPH sobre la estabilidad de las propiedades
fisicoquimicas de la cerveza, en base a los pardmetros de calidad mds relevantes del
producto, durante su envejecimiento para asegurar que las cervezas obtenidas presentan,
como minimo, los mismos niveles de calidad fisicoquimica que las cervezas

pasteurizadas térmicamente.
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e Evaluar el efecto de la tecnologia UHPH sobre la estabilidad de las propiedades
oxidativas y sensoriales de la cerveza, en base a los pardmetros de calidad més relevantes
del producto, durante su envejecimiento para mejorar la calidad sensorial de las cervezas

obtenidas en comparacidn con las cervezas pasteurizadas térmicamente.

14. Plan de trabajo

Para la realizacion de la presente tesis se llevo a cabo tres estudios principales:
Estudio 1

El Estudio 1 consistié en realizar tratamientos UHPH de cerveza a diferentes condiciones de
operacion, variando la presién de homogenizacién (_) y la temperatura de
entrada de la cerveza (_), a escala de laboratorio. Se evalué la eficacia de los
diferentes tratamientos sobre la inactivacién de los microorganismos presentes tipicamente en
cerveza y se seleccionaron las condiciones de operacién mas adecuadas. Se partié de cerveza
pasteurizada inoculada con Saccharomyves pastorianus, Lactobacillus brevis y Gluconobacter
oxydans, microorganismos aislados de una cerveceria industrial. Los tratamientos se realizaron
en la planta piloto del Centro de Innovacion, Investigacion y Transferencia en Tecnologia de los

Alimentos (CIRTTA) de la Universidad Auténoma de Barcelona (Barcelona).
Estudio 2

A partir de los resultados obtenidos en el Estudio 1, se selecciond el rango de condiciones de
operacién mds adecuado para inactivar los microorganismos tipicos de la cerveza, con la premisa
de minimizar el efecto térmico. Se realizaron tratamientos UHPH a las condiciones de operacion
seleccionadas (_) para validarlas a escala piloto, evaluando su eficacia
para la inactivacién de microrganismos tipicos de cerveza. Se partié de cerveza sin pasteurizar
inoculada con Saccharomyves pastorianus, Lactobacillus brevis y Gluconobacter oxydans,
microorganismos aislados de una cerveceria industrial. Los tratamientos UHPH se realizaron en

la planta piloto de AZTI (Bizcaia).
Estudio 3

A partir de las condiciones de operacion seleccionadas y validadas en el Estudio 2, el Estudio 3

consistié en comparar cervezas tratadas con UHPH a _ con
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cervezas pasteurizadas térmicamente (15 UP), procedentes del mismo lote de fabricacidn, en base
a los pardmetros de calidad fisicoquimicos (capacidad de retencién de espuma, turbidez coloidal,
color y compuestos amargos), oxidativos (potencial oxidativo, potencial antioxidante endégeno
y anhidro sulfuroso) y sensoriales (andlisis del contenido y percepcidn sensorial de compuestos
indicadores de envejecimiento y compuestos de perfil volatil y degustaciones sensoriales) mas
relevantes en la industria cervecera. Todas las cervezas fueron evaluadas recién tratadas y durante
3 meses de envejecimiento acelerado (a 35 °C). Los tratamientos UHPH se realizaron en la planta

piloto de AZTI (Bizcaia).
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2.1. Proceso de elaboracion de cerveza

El proceso de elaboracién de cerveza se divide a grandes rangos en tres procesos principales: i)
el malteado, proceso de elaboracién de la malta, ii) el cocimiento, proceso de elaboracién del
mosto y iii) la fermentacidn, proceso de elaboracion de la cerveza (Figura 2.1). Estos procesos de

elaboracidn se resumen muy brevemente a continuacién (Briggs et al., 2004).
Malteado — Elaboracion de la malta

Los granos de cebada son germinados para generar enzimas que, posteriormente permitan la
transformacion de su almidén en hidratos de carbono durante el proceso de cocimiento. Los
granos germinados se secan y se tuestan para conseguir los diferentes tipos de malta en funcién

de su grado de tueste y, por lo tanto, determina el color de la cerveza.
Cocimiento — Elaboracion del mosto

El proceso de elaboracion del mosto consiste en varias etapas. Primeramente, la malta es molida
para romper el grano y mejorar la posterior extraccion del almidén (molienda). Los granos
molidos son mezclados con agua a temperatura controlada. Esta mezcla se somete a una curva de
temperatura que permite a las enzimas extraidas degradar el almidon de la malta en azdcares
simples (maceracién). La mezcla obtenida es a continuacidn filtrada para separar el liquido,
mosto, de la parte solida formada principalmente por las cdscaras de los granos, bagazo
(filtracién). Seguidamente, el mosto se lleva a ebullicion, etapa en la que se afiade el ldpulo y
cuya finalidad es isomerizar los compuestos amargos, coagular proteinas, eliminar compuestos
voldtiles no deseados (DMS) y esterilizar el mosto (ebullicién). Finalmente, el mosto es

clarificado para eliminar la proteina coagulada (clarificacién) y enfriado.
Fermentacion — Elaboracion de la cerveza

El mosto es inoculado con levadura, la cual transforma los azicares en alcohol y diéxido de
carbono, generando ademds los aromas caracteristicos de la cerveza (fermentacion alcohdlica). A
continuacion, la cerveza es madurada en frio, para que sus compuestos aromédticos se estabilicen
y decante la levadura (maduracién o guarda). Seguidamente la cerveza es centrifugada y filtrada
para la eliminacién de levadura y turbidez. Finalmente, la cerveza se pasteuriza previamente o

posteriormente al envasado, dependiendo del formato de envase como se discutird mds adelante.
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Figura 2.1 Diagrama de proceso tipico de elaboracién de cerveza (figura adaptada de

Cerveceros de Espaia, 2019).

2.2. Estabilidad microbiolégica de la cerveza
La actividad microbiolégica de la cerveza ha sido ampliamente revisada por Suzuki (2015),

Vriesekoop et al., (2012), cuyas evidencias mas relevantes y destacables para la presente tesis son

resumidas a continuacion.
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Durante el proceso de fabricacion de cerveza, muchas de las etapas permiten limitar la
proliferaciéon de microorganismos y reducir los riesgos de contaminacién microbiana, como el
proceso de macerado, la ebullicion del mosto, la guarda en frio y la filtracion de la cerveza. En
concreto, la ebullicion del mosto es la mds letal, inactivando los microorganismos a una
temperatura de 100 °C durante 60 — 120 min. No obstante, la cerveza resultante puede seguir
presentando microorganismos, requiriendo una etapa final de pasteurizacion del producto

acabado.

Por otro lado, la composicién de la cerveza final presenta actividad antimicrobiana, inhibiendo el
crecimiento de una gran variedad de microorganismos. La presencia de alcohol (0,5 — 10 % v/v,
tipicamente 3,5 — 5,0 % v/v), compuestos amargos (aprox. 17 — 55 ppm iso-a-4acidos), pH acido
(aprox. 3,9 —4 4), contenido de diéxido de carbono elevado (aprox. 0,5 % w/w) y de oxigeno bajo
(< 0,1 ppm) resulta en un medio desfavorable para el crecimiento y supervivencia de patégenos,
como la Salmonella o el Staphylococcus aureus, y otros microorganismos encontrados
tipicamente en alimentos. Ademds, la mayoria de los compuestos nutritivos presentes en cerveza
acabada ya han sido metabolizados por la levadura durante la fermentacién, limitando también el

crecimiento microbiano de otros muchos microorganismos.

A pesar las propiedades antimicrobianas mencionadas, algunos microorganismos pueden crecer
en cerveza, cominmente conocidos como microorganismos de deterioro: aunque no son
peligrosos para la salud humana, afectan considerablemente la calidad del producto final. Entre
estos se encuentran las bacterias lacticas y acéticas, las mds perjudiciales, debido a la elevada
frecuencia de incidencias reportadas en el sector cervecero y al impacto negativos que causa su
presencia sobre el perfil sensorial de la cerveza. A continuacién, se describen las especies de
microorganismos de mayor preocupaciéon en la industria cervecera, que pueden crecer

potencialmente en cerveza.

Bacterias ldcticas

Las bacterias lacticas son microorganismos Gram positivos, con forma de cocos o bacilos, no
formadores de esporas, estrictamente fermentativas y facultativas anaerobias que pertenecen al
orden Lactobacillales. Estas bacterias se caracterizan por producir dcido lactico, pudiendo crecer
sin problemas a pH dcidos como el de la cerveza. A diferencia de la mayoria de las bacterias Gram
positivas, que son inhibidas por la actividad antimicrobiana del ldpulo, existen cepas de bacterias
l4cticas que se han adaptado evolutivamente, adquiriendo los genes horA y horC'y desarrollando
resistencia a estos compuestos antimicrobianos, siendo capaces de crecer en cerveza. Los géneros

mds comunes son Lactobacillus y Pediococcus, responsables del 60 — 90 % de las incidencias
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causadas por contaminaciones en ambientes cerveceros, generando sabores no deseados e
incrementando la turbidez del producto final. Entre estas, destacan Lactobacillus brevis,

Lactobacillus lindneri y Pediococcus damnosus.

La bacteria L. brevis ha sido reportada como la mds frecuente de todas en cerveza, por lo cual ha
sido la més extensamente estudiada. En cambios L. lindneri presenta un crecimiento pobre en
muchos de los medios de deteccion descritos, y a menudo puede causar incidencias de deterioro
sin ser detectada en las pruebas de control microbiolégico establecidos en los protocolos de
aseguramiento de calidad de la industria cervecera. El crecimiento de L. brevis y L. lindneri
genera una turbidez de caricter velado en cerveza, sedimentacién de particulas y ligera
acidificacién sin formar otros sabores no deseados. Su capacidad contaminante y efecto de
deterioro de la cerveza varia considerablemente dependiendo de la cepa y de su origen de
aislamiento. Se ha demostrado que algunas cepas de L. brevis deterioran significativamente todos
los tipos de cerveza, mientras que cepas aisladas de otros ambientes no cerveceros exhiben
generalmente poca o ninguna habilidad de deterioro. Asimismo, las cepas de L. brevis y L.
lindenri aisladas de ambientes cerveceros y adaptadas a la cerveza formaban bacilos de menor
tamafo y mas cortos que las cepas no adaptadas, probablemente como estrategia de supervivencia
en ambientes adversos. Este cambio morfolégico les permite reducir el darea superficial que se
encuentra en contacto con la cerveza, minimizando asi la exposicién a sus compuestos
antimicrobianos y adquiriendo mecanismos de resistencia de membrana de forma mds eficiente.
Ademés, se ha observado que, debido a estas caracteristicas morfolégicas, L. brevis y L. lindneri
adaptadas en cerveza son mds facilmente penetrables en procesos de filtracion, utilizados para la

eliminacion de microorganismos en la industria cervecera.

El deterioro causado por P. damnosus se caracteriza por la acidificacién de la cerveza y por la
produccién de sabores no deseados, destacando la formacién de diacetilo (sabor a mantequilla).
P. damnosus crece lentamente en medios de deteccion de laboratorio y ha sido casi
exclusivamente aislada de ambientes cerveceros. Por otro lado, L. paracollinoides, L. backi 'y P.
claussenii han sido recientemente propuestas como especies nuevas y alin son poco conocidas,
probablemente porque también presentan crecimientos pobres en los medios de cultivo descrito

y porque son comiinmente identificadas de forma errénea como otras especies.

Las especies de Lactobacillus L. casei, L. coryniformis, L. plantarum y los géneros Lactococcus
y Leuconostoc no aparecen tan frecuentemente ya que exhiben poca resistencia frente a la

actividad antimicrobiana del lupulo y suelen darse mayormente en cervezas poco lupuladas.
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Bacterias acéticas

Las bacterias acéticas o acetobacterias son Gram negativas, con forma de bacilo y generalmente
aerobias estrictas. En cerveza, se han identificado varias especies de Acetobacter (las mas
habituales son A. aceti, A. liquefaciens, A. pastorianus, A hansenii) y solamente una de
Gluconobacter (Gluconobacter oxydans). Las bacterias acéticas tienen la habilidad de oxidar el
alcohol para producir dcido acético, generando sabores avinagrados en cerveza. Estas bacterias
pueden tolerar diferentes concentraciones de alcohol dependiendo de la cepa, pudiendo crecer a
concentraciones de hasta el 10 % v/v e incluso sobrevivir a 13 % v/v de alcohol, como es el caso
de Gluconobacter oxydans. Estos microorganismos se encuentran comtiinmente en lineas de
envasado y equipos de dispensacién, donde es més probable que exista presencia de oxigeno. En
las dltimas décadas, se ha reducido el nimero de incidencias gracias a los avances tecnoldgicos
que han permitido minimizar la presencia de oxigeno en cerveza, pero siguen reportdndose casos;

pues algunas cepas han demostrado ser micro-aerotolerantes.

Enterobacteriaceae

Las bacterias Enterobacteriaceae son Gram negativa, en forma de bacilo, anaerdbicas facultativas,
y tipicamente incluyen las especies Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
Salmonella, Serratia 'y Shigella. No obstante, solamente un nuimero pequefio de
Enterobacteriaceae estan ocasionalmente asociadas con la industria cervecera, como
Obesumbacterium proteus (también nombrada Termobacterium lutescens o Shimwellia
pseudoproteus), Rahnella aquatilis y Citrobacter freundii. La presencia de O. proteus, R.
aquatilis y C. freundii en cerveza genera sabores no deseados debido a la formacion de acetoina,

cido lactico, propanol, sulfuro de dimetilo (DMS), isobutanol y 2,3-butandiol.

Pectinatus, Megasphaera y Zymomonas,

Los géneros Pectinatus, Megasphaera y Zymomonas, bacterias Gram negativas, son menos
habituales y presentan cominmente menos incidencias, pero también pueden afectar
considerablemente al producto final. Pectinatus y Megasphaera son bacterias anaerobias estrictas
que provocan la formaciéon de sedimentos, turbidez y sabores desagradables, impactando
seriamente al perfil sensorial de la cerveza. En cuanto a Pectinatus, (P. cerevisiiphilus, P.
frisingensis 'y P. haikarae), son conocidas por producir 4dcido sulfhidrico (aroma a huevo podrido)
mientras que Megasphaera (M. cerevisiae, M. paucivorans y M. sueciensis) producen acido

sulthidrico, 4cido butirico y 4cido caproico, aunque ees-generan un incremento de turbidez menor

31



y sedimentos casi imperceptibles. Megasphaera no tolera concentraciones elevadas de alcohol,

por lo cual es mds frecuente en cervezas bajas en alcohol.

El avance de las tecnologias cerveceras, que han permitido reducir drasticamente los niveles de
oxigeno en cerveza, ha favorecido el aumento de microorganismos anaerobios facultativos
mencionados anteriormente. Por el contrario, Zymomonas (Z. mobilis) son bacterias anaerobias
facultativas y aerotolerantes, no pueden utilizar maltosa (el azicar mayoritario del mosto de
cerveza), por lo cual se encuentra principalmente en cervezas que incluyen azucares afiadidos
como, por ejemplo, sacarosa. La presencia de Zymomonas en cerveza provoca la formacién de

acetaldehido y 4cido sulfhidrico, aportando aromas afrutados desagradables.

Levaduras salvajes

Se conoce como levaduras salvajes aquellas que no son utilizadas intencionalmente para la
fermentacion, sino que pueden crecer esporddicamente en cerveza y, por lo cual, también son
cominmente reportadas como microorganismos contaminantes, como algunas cepas de
Saccharomyces cerevisiae y las especies de Debaromyces, Dekkera, Pichia , Hanseniaspora ,

Kluyveromyces , Torulaspora y Williopsis.

Ascosporas

Muchas levaduras y mohos pueden formar esporas sexuales, nombradas ascosporas, como
mecanismo de supervivencia. Las ascosporas presentan una elevada resistencia a la temperatura,
sobreviviendo bien exposiciones a temperatura por encima 80 °C. Milani et al. (2015)
demostraron que la pasteurizacion térmica (15 UP) puede reducir solamente 1,34 logaritmos la
concentracion de ascosporas de S. cerevisiae en cerveza. Afortunadamente, actualmente no son
una preocupacién para la industria cervecera, pues en cerveza no se crean las condiciones

ambientales para la germinacién de las esporas.

2.3. Parametros de calidad de la cerveza

2.3.1. Espuma

La apariencia de las cervezas y, en concreto, la estabilidad de su espuma es muy importante para
la aceptacion del producto por parte de los consumidores. En general, la mayoria de los
consumidores prefieren cervezas con espumas estables y duraderas, en comparacién con cervezas

con espumas que tienden a colapsar y disminuir rdpidamente.
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La estabilidad de la espuma depende de factores fisicos y quimicos. A nivel fisico, las espumas
uniformemente formadas por burbujas de un tamafio pequefio tienden a ser mas estables que las
que contienen burbujas de mayor tamafio, ya que permiten aumentar el drea superficial del
liquido, contrarrestando la tension superficial existente. Los fendmenos fisicos responsables del
colapso de las burbujas y consecuente caida de la espuma mas importantes son la coalescencia y
la disproporcién. La coalescencia consiste en la fusion entre dos burbujas, causada por la ruptura
de la capa que las separaba y dando lugar a una burbuja de mayor tamafo, pero menos estable.
La disproporcion consiste en el paso de gas de una burbuja pequefia a otra de mayor tamafio,

dando lugar al colapso de la burbuja pequefia e incrementado el tamafio de la otra burbuja.

A nivel quimico, la estabilidad de la espuma depende del contenido de moléculas tensioactivas,
presentes en la capa superficial de las burbujas y responsables de conformar una matriz que
mantiene las burbujas unidas y resistentes al colapso. Las principales moléculas tensioactivas en
cerveza son proteinas y polipéptidos, procedentes de la malta, y 4cidos amargos, procedentes del
lipulo. Estos compuestos contribuyen a la estabilidad de la espuma debido a su cardcter
hidrofébico. En el caso de los d4cidos amargos, los iso-dcidos tetra y hexa presentan una mayor
hidrofobicidad y favorecen la formacién de espumas muy estables, aunque dsperas en boca. Entre
los polipéptidos hidrofébicos, los més conocidos son la proteina Z y la proteina transportadora de
lipidos 1 (LTP1, de sus siglas en inglés). Esta proteina proviene del grano de cebada, pero su
cardcter hidrofébico lo adquiere durante la ebullicion del mosto, donde es desnaturalizada,

quedando asi grupos hidrofébicos interiores expuestos.

Las cervezas de trigo presentan mayores propiedades fisicoquimicas espumantes que las cervezas
de cebada, debido mayormente a su composicién polipeptidica. Otros factores que contribuyen
positivamente a la formacién de espumas estables son una elevada temperatura y pH bajo durante
la maceracidn, la presencia de productos resultantes de reacciones de Maillard, la presencia de
iones metdlicos divalentes como, por ejemplo, el zinc y la adicién de estabilizante de espuma,
como el alginato de propilenglicol. Por el contrario, la presencia de enzimas proteoliticas, que son
excretadas por la levadura mayormente bajo condiciones de estrés, afecta negativamente a la
estabilidad de la espuma. Por otro lado, envases o vasos limpiados inadecuadamente, con restos

de lipidos y detergentes, inhiben también la formacion de espumas estables.

2.3.2. Color

El color es la percepciéon visual humana al interpretar las distintas longitudes de onda que

podemos captar de la parte visible del espectro electromagnético (380 — 780 nm). La percepcién
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del color es un fenémeno que requiere tres elementos: una fuente de luz, un objeto (por ejemplo,
la cerveza) y un detector (por ejemplo, el ojo humano o el detector de un espectrofotometro). Para
muestras liquidas que no son opacas, como es generalmente el caso de la cerveza, el principal
interés yace en medir como la luz es transmitida a través y absorbida por el producto. La luz
absorbida es tipicamente complementaria a la percibida. La cerveza, que es generalmente
percibida de color amarillo, absorbe luz de color violeta. La European Brewery Convention (EBC,
de sus siglas en inglés) establecié que el color de la cerveza se mide a una absorbancia de 430
nm, ya que esta longitud de onda (violeta) es complementaria a la transmisién de color de las
cervezas pdlidas (amarillo), las méds predominantes en Europa. Sin embargo, es importante
asegurar que la cerveza no presenta turbidez, ya que dispersa la luz incidente. Ademds, esta
longitud de onda no es tan adecuada para la medicién del color de cervezas oscuras y rojizas.
Como se muestra en la Tabla 2.1, el color y los valores tipicamente obtenidos varian segin el

estilo de cerveza.

Tabla 2.1. Color y rango de medicion segun el estilo de la cerveza (tabla adaptada de

Shellhammer, 2009)

Estilo de cerveza Color Unidades de
color (EBC)
Lager pélida europea/americana Amarillo / pajizo 4-8
Pilsner 100 % malta europea/americana  Dorado 6-18
Pale Ale inglesa Dorado / 4mbar 20 -30
Helles (Miinich) Ambar 630
Cervezas rojas Marrén / &mbar / rojizo 18 — 108
Porter americana Marrén oscuro 40 - 60
Stout irlandesa Negro 70 - 140

El color de la cerveza proviene mayormente de los granos utilizados y de las condiciones de
procesamiento a las que son sometidos. Inicialmente, la cebada contiene concentraciones de
pigmentos muy bajas, pero durante el proceso de malteado se induce la formacién de color. En
concreto, la formacién de color ocurre durante las etapas de germinacién y tostado del malteado,
mediante reacciones de Maillard y, en algunos casos, de caramelizacion y pirolisis, las cuales son

catalizadas por la aplicacion de calor.

Por otro lado, durante el envejecimiento de la cerveza, la oxidacién de los polifenoles procedentes
de la céscara de la cebada y del lipulo también puede contribuir a la formacién del color de la
cerveza. Ademads, la oxidacién de polifenoles puede favorecer las interacciones entre proteinas y

polifenoles, fomentando la formacién de turbidez coloidal. La presencia de turbidez en cerveza
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dispersa la luz y afecta indirectamente a la percepcion del color por parte del consumidor, as{

como a su medicidn fisica (Shellhammer, 2009).

Reacciones de Maillard

Las reacciones de Maillard juegan un papel clave en la formacion de color de la cerveza. Estas
reacciones se originan mayormente en el endospermo de la cebada durante el malteado, pero
pueden seguir produciéndose durante la ebullicién del mosto. Los precursores principales de las
reacciones de Maillard son azucares reductores (principalmente maltosa) y grupos amino de
aminodcidos, ya sean proteicos o libres, que dan lugar a la formacién de una imina (base Schiff)
y su forma isomerizada amino cetona (compuesto de Amadori), que es mds estable. Estas
moléculas pueden desencadenar diferentes reacciones, dependiendo principalmente del pH,
resultando finalmente en la formacion de melanoidinas, moléculas de color. En concreto, estas
reacciones generan los compuestos intermediarios 5-hidroximetilfurfural (a pH < 5) o 3-furanona
(a pH 5 — 7), compuestos incoloros de bajo peso molecular pero que estdn relacionados con
aromas tostados y a caramelo. A partir de estos compuestos intermediarios se generan croméforos

diciclicos (amarillos) y triciclicos (naranja) que dan lugar a la formacién de melanoidinas.

A parte del pH, las reacciones de Maillard pueden ser catalizadas por el aumento de la
temperatura. En un rango de 60 — 100 °C, un incremento de 1 °C de temperatura puede
incrementar la velocidad de la reaccién mas de un 10 %. Asimismo, la exposicién a elevadas
temperaturas promueve la formacién de productos de la reaccién de Maillard debido a sus
elevadas energias de activacion que resultan en una mayor formacién de color. Algunos colores
provienen de intermediarios de bajo peso molecular, la mayoria del color proviene de las
melanoidinas, estructuras poliméricas de elevado peso molecular. Los colores producidos por las
melanoidinas son inicialmente amarillo, naranja y rojo, que se convierten en marrén con el
progreso de las reacciones de Maillard. /en procesos de reacciones de Maillard avanzados. Maltas
ligeramente tostadas dan lugar a colores amarillos caracteristicos de cervezas lager filtradas
mientras que maltas intensamente tostadas dan lugar a tonalidades dmbar y marrén, tipicas de

cervezas ale inglesas (Shellhammer, 2009).

Reacciones de caramelizacion y pirolisis

Las reacciones de caramelizacién y pirolisis ocurren a partir de elevadas concentraciones de
azuicar sometidas a altas temperaturas. A temperaturas mayores de 120 °C, la reaccién de
caramelizacion se basa en la descomposicion térmica de azucares en ausencia de nitrégeno amino.

Se produce 5-hidroximetilfurfural, compuesto incoloro, pero con aroma a caramelo, asi como
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otros productos de color rojizos y marrones. La reaccién es pH dependiente, viéndose ralentizada
a pH 4cidos y acelerada a pH basicos. Por otro lado, a temperaturas mayores de 200 °C, las
reacciones de pirolisis predominan. Estas reacciones provocan la aparicién de sabores intensos, a

quemado, y la formacién de pigmentos negros (Shellhammer, 2009)..

Oxidacion de polifenoles

Durante el envejecimiento de la cerveza, la oxidacion de polifenoles puede contribuir, aunque en
menor medida, a la formacién de colores rojizos-dmbar. Estos cambios de color son mas
facilmente percibidos en cervezas lager pélidas que en cervezas oscuras, pues quedan
enmascarados por sus maltas coloradas y tostadas. La oxidacién de polifenoles se ve favorecida
por niveles de oxigeno disuelto en cerveza elevados y por la presencia de hierro soluble,
procedente de los equipos cerveceros, del agua de elaboracién o de las tierras de filtracién de
diatomeas. El uso de compuestos adsorbentes de polifenoles, como la polivinilpolipirrolidona
(PVPP), durante la elaboracién de la cerveza permite reducir el posterior aumento potencial de

color causado por la oxidacién de los polifenoles (Shellhammer, 2009)..

2.3.3. Turbidez coloidal

La turbidez, definida como la falta de transparencia, es una caracteristica no deseada
especialmente en cervezas lager y pilsner. En cambio, otros estilos de cerveza, como por ejemplo

las cervezas de trigo, son preferiblemente turbias.

En cerveza, es importante diferenciar entre turbidez bioldgica y turbidez no bioldgica. La turbidez
bioldgica es aquella causada por la proliferacion de microorganismos que, cuando alcanza
elevadas concentraciones, causa la aparicion de turbidez visible. En cambio, la turbidez no
bioldgica, también conocida como turbidez coloidal, es formada principalmente por la interaccién
entre polipéptidos de alto peso molecular (procedentes de la malta) y polifenoles (procedentes de

la malta y ldpulo).

Los principales polipéptidos involucrados en la formacién de turbidez coloidal proceden de las
hordeinas (proteina de la cebada) y presentan niveles elevados de los aminodcidos dcido
glutdmico, prolina, arginina y glicina. Por otro lado, los principales polifenoles responsables de
causar turbidez son flavonoides, compuestos formados por dimeros, trimeros o polimeros de

flavanoles (catequina, catequina, epicatequina, galocatequica y epigalocatequina).

Los flavonoides mayormente asociados a la formacion de turbidez son la procianidina B3 (dimero

de catequina-catequina) y la prodelfinidina B3 (dimero de galocatequina-catequina), conocidas
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también como proantocianidinas. El mecanismo de unién exacto entre flavonoides y proteinas no
ha sido del todo elucidado, pero se cree que los flavonoides tienen que ser previamente oxidados
y deben polimerizar en moléculas mayores para poder formar complejos polifenoles-proteinas.
Las prodelfinidinas B3 son mds propensas a formar turbidez que las procianidinas B3, ya que las
galocatequinas presentan tres grupos hidroxilos (OH) vecinales en sus anillos aromadticos,
susceptibles a oxidarse y unirse a proteinas. mientras que las catequinas tienen solamente dos

grupos OH.

La proporciéon de polifenoles implicados en la turbidez coloidal es muy baja, pues las
procianidinas B3 y las prodelfinidinas B3 representan solamente el 3,3 % del total de polifenoles
presentes en cerveza. En este sentido, la eliminacién de estos compuestos durante el proceso de
elaboracién de la cerveza no perjudica las propiedades positivas de los polifenoles, que presentan

actividad antioxidante frente al deterioro sensorial y nutritivo de la cerveza.

En cerveza, la formacién de turbidez sigue dos etapas. Inicialmente, a temperatura ambiente, el
contenido de polifenoles y proteinas de la cerveza se encuentra soluble, con un didmetro de
particula inferior a 0,1 gm, sin aportar turbidez visible a la cerveza. Cuando la cerveza es enfriada
por debajo de 0 °C, las proteinas y los taninos tienden a agruparse en particulas de un didmetro
de 0,1 — 1 um, reflejando la luz y formando turbidez visible. Estas uniones son no covalentes
(formados por enlaces i6nicos, hidrofébicos y puentes de hidrogeno) y reversibles. La turbidez
fria se redisuelve y desaparece (turbidez invisible) cuando la cerveza es atemperada de nuevo a
temperatura ambiente. Sin embargo, con el tiempo, evolucionard a turbidez permanente, por lo
cual resulta conveniente eliminar el méximo de turbidez fria durante el proceso de elaboracion de
cerveza. La turbidez fria es cominmente eliminada en una etapa de enfriamiento y filtracién, con

o sin agentes clarificantes, previa a la pasteurizacién y envasado del producto final.

La turbidez permanente se genera inicialmente de la misma manera que la turbidez fria. En este
caso los complejos solubles proteina-polifenoles se convierten en complejos insolubles mediante
uniones covalentes e irreversible, que no vuelven a disolverse si se calienta la cerveza. El tamafio
de particula es mayor, entre 1 — 10 xm de didmetro. La reaccion de formacién se cataliza por la
presencia de oxigeno e iones metdlicos y la cantidad de turbidez permanente tiene a incrementar

durante el envejecimiento de la cerveza.

Por ultimo, la interaccion entre polifenoles y polisacaridos, o polifenoles y minerales también
puede contribuir a formar turbidez coloidal, aunque en menor medida (Leiper & Miedl, 2009;

Mastanjevi¢ et al., 2018).
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2.3.4. Compuestos amargos

Los compuestos amargos estan constituidos mayormente por los compuestos quimicos a-acidos
(o humulonas) y B-acidos (o lupulonas), procedentes del lipulo. Entre estos, los a-dcidos son los
mds importantes ya que representan un 2 — 15 % w/w del lupulo, dependiendo de la variedad de
lipulo, y su forma isomerizada es la responsable principal de conferir el cardcter amargo a la
cerveza. Las cervezas pueden contener concentraciones de 15 — 100 mg/l de iso-o-acidos,
dependiendo del estilo, y su umbral sensorial se encuentra aprox. en 5 mg/l. Existen cinco
andlogos de los a-dcidos, que difieren entre si en la estructura de su cadena lateral: 1a cohumulona,
humulona, y adhumulona son los compuestos mayoritarios, mientras que la prehumulona y

posthumulona son minoritarios.

Durante la ebulliciéon del mosto, a elevada temperatura, se produce la isomerizacion térmica de
los a-4cidos, formandose iso-a-dcidos. Los iso-a-dcidos son compuestos més solubles y confieren
un mayor amargor que sus moléculas precursoras, los a-dcidos. Ademds, cada iso-a-dcido puede
dar lugar a dos epimeros, cis-iso- a-dcido y trans-iso-a-acido. Generalmente, las cis/trans-
isohumulonas y cis/trans-isocohumolona destacan por ser los productos mds abundantes en las
cervezas, representando cada una el 20 — 50 % del contenido total de iso-a-dcidos, seguido por

las cis/trans-adhumolonas, con un 15%.

Los iso-a-acidos son especialmente sensibles a la degradacién durante el envejecimiento de la
cerveza, causando una disminucién del amargor sensorial percibido por los consumidores.
Entender el proceso de degradacion es complejo, debido al nimero de compuestos y reacciones
implicadas. Cada andlogo de iso-a-dcidos se encuentra a una concentracién diferente, se degrada

a una velocidad diferentes y, ademds, no aportan la misma intensidad de amargor a la cerveza.

En general, la molécula cis-isohumulona suele ser la mas abundante, los isémeros cis son mas
estables, sufriendo una menor degradacion que los isomeros en configuracién trans. Ademds, los
isémeros cis son significativamente ma’s amargos que los isémeros trans, y las iso-humulonas

mds que las iso-cohumulonas.

Las principales causas de degradacién de los iso-a-acidos son la fotodegradacién (presencia de
luz) y degradacion oxidativa (presencia de radicales libres de O,). Ambas reacciones son
aceleradas a mayores temperaturas de almacenaje. Cuando la cerveza es expuesta ala luz UV, los
iso-a-dcidos pueden ser fotodegradados por mecanismos directos o indirectos, ambos resultando
en la formacién de 3-metil-2-buteno-1-tiol (MBT), compuesto aromdtico que imparte gustos y
aromas muy desagradables a mofeta. En el mecanismo directo, los iso-a-4dcidos son degradados

por absorcion directa de luz UV, gracias a su grupo croméforo que absorbe luz principalmente en
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la regién UV-B (280-320 nm). Por el contrario, en la regioén del espectro visible (390-700 nm),
este cromoforo es transparente y los iso-a-dcidos son degradados de forma indirecta, mediante la
intervencion de un fotosensibilizador como, por ejemplo, la riboflavina (vitamina B2), la cual se

encuentra en cerveza a concentraciones de aproximadamente 1 mg/L.

Por otro lado, los a-4cidos y los b-dcidos y sus productos transformados también presentan un
efecto estabilizador de la espuma de la cerveza y un efecto bacteriostético, inhibiendo el
crecimiento de microorganismos contaminantes. El efecto estabilizador depende del caricter
hidrofébico de cada isémero, representando los isémeros trans una proporcién mayor en la
espuma que los isémeros cis. Ademas, los iso-a-acidos reducidos, como los tetra-iso-a-acidos y
hexa-iso-a-acidos, presentan un mayor efecto estabilizador (Blanco et al., 2014; Caballero et al.,

2012; De Keukeleire et al., 2009; Mezui, 2012).

2.3.5. Sabor y compuestos volatiles

El sabor de la cerveza es el resultado de multiples interacciones complejas entre centenares de
compuestos quimicos y los receptores de gusto y olor. Los compuestos que imparten gusto pueden
ser percibidos directamente en la lengua mientras que los aromas se relacionan con cualquier
compuesto que sea percibido tanto en nariz como al final de la boca, de forma retronasal. La
percepcion del gusto, el aroma y la combinacion de ambos describe el sabor de la cerveza. Los
principales compuestos implicados en el sabor pueden ser derivados de los ingredientes como la
cebada y el lipulo, generados por la levadura como metabolitos, producidos por microorganismos

contaminantes y derivados de reacciones de deterioro durante el envejecimiento de la cerveza.

Estos compuestos son percibidos por los degustadores si se encuentran a concentraciones
superiores a su umbral sensorial. El umbral sensorial es determinado mediante paneles de
degustacion, en los cuales tipicamente se va incrementando la concentracién del compuesto hasta
que es detectado y diferenciado claramente por los degustadores en comparacion con los controles
sin el compuesto afiadido. Los métodos estdndar reportan el umbral sensorial cuando al menos el
50 % de los degustadores detectan el compuesto. Se utiliza el concepto de unidad de sabor (FU,
de sus siglas en inglés) para predecir la percepcion sensorial de cada compuesto, es decir, la
contribucién de cada compuesto sobre el sabor global de la cerveza. Las unidades de sabor son
calculadas como el cociente entre la concentraciéon del compuesto y su umbral sensorial
correspondiente. La Figura 2.2 muestra el perfil sensorial tipico de una cerveza lager europea,
obtenido a partir de las unidades de sabor (FU, de sus siglas en inglés). Aquellos compuestos que
presentan valores superiores a 1 FU, son probablemente percibidos por los degustadores. Por

ejemplo, los compuestos amargos, que suelen encontrarse a una concentraciéon de 20 — 25 mg/L
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(equivalente a 20 — 25 IBU), presentan un umbral sensorial de 5 mg/L y, consecuentemente, una
percepcion sensorial de aprox. 4 — 5 FU, razén por la cual el amargor es percibido notablemente
al consumir la cerveza. Este andlisis se utiliza de forma indicativa, pues presenta limitaciones. La
sensibilidad de cada degustador para percibir un cierto compuesto puede variar
considerablemente. Ademads, la percepcion sensorial de cada compuesto puede dependen
substancialmente de la matriz en la que se encuentra, es decir, de la presencia y/o ausencia de
otros compuestos en la cerveza. Hay compuestos que pueden interactuar entre si, realzando
sabores, enmascarando sabores o incluso cambiando el sabor (Holt et al., 2019; Hughes, 2009;

Meilgaard, 1975; Saison et al., 2009).
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Figura 2.2. Perfil sensorial tipico de una cerveza lager europea, en unidades de sabor (FU,

de sus siglas en inglés (adaptada de Hughes, 2009).

Numerosos tipos de compuestos estan involucrados en el perfil sensorial de la cerveza, destacando
mayormente los compuestos volétiles. La fraccidn volétil puede estar compuesta por més de 800
compuestos diferentes, aunque solamente decenas de ellos son conocidos por estar directamente
implicados e influenciar la percepcién sensorial del producto consumido. Los compuestos
voldtiles pueden ser clasificados en distintas familias seglin su naturaleza quimica: alcoholes
superiores, ésteres, dcidos grasos, compuestos carbonilos (aldehidos), compuestos sulfurados,
compuestos furanos, monoterpenoles, C13-norisoprenoidess y fenoles volédtiles (Olaniran et al.,

2017; Vanderhaegen et al., 2006a).

La Tabla 2.2 muestra los compuestos voldtiles relacionados con el deterioro del sabor de la
cerveza. En cervezas frescas, los compuestos voldtiles no se encuentran en equilibrio, de manera
que tienden a desencadenar mudltiples reacciones quimicas, resultando en la perdida de

compuestos y sabores deseados (tipicamente atribuidos a cervezas frescas) y la aparicién de
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compuestos y sabores no deseados (tipicamente atribuidos a cervezas envejecidas) durante el
envejecimiento de la cerveza. Estas reacciones pueden ser aceleradas principalmente por la
presencia de oxigeno molecular y el aumento de la temperatura de la cerveza. En la Tabla 2.3 se
resumen todas las reacciones descritas en bibliografia que, aunque viables, pueden ocurrir en

mayor o menor grados de prevalencia durante la vida ttil del producto.

Tabla 2.2. Compuestos formados durante el envejecimiento de la cerveza (Bamforth &

Lentini, 2009; Vanderhaegen et al., 2006a).

Clasificacion Compuesto Clasificacion Compuesto

Aldehidos Acetaldeido Compuestos Furfural
E-2-Nonenal heterociclicos 5-Hidroximetilfurfural
E-2-Octenal 5-Metilfurfural
E.E-2.4-Decadienal 2-Acetilfurano
E,E-2,6-Nonadienal 2-Acetil-5-metilfurano
2-Metilbutanal 2-Propionilfurano
3-Methilbutanal Furano
Benzaldehido Alcohol furfurilico
2-Fenilacetaldehido 2-Ethoximethyl-furano
3-(Metiltio)propionaldehido 2-Ethoximethil-5-furfural

Esteres de etilo  3-metilbutirato de etilo 2-Ethioxi-2,5-dihidrofurano
2-metilbutirato de etilo Maltol
2-metilpropionato de etilo Dihidro-5,5-diemetil-2(3 H)-
Nicotinato de etilo furanona
Succinato de dietilo 5,5-Dimetil-2(5 H)-furanona
Lactato de etilo 2-Acetilpirazina
Fenilacetato de etilo 2-Metoxipirazina
Formiato de etilo 2,6-Dimetilpirazina
Cinamato de etilo Trimetilpirazina

Tetrametilpirazina

Cetonas E-B-Damascenona Acetales 2.4.,5-Trimetil-1,3-dioxolano
Diacetilo ciclicos 2-Isopropil-4,5-dimetil-1,3-
3-Metil-2-butanone dioxolano
4-Metil-2-butanona 2-Isobutiril-4,5-dimetil-1,3-
4-Metil-2-pentanona dioxolano
2.3-Pentanediona 2-Sec butil-4,5-dimetil-1,3-

dioxolano
Compuestos de Trisulfuro de dimetilo Lactonas y-nonalactona

sulfuroso

Formiato de 3-Metil-3-

mercaptobutil

v-hexalactona
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Tabla 2.3. Principales reacciones implicadas en el deterioro de cerveza (Bamforth & Lentini,

2009; Vanderhaegen et al., 2006a).

Reaccion

Descripcion

Oxidaciéon enzimatica de

4cidos grasos insaturados

Oxidacion no enzimatica de

4cidos grasos insaturados

Oxidacion de iso-a-acidos

Oxidacion de  alcoholes
superiores
Degradaciéon  Strecker de
aminodcidos

Condensacion de aldoles

Formacion de acetales

Unién de carbonilos por

dioxidos de sulfuro

La lipoxigenasa (LOX), enzima producida durante la germinacién de la
cebada, cataliza la oxidacién de 4cidos grasos poliinsaturados (p.ej.
dcido linoleico), formando hidroperéxidos, a partir del cual se
desencadenan reacciones que conllevan finalmente a la formacién de

compuestos carbonilos instaurados (p.ej. E-2-nonenal).

Los 4cidos grasos insaturados (por ejemplo, dcido linoleico) pueden ser
oxidados de forma autocatalitica, partiendo de radicales de oxigeno

como hidroxilos y perhidroxilos.

A partir de compuestos amargos, alcoholes superiores y melanoidinas se
pueden formar carbonilos voldtiles. Los iso-a-dcidos reducidos no

producen carbonilos relacionados con el deterioro.

Los alcoholes superiores pueden ser convertidos a su aldehido
equivalente, en presencia de melanoidinas. Esta reaccién puede ser

inhibida por los polifenoles y requiere de la incidencia de luz.

Los aminodcidos pueden reaccionar con compuestos a-dicarbonilos,
como compuestos intermediaros en las reacciones de Maillard. Los
aminodcidos son convertidos en aldehidos. Los polifenoles pueden

actuar como catalizadores de dicha degradacién.

Aldehidos o cetonas reaccionan para formar compuestos carbonilos
mayores. La reaccion entre acetaldehido y heptanal puede formar E-2-

nonenal. La prolina puede actuar como catalizadora.

La condensacién de 2,3-butanediol con carbonilos (p.ej. acetaldehido)

puede formar acetales ciclicos.

El sulfito producido por la levadura es capaz de formar complejos con
compuestos carbonilos, resultando en un aducto que tipicamente no
imparte sabor en cerveza. Durante el envejecimiento de la cerveza, el

sulfito es progresivamente liberado y consumido en otras reacciones.

(continuacién)
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Tabla 2.3. Continuacién

Reaccion

Descripcion

Unién de carbonilos y grupos

amino

Reducciéon de compuestos

carbonilos por la levadura

Liberacion enzimatica de

compuestos voldtiles

Neutralizacién de radicales
de oxigeno por polifenoles y

melanoidinas

Eliminacién de perdxido de

hidrogeno por peroxidasas

Liberacion de dicetonas

vecinales

Compuestos sulfurosos

Evolucion de los niveles de

ésteres

Compuestos carbonilos se unen a grupos amino, incluidos grupos amino

proteicos, para la formacién de bases Schiff.

La levadura puede reducir compuestos carbonilos, incluyendo aldehidos
y cetonas, (p.ej. acetaldehido a etanol, o diacetilo a acetoina y

butanediol), mediante mecanismos enzimaticos

La levadura excreta enzimas que deterioran la cerveza como
glucosidasas, que catalizan carbohidratos aromaticos del lupulo. La B-

glucosidasa favorece la liberacion de (E)-B-damascenone en cerveza.

Los polifenoles y las melanoidinas pueden neutralizar reacciones de
oxidacién catalizadas por la presencia de radicales de oxigeno. Los
polifenoles pueden neutralizar superéxido, hidroxilos y radicales proxi
generados durante la oxidacién autocatalitica de &cidos grasos
insaturados, actuar como quelantes de iones metdlicos e inhibir la

actividad de la lipoxigenasa.

El per6xido de hidrogeno, radical clave en las reacciones oxidativas,

puede ser eliminados por peroxidasas en presencia de polifenoles.

El 4cido acetoldctico y el acetohidroxibutirato pueden ser degradados si
no son completamente transformados a diacetilo y pentanodiona por la

levadura durante la fermentacién y maduracion.

Agentes reductores (p.ej. el aminodcido cisteina o la levadura) pueden
liberar progresivamente sulfuro de dimetilo (DMS) a partir de
dimetilsulf6xido (DMSQO) durante el envejecimiento de la cerveza.
Ademis, la levadura puede reducir didéxido de azufre a sulfuro de
hidrégeno. Se pueden formar compuestos aromdticos no deseados como
el formiato de 3-metil-3-mercaptobutil y el 4-mercapto-4-metil-penta-2-

ona.

Algunos ésteres (p.ej. nicotinato de etilo o fenilacetato de etilo) pueden
incrementar durante el almacenamiento. En cambio, otros (p.ej. acetato

isoamilo) puede decrecer durante el envejecimiento de la cerveza.
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24. Pasteurizacion térmica

2.4.1. Teoria de la pasteurizacion

El objetivo principal de la pasteurizacion térmica es alcanzar la estabilidad microbiolégica de la
cerveza mediante la inactivacién térmica de levaduras y bacterias y, asi, extender la vida til del
producto final. La eficacia de los tratamientos de pasteurizacion térmica depende de la
temperatura y tiempo de tratamiento, asi como de la composicion del producto. La temperatura y
el tiempo de tratamiento definen la carga térmica aplicada sobre el producto, medida en unidades

de pasteurizacién (UP) segiin la Ecuacién 2.1.

UP = At * 1,393 (T-60) (Ecuacién 2.1)
Donde: UP = Unidades de pasteurizacion
At = Tiempo de tratamiento (min)

T = Temperatura de tratamiento (°C)

Esta ecuacién, basada en los pardmetros de letalidad microbiana reportados por Vecchio et al.,
(1951), es ampliamente utilizada en la industria cervecera, segin recomienda la European
Brewery Convention (ECB) (EBC Analytica, 2.1.4. Pasteurisation, 2011). La ecuacién describe
que 1 UP equivale a 1 minuto de tratamiento a 60 °C, pudiendo variar el tiempo de tratamiento
con el aumento o disminucién de la temperatura aplicada. En la Tabla 2.4 se muestra la cantidad
de UP que la EBC recomienda aplicar en cerveza para lograr la estabilidad microbiana en funcién

del tipo de cerveza.

Tabla 2.4. Recomendaciones de la European Brewery Convention (EBC) de rangos de
unidades de pasteurizaciéon (UP) tipicos segin tipo de cerveza (EBC Analytica, 2.14.

Pasteurisation, 2011).

Tipo de cerveza Tipicas UP minimas Tipicas UP maximas

Pilsner y lager 15 25
Ale y Stout 20 35
Baja en alcohol 40 69
Sin alcohol 80 120

Actualmente, en la industria cervecera se alcanza la inactivaciéon microbiana mediante equipos de
pasteurizacién tinel (para producto envasado), pasteurizacion flash o filtracion estéril

(previamente al envasado del producto).

44



2.4.2. Pasteurizacion térmica tanel

En un pasteurizador tinel, la cerveza envasada pasa a través del equipo mediante un sistema de
transporte mientras es rociada con agua a temperatura controlada. Los sistemas de aspersion de
agua estan situados en diferentes zonas, dosificando agua a diferentes temperaturas de manera
que la temperatura de los envases aumenta de forma gradual a medida que pasa por las diferentes
zonas hasta alcanzar la temperatura de pasteurizacion deseada, normalmente de 60 °C. La cerveza
envasada es mantenida a esta temperatura durante el tiempo necesario para alcanzar las UP
establecidas. A continuacidn, la cerveza envasada es transportada a otras zonas de aspersion para
ser gradualmente enfriada con agua cada vez mds fria, hasta que sale del equipo por el extremo
contrario a su entrada. Los pasteurizadores tiinel modernos aprovechan las diferencias de
temperaturas entre las diferentes aguas de aspersion empleadas para calentar y enfriar las aguas
del sistema y asi disminuir el consumo energético del equipo. La temperatura y tiempo de
residencia del producto en todas las zonas es monitorizada y registrada por el equipo para calcular
de forma auténoma las unidades de pasteurizacion reales aplicadas a la cerveza envasada. El
proceso de pasteurizaciéon completo dura normalmente una hora. Durante la pasteurizacion, el
incremento de temperatura provoca el aumento de la presion en los envases debido al contenido
de carbonico de la cerveza. Los envases estdn disefiados para soportar dichas presiones, pero el
nivel de presion alcanzada depende del volumen de espacio de cabeza, por lo cual se requiere que
sea controlado de forma extremadamente precisa durante el proceso de llenado previo para evitar

problemas de estallido de los envases.

La ventaja de la pasterizacion en tunel es que tanto la cerveza como el envase son pasteurizados
simultdneamente, eliminando cualquier riesgo de contaminacién microbiana posterior. No
obstante, los pasteurizadores tunel pueden facilmente sobrepasteurizar el producto, debido a
paradas técnicas en la linea de produccion, con el efecto adverso que esto supone sobre la calidad
del producto. Ademds, estos equipos son de grandes dimensiones, requiriendo un 4drea de
ocupacion extensa, y tienen un coste de inversion y de operaciéon mayor que los pasteurizadores

flash y los sistemas de filtracion (Briggs et al., 2004).

2.4.3. Pasteurizacion térmica flash

En la pasteurizacién térmica flash, la cerveza es pasteurizada en continuo, y posteriormente,
envasada asépticamente, cominmente en barriles. El equipo consiste bdsicamente en un
intercambiador de calor de placas. La cerveza es bombeada desde un tanque pulmén y circulada
a contracorriente de cerveza caliente (que sale del equipo ya tratada) para ser precalentada (zona

de regeneracion). A continuacién, es calentada a la temperatura de pasteurizacién mediante su
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circulacién a contracorriente de agua caliente o vapor (zona de calentamiento). La cerveza se
mantiene en esta zona durante el tiempo de residencia necesario para alcanzar las UP establecidas.
Tipicamente, la temperatura maxima alcanzada suele ser de 71 — 79 °C durante un periodo de
tiempo de 15 a 60 segundos. Después, la cerveza caliente vuelve a circular a contracorriente de
cerveza fria (que entra al equipo sin ser tratada) para ser enfriada y almacenada en otro tanque
pulmon. Con este sistema, las diferencias de temperatura entre la cerveza de entrada (no tratada)
y de salida (tratada) son aprovechadas para precalentar y enfriar el producto. Para que todo el
producto reciba de forma homogénea la misma carga térmica, se requiere un flujo de régimen
turbulento (ndimero de Reynolds > 3.000). La cerveza es bombeada a una presién de 8,5 — 10 bar,
con una contrapresion de 1 bar, para evitar la expansion del carbénico durante el incremento de

temperatura, y contra presionada a 1 bar.

Las ventajas de la pasteurizacion térmica flash es que requiere de menos drea de ocupacién y
conlleva un coste de inversion y de operacién menor que la pasteurizacién tinel. En cambio, su
desventaja es que presenta mayores riesgos de contaminacion en etapas posteriores al tratamiento.
Por este motivo, requiere de un control microbioldgico de los procesos de lavado de los envases
y del llenado muy rigoroso, para evitar posibles contaminaciones tanto del envase (entre la

lavadora de envases y la llenadora), como de la cerveza (entre la pasteurizacion y su envasado).

24.4. Alternativa convencional: La filtracion

La filtracién estéril es un método fisico no térmico aplicado para la eliminaciéon de
microorganismos en cerveza, previamente a su envasado. Aunque existen varios tipos de
filtracién, actualmente la filtracion de membranas es la unica tecnologia que ha demostrado
retener los microorganismos tipicos de cerveza y ser considerada un método de filtracion estéril.
Las membranas estdn fabricadas de ésteres de celulosa, de un grosor de 150 uym, con poros
uniformemente distribuidos de 0,45 ym. A medida que la cerveza pasa a través del filtro todos
los microorganismos de dimensiones mayores que el tamafio del poro son retenidos en su

superficie, proporcionando una esterilidad absoluta del producto filtrado.

La filtracion estéril presenta la ventaja de que es un tratamiento no térmico, respetuoso con la
calidad de la cerveza, que permite minimizar el efecto negativo sobre el sabor. Sin embargo, no
inhibe la actividad de enzimas que favorecen el deterioro de las cervezas, como por ejemplo la
proteinasa A o las esterasas, que catalizan la degradacién de la espuma y de los ésteres voldtiles,
respectivamente, a diferencia de la pasteurizacién térmica convencional. Se ha demostrado que
cervezas filtradas presentan una vida ttil menor que cervezas pasteurizadas térmicamente. Por

otro lado, la filtracién estéril conlleva un coste de inversién y operacién menor que la
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pasteurizacion tinel. No obstante, la principal desventaja de las membranas es que son propensas
a colmatarse y requieren que la cerveza haya sido previamente filtrada adecuadamente, mediante
el uso de dos o tres filtros de cartuchos secuenciales con tamafios de poros progresivamente mas
pequefios (5 — 1 ym), situados después de la filtracion por tierras de diatomeas. En este sentido,
no es tecnologia compatible con la produccién de cervezas turbias. Ademds, posteriormente al
proceso de filtracion, la cerveza debe ser envasada bajo condiciones estériles, lo cual anade
complejidades operativas durante el proceso de envasado. Asimismo, debe incluirse un tanque
pulmon entre el filtro y la envasadora, y se requiere monitorizar atentamente el caudal (que debe
ser constante) y la caida de la presion durante la filtracion (2 bares es aceptable) para evitar
cambios de presidn repentinos que dificulten el filtrado y comprometan la esterilidad del sistema

(Briggs et al., 2004).

2.5. Nuevas tecnologias de pasteurizacion no térmica: Tratamiento a altas

presiones (HPP)

El tratamiento a altas presiones (HPP, de sus siglas en inglés) es un método de conservacion de
alimentos no térmico, considerado no convencional, menos invasivo y daflino para el producto
que las tecnologias existentes y cominmente utilizadas en la industria alimentaria, como son los
procesos térmicos (Buzrul et al., 2005a). Las altas presiones pueden aplicarse con dos tecnologias
diferentes, que no deben ser confundidas entre ellas: las altas presiones hidrostaticas (HHP, de

sus siglas en inglés) y la homogenizacién a ultra alta presiéon (UHPH, de sus siglas en inglés).

2.5.1. Altas presiones hidrostaticas (HHP)

25.1.1. Descripcion de la tecnologia

La tecnologia de altas presiones hidrostaticas (HHP, de sus siglas en inglés) es uno de los
desarrollos mds significantes en el procesamiento de alimentos s6lidos y liquidos de las dltimas
décadas. Esta tecnologia se basa en la aplicacion de elevadas presiones, en un rango de 200 — 800
MPa, en combinacion o no de calor, para alcanzar la inactivaciéon microbiana de los alimentos sin
afectar la calidad del producto, ya que, en general, retiene sus propiedades fisicoquimicas (p.€j.
color) y organolépticas. No obstante, una de sus principales desventajas es que los equipos operan
en lotes (batch), en el caso de productos previamente envasados, 0 en semi-continuo, para tratar

liquidos no envasados.
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El funcionamiento de los equipos HHP (batch) consiste en situar el producto envasado en cestas
de carga que son debidamente colocadas dentro de un tanque de presurizacion. Cuando se cierra
el tanque, el resto de su volumen es llenado con agua a baja presidn, la cual actuard como el fluido
transmisor de presion. Una vez lleno, los intensificadores bombean agua a alta presion dentro del
tanque hasta alcanzar la presion de tratamiento establecida. Una vez finalizado el tiempo de
tratamiento deseado, el tanque es despresurizado mediante la liberacion del agua. En los equipos
semi-continuos, los depésitos cuentan con pistones de presion moviles para presurizar el liquido.
El depdsito de presion se llena con el liquido a tratar a través de una bomba de transferencia de
baja presién y una vez llenado, se cierra la vdlvula de entrada al depdsito. A continuacién, se
presuriza el liquido mediante la presiéon ejercida por un fluido de transmisién de presion,
normalmente agua, situado al otro lado del piston mévil. Después de mantener la presién durante
el tiempo deseado, el sistema es despresurizado mediante la liberacién de presion del fluido
transmisor de presion y el liquido tratado puede ser descargado en un tanque estéril, para ser
posteriormente envasado asépticamente en envases estériles. En este sentido, en un modo semi-
continuo, tres depdsitos batch pueden ser concatenados: el primero descarga el producto, el
segundo es presurizado y el ultimo es cargado al mismo tiempo, para mantener una produccién
continua. En la Figura 2.3 se representan las etapas principales de un proceso HHP estdndar. En
el proceso HHP, los pardmetros principales a controlar y que definen la eficacia de los
tratamientos son la presion, el tiempo y la temperatura de tratamientos. No obstante, las demds
variables de disefio, como son el tiempo de presurizacién y de despresurizacion y la temperatura

inicial del producto también son determinantes (Balasubramaniam et al., 2015).

Temperatura (°C)
(ed1AT) wotSa1g

Tiempo (min)

Figura 2.3. Presion y temperatura durante un tratamiento HHP tipico: precalentamiento (t),
carga del producto (t), compresion (t3), tratamiento (t4) y descompresion (t3), tiempo de
tratamiento a la presiéon deseada. Se representa la temperatura inicial (T;), de
precalentamiento (T>), de tratamiento (T3) y final (T4), asi como la presién atmosférica (P)

y la presion de tratamiento (P») (figura adaptada de Balasubramaniam et al., 2015).
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2.5.1.2. Aplicacion de la tecnologia HHP para el tratamiento de cerveza
Inactivacion microbiana

La eficacia de los tratamientos HHP para la inactivacién microbiana depende principalmente de
la presion aplicada y del tiempo de duracidn del tratamiento, aunque la resistencia microbiana
puede variar considerablemente en funcion de la matriz del producto tratado (pH, viscosidad y
composicion) y del tipo de microorganismo. En general, los microorganismos procariotas han
demostrado ser mds resistentes que los eucariotas y las bacterias Gram positivas — cuya pared
celular cuenta con una capa de peptidoglucanos gruesa — mas resistentes que las bacterias Gram
negativas — que cuentan con una membrana externa y una capa de peptidoglucanos delgada —

(Rendueles et al.,2011; Santos et al., 2017).

La Tabla 2.5 resume los estudios realizados con la tecnologia HHP para la inactivacion
microbiana de cerveza, segtn la bibliografia consultada. En general, se ha demostrado la eficacia
de los tratamientos HHP para la inactivacién de levaduras, bacterias l4cticas, bacterias acéticas y
aerobias en cervezas modelo (Fischer et al., 2006; Ulmer et al., 2000, 2002), cervezas lager
(Buzrul et al., 2005a), cervezas pale ale, mild ale (Castellari et al.,2000) y cervezas de trigo (Yin
et al., 2016). En la Tabla 2.5 se muestran las condiciones de tratamiento aplicadas y
microorganismos ensayados en los diferentes estudios. De manera similar a la pasteurizacion
térmica, los tratamientos HHP alcanzaron inactivacién microbiana mayores en cervezas con
contenidos de alcohol y extractos de lipulo mayores y pH més 4cidos, tanto para microorganismos
vegetativos (Fischer et al., 2006; Génzle et al., 2001; Ulmer et al., 2000) como para ascosporas

(Milani et al., 2016a).

Efecto de la tecnologia HHP sobre la calidad de la cerveza

La Tabla 2.6 presenta el efecto de la tecnologia HHP sobre las propiedades fisicoquimicas (color,
turbidez, espuma y compuestos amargos) y sensoriales de la cerveza, segin los estudios

reportados en bibliografia.

Estos estudios han demostrado que la tecnologia HHP incrementa el color de las cervezas cuando
se aplican presiones elevadas y/o tiempos de tratamiento largos, mientras que a condiciones de
tratamiento mds suaves no se ve alterado. (Buzrul et al., 2005a) no encontré diferencias de color
entre cervezas lager sometidas a HHP (200 — 350MPa, 3 — 5 min) y cervezas pasteurizadas

térmicamente, mientras que en el estudio reportado por (Stulikova et al., 2020), en el que tampoco
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Tabla 2.5. Estudios reportados sobre el efecto de los tratamientos HHP sobre la inactivacién microbiana en cerveza (tabla adaptada de Santos et al., 2017).

Tipo de cerveza

Condiciones de tratamiento

Resultados observados

Referencia

Cerveza lager

Cerveza pale ale y mild ale

Cerveza de trigo

Cerveza lager

Cerveza lager (00, 4,8, 70 %

v/v alcohol)

Cerveza modelo con diferentes
extractos de ldpulo (20 y 100
mg/L) y etanol (5 y 10 %)

Cerveza modelo

Cerveza modelo

350 MPa, 3 — 5 min

600 MPa, 5 min

400 MPa, 15 min; 500 MPa, 10
min; 600 MPa, 15 min

200, 300 y 400 MPa

400, 600 MPa; 5,15,20y 30 s

200, 300, 400, 500 y 600 MPa;

15 °C, varios tiempos.

300 MPa, 20 °C, varios tiempos

200 y 300MPa/ 20°C hasta 120

min

No crecieron levaduras, bacterias l4cticas y bacterias acéticas durante 1, 28 y 56 dias de
almacenamiento (20 °C)

Alcanzaron 4 reducciones logaritmicas de hongos, levaduras y bacterias aerobias. No
crecieron bacterias lacticas

No crecieron bacterias aerobias y bacterias lacticas durante 84 dias de almacenamiento (20
°C)

Se obtuvieron 2,5 reducciones logaritmicas de ascosporas de Saccharomyces cerevisiae a
200 MPa, 30 min; 300 MPa, 27s y 400 MPa, 12 s.

Alcanzaron 7 reducciones logaritmicas de ascosporas de Saccharomyces cerevisiae a 600
MPa durante 5 s.

A 300 MPa, tiempos de tratamiento de 120, 7,2 y 1,0 s fueron suficientes para pasteurizar
cervezas 0,0 %,2.8 %y 7,0 % de alcohol.

Se observo inactivacién microbiana de Lactobacillus plantarum a a 600 MPa.

A 200 MPa /30 a 60 min. las células perdieron su resistencia al ldpulo El extracto de lipulo
(50 y 100 mg /L) y el contenido de etanol (5% y 10%) aceleraron la inactivacion y el alcohol
tuvo un efecto mds positivo.

Se inactivé el 99% de Lactobacillus plantarum en 10 min a 300 MPa.

La adicion de extracto de ldpulo (100 mg / L) y alcohol (10% v/v) aumento la eficacia.

No se alcanzaron reducciones significativas de Lactobacillus plantarum, pero se demostrd

una mayor inactivacién a pH bajos y con la adicién de ldpulo.

Buzrul et al. (2005b)

Castellari ef al. (2000)

Yin et al. (2016)

Milani et al. (2016a)

Milani et al. (2016b)

Ulmer et al. (2000,
2002)

Ginzle et al. (2001)

Fischer et al. (2006)
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observé un incremento significativo en cervezas tratadas a mayor presion (550 MPa, 5 min), en
comparacién con cervezas sin tratar. Asimismo, Yin et al. (2016) tampoco reportd diferencias
significativas entre cervezas de trigo tratadas con HHP (400 MPa, 5 min; 500 MPa, 10 min; 600
MPa, 5 min), cervezas pasteurizadas térmicamente y cervezas sin tratar, mientras que tratamientos
HHP mads intensos (700 MPa; 10 min) incrementaron el color. Por otro lado, en el estudio
reportado por Castellari et al. (2000), el efecto dependié del pardmetro evaluado, pues la
tecnologia HHP no afect6 al brillo (L) de cervezas pale ale y mild ale, pero si a otros pardmetros
de color, como el nivel de saturacién de color, los cuales fueron inferiores que en cervezas
pasteurizadas térmicamente. Ademds, en los estudios Buzrul et al. (2005b) y Castellari et al.
(2000), los resultados observados se mantuvieron durante los 56 y 49 dias de almacenamiento (a

20 °C) evaluados, respectivamente.

Respecto a la turbidez de la cerveza, la tecnologia HHP favorece su incremento, aunque en menor
o mayor grado dependiendo de las condiciones de tratamiento aplicadas. Segiin reportaron Buzrul
et al. (2005a), ambos tratamientos, HHP y la pasteurizacién térmica (60 °C, 15 min), de cervezas
lager provocaron el incremento de la turbidez en comparacién con cervezas sin tratar. Asimismo,
los tratamientos HHP mds intensos (350 MPa, 5 min) favorecieron la aparicién de una mayor
turbidez en comparaciéon con la pasterizacion térmica convencional (60 °C, 15 min) y los
tratamientos HHP menos intensos (200, 250 y 300 MPa, 3 y 5 min), los cuales no presentaron
diferencias significativas entre ellos. Por el contrario, Fischer et al. (2006) observaron que
cervezas lager y Pilsen tratadas con HHP (300, 500, 700 MPa, 5 min) presentaron niveles de
turbidez mas elevados, independientemente de las condiciones de tratamiento, aunque las
compararon con cervezas pasteurizadas térmicamente con cargas térmicas muy bajas (60 °C/ 2
min, equivalente a 2 UP). En cervezas pale ale y mild ale tratadas con HHP a elevadas presiones
(600 MPa/5min), se observaron niveles de turbidez elevados en comparacion con cerveza del
mismo lote pasteurizada térmicamente a 10 UP (60 °C/ 10 min, equivalente a 10 UP) (Castellari
et al.,2000). De forma similar, en cervezas de trigo turbias, la tecnologia HHP (400 MPa/ 15 min,
500 MPa/ 10 min, 600 MPa/ 6 min) también aument6 la turbidez en comparacién con la

pasteurizacion térmica (60 °C, 15 min, 15 UP) (Yin et al., 2016).

En cuanto a la estabilidad de la espuma de la cerveza, se ha demostrado que los tratamientos HHP
no afectan o incluso mejoran su durabilidad en cervezas lager, cervezas ale (Santos et al., 2017)
y en cervezas de trigo (Yin er al., 2016) en comparaciéon con la pasteurizacién térmica

convencional.
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Los estudios reportados también demostraron que las cervezas tratadas con HHP presentan menor
contenido de compuestos amargos que las pasteurizadas térmicamente, diferencia que se sigue

observando durante toda la vida til de las cervezas (Buzrul et al., 2005a, 2005b).

Por dltimo, Milani et al. (2016b) demostraron que los tratamientos HHP no afectan
sensorialmente a cervezas lager en comparacién con la pasteurizacién térmica, ya que no
encontraron diferencias significativas entre ambas cervezas mediante pruebas de degustacion
triangulares y de preferencia. Sin embargo, otros estudios que realizaron pruebas de degustacién
descriptivas demostraron que las cervezas lager tratadas con HHP pierden plenitud en boca,
amargor y aroma a ldpulo en comparacion con cervezas sin tratar (Stulikova et al., 2020), aunque
no se compararon con cervezas pasteurizadas térmicamente. Yin et al. (2016) también realizaron
degustaciones descriptivas y demostraron que las cervezas de trigo tratadas con HHP conservaron
un mayor aroma de pldtano, una mayor sensacién en boca y frescor que las pasteurizadas

térmicamente.

Asi pues, los estudios reportados apuntan que el perfil sensorial de las cervezas tratadas con HHP
podrian presentan caracteristicas atribuidas generalmente a cervezas mds frescas que las cervezas
pasteurizadas térmicamente. Sin embargo, se propone realizar mds investigacion al respecto, pues
los resultados no son consistentes entre los diferentes estudios reportados, probablemente debido
al tipo de cerveza, condiciones de tratamiento aplicadas e incluso metodologia analitica utilizada.
Asimismo, se carece de estudios que evalden la evolucién del perfil sensorial de cervezas tratadas
con HHP durante su vida ttil, en comparacién con la evolucién del perfil sensorial de cervezas

pasteurizadas térmicamente.
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Tabla 2.6. Estudios reportados sobre el efecto de los tratamientos HHP sobre la calidad de la cerveza (Tabla adaptada de Santos et al., 2017).

Tipo de cerveza

Condiciones de tratamiento

Resultados observados

Referencia

Color

Cerveza lager

Cerveza pale ale y mild

ale
Analisis sensorial

Cerveza lager

Cerveza Pilsen Lager
Cerveza lager y ale

Cerveza de trigo

Estabilidad de la espuma

Cerveza lager

Cerveza de trigo

Cerveza ale y lager

200, 250, 300, 350 MPa, 3 -5
min

600 MPa, 5 min

300, 500 y 700 MPa/5 min

250 MPa

600 MPa/30 s

400 MPa/15 min, 500 MPa/10
min y 600 MPa/5 min

300, 500 y 700 MPa/5 min

400 MPa/15 min, 500 MPa/10
min y 600 MPa/15 min
300, 400, 500 y 600 MPa/20

min

El aumento de la presién no afecté al color, incluso durante su almacenamiento
(56 dias a 20 °C).
No diferencias en brillo (L). Los demds pardmetros de color (a, b, C) fueron

mayores en pasteurizacion térmica

No se observaron diferentes entre la cerveza tratada con HPP y el control tratado
térmicamente.

Reduccién del potencial redox después de 100 dias de almacenamiento.

No se observaron diferencia entre las cervezas sin tratar y las tratadas con HPP
A diferencia de las cervezas tratadas térmicamente, las cervezas HHP mantuvo el
aroma a pldtano y presentaron sensacion de boca y frescura fue ligeramente

mayor.

No se observaron diferencias significativas entre las cervezas tratadas con HPP y
las tratadas térmicamente.

Los tratamientos HHP resultaron en una mejor estabilidad de la espuma
comparada con el tratamiento térmico.

Aumento de la estabilidad de la espuma tratada de 300 a 600 MPa / 20 min.

Buzrul et al. (2005b)

Castellari et al.

(2000)

Fischer et al. (1998)

Franchi et al. (2011a)

Milani et al. (2016b)
Yin et al. (2016)

Fischer et al. (1998)

Yin et al. (2016)

Pérez-Lamela et al.

(2004)
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Tabla 2.6. Continuacién

Tipo de cerveza

Condiciones de tratamiento

Resultados observados

Referencia

Turbidez

Cerveza lager

Cerveza pale ale y mild
ale

Cerveza lager

Cerveza ale y lager

Cerveza de trigo

Cerveza Pilsen lager no

pasteurizada

Compuestos amargos

Cerveza lager

200, 250, 300 y 350 MPa/3 y

5 min

600 MPa/5 min

300, 500 y 700 MPa/5 min
300, 400, 500 y 600 MPa/20
min

400 MPa/15 500
MPa/10 min y 600 MPa/15

min,

min
100, 150, 200, 250 y 300
MPa

200, 250,300 y 350 MPa/3 y

5 min

Aument6 en cerveza tratada con HHP en comparaciéon con cerveza tratada
térmicamente. La turbidez alcanzé el maximo a 350 MPa / 3 y 5 min durante 56
dias de almacenamiento (20 °C)

Aument6 en la cerveza tratada con HHP en comparacién con cerveza tratada
térmicamente.

Aument6 en cerveza tratada con HHP en comparacién con el tratamiento térmico,
especialmente en los tratamientos al 500 y 700 MPa / 5 min

Mayor turbidez en las cervezas tratadas con HHP

Mayor turbidez en la cerveza tratadas con HHP

Mayor turbidez en las cervezas sometidas a homogeneizacion a alta presiéon (HPH)

No se observé un aumento del amargor en la cerveza sometida a HHP incluso
después de 56 dias de almacenamiento (20 ° C en la oscuridad), en comparacién

con el aumento del amargor de la cerveza tratada térmicamente

Buzrul et al. (2005a,
2005b)

Castellari et al.
(2000)
Fischer et al. (1998)

Pérez-Lamela et al.

(2004)
Yin et al. (2016)

Franchi et al. (2011a)

Buzrul et al. (2005a,
2005b)
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2.5.2. Homogenizacion a ultra alta presion

25.2.1.  Descripcion de la tecnologia

La homogenizacidn a ultra alta presion (UHPH, de sus siglas en inglés), también conocida como
altas presiones dindmicas, es una de las tecnologias emergentes mds innovadoras y con mayor
potencial industrial para el tratamiento en continuo de productos liquidos, diferencidndose de
otras tecnologias por su capacidad simultanea de estabilizacion y sanitizacién (pasteurizacion o
esterilizacién, segin deseado) del producto tratado. El principio de funcionamiento de la
tecnologia UHPH se basa en el mismo principio que la tecnologia de homogenizacién a altas
presiones convencional (HPH, de sus siglas en inglés), utilizada comtinmente en la industria. Este
consiste en forzar el paso de un liquido bajo el efecto de la presién generada por una vélvula de
disrupcién (homogenizacion), especificamente diseflada para ello, con la finalidad de obtener una
distribucién homogénea del tamaiio de las particulas suspendidas en dicho liquido. Ademds, a
parte de la presién y descompresion, también se generan fuerzas de cizalla, turbulencia, cavitacion

e impacto durante el paso del liquido por la vdlvula de homogenizacion.

Actualmente, la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica utiliza homogeneizadores
convencionales a presiones de hasta 100 MPa para reducir el tamafo de particulas vy,
consecuentemente, incrementar la estabilidad de emulsiones. Sin embargo, los dltimos equipos
HPH desarrollados pueden operar a presiones de hasta 100 — 200 MPa, dependiendo del disefio y
caracteristicas de cada equipo. Algunos fabricantes son Microfluidics (EE. UU.), Bee
International (EE. UU.), Avestin (Canadd), Gea Niro Soavi (Italia), y APV (Reino Unido). No
obstante, en 2006, Stansted Fluid Power Ltd (Reino Unido) modificé la configuracion y diseio
de la valvula de homogenizacién para alcanzar presiones mayores, permitiendo operar a presiones
de 150 — 200 MPa, consideradas HPH, y también a presiones de 200 — 400 MPa, consideradas
UHPH. Estos avances permitieron ampliar el abanico de aplicaciones industriales de la tecnologia
que, a parte de la homogenizacion, ha demostrado su potencial para la sanitizacion (pasteurizacion
y esterilizacidn) de productos liquidos, inactivacion de enzimas, nonofragmentacion y produccién
de nanoemulsiones (disrupcién de nanogotas) a presiones de 200 — 400 MPa (preferiblemente >
300 MPa). El sistema UHPH en continuo para dichas aplicaciones industriales fue patentado por
la Universidad Auténoma de Barcelona (WO 2012010284 A2, W02012130794 Al) y licitado
para su explotacion exclusiva a Ypsicon Advanced Technologies S.L. (Morata & Guamis, 2020;

Zamora & Guamis, 2014).

Como se muestra en la Figura 2.4, el sistema UHPH consta de un tanque de alimentacion, desde

el cual se bombea el fluido hacia un intercambiador de calor, que permite acondicionarlo a la
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temperatura deseada (en frio o hasta 90 °C) antes de ser tratado. A continuacién, el fluido entra
en el equipo UHPH, el cual consta de un motor eléctrico que mediante un cigiiefial mueve a 3
pistones (igual que el motor de explosion de un vehiculo) impulsando a presion el fluido contra
una valvula de alta presién (hasta 350 MPa). A la salida de la vdlvula, el fluido es enfriado
instantaneamente como resultado de la descompresion. Ademas, el fluido pasa a través de un
segundo intercambiador de calor para acabar de ser enfriado a la temperatura de salida deseada,
antes de ser enviado a un segundo tanque aséptico, para su posterior envasado. Durante el proceso,
se experimenta una subida de temperatura del fluido durante un tiempo extremadamente corto,
inferior a 0,2 segundos, lo que explica que el efecto térmico sea inexistente y permita preservar
las propiedades originales del producto tratado. La presiéon de homogenizacién y la temperatura
de entrada son los pardmetros de disefio clave que definen la eficacia del tratamiento, los cuales

se establecen en funcién del producto tratado y aplicacién deseada.

El consumo energético de la UHPH es menor que el de otras tecnologias emergentes, 50 %

inferior a la HPP (Ypsicon Advanced Technologies S.L.).

Figura 2.4. Diagrama del sistema UHPH, que incluye 1) tanque de alimentacién, 2) filtro, 3)

intercambiador de calor, 4) pistones, 5) vdlvula de homogenizacién, 6) intercambiador de
calor y 7) tanque de almacenamiento (figura adaptada de Ypsicon Advanced Technologies

S.L.).
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2522, Aplicacion de la tecnologia UHPH para el tratamiento de cerveza
Inactivacion microbiana

La eficacia de los tratamientos UHPH para la inactivacién de los microorganismos presentes en
cervezas lager ha sido demostrada previamente en bibliografia. Franchi et al. (2011) reportd
inactivaciones parciales de Lactobacillus brevis (reducciones de < 3 unidades logaritmicas), una
de las principales bacterias contaminantes responsable del deterioro de la cerveza, a presiones de
homogenizacion de 60 — 140 MPa, mientras que a presiones de homogenizacién mayores, de 150
MPa, se observaron reducciones de > 6 unidades logaritmicas. El estudio no reporta la

temperatura de entrada de la cerveza.

Ademads, Franchi et al. (2013) evaluaron la resistencia de diferentes microorganismos en cervezas
lager tratadas con UHPH. La concentracién de todos los microorganismos fue reducida 1 — 2
unidades logaritmicas a 100 MPa mientras que, a presiones de 150 MPa, alcanzaron la
inactivacién maxima para todos ellos (aprox. 6 unidades logaritmicas). A 150 MPa, se inactivaron
los microorganismos obtenidos de colecciones de cultivos de laboratorio (Saccharomyces
diastaticus, Lactobacillus brevis y Acetobacter aceti), los cuales demostraron estar menos
adaptados a la cerveza, mientras que a 200 — 250 MPa se inactivaron los microorganismos
obtenidos aislados de una cerveceria (Schizosaccharomyces ludwigii, Pediococcus spp. y
Lactobacillus delbreuckii), mejor adaptados a las propiedades antimicrobianas de la cerveza. Las

temperaturas de entrada de la cerveza no fueron reportadas.

Efecto los tratamientos UHPH sobre la calidad de la cerveza

Hasta la fecha, los estudios publicados que evaldan el efecto de la tecnologia UHPH sobre las
principales caracteristicas de la cerveza, tanto a nivel fisicoquimico como a nivel sensorial, son
escasos, a pesar de las ventajas de esta tecnologia frente a otras tecnologias no térmicas. Franchi
et al. (2011) evalué el efecto de la tecnologia UHPH (homogeneizador Stansted Fluid Power
Ltd®, Essex, UK) sobre el color, la turbidez y el potencial redox de la cerveza, aunque los

resultados no fueron comparados con cervezas pasteurizadas térmicamente.

Los tratamientos UHPH (100 — 300 MPa, Tg= 6 y 25 °C) no afectaron el color de las cervezas
lager tratadas en comparacién con la cerveza sin tratar. Asimismo, tampoco se encontraron
diferencias de color entre cerveza tratada a 250 MPa (Tg= 6 °C) y la cerveza sin tratar a lo largo
de su vida til (100 dias a 25 °C). Respecto a los niveles de turbidez, los tratamientos UHPH (100
— 300 MPa) favorecieron su formacion en cervezas lager, en comparacion con la cerveza sin tratar,
independientemente de la temperatura de entrada de la cerveza (Tg= 6 y 25 °C). A presiones

inferiores a 150 MPa, el incremento observado fue relativamente bajo, mientras que a presiones
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superiores incrementd exponencialmente con el aumento de la presiéon de homogenizacién
aplicada. En las cervezas tratadas con UHPH a 250 MPa (6 °C) se evalué el turbio a lo largo de
su vida util y se observé que, durante los 7 dias se mantuvo constante y, posteriormente, aumento
hasta 4 veces durante los 30 primeros dias, a partir de los cuales se mantuvo relativamente
constante. Por otro lado, Franchi et al. (2011a) observaron que el potencial redox de cervezas
tratadas con UHPH (250 MPa, Tk = 6 °C) no se vio afectado durante los primeros 7 dias de vida
util, incrementando posteriormente durante los siguientes 70 dias, a partir de los cuales decrecid
rdpidamente (almacenamiento a 25 °C). A pesar de que el potencial redox es un pardmetro
indicador de la estabilidad oxidativa y, consecuentemente, de la estabilidad sensorial de la cerveza
durante su vida util, estos resultados no son facilmente interpretables si no se comparan con otras
muestras referencia. En este sentido, se requiere una mayor investigacion sobre el efecto de la
tecnologia UHPH sobre las propiedades fisicoquimicas, oxidativas y sensoriales de la cerveza,

para evaluar su viabilidad como alternativa a la pasteurizacion térmica convencional.
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Capitulo 3. Materiales y métodos
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3.1. Cervezas filtradas

Para todos los estudios se utiliz6 cerveza filtrada (lager, alcohol 5.4 % v/v), proporcionada por
una empresa cervecera local. Para el estudio realizado en el Apartado 4.1 (Capitulo 4), se partid
de cerveza pasteurizada, la cual fue desgasificada mediante agitacién y posteriormente inoculada
con la levadura cervecera Saccharomyces pastorianus y las bacterias contaminantes Lactobacillus
brevis 'y Gluconobacter oxydans, previamente aisladas por la empresa cervecera, a una
concentracién de ||| | | B cn cerveza final. Para el estudio realizado en el Apartado 4.2
(Capitulo 4), se utilizd cerveza sin pasteurizar inoculada con Saccharomyces pastorianus,
Lactobacillus brevis y Gluconobacter oxydans, a una concentracién de ||| | GTcG_
Para los estudios realizados en los Capitulos 5 y 6, se utilizé cerveza sin pasteurizar del mismo

lote de fabricacion en ambos tratamientos, UHPH y pasteurizacion térmica.
3.2. Tratamientos de cerveza

3.2.1. Homogenizacion a ultra alta presién

Los tratamientos de homogenizacion a ultra alta presion (UHPH) se realizaron con dos equipos
diferentes, uno a escala laboratorio (Benchtop) y el otro a escala piloto. Para el estudio realizado
en el Apartado 4.1 (Capitulo 4), se utiliz6 el equipo Benchtop y para los estudios realizados en el

Apartado 4.1 (Capitulo 4), Capitulo 5 y Capitulo 6 se utilizé el equipo piloto.

3.2.1.1. UHPH (Benchtop)

Cerveza pasteurizada y previamente descarbonatada fue tratada con un homogeneizador de alta
presion Benchtop (modelo FPG12500, Stansted Fluid Power Ltd., UK) a un caudal de 15 L/h. El
equipo consta de dos intensificadores impulsados por una bomba hidréaulica y una vélvula de alta
presion de ceramica. En todos los tratamientos, las temperaturas de entrada y de salida de la
cerveza se controlaron mediante dos intercambiadores de calor, situados antes de la entrada al
equipo UHPH vy justo a la salida de la valvula de alta presion. Durante los tratamientos, se
monitorizé la presion, la temperatura de entrada, la temperatura después de la vélvula de
homogenizacién y la temperatura de salida mediante sondas. Para el estudio de inactivacién
microbiana, se realizaron tratamientos UHPH a presiones de homogenizacion de _
- a temperaturas de entrada de la cerveza de _ (tiempo de tratamiento de 0,2 s),
en duplicado. Las muestras de cervezas tratadas por UHPH se recogieron en recipientes estériles,
en condiciones higiénicas bajo una campana de flujo laminar, en duplicado y fueron conservadas

a 4 °C hasta el dia siguiente, cuando se realizaron las siembras microbioldgicas.
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3.2.1.2. UHPH (equipo piloto)

Los tratamientos UHPH se realizaron con un equipo de 150 L/h, patentado por la Universidad
Auténoma de Barcelona (EP2409583) y licitada para su explotacion exclusiva a Ypsicon
Advanced Technologies S.L. (Barcelona, Spain). La cerveza fue alimentada al equipo desde un
tanque movil (beertank) de 1.000 L (Duotank Beverage Solutions B.V, Waalre, The Netherlands),
refrigerado a 1 °C y contrapresionado a 1,5 bar, que evité la descarbonatacién del producto
durante su trasiego. La cerveza fue alimentada al equipo UHPH sin usar su depdsito de
alimentacion original, segin representado en la Figura 3.1, para poder garantizar su trasiego en
condiciones anaerdbicas y a contrapresion. El equipo UHPH consta de un motor eléctrico que
mediante un cigliefial mueve a 3 pistones (igual que el motor de explosién de un vehiculo)
impulsando a presién el fluido (cerveza) contra una vdlvula de alta presién de carburo de
tungsteno. En todos los tratamientos, las temperaturas de entrada y de salida de la cerveza se
controlaron mediante dos intercambiadores de calor situados a la entrada del equipo UHPH e
inmediatamente después de la védlvula de alta presion. Todos los tratamientos se realizaron en
duplicado, a una presién _ MPa y a una temperatura de entrada de la cerveza de -
(tiempo de tratamiento de 0,2 s). Durante la duraciéon de los tratamientos, se monitorizé
constantemente la presion, la temperatura de entrada, la temperatura después de la vélvula de
homogenizacién y la temperatura de salida mediante sondas, cuyas determinaciones fueron
registradas digitalmente. Para el estudio microbiolégico del Apartado 4.2 (Capitulo 4), se
recogieron muestras de las cervezas tratadas en duplicado, en recipientes estériles (500 mL) bajo
condiciones higiénicas y se conservaron a 4 °C hasta el dia siguiente, cuando se realizaron las
siembras microbioldgicas. Para el Capitulo 5y 6,1a cerveza tratada fue envasada directamente en
barriles Keykeg® de 30 L (OneCircle, Den Helder, The Netherlands), en duplicado y a una
contrapresion controlada de 1,2 bar, que evitd la formacion de espuma y asegurd su correcto
llenado en condiciones anaerdbicas. Para cada tratamiento, se recogié un volumen de 60 L, por

lo cual se garantiz6 la homogeneidad del producto obtenido.
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Figura 3.1. Seccién del equipo UHPH con el flujo de cerveza (color verde) desde que entra

hasta que sale del equipo (Ypsicon Advanced Technologies S.L.).

3.2.2. Pasteurizacion térmica

Las cervezas envasadas en botellas fueron pasteurizadas térmicamente en un equipo HT205 Spray
Pasteurizer (OMVE, De Meern, Paises Bajos). El equipo rocié constantemente agua sobre las
botellas a una temperatura y durante un tiempo definido segiin las unidades de pasteurizacién
(UP) programadas. El agua es recirculada hacia un depdsito interno, dénde es calentada con un
calentador eléctrico para seguir usdndose para rociar las botellas. Se realizaron tratamientos
térmicos de 15 UP a temperatura maxima de 60 °C, valor tipico para cerveza pilsner y lager,
segin recomendado en EBC Analytica, 2.1 4. Pasteurisation, (2011). El software calcul6 las UP
aplicadas segun la Ecuacidn 2.1 y las UP empezaron a acumularse a partir de una temperatura de
50 °C. Una vez alcanzada las 15 UP, el equipo refrigero las botellas con el rocié de agua fria. La

temperatura fue monitorizada por una sonda térmica insertada en una botella control.

3.3. [Envasado, almacenamiento y envejecimiento acelerado de las cervezas

tratadas

Para los Capitulos 5, 6, 8 y 9, los barriles de cerveza obtenidos fueron envasados en botellas de
vidrio color dmbar estériles (330 mL) y con tapones corona estériles mediante una llenadora
semiautomadtica Carbo-Fill modleo CF210 (OMVE, De Meern, Paises Bajos), que garantiz un

envasado anaerdbico. Después del llenado, se comprobo el contenido de oxigeno de 3 botellas al
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azar para validar el correcto envasado (< 0,1 ppm O). Una vez envasadas en botellas, las cervezas
se conservaron a < 4°C para los analisis correspondientes del producto recién tratado, mientras
que las demds botellas se almacenaron bajo condiciones de envejecimiento acelerado (35 °C) y
protegidas de la luz durante 3 meses. Cada mes se analizaron 2 botellas diferentes de cada

tratamiento (n = 4), abriéndolas justamente en el momento previo al andlisis.

34. Caracterizacion microbioldgica, fisicoquimica, oxidativa y sensorial de

las cervezas

La caracterizacién microbioldgica, fisicoquimica, oxidativa y sensorial de todas las cervezas
obtenidas se realiz6 de acuerdo con los procedimientos y métodos analiticos estandarizados
internacionalmente por la European Brewery Convention (EBC) y la American Society of

Brewing Chemists (ASBC), reconocidos y empleados comiinmente por la industria cervecera.
3.4.1. Analisis microbioldgicos

Para el estudio realizado en el Apartado 4.1 (Capitulo 4), el recuento microbiolégico se realiz6
mediante siembras por superficie (EBC Analytica, 2.3.3.2. Surface spread plating technique,
2011), por duplicado como minimo. A partir de las cervezas obtenidas, se prepararon las
diluciones decimales requeridas en solucién Ringer (EBC Analytica, 2.3.1 Dilution of samples,
2011). Para los estudios realizados en el Apartado 4.2 (Capitulo 4), se realiz6 mediante siembras
por filtracién (EBC Analytica, 2.3.2.1. Laboratory membrane filtration technique, 2011), por

duplicado como minimo. Todas las siembras e incubaciones se realizaron segtn:

- Recuento de S. pastorianus en medio selectivo WL nutritivo (Oxoid, Hampshire, UK),
incubado durante a 3 - 5 dias a una temperatura de 28 °C en un recipiente en atmosfera
de anaerobiosis (7 — 15 % CO,), generada con sobres AnaeroGen (Oxoid, Hampshire,
UK) (EBC Analytica, 4.2.5.2. Heat differentiation, 2011).

- Recuento de L. brevis en medio selectivo RakaRay (Oxoid, Hampshire, UK) incubado
durante 3 dias a una temperatura de 28 °C en un recipiente en atmosfera de anaerobiosis
(7 — 15 % COy), generada con sobres AnaeroGen (Oxoid, Hampshire, UK) (EBC
Analytica, 4.2 4.2. Lactobacillus and Pediococcus,?2011).

- Recuento de G. oxydans en medio selectivo WL nutritivo (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, UK), incubado durante 3 dias a una temperatura de 28 °C (EBC Analytica,

4.3.2.1. General aerobic count on beer,2011).
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3.4.2. Determinacion de Oy CO;

El contenido de O, y CO- disuelto de las cervezas envasadas en botella se determind mediante un
sensor optico segun descrito en EBC method 9.37.1. El sistema consisti6 en un equipo de llenado
PFD (Plus) conectado a un dispositivo analizador CBOX QC At-Line mediante un tubo conector
(6 mm/4mm) con un filtro (4 mm) en linea (Anton Paar GmbH, Graz, Austria). Los resultados

fueron expresados en ppb de O, y en g/L de COs.

3.4.3. Compuestos amargos

Los compuestos amargos, principalmente iso-a-acidos, de las cervezas obtenidas se determinaron
segin descrito en EBC Analytica, 9.8 Bitterness Units (BU) of Beer (IM) (2020). Las cervezas
fueron previamente descarbonatadas y acidificadas y, posteriormente, las substancias amargas
fueron extraidas con iso-octano. Después de centrifugarlas, la absorbancia de la fraccién de iso-
octano fue medida a 275 nm, en comparacién a una muestra control de iso-octano puro. Los

resultados se expresaron en unidades internacionales de amargor (IBU, de sus siglas en inglés).
3.4.4. Capacidad de retencion de la espuma

La capacidad de retencién de la espuma, también conocida como estabilidad de la espuma, se
determiné mediante un dispositivo generador de espuma Inpack 2000 Flasher y un equipo
analizador NIBEM-T (Haffmans, Venlo, The Netherlands), segin descrito en EBC Analytica,
942.1 Foam stability of beer using the Nibem-T meter (2004). El equipo midié el tiempo de
colapso de la espuma durante una distancia de 30 mm, tras una espera de 10 mm, a una

temperatura de 20 °C. Los resultados se expresaron en segundos.

3.4.5. Turbidez coloidal

La turbidez coloidal de las cervezas se determind mediante un turbidimetro Haffmans Vos Rota
(Haffmans, Venlo, The Netherlands), segin descrito en EBC Analytica, 9.29 Haze in beer:
calibration of haze meters (2015). Previamente a los andlisis, las cervezas fueron atemperadas a
20 °C y desgasificadas mediante agitacién. El equipo midi6 la luz reflejada por las particulas en
suspension, en direccion perpendicular, a un dngulo 90° y a un dngulo de 25° respecto a la luz

incidente. Los resultados se expresaron en unidades EBC.

34.6. Color

El color de las cervezas se determind mediante espectrofotometria UV/Vis, segin descrito en
EBC Analytica, 9.6 Colour of beer: spectrophotometric method (IM) (2000). Previamente a los

analisis, las cervezas fueron atemperadas a 20 °C, desgasificadas mediante agitacion y, en caso
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necesario, filtradas (0,45 ym). Las lecturas de color se realizaron a 430 nm frente a un blanco de

agua destilada. Los resultados se expresaron en unidades EBC.

3.4.7. Potencial de formacion de radicales y potencial antioxidante endogeno

El potencial de formacién de radicales (T400) y el potencial antioxidante endégeno (EAP, de sus
siglas en inglés) de las cervezas se determinaron mediante un espectrometro de resonancia
paramagnética electrénica (EPR, de sus siglas en inglés) Bruker Biospin e-scan, (Bruker Biospin,
Alemania), segtin descrito en ASBC Methods of Analysis. Beer 46. Measurement of Oxidative
Resistance in Beer by Electron Paramagnetic Resonance (2011) y por Kunz & Mesasuring
(2012). Las cervezas previamente desgasificadas se sometieron a condiciones de envejecimiento
acelerado (60 °C) y, mediante la reaccién con el reactivo a-(4-Piridil-1-oxi)-N-tert-butilnitrona
(POBN), se provoco la formacién de radicales, cuya intensidad de sefial fue medida por el equipo
EPR. Los valores de T400 y EAP se calcularon a partir de la curva ajustada a los datos obtenidos
(segtn la ecuacién de Boltzmann). Inicialmente, la formacién de radicales es retrasada durante
un tiempo por la actividad antioxidante endégena de la cerveza, lo que definié el valor de EAP.
Cuando se consumen los antioxidantes, la sefial EPR aumenta con la formacién de radicales, cuya
intensidad después de 400 min definié el valor de T400. Los resultados de T400 se expresaron en

unidades de intensidad (U.L.) y los resultados de EAP, en minutos.

3.4.8. Anhidro sulfuroso

El anhidro sulfuroso de las cervezas se determiné por colorimetria con p-rosanilina mediante un
analizador de flujo segmentado Skalar (Skalar Analytical B.V., Breda, The Netherlands), segin
descrito en ASBC Methods of Analysis. Beer 21.Total Sulfur Dioxide (2011). La cerveza
previamente desgasificada se acidificé con 4cido sulftrico y se calenté a 9C, liberdndose
anhidrido sulfuroso que reacciona con p-rosanilina, para formar un complejo de color rojo, que

se midi6 a una longitud de onda de 560 nm.

3.4.9. Determinacion de la percepcion sensorial

La percepcién sensorial de cada compuesto previamente cuantificado (perfil voldtil e indicadores
de envejecimiento) se determiné mediante la Ecuacion 3.1, segtin descrito por Meilgaard (1975)

y Saison et al. (2009).

PS, = C,/ USy (Ecuacion 3.1)
Donde: PSx = Percepcion sensorial del compuesto x
(unidades de sabor, FU, de sus siglas en inglés)

C, = Concentracién del compuesto x (mg/L)
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USx = Umbral sensorial del compuesto x (mg/L)

Para la comparacion de los valores de percepcion sensorial de dos cervezas diferentes, se siguié
el criterio reportado por Meilgaard (1975) y Saison et al. (2009): una diferencia APS de 0,2 FU
empieza a ser de interés, a partir de una diferencia APS de 0,5 FU la variacion empieza a afectar
el sabor de la cerveza, pero el degustador dificilmente identifica el compuesto o compuestos
responsables, a partir de una diferencia APS de 1,0 FU el degustador puede identificar el

compuesto responsable, y a partir de 2 FU el sabor de la cerveza se ve bastante alterado.

Cabe tener en cuenta que este pardmetro se utilizd para predecir la contribucién de cada
compuesto sobre el sabor global de la cerveza, pero que los valores obtenidos son solamente
indicadores, pues la sensibilidad de cada degustador para percibir un cierto compuesto puede
variar considerablemente. Asimismo, la interaccion entre los diferentes compuestos también

puede alterar considerablemente sus umbrales sensoriales correspondientes.

3.4.10. Degustaciones sensoriales

Se realizaron pruebas de degustacion triangular para determinar si existian diferencias
significativas entre dos cervezas y pruebas de perfil descriptivo para identificar qué atributos
contribuyeron significativamente a las diferencias detectadas, segin descrito en EBC Analytica,
13.3. Sensory analysis: (Guideline for) choice of method (IM) (2012). Todas las degustaciones
tuvieron lugar en un sala de degustaciones especialmente disefiadas para ello, libre de olores, a
una temperatura ambiente controlada y con cabinas individuales para cada degustador, segiin
descrito en EBC Analytica, 13.2. Sensory analysis: tasting area, equipment, conduct of test
(2010). Los paneles sensoriales estuvieron compuestos por degustadores expertos entrenados que
participan regularmente en andlisis sensoriales de cerveza y cuya agudeza sensorial es
periddicamente evaluada, segin descrito en EBC Analytica, 13.4. Sensory analysis: selection and

training of assessors (IM) (AM) (1997).

3. Pruebas de degustacion triangular

Las pruebas de degustacion triangular de eleccion forzada se realizaron segtin descrito en la norma
1SO4120 y EBC Analytica, 13.7. Sensory analysis: triangle test (2007). Consistieron en presentar
3 cervezas ordenadas y codificadas al azar con un nimero de 3 digitos a cada degustador, dos de
las cuales fueron iguales y una diferente. El evaluador tuvo que escoger qué cerveza era la
diferente segun su criterio. Las cervezas se presentaron en vasos rojos de manera que el evaluador
no pudiese percibir diferencias de color, turbidez y espuma entre ellas. Las sesiones de

degustacion se realizaron con un minimo de 18 degustadores.
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4. Pruebas de degustacion de perfil descriptivo

Las pruebas de degustacion de perfil descriptivo se realizaron segtin descrito en la norma
1SO13299 y EBC Analytica, 13.10. Sensory analysis: description analysis (IM) (1997). Ambas
cervezas se presentaron individualmente. Los degustadores tuvieron que evaluar las cervezas de
forma ortonasal y retronasal, puntuando del 1 al 9 la intensidad de un total de 14 atributos de olor
y 19 atributos de gusto. Se evaluaron atributos descriptivos generales y tipicos de cerveza
(afrutado, ldpulo, DMS, cereal, malta, acetaldehido, dulzor, amargor, astringencia, cuerpo,
persistencia) asi como atributos descriptivos especificos cominmente relacionados con el
envejecimiento de las cervezas (caramelo, quemado, azufrados, vino/acético, rancio, metalico,

papel, agrio). Las sesiones de degustacién se realizaron con un minimo de 10 degustadores.

3.5. Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos en los Capitulos 4, 5, 6 'y 7 se trataron mediante andlisis multifactoriales
de varianza (ANOVA), utilizando el software estadistico Statgraphics Centurion XV
(Statgraphics Inc., Chicago, IL, U.S.A.). Se aplico la prueba de rangos multiples (MRT, de sus
siglas en inglés) utilizando el método de minima diferencia significativa de Fisher (LSD, de sus
siglas en inglés) para determinar diferencias significativas entre niveles de cada factor. Las
evaluaciones se establecieron bajo un nivel de significancia de p < 0,05. Los andlisis de
componentes principales (ACP) también se realizaron con el software estadistico Statgraphics
Centurion XV (Statgraphics Inc., Chicago, IL, U.S.A.). Para el Capitulo 6, se realizé un ACP

estandarizado. Para el Capitulo 6 se realiz6 un ACP no estandarizado.
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Capitulo 4. Inactivacion microbiana de la homogenizacion a

ultra altas presiones aplicada a cerveza
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4.1. Resultados y discusion

4.1.1. Estudio preliminar a escala de laboratorio

Con el objetivo de evaluar la eficacia de los tratamientos UHPH y encontrar las condiciones
Optimas de operacion, se realizaron tratamientos a escala de laboratorio, a un caudal 15 L/h
(Stansted Fluid Power Ltd). No obstante, las caracteristicas del equipo utilizado limitaron las
condiciones de operacién ensayadas. En primer lugar, la cerveza tuvo que ser previamente
descarbonatada. Se realizaron pruebas con cerveza carbonatada (ca. 5 g/L), trabajando a una
contrapresion de 1,2 bar, y se observd que la presion de homogenizacion caia en uno de los dos
pistones del equipo. Otros autores, que trataron cerveza con el mismo equipo, también
experimentaron limitaciones de operacion debido a la elevada concentracion de CO; de la cerveza.
La presencia de CO; causaba una gran oscilacion de la presion en la vdlvula de homogenizacion,
probablemente debido a su expansién durante la descompresion, la cual genera fuertes
turbulencias (Mark Alexrandrow Franchi et al., 2013). En segundo lugar, no se logré reducir la
temperatura de entrada de la cerveza a valores inferiores a 15 °C y tampoco se pudo alcanzar
presiones de homogenizacion superiores a - MPa. Asi pues, cerveza previamente
descarbonatada (0,8 — 1,4 g/L) fue tratada con UHPH a temperaturas de entrada de 15,25y 50 °C
y presiones de homogenizacién de _ Los resultados obtenidos se presentan y

discuten a continuacion.

4.1.1.1. Incremento de la temperatura de la cerveza en la vilvula de homogenizacién

La Tabla 4.1 presenta el seguimiento de la temperatura de la cerveza durante los tratamientos
UHPH, para las diferentes condiciones ensayadas. Durante el proceso, se midi6 la temperatura de
entrada de la cerveza antes de la vdlvula de homogenizacién (Tk), la cual fue controlada mediante
un intercambiador térmico, la temperatura después de haber pasado por la vilvula de
homogenizacion (Tv), la cual no puede ser controlada pero si monitorizada, y la temperatura a la
salida (Ts), después de ser disminuida por un intercambiador térmico. Ademds, también incluye

la carga térmica aplicada a la cerveza, calculada en unidades de pasteurizacion térmica (UP).

Durante los diferentes tratamientos UHPH, la temperatura de la cerveza incrementé debido a la
combinaciéon de diferentes fendmenos que ocurren simultineamente en la vdlvula de
homogenizacién (Hayes & Kelly, 2003; Thiebaud et al., 2003). A partir de las mediciones
obtenidas, se demostré que el incremento de la temperatura de la cerveza en la vdlvula de

homogenizacion se describe mediante una regresion lineal (Ecuacién 4.1) que depende de la
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temperatura de entrada y de la presioén de homogenizacion (r> = 97,2 %), tal y como se representa

en Figura 4.1.

Tabla 4.1. Pardmetros monitorizados durante los tratamientos UHPH: presién (P),
temperatura de entrada (Tg), temperatura de salida de la vélvula (Tv) y temperatura de salida

de la cerveza (Ts). Unidades de pasteurizacién térmica (UP) calculadas.

P (MPa)! Te (°C)! Ty (°C) ! Ts (°C) ! UP calculado®
N - 16 + 1 52 + 1 10 + 1 0,00
[ 15 = 1 63 + 2 10 + 1 001
- u 15 +0 72 + 2 8 + 1 0,18
B -:o 26 + 1 62 + 1 12 + 4 001
- 25 + 1 72 = 1 13 + 4 0,15
| 26 + 1 82 + 1 14 + 4 4,90
Bl 4 52 % 1 80 + 1 12 1 2,52
B : 6 52 % 1 89 + 3 13 + 2 49,83
B : 3 53 + 1 97 + 1 12 + 706,43

! Media + desviacién estdndar (n = 4).

2 UP calculada a partir de la Ecuacién 3.1 (At = 0,2 segundos).

Tv =25,1608 + 0,185071 * P + 0,680724 * Tg (Ecuacién 4.1)

Donde: Ty = Temperatura a la salida de la valvula (°C)
Tk = Temperatura de entrada (°C)

P = Presion (MPa)

Tv(°C)
. 400
= 500
600
700
80,0
900
== 1000

Tv (°C)

P (MPa)

Figura 4.1. Superficie de respuesta de la regresion lineal del incremento de la temperatura
de la cerveza a la salida de la vdlvula (Tv) en funcién de la temperatura de entrada (Te) y de

la presion de homogenizacién (P).
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Segiin esta regresion lineal, la temperatura en la vdlvula increment6 a una velocidad estimada de
18,5 °C/100 MPa, para una temperatura de entrada constante. Estos resultados son similares a los
obtenidos por otros investigadores que utilizaron el mismo equipo UHPH que en este estudio, es
decir, con el mismo disefio de valvula de homogenizacidn, para el tratamiento de cerveza y otras
bebidas. En cerveza, Franchi et al. (2013) observaron un mayor incremento, de 21,7 °C/100 MPa,
el cual puede atribuirse al mayor contenido de CO» de la cerveza utilizada en su estudio, que
incrementa la turbulencia y calentamiento adiabdtico en la valvula de homogenizacién. Otros
estudios han descrito incrementos de 16,6 — 24,2 °C/ 100 MPa durante el tratamiento de leches,
licuados de soja, horchata y zumos (Amador-Espejo et al., 2014; Codina-Torrella et al., 2018;
Hayes & Kelly, 2003; J. Liu et al., 2018; Pereda et al., 2007; Poliseli-scopel et al., 2012; Suarez-
Jacobo et al., 2010; Thiebaud et al., 2003).

Después de pasar por la vdlvula de homogenizacion, la cerveza fue enfriada muy rdpidamente
(Ts) mediante un intercambiador térmico, asegurando que estuviera a temperatura elevada durante
un periodo de tiempo extremadamente corto (0,2 segundos) en comparacién con los tiempos de
tratamiento de la pasteurizacion térmica, minimizando asi el efecto de la carga térmica aplicada.
Teniendo en cuenta las temperaturas alcanzadas y un tiempo de tratamiento de 0,2 segundos, se
calculd la equivalencia de la carga térmica aplicada durante los tratamientos equivalentes a
unidades de pasteurizacion térmica (UP), segtin descrito por Vecchio et al. (1951). Estos valores

demostraron que el efecto térmico de los tratamientos a temperatura de entrada de _

_ y _ fue insignificante (UP < 0,2), el de los tratamientos a
temperatura de entrada [N v ISR fuc bajo (UP < 5 UP), mientras
que el de los tratamientos a temperatura de entrada de _) fue elevado

(UP > 49 UP) en comparacion con los tratamientos de pasteurizacion térmica convencionales, en

los que se aplica > 15 UP, segtin el tipo de cerveza (EBC Analytica, 2.1 4. Pasteurisation, 2011).

4.1.1.2. Inactivacion microbiana de la cerveza

Las cervezas filtradas y pasteurizadas fueron parcialmente descarbonatadas (CO, =0,8 — 1,4 g/L)
e inoculadas con microorganismos aislados de una cerveceria industrial, S. pastorianus, L. brevis
y G. oxydans, a concentraciones del orden de 6 log (UFC/mL) para ser seguidamente tratadas con
UHPH. Se realizaron tratamientos UHPH a diferentes temperaturas de entrada del producto (15,
25y 50 °C) y a diferentes presiones de homogenizacién (||| GG6G@l L Figura 42
muestras los niveles de inactivacion alcanzados con las diferentes condiciones ensayadas. Como
se observa, el incremento de la presion de homogenizacion y de la temperatura de entrada del
producto aumentd los niveles de inactivacion microbiana, y las bacterias L. brevis y G. oxydans

presentaron una mayor resistencia que la levadura S. pastorianus.
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En concreto, a una temperatura de entrada de la cerveza de 15 °C se requirieron presiones de
homogenizacién de _ para alcanzar el nivel mdximo de inactivacién de todos los
microorganismos (ca. 6 log UFC/ml), mientras que presiones de - MPa inactivaron solamente
ca. 1 log UFC/mL, sin observarse diferencias significativas entre microorganismos (Figura 4.2a).
Al aumentar la temperatura de entrada de la _C, presiones de _ también
inactivaron todos los microorganismos y, ademds, los tratamientos UHPH a - MPa alcanzaron
la inactivacion maxima de S. pastorianus (6,15 £ 0,04 log UFC/mL), mientras que las bacterias
L. brevis y G. oxydans mostraron una resistencia significativamente mayor, pues cuya
concentracion disminuyé 2,21 £ 0,87 y 1,66 £ 0,81 log UFC/mL, respectivamente, sin observarse
diferencias significativas entre ellas (Figura 4.2b). Estudios previos de tratamientos de
homogenizacion de leches vegetales, zumos y mostos de vino han descrito que las bacterias son
mds resistentes que las levaduras, pero no se debe generalizar, pues es muy dependiente del
microorganismo y de las condiciones del ensayo (Loira et al., 2018; Zamora & Guamis, 2014).
Los tratamientos UHPH de cerveza reportados por Franchi ez al. (2013) demostraron que aquellos
microorganismos previamente aislados de cerveceras (Lactobacillus delbrueckii, Pediococcus sp.
y Saccharomyces ludwigii) resultaron estar mejor adaptados y fueron mads resistentes que los
obtenidos de colecciones de cultivos de laboratorio (Lactobacillus brevis, Acetobacter aceti y
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus). El presente estudio, que utiliz6 solamente
microrganismos aislados de una cervecera, demostrd que las bacterias L. brevis y G. oxydans son

m4s resistentes que la levadura S. pastorianus.

A elevadas temperaturas de entrada de 50 °C se alcanzé la inactivaciéon méxima de todos los
microorganismos ensayados (ca. 6 log CFU/ml), sin observarse diferencias significativas entre

ellos e independientemente de la presién aplicada, ||| GGG Figura 4.2¢). Cabe

destacar que los tratamientos UHPH a Tg = 50 °C generaron una carga térmica equivalente a 2,52
UP (il MPa), 49.83 UP (I y 706.43 UP (). por 1o cual el efecto de la presién
y demds fenémenos de inactivacion microbiana (fuerzas de impacto, cizalla, turbulencia y
cavitacién) no pudo ser desvinculado del efecto térmico, causado por el incremento de
temperatura en la vélvula de homogenizacion. Los tratamientos de pasteurizaciéon térmica
convencional han demostrado inactivar los microorganismos de la cerveza a 1 — 6 UP (Vecchio
et al., 1951; Zufall et al., 2000), e incluso en un estudio mas reciente, Rachon er al. (2018)
reportaron que 1 UP es suficiente para alcanzar 6 reducciones logaritmicas de L. brevis (cepa
aislada de cervecera), el microorganismo identificado como el méds termo-resistente entre todos
los ensayados (Gluconobacter oxydans, Gluconacetobacter saccharivorans, Acetobacter
pasteurianus, Kocuria kristinae, Obesumbacterium proteus, Enterobacter kobei, Bacillus

megaterium, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus hilgardii, Pediococcus cerevisiae,
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Pediococcus pentosaceus y Pediococcus damnosus). En este sentido, el efecto térmico de los
tratamientos UHPH a _ pudo haber sido suficiente para alcanzar la inactivacion
microbiana de la cerveza. De hecho, las cervezas tratadas a _ serfan
equivalentes a productos considerados sobre-pasteurizados térmicamente (> 45 UP), pues la
European Brewery Convention (EBC) recomienda un mdximo 25 UP para cervezas lager y

pilsnser (EBC Analytica, 2.1 4. Pasteurisation, 2011).

En el presente estudio se alcanzaron los niveles maximos de inactivacion tanto a temperaturas de
entrada bajas (-) y presiones de homogenizacion altas (_) como a una
temperatura de entrada elevada (-) y a una presiéon menor (- -). De manera similar,
Franchi et al. (2013) también demostraron poder reducir la presién de homogenizacién de -
MPa a - - - MPa aumentando la temperatura de entrada de la cerveza a . °C. No obstante,
con el objetivo de reducir mds de 10 veces la carga térmica aplicada durante los tratamientos
UHPH, se sugiere trabajar a una temperatura de entrada de -C y presion de 150 — 250 MPa,
equivalente a una carga térmica de 0,01 — 0,18 UP, en vez de a una temperatura de entrada de 50
°C y presion de - MPa, equivalente a 2,52 UP. A estas condiciones (_), los
tratamientos UHPH presentarian ventajas frente a la pasteurizacion térmica convencional, ya que

minimizan el dafio térmico causado sobre el producto (< 0,2 UP).

Por otro lado, los tratamientos UHPH también presentaron ventajas en comparacién con la
tecnologia HHP. Varios estudios han reportado el efecto de la tecnologia HHP sobre cerveza
sintética (Fischer et al., 2006; Ginzle et al., 2001; Ulmer et al., 2000, 2002), cervezas lager
(Buzrul et al., 2005b), pale ale, mild ale (Castellari et al., 2000) y de trigo (Yin et al., 2016). En
todos los casos, los tratamientos HHP requirieron presiones mas elevadas (350 — 600 MPa) y
tiempos de homogenizacién mayores (3 — 15 min) para reducir el nimero de células vegetativas
de levaduras salvajes, bacteria lacticas, acéticas y aerdbicas (Tabla 2.5, Capitulo 2) que los
tratamientos UHPH, segtn los resultados del presente estudio, asi como los descrito por Franchi
et al. (2013). Probablemente debido al efecto de las fuerzas de homogeneizacién (cizalla,
turbulencia y cavitacién) generados por la tecnologia UHPH, ademas de las altas presiones. Cabe
destacar que la tecnologia UHPH no solamente permite reducir los tiempos de tratamiento y la
presiéon de homogenizacién, sino que también permite operar en continuo, factor que favorecen

su implantacion en procesos industriales.
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4.1.2. Aplicacion de la tecnologia UHPH a escala piloto

Con el objetivo de evaluar la tecnologia UHPH a mayor escalado, se realizaron tratamientos de
cerveza a escala piloto, a un caudal de 150 L/h (Ypsicon Advanced Technologies S.L.). En esta
ocasion, se partié de cerveza filtrada sin pasteurizar y, debido a los resultados obtenidos a escala
laboratorio, se priorizd trabajar a temperaturas de entrada bajas (Te = 6 °C) y a un rango de
presiones que alcanzara presiones elevadas (150 — 300 MPa), condiciones que no pudieron ser
previamente ensayadas a escala laboratorio. Ademds, la cerveza fue tratada con sus niveles de
carbonatacion originales (ca. 5 g/ CO»), incluso a presiones elevadas, sin requerir una
descarbonatacion previa, hecho que no habifa sido demostrado técnicamente viable con

anterioridad segtn la revision bibliografica.

4.1.2.1. Incremento de temperatura de la cerveza en la valvula de homogenizacion

La Tabla 4.2 presenta el seguimiento de la temperatura de entrada de la cerveza antes de la valvula
de homogenizaciéon (Tg), la temperatura después de haber pasado por la vélvula de
homogenizacion (Tv), la temperatura a la salida del equipo (Ts), asi como la carga térmica
aplicada calculada en unidades de pasteurizacién (UP), para las diferentes presiones ensayadas a
escala piloto. Como se observa, el equipo piloto permitié operar a presiones mds precisas que a
escala laboratorio, ya que se obtuvieron desviaciones estdndar (< 1) menores que a escala

laboratorio (< 17).

Tabla 4.2. Pardmetros monitorizados durante los tratamientos UHPH a escala piloto: presién
(P), temperatura de entrada (Tg), temperatura de salida de la valvula (Tv) y temperatura de

salida de la cerveza (Ts). Unidades de pasteurizacion térmica (UP) calculadas.

P (MPa)! Tk (°C)! Ty (°C) ! Ts (°C) ! UP calculado?
302 = 1 7 = 1 8 = 2 16 = 1 12,85
251 += 1 6 = 1 72 £ 1 16 = 1 0,19
201 + 1 6 + 1 63 + 2 16 = 1 0,01
154 = 1 5 £ 1 54 = 1 15 + 1 0,00

I'Media + desviacién estandar (n = 4).

2 UP calculada a partir de la Ecuacién 3.1 (At = 0,2 segundos).

Durante los diferentes tratamientos UHPH, la temperatura de la cerveza en la védlvula (Tv)
incrementd acorde con lo esperado. La Figura 4.3 muestra la temperatura de la vdlvula observada
durante los tratamientos a escala piloto en comparacién con la temperatura de la valvula estimada
segin el modelo descrito previamente a escala laboratorio (Ecuacion 4.1). A pesar de que a escala

piloto la cerveza se trat6 a condiciones fuera del rango evaluado a escala laboratorio, se obtuvo
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una desviacion muy baja (3,6 %) y una correlacion r? = 0,98. Esta ligera desviacion se podria
atribuir tanto a las caracteristicas de los equipos, que difieren entre ellos en el disefio (geometria
y materiales) de la vdlvula de homogenizacién, como a las de la cerveza tratada, ya que a escala

laboratorio tuvo que ser previamente descarbonatada.

100
L

80 B'...
< KA
K 60 e
<
£
2 40
q; Tv estimada = 1,036 * Tv observada
= R2=0,98

20

0
0 20 40 60 80 100
Tv observada (°C)

Figura 4.3. Correlacion entre la temperatura de la valvula (Tv) observada en los tratamientos
UHPH (150, 200, 250 y 300 MPa) a escala piloto (n = 2) y la estimada con el modelo descrito
a escala laboratorio (Ecuacién 4.1). Las barras representan la desviacion estandar de las Ty

observadas.

4.1.2.2. Inactivacion microbiana

En la industria cervecera, la cerveza filtrada sin pasteurizar puede llegar a presentar niveles de
microorganismos no deseados considerablemente bajos, ya sean células de levadura residuales
procedentes de la fermentaciéon o bien microorganismos contaminantes. Tipicamente, las
especificaciones de cerveza filtrada antes de la pasteurizacién se establecen en [JJff UFC/100 mL,
es decir, 2 log UFC/100 mL (Fricker, 1984). No obstante, actualmente acostumbran a presentar
niveles incluso no detectables, debido al intenso proceso de ebullicién empleado durante la
fabricacion del mosto y a las estrictas buenas practicas de limpieza empleadas durante todas las
etapas del proceso de fabricacion de la cerveza. Con el objetivo de asegurar un minimo de
microorganismos presentes a concentraciones potencialmente reales, S. pastorianus, L. brevis y
G.oxydans fueron previamente inoculados a concentraciones de 2,82 + 043,332+ 0,09y 2,17 +
0,14 log UFC/100 mL, respectivamente. La Tabla 4.3 muestra las concentraciones de
microorganismos finales presentes en las cervezas tratadas a _ MPa, determinadas
mediante siembras por filtraciéon (UFC/100 mL).
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Tabla 4.3. Poblacién microbiana (log UFC/100 mL) de cervezas tratadas con UHPH a
presiones diferentes (_) y a una temperatura de entrada de 6 °C.

Microorganismos (log UFC/100 mL)!
Tratamiento

S. pastorianus L. brevis G. oxydans

282 + 043% 3,32 0,09? 2,17 = 0,14%

+
H+

B G - 1130 104 + 006" 029 + 040"
I 0.9 : 024 ND ND*
] ND © ND ¢ ND*®

I Media + desviacién estandar (n = 4)
ND: No detectada (< 0,18 log UFC/100 mL)

a-c: Valores en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes (p < 0,05).

En las cervezas tratadas a [ JJJJl. se observé crecimiento de todos los microorganismos (S.
pastorianus, L. brevis y G. oxydan), aunque a concentraciones similares o inferiores a <100
UFC/100 mL. En las cervezas tratadas a [ JJJll. se observé crecimiento de S. pastorianus (< 1
UFC/100 mL), mientras que L. brevis y G. oxydans no fueron detectados. A escala de laboratorio,
los tratamientos a 150 — 200 MPa habian alcanzado niveles mdximos de reduccién (ca. 6 log
UFC/mL), independientemente de la temperatura de entrada de la cerveza (_). Se
desconoce si la deteccidn de crecimiento microbiano a escala piloto fue debida a la disminucién
del limite de deteccion, de 0,5 UFC/mL a 0,5 UFC/100 mL, mediante el uso de siembras por
filtracion o porque el efecto de los tratamientos UHPH fue significativamente menor al disminuir
la temperatura de entrada, de 15 a 6 °C, y consecuentemente, la temperatura en la valvula, de 63
a 54 (150 MPa) y de 72 a 63 (200 MPa). Aunque cabe destacar que las diferencias de carga térmica
aplicada entre los tratamientos a temperaturas de entrada de 6 °C y a 15 °C (0,00 y 0,01 UP,
respectivamente, a [ Nl 001 y 0,18 UP, respectivamente, || j ) pveden ser
consideradas insignificantes. Por otro lado, en las cervezas tratadas a 300 MPa no se detect6
crecimiento de ningin tipo de microorganismo (< 0,5 UFC/100 mL). No obstante, a parte del
efecto causado por la presion y demds fendmenos de inactivacién generados en los tratamientos
UHPH, la letalidad observada no pudo desvincularse del factor temperatura. Los tratamientos a
- causaron el incremento de la temperatura de la cerveza hasta los 85°C, acumulando una

carga térmica de 12,85 UP, a pesar de haber partido de una temperatura de 6 °C.

Estos resultados demostraron que los tratamientos UHPH _)

permitieron obtener cervezas con niveles microbioldgicos < 1 UFC/mL. La seleccién de la presion
de homogenizacién mas adecuada ([ ) depender de las exigencias de las normas de
calidad establecidas por cada empresa fabricante de cerveza, tanto a nivel microbiolégico (< 1

UFC/100 mL o < 0,5 UFC/100 mL, respectivamente) como respecto a la carga térmica aplicada
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(0,01 0 12,85 UP, respectivamente). Una carga térmica excesiva puede favorecer el desarrollo de
reacciones no deseadas que afecten negativamente a las propiedades fisicoquimicas y
organolépticas de la cerveza. En este sentido, la seleccion del tratamiento mas adecuado supone
siempre un compromiso entre extender la vida titil de la cerveza y la calidad de ésta, la cual se

evaluard y discutird en los capitulos siguientes.

4.2. Conclusiones

Los resultados obtenidos a escala de laboratorio demostraron que la eficacia de los tratamientos
UHPH para la inactivacién microbiana dependié de la presion de homogenizacion, de la
temperatura de entrada del producto y del tipo de microorganismo. El incremento de la presién
de homogenizaciéon y de la temperatura de entrada del producto aumenté los niveles de
inactivacion microbiana. La bacteria aerobia G. oxydans y la bacteria lactica L. brevis presentaron

una mayor resistencia que la levadura S. pastorianus.

Se logré alcanzar reducciones microbianas de ca. 6 log UFC/mL e inactivar todos los
microorganismos evaluados a presiones de homogenizacién > -a, para un rango de
temperaturas de _, y a presiones > - MPa al incrementar la temperatura de entrada a
-. A estas condiciones de operacién se demostré que los tratamientos UHPH a menor
temperatura de entrada (_) permiten reducir més de 10 veces la carga térmica aplicada
(< 0,2 UP) en comparacion con los tratamientos UHPH a una temperatura de entrada de - >

2,5 UP).

Los tratamientos a escala piloto demostraron la viabilidad de la tecnologia UHPH para el
tratamiento de cerveza carbonatada. Se demostré que los tratamientos UHPH a 150 MPa (Te -
°C) no fueron suficientes para inactivar todos los microorganismos. En cambio, se valid6 la
eficacia de los tratamientos UHPH _, que inactivaron la poblacién microbiana hasta
niveles de < 1 UFC/100 mL, y de los tratamientos UHPH _, que permitieron obtener

cerezas sin microorganismos (< 0,5 UFC/100 mL).
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Capitulo 5. Efecto de la homogenizacion a ultra alta presion

sobre la estabilidad fisicoquimica y oxidativa de la cerveza en

comparacion con la pasteurizacion térmica convencional
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5.1. Resultados y discusion

5.1.1. Estabilidad de las propiedades fisicoquimicas de las cervezas tratadas

En el presente estudio se compard el efecto de la homogenizacion a ultra alta presion (UHPH) a
varias presiones de operacion (_) con el efecto de la pasteurizacion
térmica (15 UP) sobre las propiedades fisicoquimicas de la cerveza. Para ello, se evaluaron los
pardmetros de color, compuestos amargos, capacidad de retencion de espuma y turbidez coloidal
(turbidez a 90° y 25°) inmediatamente después de la aplicacién de cada tratamiento (to). Ademas,
también se evalud el efecto de los diferentes tratamientos sobre la estabilidad de estos parametros
durante el envejecimiento acelerado a 35°C de las cervezas, establecido en 3 meses, realizando
las determinaciones analiticas mensualmente (t, t> y t3). Asi, el efecto de ambos factores, tipo de
tratamiento y tiempo de envejecimiento acelerado, sobre todos los pardmetros fisicoquimicos
pudo ser determinado estadisticamente mediante un andlisis ANOVA multifactorial. Como se
muestra en la Tabla 5.1, tanto el tipo de tratamiento como el tiempo de envejecimiento presentaron
efecto significativo sobre todos los pardmetros estudiados (p < 0,01), lo cual se discutira en los

apartados siguientes.

Tabla 5.1. Efecto del tipo de tratamiento (pasteurizacion térmica a 15UP, homogenizacion

a ultra alta presién a || | | | | ) v ticmpo de envejecimiento acelerado (3 meses a

35°C) sobre los pardmetros fisicoquimicos de las cervezas obtenidas, segiin el ANOVA

multifactorial.

Efecto de los factores (valor p)
Parametros fisicoquimicos

Tratamiento Tiempo Tratamiento*Tiempo

Compuestos amargos 0,000 **3* 0,000 **3* 0,000
Capacidad de retencion de espuma 0,000 *** 0,000 0,000 sk
Turbidez a 90° 0,000 *3* 0,000 *s* 0,000 *s*
Turbidez a 25° 0,000 *s* 0,000 *s* 0,000 *s*
Color 0,000 *s* 0,000 *s* 0,000 *s*

** valor p < 0,05

*#% valor p < 0,01

5.1.1.1. Compuestos amargos

Los principales compuestos amargos presentes en cerveza son los iso-a-dcidos, procedentes de la

isomerizacion de los a-acidos del ldpulo durante la fase de ebullicién del mosto cervecero. El
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amargor de la cerveza se mide en unidades de amargor internacional (IBU, de sus siglas en inglés)

y representa la concentracion de iso-o-4cidos disueltos en la cerveza en mg/L.

Los resultados de las determinaciones de amargor (en IBU, equivalente a mg/L. de iso-a-4cidos)
de las cervezas tratadas con UHPH a _ y pasteurizadas térmicamente se
muestran en la Tabla 5.2. Como se observa, inicialmente, las cervezas recién tratadas (to) con la
tecnologia UHPH a _ presentaron los mismos niveles de amargor que las cervezas
pasteurizadas térmicamente, sin apreciarse diferencias significativas entre ellas. En cambio, se
observaron niveles de amargor significativamente menores en cervezas tratadas con UHPH a [JJj
B » < 0.05). El efecto de la tecnologia UHPH sobre el perfil amargo de la cerveza no ha sido
descrito previamente en otros estudios, pero si que existen referencias sobre el efecto de la
tecnologia de altas presiones hidrostaticas (HHP). Buzrul et al. (2005a) demostraron que la
cerveza pasteurizada térmicamente (60°C/ 15 min, 15 UP) presentaba niveles de amargor mayores
que la cerveza tratada con HHP (200, 250 y 300 MPa/ 3 y 5 min). En cambio, en el estudio de
Castellari et al. (2000), el amargor de cervezas tratadas mediante HHP (600 MPa/ 5 min) no se
vio afectado en comparacion con la pasteurizacién térmica (60°C, 10 min., 10 UP). Las diferencias
observadas entre ambos estudios podrian ser dependientes del equipo utilizado, las condiciones

de operacioén y el tipo de cerveza.

Tabla 5.2. Estabilidad de los compuestos amargos de las cervezas pasteurizadas
térmicamente (PT) a 15 UP, tratadas con UHPH | ll]. vvrH - |l y UHPH a
- durante su envejecimiento acelerado (3 meses a 35 °C).

Compuestos amargos de las cervezas tratadas (IBU)!

Tiempo de envejecimiento acelerado a 35 °C (meses)

Tratamiento to t1 t2 t3
BB | 28 + 0 A 27 + 1 B 24 + 0 *B 23 + 0 *P
I s - 24 + 0 "B 21 + 0 ™€ 20 + 0 ®P
B 3 - 0 ot 24 + 1 "B 23 + 0 € 20 + 1 ®P
B 2 - A 24 + 1 "B 2 + 1 ¢ 20 + 1 ®P

I Media + desviacion estandar (n = 4)
a-b: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma columna (p < 0,05)

A-C: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma fila (p < 0,05)
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Estabilidad de los compuestos amargos durante el envejecimiento de las cervezas

Inicialmente, solamente los tratamientos UHPH _ afectaron a los niveles de amargor de
las cervezas. No obstante, durante los tres meses de envejecimiento acelerado, también se
obtuvieron valores significativamente inferiores en cervezas tratadas mediante UHPH a -
MPa (Tabla 5.2), evidenciando que todos los tratamientos UHPH (_)
comprometieron la estabilidad del perfil amargo, favoreciendo la disminucién de los compuestos

amargos de la cerveza en comparacion con la pasteurizacion térmica.

Los resultados observados fueron similares a los descritos por otros autores con la tecnologia
HHP, que demostraron que la pasteurizacion térmica provocaba una menor perdida de
compuestos amargos que los tratamientos HHP en cervezas lager (Buzrul et al., 2005b), pale ale
y mild ale (Castellari et al., 2000). Ademads, Buzrul er al. (2005b) observé que las cervezas
tratadas con HHP presentaban un perfil amargo mds estable al aumentar la intensidad del
tratamiento aplicado. Las cervezas tratadas con HHP durante un tiempo de presurizaciéon de 3
min. perdieron mas compuestos amargos (3,1 IBU) que las tratadas con HHP a 5 min. (2,12 IBU),
mientras que en cervezas pasteurizadas térmicamente (60°C, 15 min.) disminuyeron 1,4 IBU,

durante su envejecimiento (56 dias a 20°C durante).

La pérdida de compuestos amargos durante el envejecimiento de las cervezas ha sido ampliamente
descrita por otros autores que demostraron que los iso-a-acidos son sensibles a la degradacion
durante el envejecimiento de las cervezas, resultando en una disminucién del amargor sensorial
(Vanderhaegen et al., 2006b). Las principales causas de la degradacién de los iso-a-dcidos son la
fotodegradacién causada por la luz y la oxidacién favorecida por la presencia de radicales libres;
ambos mecanismos son acelerados a mayores temperaturas de almacenamiento. En este sentido,
a mayor temperatura de tratamiento se esperaria mayor degradacion. Resulta complejo
interprestar las reacciones que ocurren durante la degradacion de compuestos amargos debido a
los diferentes tipos de compuestos y reacciones implicadas. Los iso-a-dcidos pueden ser de
diferentes tipos (cis-isocohumulonas, frans-isocohumulonas, cis-isohumulonas, trans-
isohumulonas, cis-isoadhumulonas y trans-isoadhumulonas.) y cada tipo de molécula se degrada
a una velocidad diferente. En general, se ha demostrado que los isémeros trans sufren una
degradacion mds severa que los isémeros en configuracion cis, que son mas estables durante el
envejecimiento de la cerveza. Ademads, no todos los compuestos amargos estdn presentes en la
misma concentracién en la cerveza y tampoco aportan el mismo grado de amargor sensorial; las
cis/trans-isohumulonas y cis/trans-isocohumulonas son en general las mds abundantes en
cervezas y, entre estos compuestos, los isdmeros cis estdn considerados mas amargos que los

trans y las isohumulonas mds que las isocohumulonas (Blanco et al.,2014; Caballero et al.,2012;
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De Cooman et al., 2000; Kappler et al., 2010; Malfliet et al., 2008). Blanco et al. (2014) evaluaron
la degradacidn de los compuestos amargos de 28 cervezas pale lager comerciales (pasteurizadas)
y concluyeron que se degradaba un 50% de la cis-isocohumulona, el compuesto amargo mas
estable, en 42 dias y un 50% de la cis-isohumulona, el compuesto amargo mas abundante, en 33
dias cuando se almacena la cerveza a 40 °C. Malfliet et al. (2008) determinaron en 9 cervezas
lager que se perdia el 7 — 13% del amargor inicial (1,2 — 3,2 IBU) en 2 meses a 30 °C. De manera
similar, Karabin et al. (2014) reportaron una pérdida del 9% del amargor inicial (2,8 IBU) en 1
mes, el 11% (3,2 IBU) en 2 meses y el 12 % (3,4 IBU), en 3 meses en cerveza almacenada a 30
°C. En este contexto, en el presente estudio se considerd que incluso las cervezas que presentaron
el amargor menos estable, es decir, las tratadas con UHPH, perdieron cantidades de amargor
considerablemente comunes, un 14,3% del amargor inicial (4 IBU) en 1 mes y el 28,6% del
amargor inicial (8§ IBU) en 3 meses a 35 °C, pues estos valores se encuentran entre los niveles
reportados por otros estudios en cervezas evaluadas durante evoluciones bajo condiciones de
temperatura similares (30 - 40 °C). Destacar que las diferencias de amargor observadas entre
tratamientos UHPH y pasteurizacion térmica, que varian de 1 a 3 IBU, podrian no ser percibidas

por los degustadores, como se evalu6 en el Capitulo 7.

5.1.1.2. Capacidad de retencion de espuma

La calidad de la espuma de las cervezas es cominmente evaluada mediante la determinacién de
su capacidad de retenerse, es decir, capacidad de no colapsar. La capacidad de retencién de la
espuma se determind mediante la medida del tiempo requerido para colapsar 30 mm de espuma
(unidades Nibem30), por lo cual los valores mds elevados correspondieron a cervezas con

espumas mds estables.

En la Tabla 5.3 se muestra la capacidad de retencién de espuma de las cervezas tratadas con
UHPH a | y dc 125 cervezas pasteurizadas térmicamente. Como se observa,
inicialmente, en cerveza recién tratada (to), las cervezas obtenidas con UHPH a ||| | GGz
MPa presentaban la misma capacidad de retencién de espuma que las cervezas pasteurizadas
térmicamente. En cambio, las cervezas tratadas con UHPH _ mostraron valores
significativamente menores (p < 0,05). Ademds, entre las cervezas tratadas con UHPH, se observa

una tendencia a perder capacidad de retencién de espuma con el aumento de la presion aplicada.

El tiempo de retencion de espuma de las cervezas depende de sus propiedades fisicas y quimicas.
A nivel quimico, depende de la presencia de moléculas de superficie activa, que contribuyen a la
formacién de una matriz mds resistente al colapso. Las principales moléculas de superficie activa

son polipéptidos (provenientes de los granos de malta) y dcidos amargos (provenientes
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principalmente del lipulo), debido a su caracter hidrofébico. Entre los polipéptidos hidrofébicos,
los mds abundantes y conocidos en cerveza son la proteina transportadora de lipidos 1 (LTP1) y
la Proteina Z. Las propiedades espumantes de la proteina LTP1 se deben principalmente a su
desnaturalizacion, que tiene lugar durante la ebullicion del mosto y que favorece la exposicion de
sus grupos hidrofébicos interiores. En el caso de los dcidos amargos, los iso-4cidos reducidos
(tetra y hexa) contribuyen a espumas mads estables, aunque dsperas en boca. Por ultimo, los
productos de las reacciones de Maillard y los iones metales divalentes (p.ej. zinc) también
contribuyen positivamente a la retencion de la espuma (Bamforth, 2011; D. E. Evans et al., 1999;
D. Evan Evans & Bamforth, 2009; D. Evan Evans & Sheehan, 2002; Niu et al., 2018). En este
sentido, los tratamientos UHPH a 300 MPa podrian haber tenido efecto sobre los polipéptidos

hidrofébicos y/o dcidos amargos, comprometiendo asi a la estabilidad de la espuma.

El efecto de la tecnologia UHPH sobre la estabilidad de la espuma de la cerveza no ha sido
abordado anteriormente por otros investigadores, pero si que existen estudios con la tecnologia
HHP. Los tratamientos HHP (300 MPa/ 5 min, 500 MPa/ 5 min y 700 MPa/ 5 min) no afectaron
a la capacidad de retencién de la espuma de cervezas lager en comparacion con tratamientos
térmicos poco intensos (60 °C/ 2 min, equivalente a 2 UP). Otros autores demostraron que la
tecnologia HHP tenia un efecto positivo sobre la estabilidad de la espuma. Segin Santos et al.
(2017), trataron cervezas estilo lager y ale mediante HHP (300 MPa/ 20 min, 400 MPa/ 20 min,
500 MPa/ 20 min y 600 MPa/ 20 min) y observaron mejoras en los niveles de estabilidad de la
espuma en comparacion con cerveza no tratada. De forma similar, Yin ef al. (2016) report
estabilidades de espuma mayores en cervezas de trigo tratadas con HHP (500 MPa/ 10 min) que
en cervezas no tratadas, pero no observd mejoras significativas con otros tratamientos HHP (400
MPa/ 15min, 600 MPa/ 5 min). No obstante, todos los tratamientos HHP mencionados (400 MPa/
15min, 500 MPa/ 10 min y 600 MPa/ 5 min) resultaron en cervezas con espumas
significativamente mds estables que los tratamientos térmicos (60°C/ 15min, equivalente a 15
UP), los cuales favorecieron la pérdida de estabilidad de la espuma. Asi pues, los resultados
reportados por otros investigadores sugieren que los tratamientos HHP no tienen efecto e incluso
pueden mejorar la estabilidad de la espuma — dependiendo de la presién aplicada y tiempo de
tratamiento — en comparacién con cervezas no tratadas o cervezas sometidas a tratamientos
térmicos muy suaves (2 UP). No obstante, cuando se comparan con tratamientos térmicos
convencionales (15 UP), las cervezas tratadas mediante HHP mantienen espumas con mayor
estabilidad. Los tratamientos HHP causarfan la desnaturalizacion proteica parcial, aumentando el

cardcter hidrofébico de las proteinas, aunque no se observo en el presente estudio.
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Tabla 5.3. Estabilidad de la capacidad de retencién de espuma de las cervezas pasteurizadas
térmicamente (PT) a 15 UP, tratadas con UHPH || jlil}.. UtPH [l MPa y UHPH a
- durante su envejecimiento acelerado (3 meses a 35 °C)

Capacidad de retenciéon de espuma de las cervezas tratadas (Nibem 30)!

Tiempo de envejecimiento acelerado a 35 °C (meses)

Tratamiento 0 1 D) 3
282 = 13 A 251 6 =B 240 £ 15 *BC 229

14 =C

H+
H+

B 07 - 14 ** 245 + 14 B 220 + 8 C 226 + ]0 *C
B 0o -7 “* 236+ 6 "B 219 £ 8 PC 213 & 2 beC
B 02 -5 Y 224 +2 B 217 x 14 B¢ 204 + 5 o€

I Media + desviacién estandar (n = 4)
a-b: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma columna (p < 0,05)

A-C: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma fila (p < 0,05)

Estabilidad de la capacidad de retencion de espuma durante el envejecimiento de las cervezas

Durante el seguimiento del envejecimiento acelerado se observé que los tratamientos UHPH a
altas presiones (_) afectaron negativamente a la capacidad de retencién de espuma de
las cervezas en comparacion con la pasteurizacion térmica convencional (Tabla 5.3). A pesar de
que inicialmente (to) solamente las cervezas tratadas con UHPH a - mostraron diferencias
significativas en comparacién con las cervezas pasteurizadas térmicamente, durante el
envejecimiento acelerado (ti-t3) se demostré que los tratamientos UHPH a - también
causaban una pérdida significativa de la capacidad de retencion de espuma de las cervezas. En
cambio, las cervezas tratadas con UHPH a - no presentaron diferencias significativas en
los niveles de capacidad de retencion de espuma en comparacion con la pasteurizacién térmica
convencional durante los 3 meses de envejecimiento acelerado (p < 0,05), aunque tendi6 a dar
valores de estabilidad de espuma inferiores. Asi pues, a estas condiciones de menor presién (200
MPa), la intensidad del tratamiento UHPH no fue suficiente para causar la pérdida de espuma,

sino que se requiere presiones superiores a [l para ello.

La espuma pierde estabilidad a medida que la cerveza envejece, independientemente del
tratamiento aplicado (Tabla 5.3). Para todos los tratamientos, las cervezas experimentaron la
mayor pérdida de la capacidad de retencion de espuma (31 — 38 Nibem 30; 11 — 15 %) durante el

primer mes de envejecimiento acelerado a 35°C, la cual sigue disminuyendo significativamente
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durante los 3 meses, con una pérdida de la capacidad de retencion de espuma de 51 — 61 Nibem

30 (18 — 23 %) en el tercer mes.

Los estudios reportados hasta la fecha atribuyen la degradacion de la estabilidad de la espuma a
la presencia de la enzima proteolitica proteinasa A (PrA), que actia degradando los polipéptidos
hidrofébicos (LTP1, Proteina Z) que contribuyen a evitar el colapso de la espuma. La enzima PrA
es excretada por la levadura durante la fermentacién y, en menor grado, liberada durante la
autolisis celular (Bamforth, 2011; D. Evan Evans & Bamforth, 2009; Stewart et al., 2006).
Stewart et al. (2006) demostrd que la pasteurizacion térmica inactiva la enzima proteolitica PrA
en cerveza y resulta en una espuma mds estable, ya que previene su deterioro durante el
envejecimiento de la cerveza. En concreto, detectaron actividad de PrA en cerveza no
pasteurizada mientras que en cerveza pasteurizada (15 UP), la PrA se encontraba inactivada.
Consecuentemente, observaron que la estabilidad de la espuma y los niveles de polipéptidos
hidrofébicos de la cerveza pasteurizada se mantenian practicamente constantes (disminucién de
6 unidades Nibem y 2 mg/1 de polipéptidos hidrofébicos) durante 3 meses a temperatura ambiente
y, en cambio, decrecian en cerveza no pasteurizada (disminucién de 42 unidades Nibem y 12 mg/1
de polipéptidos hidrofébicos). He er al. (2006) también demostré que la pasteurizacion térmica
(30 min a 70 °C) inactivé PrA y previno su efecto negativo sobre la estabilidad de la espuma
durante su envejecimiento en comparacién con cerveza no pasteurizada. No obstante, en este caso
no se evité por completo que la espuma de las cervezas pasteurizadas se degradase, sino que se
ralentizd, ya que decrecié 48 unidades Nibem (de 246 a 198 unidades Nibem 30) durante el
almacenamiento de la cerveza (3 meses a 35 °C), por la posible influencia de otros mecanismos
no enziméticos, pues PrA no presentaba actividad. En cambio, en cerveza no pasteurizada se
detectd actividad de PrA y la estabilidad de la espuma se degrad6 4 veces mds, un total de 201
unidades Nibem (de 246 a 45 unidades Nibem). He et al. (2006) y Hoff et al. (2013) detectaron
que LTP1 se seguia degradando en cerveza pasteurizada, aunque en menor medida que en cerveza
no pasteurizada. Los resultados del presente estudio coincidieron con los reportados por He et al.
(2006), pues a pesar de que el tratamiento térmico inactive PrA (no analizada en este estudio), la
estabilidad de la espuma decrecié 53 unidades Nibem, también durante un periodo 90 dias a 35°C.
En este sentido, no se han encontrado diferencias significativas entre el efecto de pasteurizacion
térmica y UHPH sobre la estabilidad de la espuma durante su envejecimiento, y se sugiere que

ambas tecnologias tienen el mismo efecto sobre la enzima PrA.

5.1.1.3. Turbidez coloidal

La turbidez coloidal de las cervezas, definida como la falta de transparencia debido a la presencia

de particulas coloidales, fue evaluada mediante la determinacion de la intensidad de luz reflejada
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tanto a un dngulo de 90° como a un dngulo de 25° de la luz incidente. Este método es comtiinmente
utilizado en la industria cervecera para detectar a 90° especialmente la presencia de particulas
disueltas pequefias (<1 gm), causantes principales de la turbidez invisible (no percibido por el ojo
humano) (EBC Analytica, 9.29 Haze in beer: calibration of haze meters, 2015), mientras que a

25° se determina la presencia de particulas de mayor tamafio, responsables de la turbidez visible.

En la en la Figura 5.1 se muestran los valores de turbidez a un dngulo incidente de 90° y 25°,
respectivamente, para los distintos tipos de cervezas, las tratadas con la tecnologia UHPH (-
_) y las pasteurizadas térmicamente (15 UP). Inicialmente (to), las cervezas tratadas
con UHPH - MPay las cervezas pasteurizadas térmicamente presentaron los mismos niveles
de turbidez (a un dngulo incidente de 90° y 25°), sin observarse diferencias significativas (p <
0,05), a pesar de las diferencias en temperaturas aplicadas. Por el contrario, la turbidez (a 90° y a
25°) de las cervezas tratadas con UHPH _ fue mayor y, ademads, el aumento fue
proporcional a la presién aplicada. Destacar que este aumento de turbidez fue significativo para
las determinaciones de turbidez a 90°, mientras que en las determinaciones de turbidez a 25°
solamente se observé una tendencia a aumentar. Asi pues, los tratamientos UHPH afectaron a la
turbidez de la cerveza cuando se aplicaron presiones _ Estos resultados
coincidieron con los obtenidos por Franchi et al. (2011) al tratar cerveza lager con la tecnologia
UHPH, ya que observaron que la turbidez de la cerveza aumenté con la aplicacion de presiones
superiores _ y, ademds, que el incremento de la turbidez es proporcional a la presién
aplicada. En cambio, otros pardmetros como la temperatura inicial del producto _
no presentaron un efecto significativo a pesar de que, a estas condiciones de operacion, estimaron
que la cerveza alcanzé una temperatura de 60 — 80 °C en la vdlvula de homogenizacidn, pero

durante un tiempo de tratamiento muy corto (0,7 s).
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Figura 5.1. Estabilidad de la turbidez medida a un dngulo de 25° (columnas) y a 90° (lineas
discontunuas) en cervezas pasteurizadas térmicamente (azul), tratadas con UHPH a-

(naranja), UHPH a - (gris) y UHPH _ (amarillo) durante su envejecimiento

acelerado (3 meses a 35 °C).

La naturaleza de la turbidez de la cerveza ha sido ampliamente revisada y descrita previamente
por otros autores. En general, la turbidez no biolégica mds comun es la generada por complejos
de polipéptidos unidos a polifenoles, formando suspensiones coloidales que reflejan la luz y hacen
que el producto pierda claridad. No obstante, no todos los polipéptidos ni los polifenoles de la
cerveza estan involucrados en la formacién de turbidez. Los principales polipéptidos turbio-
activos son hordeinas, proteinas mayoritarias del gluten de la cebada, que contienen cantidades
significativamente altas de los aminodcidos prolina, dcido glutdmico, arginina y glicina.; mientras
que los polifenoles mds relacionados con la formacién de turbidez son las proantocianidinas
(dimeros de catequinas y epicatequinas), de la familia de los taninos, procedentes de la cebada y

del Iipulo (Bamforth, 2011; Mastanjevic et al., 2018; Siebert et al., 1996; Steiner et al., 2010).

Durante los tratamientos UHPH de cerveza, el estrés mecédnico generado en la valvula de
homogenizacion altera el estado de estos complejos polipéptidos-polifenoles. En concreto, podria
modificar y desplegar la estructura conformacional de las proteinas (desnaturalizacién),
exponiendo sus grupos hidrofébicos anteriormente escondidos en el interior de la estructura
proteica, que permite que se creen nuevos enlaces covalentes, mas fuertes, como puentes de
hidrogeno y puentes disulfuro. En este sentido, la tecnologia UHPH induce instantdneamente el
crecimiento de tamafio de los complejos proteina-polifenol, de forma similar a la evolucién de
turbidez fria a turbidez permanente que tiene lugar espontdneamente y de manera habitual durante
el envejecimiento de la cerveza. De hecho, son numerosos los estudios que proponen aplicar

tratamientos UHPH con el objetivo de alterar la estructura conformacional y, consecuentemente,
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las propiedades tecno-funcionales de las proteinas en varios alimentos (Zamora & Guamis, 2014),
como se ha demostrado en proteinas de leche, yogur y bebidas vegetales (Serra et al., 2008, 2009;
Zamora & Guamis, 2014). Por ejemplo, Serra et al. (2009) reporté niveles de péptidos
hidrofébicos mayores en yogures producidos a partir de leche tratada mediante UHPH a - MPa,
que a partir de leche tratada térmicamente. De forma similar a los resultados obtenidos en el
presente estudio, Cruz et al. (2007) observaron mediante andlisis de calorimetria diferencial de
barrido (DSC, de sus siglas en inglés) que los tratamientos UHPH [JJll MPa desnaturalizaron
parcialmente las proteinas de bebida de soja, mientras que [l MPa se observé un mayor grado
de desnaturalizacion, evidenciando la diferencias en eficiencia en funcidn de la presion aplicada,

como se ha descrito también en el presente estudio.

Otros investigadores han descrito el mismo efecto con la tecnologia HHP y para varios tipos de
cerveza. A pesar de que la composicion de la turbidez y compuestos implicados pueden diferir en
funcioén del estilo de cerveza (si contiene levadura, trigo, etc.) y del proceso de fabricacion (tipo
de filtracion, uso de estabilizantes, etc.), en general, los tratamientos HHP de mayor intensidad,
es decir, mayor presion y/o tiempos de presurizacién largos generaron mads turbidez que la
determinada en cerveza pasteurizada térmicamente, mientras que tratamientos poco intensos, a
presiones bajas y/o durante tiempos de presurizacion cortos, no causaron mayor turbidez que la
pasteurizacion térmica. (Buzrul et al., 2005a, 2005b; Castellari et al., 2000; Fischer et al., 2002;
Yin et al., 2016). En cerveza lager, el tratamiento HHP a 350 MPa/5 min favoreci6 la aparicion
de mayor turbidez que los tratamientos de pasteurizacion térmica de 15 UP (60 °C/ 15 min,
equivalente a 15 UP), mientras que otros tratamientos HHP menos intensos (200, 250 y 300 MPa/
3 y 5 min) no presentaron el mismo efecto. Ambos tipos de tratamientos, HHP y PT (60°C/15
min) causaron el incremento de la turbidez en comparacién con cerveza no tratada (Buzrul et al.,
2005a). Fischer et al., (2002) también obtuvieron que cervezas lager y Pilsen tratadas con HHP
(300, 500, 700 MPa/ 5 min) eran mds turbias que las pasteurizadas térmicamente (60 °C/ 2 min,
equivalente a 2 UP), independientemente de la intensidad del tratamiento HHP aplicado, pero
probablemente porque los tratamientos térmicos control fueron muy suaves. En cervezas pale ale
y mild ale tratadas con HHP a 600 MPa/5min, se encontraron niveles de turbidez elevados en
comparacién con cerveza del mismo lote pasteurizada térmicamente a 10 UP (60°C/10 min,
equivalente a 10 UP) (Castellari et al., 2000). En cervezas de trigo turbias, la tecnologia HHP
(400 MPa/ 15 min, 500 MPa/ 10 min, 600 MPa/ 6 min) también aumenté su turbidez en
comparacion con pasteurizacion térmica (60°C, 15 min, equivalente a 15 UP) (Yin et al., 2016).
En todos los estudios, la turbidez generada por la tecnologia HHP también fue atribuida a la
desnaturalizacion de las proteinas turbio-activas y consecuente exposicion de grupos
hidrofébicos, en linea con lo observado en otros alimentos. Los tratamientos HHP alteran el

estado conformacional de otras matrices alimentarias ricas en proteinas andlogas a las presentes
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en la turbidez de cerveza. En geles de gluten de trigo — que contienen un 75-85% de proteinas de
gluten, con un contenido alto de glutamina y prolina (Wieser, 2007) — los tratamientos HHP
mejoran sus propiedades funcionales al aumentar el contenido de grupos tiol (-SH) libres y su

hidrofobicidad superficial (Wang et al., 2019).

Asi pues, en contexto con los estudios publicados por otros investigadores, los resultados del
presente estudio sugieren que la tecnologia UHPH y HHP causan un efecto similar sobre la
turbidez de la cerveza a pesar de presentar mecanismos de accién diferentes. Ambas tecnologias,
en condiciones de tratamiento de elevada intensidad, provocan una formaciéon de turbidez en

cerveza mayor que la pasteurizacion térmica convencional.
Estabilidad de la turbidez coloidal durante el envejecimiento de las cervezas

Como se representa en la Figura 5.1, no se observaron diferencias significativas en los valores de
turbidez a 90° y a 25° entre cervezas tratadas con UHPH - MPa y cervezas pasteurizadas
térmicamente a lo largo de todo el envejecimiento acelerado. En ambos casos se observo que tanto
la turbidez a 90° aumentaba con el tiempo de envejecimiento acelerado, probablemente debido a
la formacién de nuevos complejos polipéptidos-polifenoles a partir de proteinas y polifenoles
solubles, asi como la turbidez a 25°, que también aument6 debido a la posible aglomeracion y
aumento de tamafio de los complejos proteina-polifenoles. Por otro lado, se observé que la
turbidez a 90° de las cervezas tratadas con UHPH a - y a - MPa, que inicialmente era
significativamente mayor que la de las cervezas tratadas con UHPH a [} MPa y pasteurizas
térmicamente, disminuy6 durante el envejecimiento de las cervezas, probablemente debido a que
no se formaron nuevos complejos proteina-polifenoles de menor tamafio sino que fueron
disminuyendo para dar lugar a la formacidn de aglomeraciones de mayor tamafio, pues los valores
de turbidez a 25° mostraron un incrementan con el tiempo de envejecimiento acelerado. A los 3
meses de envejecimiento (t3), tanto las cervezas tratadas con UHPH como la pasteurizada
térmicamente tendieron a presentar valores elevados y similares de turbidez a 90° y a 25°, debido
a su estado avanzado de envejecimiento y demostrando que probablemente alcanzaron el

equilibrio coloidal entre las fracciones de turbidez de menor y mayor tamafio de particula.

Comparar los resultados obtenidos con los comportamientos descritos en estudios previos es
complicado y complejo, debido a las diferencias en tipos de cervezas y, mayormente, en métodos
analiticos utilizados por los diferentes investigadores. Franchi et al. (2011) observé que la
turbidez de cerveza lager tratada con UHPH (250 MPa, 6°C) incrementé hasta alcanzar un nivel
estable. En concreto, se mantiene constante durante los primeros dias de almacenamiento (7 dias,

a 25°C), posteriormente aumentd hasta 4-5 veces (30 dias, a 25°C), a partir del cual se mantuvo
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relativamente constante en el tiempo (100 dias, a 25°C). En cerveza tratada con HHP, se
encontraron discrepancias en el comportamiento de la turbidez de las cervezas obtenidas. Por un
lado, algunos autores han descrito coémo los niveles de turbidez de cerveza lager tratada con HHP
(350 MPa/5 min) incrementan con el tiempo (56 dias, almacenamiento a 20°C), alcanzando
niveles mayores que la pasteurizacion térmica (Buzrul et al., 2005b). Por otro lado, otros estudios
reportan que la turbidez de cervezas pale ale y mild ale tratadas con HHP (600 MPa/5 min)
disminuye con el tiempo (49 dias, almacenado a 20°C), mostrando mayor estabilidad que la
pasteurizacién térmica, pues los niveles decrecen mds rdpidamente (Castellari er al., 2000).
Asimismo, la turbidez de cervezas de trigo tratada con HHP (500 MPa/10 min) también
disminuyé con el tiempo (84 dias, almacenadas a 20°C), aunque presentando una mayor

estabilidad coloidal que la pasteurizacién térmica (Yin et al., 2016).

5.1.14.Color

El color es un atributo de percepcion visual que depende de una fuente de luz visual (regién del
espectro electromagnético de longitud de onda aprox. de 350 a 750 nm) pero que también se ve
influida por las propiedades fisicas y quimicas de la matriz alimentaria. En cerveza, el color se
define en unidades EBC, las cuales se basan en la medicion espectrofotométrica de una muestra
de cerveza sin turbidez a una longitud de onda de 430 nm. En la Tabla 5.4 se muestra las
determinaciones de color de cervezas pasteurizadas térmicamente y cervezas tratadas con UHPH
a [ MP-. En cervezas recién tratadas (to), no se observaron diferencias significativas
entre los niveles de color después de los tratamientos UHPH a ] MPa y los tratamientos de
pasteurizacion térmica. Los resultados sugieren que la temperatura no presentd efecto sobre el
color de las cervezas, a pesar de la diferencia de carga térmica aplicadas en cada tratamiento. En
la pasteurizacion térmica se aplica una temperatura de 60 °C durante 15 min (equivalente 15 UP)
mientras que en el tratamiento UHPH a - MPa la cerveza alcanza una temperatura de 63 °C
durante solamente 0,2 segundos. El efecto de la temperatura no produjo una alteracidon inmediata
del color de las cervezas durante la pasteurizacion térmica, como también ha sido demostrado en
estudios anteriores con cervezas Pilsen filtradas, Pilsen no filtradas y cervezas de trigo (Feilner
& Jacob, 2015; Feilner & Oehmichen, 2016; Hoff et al., 2013), pero si durante su envejecimiento,
como se discutird mds adelante. Por otro lado, los tratamientos UHPH a presiones superiores, a
I iP:. favorecieron el incremento de color de las cervezas durante el tratamiento,
probablemente debido a la presion y a las fuerzas de cizalla, turbulencia y cavitacién implicadas
en el mecanismo de accion del equipo UHPH. Se descart6 el factor temperatura pues, aunque se

alcancen diferentes temperaturas en la valvula de homogenizacion entre los tratamientos UHPH
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a _), los tratamientos UHPH _) y los tratamientos
UHPH a _), los tiempos de presurizacién son muy cortos (0,2 segundos).

Estos resultados no coinciden con otros estudios que reportaron que los tratamientos UHPH a
presiones de _,) no afectaron al color de la cerveza en comparacion
con cerveza sin tratar (M. A. Franchi et al., 2011a). Las diferencias entre los resultados de los
diferentes estudios podrian atribuirse a diferencias en el tipo de cerveza tratada, las condiciones
de tratamiento y principalmente al disefio de los equipos utilizados. De forma similar, los
resultados reportados por diferentes investigadores con la tecnologia HHP también presentan
discrepancias entre si. Los estudios revisados describen comportamientos del color de las cervezas
tratadas diferentes, probablemente también debido a las diferencias en tipo de cerveza,
condiciones de tratamiento y equipos utilizados. Segtn Fischer ez al. (1998), los tratamientos
HHP no presentan efecto significativo sobre el color de la cerveza; Castellari et al. (2000) no
observa diferencias entre la claridad de cervezas pale ale tratadas con HHP (600 MPa/ 5 min) y
cervezas sometidas a tratamientos térmicos (60 °C/ 10 min), mientras que otros indices de color
fueron mayores para las cervezas tratadas térmicamente; y Yin et al. (2016) no encuentran
diferencias significativas en los niveles de color entre cervezas de trigo tratadas HHP (400
MPa/15 min, 500 MPa/10 min, 600 MPa/5 min) y pasteurizadas térmicamente (60°C/15 min). En
cambio, Buzrul et al. (2005a) describié que el color de las cervezas tratadas con HHP incrementa
con la presion y tiempo de presurizacién aplicados (200 — 350 MPa/ 3 -5 min), alcanzando niveles
de color mayores en cervezas tratadas con HHP a P >300 MPa en comparacion con cervezas
tratadas térmicamente (60 °C/ 15 min). Cabe destacar que las diferencias observadas entre

tratamientos son inferiores a 1 EBC muy dificilmente perceptible al ojo humano.

Tabla 5.4. Estabilidad del color de las cervezas pasteurizadas térmicamente (PT) a 15 UP,
tratadas con UHPH a | Jl. - vBPH | y UHPH a 300 MPa durante su

envejecimiento acelerado (3 meses a 35 °C)

Color de las cervezas tratadas (EBC)!

Tiempo de envejecimiento acelerado a 35 °C (meses)

Tratamiento
to t1 t2 t3
- 102 + 02 *A 108 = 0,1 *B 121 = 02 =C 11,1 = 00 =B
I 04 : 01 ** 109 £ 01 *® 122 + 05 *C 105 = 05 “°B
B 17 - 06 "% 119 + 02 "B 127 + 05 B 101 + 05 €
B 001 <A 119 £ 01 > 115 £ 03 B 119 + 02 ©B

I Media + Desviacién estandar (n = 4)
a-b: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma columna (p < 0,05)

A-C: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma fila (p < 0,05)
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Estabilidad del color durante el envejecimiento de las cervezas

Como se observa en la Tabla 5.4, las cervezas pasteurizadas térmicamente y las cervezas tratadas
con UHPH a - MPa no solamente presentaron los mismos niveles de color recién tratadas (to),
sino que ademds siguieron el mismo comportamiento durante los tres meses de envejecimiento
acelerada (ti-t3), sin observarse diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). El color
de las cervezas aument$ durante los dos primeros meses de envejecimiento y disminuy6 en el
tercer mes. Las diferencias en mecanismo de accién entre ambas tecnologias y, en particular, las
diferencias en las cargas térmicas aplicadas (15 min a 60 °C vs 0,2 segundos a 63 °C) no afectaron
al color de las cervezas, en contra de lo esperado ya que, segiin estudios anteriores, el incremento
de las unidades de pasteurizacion aplicadas acelera el aumento del color de la cerveza durante su
envejecimiento (Cao ef al.,2011). En el caso de las cervezas tratadas con UHPH a - MPa, su
color siguié el mismo comportamiento que en las cervezas tratadas con UHPH a [ MPa y 1as
cervezas pasteurizadas térmicamente, pero mostrando mds variabilidad y una menor estabilidad:
el color aumentd durante los dos primeros meses de envejecimiento acelerado (t), alcanzando
niveles significativamente mayores que en los demds tratamientos, y disminuyé en el tercer mes
de envejecimiento acelerado (t3), hasta niveles mds bajos que en cervezas tratadas con UHPH a
- MPa y pasteurizadas térmicamente. En cambio, el color de las cervezas tratadas con UHPH
a - MPa también aumenté durante el primer mes de envejecimiento acelerado (t1) pero
posteriormente presenté un comportamiento mas estable, ya que no se encontraron diferencias
significativas (p < 0,05) entre el primer y el tercer mes de envejecimiento acelerado (t; - t3).
Debido a esta estabilidad, a los dos meses de envejecimiento acelerado (t), los niveles de color
fueran significativamente inferiores que los niveles de las demds cervezas tratadas, los cuales

aumentaron durante este mismo tiempo de envejecimiento.

Por un lado, el aumento de color de las cervezas observado en el presente estudio coincide con
los reportados por otros investigadores, principalmente en estudios que también evaluaron las
cervezas en ensayos de envejecimiento bajo condiciones aceleradas (a temperaturas elevadas) o
bien bajo condiciones reales (a temperatura ambiente) pero durante periodos de envejecimiento
suficientemente largos (> 6 meses), ya que los estudios de envejecimiento bajo condiciones reales
durante periodos cortos (2 — 3 meses) no permitirian apreciar un aumento significativo del color
de las cervezas. Franchi et al. (2011) describié que el color de cerveza tratada con UHPH (250
MPa, Tk = 6 °C) se mantuvo estable a lo largo de 100 dias a una temperatura de 25 °C. De forma
similar, otros estudios demostraron el mismo comportamiento en cervezas tratadas con la

tecnologia HHP (350 MPa; 3 — 5 min.), pues su color no varié durante 56 dias a 20 °C y no
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present6 diferencias significativas en comparacion con la evolucién del color de cerveza
pasteurizada térmicamente (60 °C, 15 min) (Buzrul et al.,2005b). En ambos estudios se simularon
envejecimientos reales de cervezas lager, a temperatura ambiente (20-25°C) pero durante tiempos
de seguimiento relativamente cortos (2 — 3 meses) en comparacidn con la vida titil de las cervezas
comerciales (4 — 12 meses (Briggs et al., 2004)), de manera que no permiten evaluar el
comportamiento de las cervezas tratadas en un estado de envejecimiento mdas avanzado vy,
concretamente, si el color se sigue manteniendo constante durante toda la vida util del producto.
En cambio, otros investigadores evaluaron cervezas lager pasteurizadas térmicamente
almacenada durante tiempos de envejecimiento mds largos y a temperatura ambiente (20 — 25 °C)
y observaron que, aunque no se apreciara aumento significativo de color durante los primeros
meses, se incrementaba aprox. 1| EBC —2 EBC en 6 — 12 meses respectivamente (Cao et al.,2011;
Lorencovi et al., 2019; Vanderhaegen et al., 2007). Como alternativa a las evoluciones reales a
temperatura ambiente, las evoluciones a temperaturas mas elevadas (35 - 40 °C), como la del
presente estudio, permiten acelerar el envejecimiento de las cervezas con el objetivo de simular y
estudiar el mismo efecto en menos tiempo (Lehnhardt ef al., 2020). Vanderhaegen et al. (2003)
observo un ligero aumento del color de la cerveza durante 6 meses de envejecimiento a 20 °C
(aprox. 1 EBC) mientras que, en cambio, los niveles de color aumentaron 4 veces mds durante el
mismo tiempo de envejecimiento a 40 °C (aprox. 4 EBC). Hoff et al. (2013) evaluaron el
envejecimiento de cervezas no filtradas pasteurizadas térmicamente a 20 UP (70 °C, 30 min)
durante 41 dias de envejecimiento también a 40 °C y, aunque inicialmente la pasteurizacion
térmica no present6 efecto sobre el color de la cerveza, las cervezas pasteurizadas térmicamente
tendieron a oscurecerse con el tempo de envejecimiento, pues las altas temperaturas de

almacenamiento aceleran el avance de las reacciones de Maillard.

El color de la cerveza depende principalmente de las materias primas utilizadas y del proceso de
fabricacién de la cerveza; se origina en gran parte durante el malteado de los granos, puede
continuar durante la etapa de ebullicién del mosto y, en menor grado, durante la pasteurizacion.
En estas etapas, los azicares reductores (principalmente maltosa) reaccionan con aminodcidos
libres o grupos amino de polipéptidos mediante reacciones de Maillard, que acaban resultando en
la formacion de melanoidinas, los principales compuestos responsables de definir el color final
de las cervezas. A parte del pH, las reacciones de Maillard son dependientes de la temperatura,
por lo cual la exposiciéon prolongada de cervezas a temperaturas suficientemente elevadas
favorece la formacion de color. En el rango de 60 — 100 °C, el incremento de 1 °C de temperatura
puede incrementar mds de un 10% la velocidad de las reacciones de Maillard (Shellhammer,
2009). En segundo lugar, los mecanismos de oxidacion causan la polimerizacién de polifenoles,

principalmente flavonoides, y también contribuyen a la formacioén de color en cerveza (color

94



rojizo y marrén). En este sentido, la presencia de oxigeno, compuestos prooxidantes (p. €j. iones
metdlicos) y la temperatura son factores que favorecen la degradacion oxidativa de polifenoles y
la consecuente formacién de color durante el envejecimiento de la cerveza, fendémeno observado
mds cominmente en cervezas del estilo pale lager (Aron & Shellhammer, 2010; Callemien &
Collin, 2007; Cao et al., 2011; Vanderhaegen et al., 2003). De hecho, se ha demostrado que a
mayores unidades de pasteurizacion aplicadas en cerveza, mayor es el grado de degradacién de
los polifenoles (Cao et al., 2011). Por dltimo, en algunos casos, el aumento de color también
puede ser causado por reacciones de caramelizacién y pirolisis, relacionadas con la aparicién de
sabores y aromas a quemado, pero en matrices dcidas como la cerveza suceden a velocidades
lentas y ademds se desarrollan a temperaturas >120 °C (sobre todo predominan a >200 °C), de
manera que tendrian un efecto practicamente nulo durante los tratamientos de pasteurizacién y
UHPH aplicados a las cervezas en este estudio. Asi pues, el aumento de color durante los
tratamientos se atribuye a la presencia de compuestos derivados principalmente de las reacciones
de Maillard y/o a la oxidacién de polifenoles, ambos mecanismos favorecidos por la aplicacion

de temperatura.

Por otro lado, la disminucién de color observada en el tercer mes de envejecimiento acelerado (t3)
de las cervezas pasteurizadas térmicamente y tratadas con UHPH a _ MPa no pudo ser
comparada con estudios anteriores, pues no se ha encontrado bibliografia en la que se describa
este comportamiento, posiblemente porque no es habitual reportar evoluciones aceleradas de
hasta 3 meses de duracién debido al avanzado estado de envejecimiento en el que se encuentran
las cervezas. Probablemente por esta razén, se observo una disminucién de color no esperada, en
concordancia con la desfavorable estabilidad coloidal de las cervezas, mencionada anteriormente.
Destacar, sin embargo, que el color de las cervezas tratadas con UHPH - MPa siguié

manteniéndose constante, indicativo de su buena estabilidad en vida ttil.

5.1.2. Estabilidad oxidativa de las cervezas

El efecto de la tecnologia UHPH (| Bl MPr2) y de 1a pasteurizacién térmica (15 UP)
sobre la estabilidad oxidativa de la cerveza se evalué mediante las determinaciones de potencial
oxidativo (T400) y potencial antioxidante endégeno (EAP), asi como contenido de anhidro
sulfuroso (SO») en cerveza recién tratada y a lo largo de los tres meses de envejecimiento

acelerado.

El efecto de ambos factores, tipo de tratamiento y tiempo de envejecimiento, sobre todos los
pardmetros evaluados fue determinado estadisticamente mediante un andlisis ANOVA

multifactorial. Como se muestra en la Tabla 5.5, tanto el tipo de tratamiento como el tiempo de
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envejecimiento presentaron efecto significativo sobre el potencial oxidativo (T400) y el SO, de
las cervezas (p < 0,01). En cambio, otros pardmetros como el potencial antioxidante endégeno

(EAP) no se vio afectado por el tratamiento.

Tabla 5.5. Efecto del tipo de tratamiento (pasteurizacion térmica a 15UP, homogenizacion
a ultra alta presion a _ MPa) y tiempo de envejecimiento acelerado (3 meses a

35°C) sobre los pardmetros de estabilidad oxidativa de las cervezas obtenidas, segin el

ANOVA multifactorial.
Efecto de los factores (valor p)
Parimetro Tratamiento Tiempo Tratamiento*Tiempo
Log(T400) 0,003 *** 0,000 *s* 0,632
EAP 0,200 0,000 *s* 0,356
SO: 0,002 **%* 0,000 *s* 0,001 s

** valor p < 0,05

*#% valor p < 0,01

5.1.2.1. Potencial de formacion de radicales (T400)

La estabilidad oxidativa de las cervezas se evalué mediante la determinacion de su potencial de
formacidn de radicales (T400) por espectrometria de resonancia paramagnética electrénica (EPR,
de sus siglas en inglés). En este ensayo se incubaron las cervezas bajo condiciones oxidativas
inducidas a 60 °C y se midi6 la intensidad de sefial EPR (radicales formados) cuando se acaba la
fase de latencia y después de 400 min de tiempo de reaccion, de manera que permitié cuantificar
la formacién de radicales en las cervezas una vez agotada su actividad antioxidante, es decir,
permiti6 evaluar el efecto oxidativo total. Asi pues, cuanto mayor sea el valor T400, mayor serd

la capacidad de la cerveza para formar radicales y peor su estabilidad oxidativa.

En la Tabla 5.6 se muestran los valores logaritmicos de T400 obtenidos para todas las cervezas
en funcion del tratamiento aplicado. Inicialmente (to), las cervezas pasteurizadas térmicamente
presentaron los mismos niveles de radicales libres generados que las obtenidas con los
tratamientos UHPH a menores presiones (_ MPa), ya que no se observaron diferencias
significativas entre los valores de log (T400) (p < 0,05). Asi pues, las diferentes cervezas
obtenidas con cada uno de estos tres tratamientos presentaron la misma estabilidad oxidativa, a
pesar de las diferencias en el mecanismo de accion de las tecnologias y diferencias en temperatura

aplicada. Estos resultados coinciden con los reportados por Hoff ez al. (2013) y Lund et al. (2012),
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que demostraron que la aplicacién de temperatura no presentd efecto sobre la velocidad de
generacién de radicales libres en cervezas filtradas y cervezas no filtradas ambas recién
pasteurizadas térmicamente (20 UP) en comparacién con cervezas no pasteurizadas. Por el
contrario, existen otros estudios que si detectaron un aumento en la formacién de radicales libres
de las cervezas durante la pasteurizacién térmica. Yin et al. (2017) observaron velocidades de
formacion de radicales libres mayores en cerveza de trigo recién pasteurizada (15,35 y 100 UP)
que en cerveza no pasteurizada. En cambio, Kaneda et al. (1994) obtuvieron niveles de formacion
de radicales menores en cervezas pasteurizadas que en cervezas sin pasteurizar mediante anélisis
de espectrometria EPR, aunque mediante anélisis de quimioluminiscencia si que demostraron que
durante la pasteurizacion térmica se inicia la generacioén de radicales libres a partir del oxigeno
molecular disuelto y, ademads, se ve acelerada con el aumento de las unidades de pasteurizacion
aplicadas en el proceso (10 — 30 UP). Asi pues, existen discrepancias entre los estudios reportados
por otros investigadores sobre el efecto de la pasteurizacién térmica en cerveza recién
pasteurizada, probablemente debido a las diferencias entre el tipo de cerveza y la metodologia
analitica utilizada. En cambio, todos los estudios evidenciaron el efecto positivo de la
pasteurizacion térmica sobre la estabilidad oxidativa de las cervezas durante su envejecimiento,

como se comentara mas adelante.

En el caso de las cervezas obtenidas con el tratamiento UHPH - MPa, presentaron valores de
log(T400) inferiores que las demaés cervezas, con significancia estadistica en comparacién con las
cervezas pasteurizadas térmicamente y las cervezas tratadas con UHH - MPa (Tabla 5.6),

indicativo de una mayor estabilidad oxidativa en vida util.
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Tabla 5.6. Estabilidad del potencial de formacién de radicales (T400) de las cervezas
pasteurizadas térmicamente (PT) a 15 UP, tratadas con UHPH [l MPa, a UHPH [}
MPa y UHPH - MPa durante su envejecimiento acelerado (3 meses a 35 °C)

Log (T400) de las cervezas tratadas (U.IL.)!

Tratamiento Tiempo de envejecimiento acelerado a 35 °C (meses)
to t1 t2 t3
- T 639 + 002 *A 662 + 001 *B 579 = 001 *C 581 = 000 =*C
B 39 = 001 A 662 = 002 *B 578 + 004 =C 576 + 006 =€
B 63 - 002 ®A 663 + 001 *B 576 = 007 »€ 575 % 0,10 =aC
B 633 - 004 A 655 = 003 ®B 574 x 002 =€ 576 £ 005 =»C

I Media + desviacién estandar (n = 4)
a-b: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma columna (p < 0,05)

A-C: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma fila (p < 0,05)

Estabilidad del potencial oxidativo durante el envejecimiento de las cervezas

En la Tabla 5.6 también se muestra las determinaciones de formacién de radicales (T400) en valor
logaritmico de todas las cervezas durante el envejecimiento acelerado a 35 °C. Como se observa,
los valores T400 de todas las cervezas sigui6 el mismo comportamiento durante el envejecimiento

acelerado, independientemente del tratamiento aplicado.

En primer lugar, la formacion de radicales libres incrementé durante el primer mes de
envejecimiento acelerado (t;). El mismo comportamiento ha sido descrito por otros investigadores
también durante evoluciones aceleradas (41 dias a 40 °C), en las que observaron que la formacién
de radicales libres generados en cervezas sin filtrar (pasteurizadas y sin pasteurizar) aumentaban
con el envejecimiento (Hoff ef al.,2013). En cuanto a la comparacién de las diferentes tecnologias
utilizadas, no se observd diferencias significativas en los niveles de formacién de radicales entre
las cervezas tratadas con UHPH a - MPa y las cervezas pasteurizadas térmicamente
después del primer mes de envejecimiento acelerado (t1). Asi pues, estos tratamientos UHPH
aplicados mejoraron la estabilidad oxidativa de las cervezas, como minimo, en el mismo grado
que la pasteurizacion térmica. En estudios anteriores, otros investigadores demostraron que la
pasteurizacion térmica tiene un efecto positivo sobre la estabilidad oxidativa de cervezas filtradas
(20 UP) (Lund et al., 2012), cervezas sin filtrar (20 UP) (Hoff et al., 2013) y cervezas de trigo
(15,37 y 100 UP) (Yin et al., 2017), ya que durante su envejecimiento presentaban formaciones

de radicales menores que las cervezas sin pasteurizar. En el caso de las cervezas tratadas mediante
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UHPH a - MPa, como se habia observado inicialmente en cerveza recién tratada (to), siguieron
presentando un valor log(t400) significativamente inferior que las demds cervezas después de un
mes de envejecimiento acelerado (ti1) y se confirmé que los tratamientos UHPH a - MPa
mejoran la estabilidad oxidativa de las cervezas en comparacioén con los demds tratamientos

UHPH y a la pasteurizacion térmica.

En segundo lugar, se observé que, independientemente del tratamiento aplicado, el potencial
oxidativo de todas las cervezas decrecié durante el segundo mes de envejecimiento (t») hasta
niveles inferiores a los iniciales y alcanzando un estado estable, ya que no se detect6 diferencias
significativas en comparacion con las determinaciones del tercer mes de envejecimiento (t3) (p <
0,05). Este comportamiento es considerablemente similar al descrito por Franchi et al. (2011) en
cerveza lager tratada mediante UHPH (a 250 MPa, Tk = 6 °C), aunque en menor tiempo ya que
no almacenaron las cervezas bajo condiciones aceleradas, sino que a una temperatura ambiente
de 25 °C. En concreto, Franchi et al. (2011) observaron que el potencial de oxidacién-reduccion
incremento pocos dias después del tratamiento, se estabilizé a los 30 dias en niveles més elevados
y a partir de los 80 dias de almacenamiento disminuyé rdpidamente hasta alcanzar niveles
inferiores a los iniciales a los 100 dias. Los autores sugirieron que la caida en el potencial de
oxidacién-reduccion se debié a la formacién de productos estables que incorporan los radicales y
el HxO,, y que probablemente estén correlacionados con propiedades fisicoquimicas y
organolépticas no deseadas, tipicas de cervezas envejecidas. En este sentido, se sugiere que en el
presente estudio todas las cervezas se encontraron en un estado avanzado de envejecimiento
después de 2 y 3 meses de envejecimiento acelerado (t2 y t3) debido a la disminucién y
estabilizacion de T400, sin apreciarse diferencias significativas entre la tecnologia UHPH y la

pasteurizacion térmica aplicadas.

5.1.2.2. Potencial antioxidante endégeno (EAP)

El potencial antioxidante endégeno (EAP, de sus siglas en inglés) también se determiné mediante
espectrometria de resonancia paramagnética electrénica (EPR, de sus siglas en inglés). En el
mismo ensayo en el que se midié6 T400 mediante la induccién del deterioro oxidativo de las
cervezas, el tiempo transcurrido antes de que se inicie la formacion acelerada de radicales es
indicativo de la resistencia de las cervezas a la oxidacién de radicales y se define como EAP,
indicada en minutos. Las cervezas con valores EAP mayores presentan una mayor capacidad

antioxidante y, consecuentemente, una mejor estabilidad oxidativa en vida util.
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En la Tabla 5.7 se muestran los valores de EAP de las cervezas obtenidas después de los
tratamientos UHPH a _ MPa y de las cervezas pasteurizadas térmicamente (15 UP).
Inicialmente, no se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre cervezas recién tratadas
(to), independientemente del tratamiento aplicado. La capacidad antioxidante de la cerveza final
es en gran parte definida durante todo el proceso de fabricacién, des de la maceracién del mosto
hasta la obtencion de la cerveza final, y en este caso se partié de cerveza del mismo lote de
fabricacion justo hasta antes de realizar los tratamientos correspondientes, lo cual explica que se
obtuvieran valores EAP similares para todas las cervezas. Los resultados coinciden con estudios
previos que demuestran que el proceso de pasteurizacién térmica no afectd inicialmente (to) a la
capacidad antioxidante de la cerveza en comparacién con cerveza no pasteurizada, como se
demostrd en cervezas lager filtradas pasteurizadas a 20 UP (Lund et al., 2012) y en cervezas de
trigo pasteurizadas a 15, 37 y 100 UP (Yin et al., 2017), también mediante andlisis de

espectrometria EPR.

A pesar de que no se obtuvo significancia estadistica, cabe mencionar que se observo que las
cervezas pasteurizadas térmicamente tendieron a presentar valores de EAP menores que las
obtenidas con los tratamientos UHPH, indicativo de una menor capacidad antioxidante. Kaneda
et al. (1994) demostr6 mediante andlisis de quimioluminiscencia que durante la pasteurizacion
térmica se inicia la generacion de radicales libres, a partir de oxigeno molecular disuelto. Este
proceso se ve acelerado con el aumento de las unidades de pasteurizacién aplicadas (10 — 30 UP),
por lo cual se podria esperar que la capacidad antioxidante de las cervezas pasteurizadas
térmicamente hubiese empezado a consumirse, aunque no en cantidades significativas.
Asimismo, entre las cervezas tratadas con UHPH (_ MPa) también se observo que
los valores de EAP tendieron a disminuir con el aumento de la presion aplicada en el tratamiento
Como observado previamente, los tratamientos UHPH a - MPa tienen impacto sobre el estado
conformacional de diversas compuestos y moléculas de la cerveza, acelerando reacciones y
cambios fisicoquimicos destacados (aumento de turbidez, color, perdida espuma, etc.) que en
general, implicarian una mayor formacién de radicales libres, desencadenando reacciones de

reduccién-oxidacién y favoreciendo la pérdida de capacidad antioxidante.
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Tabla 5.7. Estabilidad del potencial antioxidante enddégeno (EAP) de las cervezas
pasteurizadas térmicamente (PT) a 15 UP, tratadas con UHPH a - MPa, a UHPH a -
MPa y UHPH - MPa durante su envejecimiento acelerado (3 meses a 35 °C)

EAP de las cervezas tratadas (min.)!

Tiempo de envejecimiento acelerado a 35 °C (meses)

Tratamiento to t1 t2 t3
T 98 + 12 *A 0 + 0 B 0 + 0 *B 0 £+ 0 B
] 106 = e aB 0 + 0 =B * aB
] 105 + 6 A (0 x 0 B 0 + 0 =B 0 +0 2B
[ ] 100 + 19 »=A 9 + 1§ =BC 0 + 0 =B 15 + 17 *®€

I Media + desviacién estdndar (n = 4)
a-b: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma columna (p < 0,05)

A-C: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma fila (p < 0,05)

Estabilidad del potencial antioxidante endogeno durante el envejecimiento de las cervezas

El seguimiento de las evoluciones aceleradas mostré que todas las cervezas pierden gran parte de
su capacidad antioxidante, ya que disminuy6 el 90 - 100 % del EAP, durante el primer mes de
envejecimiento acelerado a 35 °C (t1), independientemente del tratamiento aplicado (Tabla 5.7).
Durante este primer mes se agoté completamente la actividad antioxidante de las cervezas
obtenidas a partir de los tratamientos con UHPH - MPa, UHPH - MPa y con la
pasteurizacién térmica, pues no se detecté EAP. Lund et al. (2012) y Yin et al. (2017)
demostraron que la pasteurizacion térmica mejora la estabilidad oxidativa de cervezas filtradas y
cervezas de trigo ya que su capacidad antioxidante se consumié a menor velocidad que la de
cervezas sin pasteurizar durante su vida util (20-22 °C), a pesar de que inicialmente, a dia 0, el
tratamiento térmico no presentd ningtin efecto. En este sentido, en el presente estudio se propone
que los tratamientos UHPH a presiones de [l MPa tienen el mismo efecto positivo sobre
la capacidad antioxidante de las cervezas que el descrito por otros autores para la pasteurizacién

térmica convencional.

Por otro lado, el EAP de las cervezas tratadas con UHPH a [ MPa no se consumié por completo,
sino que las cervezas presentaron actividad antioxidante residual que se conservd a largo de todo
el envejecimiento. Cabe mencionar que, a nivel estadistico, estos valores EAP residuales son
significativamente diferentes al resto de tratamientos solamente en el tercer mes de

envejecimiento acelerado (t3), pero se sugiere que las cervezas tratadas con UHPH a [JJ§ MPa
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presentaron mejor capacidad antioxidante que las cervezas tratadas a _ MPa y que las
cervezas pasteurizadas térmicamente a largo plazo. Estos resultados corroboran los valores de
T400 obtenidos anteriormente, lo cuales eran fueron menores en cervezas tratadas con UHPH a
- MPa que en las demads cervezas hasta el primer mes de envejecimiento acelerado (to y t1) y
predecian una mejor estabilidad oxidativa. El EAP de las cervezas disminuye a medida que los
compuestos antioxidantes reaccionan con la presencia de moléculas prooxidantes, evitando el
avance de otras reacciones oxidativas no deseadas, tipicamente implicadas en el envejecimiento
de las cervezas (Bamforth & Lentini, 2009). Los principales compuestos prooxidantes son iones
metélicos (p. ej. Fe o Cu) y radicales libres (p.ej. peréxido), mientras que el SO2, los polifenoles,
melanoidinas presentan capacidad antioxidante (De Schutter er al., 2008). Recientemente,
Karabin et al. (2014) demostraron que una de las razones por las que el EAP cae durante la vida
util de la cerveza es por la pérdida significante del contenido de SO,, como se vera en el apartado

siguiente.

5.1.2.3. Anhidro sulfuroso

El anhidro sulfuroso (SO2), compuesto excretado de manera natural por la levadura durante la
fermentacidn, ha sido descrito comiinmente como el antioxidante mas eficaz en cerveza, en
comparacion con otros compuestos como el dcido ascorbico, tioles y compuestos fendlicos y, por
lo tanto, es considerado un buen indicador de la capacidad antioxidante enddgena total de la

cerveza (Andersen et al., 2000; Martinez-Perifian et al., 2011).

El contenido de SO, se determind en todas las cervezas después de los correspondientes
tratamientos y a lo largo del envejecimiento acelerado a 35 °C. Como se muestra en la Tabla 5.8,
en cerveza recién tratadas (to) no se obtuvieron diferencias significativas en el contenido de SO,
entre las cervezas tratadas mediante UHPH (a _ MPa) y las cervezas pasteurizadas
térmicamente (p < 0,05). Los resultados coinciden con las determinaciones del contenido
endégeno de antioxidantes EAP, para los cuales tampoco se habia observado diferencias
significativas entre tratamientos. En este sentido se sugiere que, inicialmente (), la temperatura
del tratamiento no tuvo efecto sobre los niveles de SO», ya que todas las cervezas provienen del
mismo lote de fabricacion y contenian los mimos niveles de SO, antes de los tratamientos. Los
resultados coinciden con los descritos en otros estudios, Lund et al. (2012) también observo que
la pasteurizacién térmica no afectaba al contenido de SO, en cervezas recién tratadas en

comparacion con cerveza sin pasteurizar.
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A pesar de que los resultados de las cervezas tratadas con UHPH (_ MPa) no
presentaran diferencias significativas entre si, se observé una tendencia del contenido de SO a
disminuir a medida que aumenté la presion aplicada durante el tratamiento. Esta disminucién
coincidi6 con la tendencia que presentaron las cervezas tratadas con UHPH a perder capacidad
antioxidante (EAP) también con el aumento de presiéon, como mencionado previamente. En
concreto, destacar que las cervezas tratadas mediante UHPH - MPa presentaron niveles de
SO, menores en comparacion con los demds tratamientos, lo cual podria ser indicativo de una
peor estabilidad oxidativa, pero las determinaciones de T400 demostraron lo contrario, asi como
la evolucién del contenido de SO, durante el envejecimiento de las cervezas como se describe a

continuacion.

Tabla 5.8. Estabilidad del contenido de anhidro sulfuroso (SO,) de las cervezas
pasteurizadas térmicamente (PT) a 15 UP, tratadas con UHPH a [JJf MPa, a UHPH [}
MPa y UHPH - MPa durante su envejecimiento acelerado (3 meses a 35 °C)

SO: de las cervezas tratadas (zg/L)!

Tiempo de envejecimiento acelerado a 35 °C (meses)

Tratamiento to t1 t2 t3

PT (15 UP) 35 £ 02 @A 12 £ 00 ®B 00 £ 00 &€ 00 = 00 &€
UHPH (200 MPa) 3,7 = 0,1 &4 13 + 01 @B 06 + 06 € 00 + 00 P
UHPH (250 MPa) 36 + 0,1 @4 13 + 00 @B 05 + 06 € 00 + 00 P

UHPH (300 MPa) 32

H+

02 "4 14 02 *B 15

H+

04 B 06 £ 07 €

H+
+

I Media + desviacién estandar (n = 4)
a-b: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma columna (p < 0,05)

A-C: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de la misma fila (p < 0,05)

Estabilidad del anhidrido sulfuroso durante el envejecimiento de las cervezas

Los resultados obtenidos durante el seguimiento de las cervezas en el envejecimiento acelerado
describieron cémo el contenido de SO, decrece a medida que las cervezas envejecen. En la Tabla
5.8 se muestra que, después de 1 mes de envejecimiento acelerado (t;), todas las cervezas
presentaron los mismos niveles de SO, independientemente del tratamiento aplicado. No
obstante, cabe tener en cuenta que las cervezas tratadas con UHPH [Jff MPa habian partido de
un contenido de SO> menor (to), de manera que perdieron menos SO> que las demds cervezas
durante el mismo periodo de tiempo (ti), e incluso no llegé a agotarse durante todo el

envejecimiento (t2 y t3). Asi pues, estos resultados confirmaron que los tratamientos UHPH -
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MPa presentan efecto positivo sobre la estabilidad del contenido de SO- de las cervezas tratadas,

a pesar de haberse observado niveles mds bajos al inicio del envejecimiento (to).

Por el contrario, en el caso de las cervezas obtenidas a partir de los demds tratamientos, UHPH a
_ MPa y pasteurizacion térmica, perdieron la misma cantidad de SO durante el primer
mes de envejecimiento (t;) y, por lo tanto, el SO, se consumié a la misma velocidad. Mencionar
que, aunque sin significancia estadistica, con el avance del tiempo de envejecimiento (atz y t3) se
observé que las cervezas tratadas con UHPH tendieron a perder SO, a menor velocidad que las
cervezas pasteurizadas térmicamente. En las cervezas pasteurizadas térmicamente el contenido
de SO, se agot6 completamente después de 2 meses de envejecimiento acelerado (t2) mientras
que en las cervezas tratadas con UHPH |l MPa. a 1os 3 meses (t3). En este sentido, se
sugiere que los tratamientos UHPH a |l MPa también tendrian un efecto positivo sobre

la estabilidad de SO» de la cerveza en comparacion con la pasteurizacion térmica.

En general, las determinaciones de SO, mostraron relacién con correlacién con los valores EAP
obtenidos, como se ha expuesto en estudios anteriores. Otros autores han demostrado previamente
que, por un lado, ambos pardmetros cambiaban paralelamente a lo largo del envejecimiento de
las cervezas (Andersen et al., 2000; Karabin et al., 2014; Kunz et al., 2013; Lund et al., 2012;
Wu et al., 2012) y que, por el otro lado, no se observaba EAP (o fases de latencia) en cervezas
sin contenido de SO, (Hoff ef al., 2013; Kaneda et al., 1994), debido a que el SO: es el
antioxidante end6geno maés eficiente presente en cerveza (Andersen et al., 2000). Ademads, en el
presente estudio la velocidad de consumo de SO, y EAP coincidi6 con los resultados observados
en las determinaciones de T400. Inicialmente (to), las cervezas tratadas con UHPH - MPa
presentaron valores T400 significativamente menores que las demds cervezas, indicativo de una
mayor estabilidad oxidativa en vida ttil. Este resultado se pudo confirmar durante el seguimiento
del envejecimiento acelerado, pues las cervezas tratadas con _ MPa consumieron SO;
y EAP mis lentamente que las demds. Cabe destacar que las diferencias obtenidas entre los
valores de T400 fueron significativas mientras que las diferencias observadas para los valores de
EAP y SO, fueron tendencias, probablemente debido al efecto de la elevada temperatura del
envejecimiento acelerado. En este sentido, se propone que las diferencias podrian haber resultado
significativas si se hubiese ralentizado el envejecimiento de las cervezas mediante evoluciones a
temperatura ambiente, mas adecuadas para el seguimiento de estos pardmetros y asi evitar el
abrupto consumo de EAP y SO, observado en solamente un mes de envejecimiento acelerado a
35 °C. En cervezas envejecidas (t2 y t3), donde se observd niveles de EAP completamente
consumidos, ya no se observaron diferencias significativas en los valores de T400 entre cervezas

tratadas con tecnologias diferentes.
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Asi pues, la tecnologia UHPH presenté un efecto positivo sobre sus niveles de SO, principal
compuesto antioxidante en cerveza, que disminuyé mds lentamente en cervezas tratadas con
UHPH que en las cervezas pasteurizadas térmicamente y, probablemente, que en cervezas no
pasteurizadas, las cuales pierden su contenido de SO, durante su envejecimiento mds rdpidamente
que las cervezas pasteurizadas térmicamente (Lund et al., 2012). El contenido de SO; disminuye
a medida que la cerveza envejece siguiendo dos mecanismos distintos. Por un lado, reacciona con
el H>O» inhibiendo el avance en cadena de las reacciones de reduccidn-oxidacion de radicales
libres (reacciones de Fenton), contribuyendo asi a la estabilidad de la calidad de la cerveza. Por
otro lado, interactia con compuestos aldehidos, responsables de notas de envejecimiento no
deseadas en cerveza, para producir aductos de sulfito que enmascaran su sabor, ya que son aductos
ionizados y, por lo tanto, no voldtiles (Bamforth, 2011; Barker et al., 1983; Lund et al., 2015;
Zhao, 2014). Asi pues, se esperaria que las cervezas tratadas con UHPH, principalmente las

tratadas [y MPa, presentasen una calidad més estable, a nivel fisicoquimico y organoléptico.
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5.2. Conclusiones

Los tratamientos UHPH a presiones bajas (200 MPa) no afectaron las propiedades fisicoquimicas
y oxidativas de las cervezas en comparacion con las cervezas pasteurizadas térmicamente (15
UP). Se obtuvieron cervezas con los mismos niveles de compuestos amargos, capacidad de

retencion de espuma, turbidez coloidal, color, T400, EAP y SO, después de ambos tratamientos.

Ademds, ambas cervezas también mantuvieron los mismos niveles de capacidad de retencién de
espuma, turbidez coloidal, color, T400, EAP y SO, durante todo su envejecimiento; y solamente
se vieron afectados los compuestos amargos, que disminuyeron mds rdpidamente en cerveza
tratada con UHPH a - MPa que en cerveza pasteurizada térmicamente. No obstante, se sugiere
que estas diferencias podrian no ser percibidas a nivel sensorial por los degustadores. En este
sentido, a nivel fisicoquimico y oxidativo, los tratamientos UHPH - MPa podrian ser una

alternativa a la pasteurizacion térmica en el proceso de elaboracion de cerveza.

Por otro lado, en el presente estudio se observé que los tratamientos UHPH a presiones mayores
(_ MPa) disminuyeron la capacidad de retencion de espuma y los compuestos amargos
e incrementaron la turbidez coloidal y el color de las cervezas obtenidas en comparacion con la
pasteurizacion térmica convencional (15 UP). Dicho efecto observado tendié a incrementar con
el aumento de presion aplicada en el tratamiento UHPH, excepto en el caso del color donde no se

encontro esta relacion.

Durante el envejecimiento acelerado, todas las cervezas perdieron capacidad de retencién de
espuma a la misma velocidad, indicativo de que fueron igual de estables independientemente del
tratamiento aplicado. En cambio, se observé que las cervezas tratadas con UHPH (| | | |Gz
MPa) perdieron compuestos amargos a mayor velocidad que las pasteurizadas térmicamente y,
ademds, siguieron presentando una turbidez coloidal mayor, aunque al cabo de los 3 meses a 35
°C alcanzaron los mismos niveles que las cervezas pasteurizadas térmicamente. Por otro lado, los
tratamientos UHPH [l MPa presentaron niveles de color mas elevados, pero mds estables,

durante el envejecimiento que las demds cervezas.

Por tltimo, respecto a la estabilidad oxidativa de las cervezas, se observé que las cervezas tratadas
con UHPH [l MPa presentaron una mejor estabilidad oxidativa que las demds cervezas, pues
se obtuvieron niveles de potencial oxidativo (T400) inferiores en cerveza recién tratada, asi como
durante el primer mes de envejecimiento y, consecuentemente, consumieron capacidad
antioxidante endogena (EAP) y anhidro sulfuroso (SO:) mds lentamente a lo largo del

envejecimiento acelerado.
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Capitulo 6. Efecto de la homogenizacion a ultra alta presion

sobre los compuestos volatiles de la cerveza en comparacion

con la pasteurizacion térmica convencional
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6.1. Resultados y discusion

En este estudio, se evalio el efecto de los tratamientos de homogenizacion a ultra alta presién
(UHPH) | M r- sobre el perfil volitil de las cervezas, en comparacién con la
pasteurizacion térmica convencional (15 UP), tanto en cerveza recién tratada, como durante su
envejecimiento. Durante la vida qtil de la cerveza ocurren reacciones quimicas que, en general,
provocan el deterioro de compuestos voldtiles deseados y valorados positivamente en la cerveza,
principalmente ésteres, alcoholes superiores y acetaldehido; asi como la formacién de otros
compuestos no deseados, indicadores de envejecimiento, que influyen negativamente en el perfil
sensorial de la cerveza. El seguimiento de ambos tipos de compuestos, indicadores de
envejecimiento y compuestos del perfil voldtil, se realizé6 mensualmente durante los 3 meses de
envejecimiento acelerado de las cervezas tratadas con UHPH y de las cervezas pasteurizadas
térmicamente. Estos resultados se presentan detalladamente en los siguientes apartados. El efecto
de ambos factores, tipo de tratamiento y tiempo de envejecimiento, sobre todos los compuestos
cuantificados se realizé mediante un andlisis de variancia (ANOVA) multifactorial. En esta
comparacion mdltiple, se aplic el método de minima diferencia significativa (LSD) de Fisher
para determinar tanto diferencias significativas entre tratamientos para un tiempo determinado

como diferencias significativas entre tiempos de envejecimiento para un tratamiento determinado.

6.1.1. Formaciéon de compuestos indicadores de envejecimiento

La estabilidad organoléptica de la cerveza puede verse comprometida por la aplicacién de calor
y la absorcién de oxigeno, factores que catalizan la formacion de compuestos no deseados y que
deben ser cuidadosamente controlados durante todo el proceso de fabricacién, envasado y
almacenamiento de la cerveza. El andlisis de compuestos indicadores de envejecimiento es
comtinmente utilizado para monitorizar y evaluar el efecto de estos factores sobre la cerveza y,
asi, poder asegurar la estabilidad organoléptica deseada durante su envejecimiento (Feilner &
Oehmichen, 2016; Herrmann et al., 2010; Vanderhaegen et al., 2006b). En el presente estudio se
analizaron los compuestos indicadores de envejecimiento en cervezas recién tratadas con UHPH
a [ VP2, y en cervezas recién pasteurizadas térmicamente (mes 0) asi como durante
los 3 meses de envejecimiento acelerado (ti, t2, t3). La Tabla 6.1 muestra los compuestos
indicadores de envejecimiento analizados y se clasifican segtin el tipo de compuesto, la causa de
formacién (temperatura, oxigeno u otros factores de envejecimiento) y los mecanismos y
reacciones principales por los cuales se forman. En el presente estudio se incluyeron estos
indicadores por ser los mds comiinmente utilizados y representativos de los diferentes

mecanismos de envejecimiento conocidos en cerveza.
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Tabla 6.1. Compuestos indicadores de envejecimiento analizados es las diferentes cervezas,
clasificados segtin la categoria de indicador, tipo de compuesto y reaccién de formacién (De

Schutter et al., 2008; Feilner & Oehmichen, 2016; Herrmann et al., 2010; Vanderhaegen et

al., 2006b).
Compuestos Categoria de Tipo de
Reaccion de envejecimiento
indicadores indicador ! compuesto
Compuesto
Furfural E,T Reacciéon de Maillard
heterociclico
Ester ciclico
y-nonalactona E, T Formacién de lactona
(lactona)
2-metilbutanal E,O Aldehido Degradacion de Strecker
3-metilbutanal E,O Aldehido Degradacion de Strecker
Benzaldehido E,O Aldehido Degradacion de Strecker
Fenilacetaldehido E,O Aldehido Degradacion de Strecker
Liberacién via oxidacién de lipidos,
(E)-2-nonenal E Aldehido
via aductos, y condensacién de aldol
Compuest
S-metilfurfural E ) Reaccién de Maillard
heterociclico
Compuesto
2-acetilfurano E ) Reaccién de Maillard
heterociclico
Compuesto
2-propionilfurano E Reaccion de Maillard
heterociclico
Nicotinato de etilo E Ester Formacion de éster de etilo
Succinato de dietilo E Ester Formacion de éster de etilo
Etilfenilacetato E Ester Formacion de éster de etilo

U'E: compuesto indicador de envejecimiento; T: compuesto indicador de dafio térmico; O: compuesto

indicador de oxigeno

En la Figura 6.1 se muestra los compuestos indicadores de dafio térmico totales, los compuestos
indicadores de oxigeno totales y la suma de los demds compuestos indicadores de envejecimiento
cuantificados en todas las cervezas tratadas, que aumentaron a medida que las cervezas
envejecieron durante los 3 meses de envejecimiento acelerado. Asimismo, en la Tabla 6.2 se
detallan las concentraciones individuales de cada uno de los compuestos indicadores de
envejecimiento analizados. Como se observa, inicialmente el tipo de tratamiento no afectd al
contenido de ninguno de los compuestos indicadores de envejecimiento, ya que no se observaron
diferencias significativas entre las cervezas recién tratadas (mes 0). En este sentido, los
tratamientos UHPH no provocaron un efecto negativo inicial que favoreciera el deterioro de las

cervezas. A medida que envejecieron las cervezas, los compuestos indicadores aumentaron en
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todas las cervezas y solamente se obtuvieron diferencias significativas entre ellas al primer mes

de envejecimiento acelerado, tal y como se describe en detalle a continuacion.

550

500 A M Indicadores térmicos % ? R
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Figura 6.1. Concentraciéon de compuestos indicadores de envejecimiento en cervezas

pasteurizadas térmicamente (PT), tratadas con UHPH ||| | EGTGTGTNGNGNGEEEEEE

_) a lo largo del envejecimiento acelerado.

Al primer mes de envejecimiento acelerado, las cervezas tratadas con UHPH presentaron un
menor contenido de compuestos indicadores de envejecimiento y, en particular, de compuestos
indicadores térmicos (furfural y y-nonalactona) en comparacion con las cervezas pasteurizadas
térmicamente (Tabla 6.2, Figura 6.1). Los compuestos furfural y y-nonalactona son descritos
como indicadores de dafio térmico ya que su formacion en cerveza es catalizada con el aumento
de la temperatura (Herrmann et al., 2010; Madigan et al., 1998; Vanderhaegen et al., 2006b) y,
consecuentemente, la mayor formacidn de estos compuestos durante el proceso de pasteurizacion
térmica evidenciaron las diferencias en impacto térmico entre ambas tecnologias. Durante la
pasteurizacion térmica se aplicaron 15 UP (15 min a 60 °C) mientras que los tratamientos UHPH
(- MPa) alcanzaron mayores temperaturas (63 — 85 °C) pero durante tiempos muy cortos
(0,2 segundos), equivalente a 0,01 — 12,85 UP (Capitulo 4). Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos UHPH realizados a presiones diferentes (- y
- MPa). Cabe destacar la abundancia de estos compuestos indicadores térmicos en relacién con
los demds compuestos analizados, pues el furfural fue el mas abundante en todas las cervezas,
representando el 43 — 52 % del total de la suma de todos los compuestos de envejecimiento
analizados, coincidiendo con los resultados de otros autores (Li et al., 2016; Malfliet et al., 2008;

Saison et al.,2009). El furfural es un compuesto heterociclico (aldehido) formado como producto
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Tabla 6.2. Concentracién' (ppb) de compuestos indicadores de envejecimiento en cervezas pasteurizadas térmicamente, cervezas tratadas mediante UHPH [}

_ durante los 3 meses de envejecimiento acelerado a 35 °C.

Compuesto

3 mcaca tima 2 mac 13 mcacn 2 meacs timea 12 meacs 13 mcac
Furfiral 235 £ 17 ** 1574 = lo4 % 1B62 £ 07 ¢ 2632 = 257 " 230 = I 1287 = 2535 % 1937 = 2006 ¢ 25735 = 365 "
y-nonzlactona 436 £ 106 *° 619 = 135 " %2 = 08 *F F98 = 53 »f 38,7 = 49 388 = 214 .9 £ 3 “BC 4B o+ 36 ¢
Z-metilbutanal 11 £ 01 *° 60 = 06 *F ap £ 04 133 £ 04 " 22 £ 02 73 £ 15 &R 87 £ 08 124 £ 05 &F
3-metilbutanal g3 £ 06 ** 16l = 55 =* 184 = 09 oF 0 = 65 F 84 = 0% 189 = 38 °&° 80 = 21 *F 49 = 1 BE
Benzaldehdo 12 £ 01 ** 18 = 04 *F 14 £ 01 = 14 = 04 =™ L0 = 0l 14 = 04 = 16 £ 01 =F 13 £ 01 =™
Famlacetaldehido 63 £ 07 ** 1o £ 13 »F 12 = 06 " 116 = 1§ ** 66 = 10 123 = 31 ** wo £ 12 ** 113 = 08 !
(E)-Z-nonanal ND L 04 £ 01 *° 03 = 00 *F 02 £ 01 D 0,3 £ 00 02 =01 * 0z = o0 ¢
F-metilfurfural MWD WD WD XD XD HD WD D
Z-acetilfuranc 170 £ 17 ** 41 = 45 =F 335 £ 10 0 ° 458 = 41 =° 152 £ 13 267 = 06 *° 322 £11 ¢ 467 = 20 ="
2-propiomlforanc 68 = 11 =™ 60 £ 14 ** 7.7 =02 f 61 = 01 =™ 30 £ 05 750+ 14 &° 7.7 £ 02 *f 71 =205 o™
Micotinato dz etilo 16 £ 30 0 31,7 £ 32 %% g3p £ 28 M E76 = 61 " 0.0 = 40 M1 £ 2 &E 367 £ 2 e 851 £ 51 ¢
Succinate distilo 17 £ 05 ** 31 £ 03 f 17 £ 01 ** 11 £ 01 * L5 £ 03 16 £ 01 ** L5 £ 01 ** L1 £ 01 *
Etilfamlacetato 03 £ 03 1% =01 ¢ 28 £ 01 40 = 01 =° 0.0 = 00 19 =01 *F 29 £ 01 ° 42 £ 01 &P
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Tabla 6.2 Continuacion.

thman tme £ man 2 man 1 mcam tima £ man t3mom T t T3t
239 £ 30 M 1154 £ 108 ®F 1800 = 161 Y 2492 = 254 " 185 = 24 % 1147 £ 258 "% 1877 = 20 2508 = 12,7 " 0,265 00007 0475
554 £ 72 0% 442 £ 138 "% 6le £ 25 f 58 = 11 “™| 553 = 48 *° 482 = 56 0 612 £ 20 " 602 = 37 % 0002 00007 00487
16 £ 08 T3 £ 11 &° 87 £ 04 *F 110 = 07 =" 25 £ 02 69 = 1§ ©F 86 £ 09 114 = 05 "% | 0678 00007 00087
8% = 1,7 ** 18% = 26 “° 180 = 20 *® W03 = 20 25 £ 05 ** 179 = 35 *&° 162 = 31 =" 159 = 15 =" 0,061 000077 0108
Ll £ 03 ** 15 £ 02 =" 14 =01 =% 17 £ 02 " 09 £ 01 ** 13 £ 02 *° 11 = 01 = 15 = 01 =% Q011" 00007 0083
77T+ 07 % 17 £ 3s *F 14 = 17 **¢ 185 = 11 °° 63 £ 04 *° 0 = 30 *® 1,0 = 07 =% 134 £ 03 *% [00027 00007 00047

WD w03 201 &E 02 =01 *® 02 = 01 WD A 0,2 = 01 & 03 = 01 ** 0 = 01 * 0,076 00007 0,089

WD ND ND MD WD WD WD WD
153 £ 10 % 267 =10 *F 328 £ 13 04 £ 12 87 156 £ 08 ** 266 = 03 *° 57 £ 10+ 477 £ 3E " | 00157 00007 0008
64 £ 05 TH o= 17 &E 76 = 03 ™ 6% = 06 ™ 2 £ 04 78 = 1,7 &° 75 £ 02 *F 67 = 02 M| 0484 00027 0262
17 £ 20 ** 33 £ 34 =F 608 = 26 °F 50 = 1,3 B¢ 00 = 00 ** 88 £ 50 &° 357 £ 15 BED = 43 4P 0002 00007 00487
17 £ 05 ** 15 £01 =™ 14 =01 ** 13 £ 02 " g £ 03 =* 14 £ 00 ** 15 £ 01 ** 14 £ 02 ** |00007 00007 00007
03 £ 03 18 =01 *F 28 £ 01 *F 38 £ 01 =" 00 £ 00 ** 15 £ 02 "¢ 26 = 01 °° 36 = 02 =" |oo0o0™ Q000" 00117

! Media + desviacién estdndar. 2 T: tratamiento; t: tiempo de evolucién; T*t: tratamiento*tiempo. ND: compuesto no detectado. a-c: La misma letra indica que no hay

diferencias significativas entre valores de la misma columna segin prueba LSD (p < 0,05). A-D: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores

ek

de la misma fila segiin prueba LSD (p < 0,05). ** Efecto significativo (p < 0,05); ™ Efecto significativo (p < 0,01).
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intermediario en el desencadenamiento de las reacciones de Maillard, que puede seguir
reaccionando produciendo melanoidinas, pigmentos de coloracién marrén de alto peso molecular.
(Vanderhaegen et al., 2006b). En cambio, la y-nonalactona se forma a través de la oxidacién de

lipidos.

En cuanto a los demds compuestos indicadores de envejecimiento (no térmicos), también se
vieron afectados por el tipo de tratamiento al primer mes de envejecimiento acelerado, aunque
principalmente dependiendo de su naturaleza quimica. La pasteurizacion térmica favorecié una
mayor formacion de ésteres de etilo, (E)-2-nonenal y de algunos aldehidos de Strecker que los
tratamientos UHPH, mientras que los demds aldehidos de Strecker y los compuestos
heterociclicos se detectaron en mayores concentraciones en cervezas tratadas con UHPH que en

cervezas pasteurizadas térmicamente.

Los ésteres nicotinato de etilo, succinato de dietilo y etilfenilacetato se detectaron a
concentraciones menores en cervezas tratadas con UHPH - MPa que en cervezas
pasteurizadas térmicamente. Estos ésteres de etilo son cominmente descritos como compuestos
indicadores de envejecimiento ya que aumentan en cerveza con el paso del tiempo y estdn
relacionados con la aparicién de sabores no deseados, aportando notas medicinales, a disolvente,
dulces e incluso florales (Anexo: Tabla A.1). En el caso del succinato de dietilo, se detectd a
concentraciones inferiores en todas las cervezas tratadas con UHPH (14 - 1,6 ppb) en
comparaciéon con las cervezas pasteurizadas térmicamente (3,1 ppb), sugiriendo que la
temperatura de la pasteurizacion térmica también pudo haber favorecido la formacion de este
compuesto. En cambio, en el caso del etilfenilacetato y el nicotinato de etilo, también se
obtuvieron concentraciones significativamente inferiores en cervezas tratadas con UHPH -
MPa (1,5 y 28,8 ppb, respectivamente) mientras que no se observaron diferencias significativas
entre las cervezas tratadas con UHPH a _ MPa y las pasteurizadas térmicamente
(nicotinato de etilo: 31,7 — 34,1 ppb; etilfenilacetato: 1,8 — 1,9 ppb), indicando que presentaron
una peor estabilidad que las cervezas tratadas con UHPH a [JJfMPa. Estos resultados coinciden
con los resultados obtenidos previamente, en los que se demostré que las cervezas tratadas con
UHPH P2 presentaba una mejor estabilidad oxidativa, segiin su potencial de formacién

de radicales (T400), que las demds cervezas (Capitulo 5).

Respecto al aldehido (E)-2-nonenal, también se detectaron niveles menores en cervezas tratadas
con UHPH (0,2 — 0,3 ppb) que en cervezas pasteurizadas térmicamente (0.4 ppb). El (E)-2-
nonenal se produce a partir de la oxidacién de lipidos durante la ebullicién del mosto y es liberado
de su unién a aductos mediante procesos no oxidativos durante el envejecimiento de la cerveza
(Lermusieau et al., 1999; Vanderhaegen et al., 2006b). Previamente a todos los tratamientos

realizados, las cervezas procedian del mismo lote de fabricacion (es decir, del mismo mosto
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comtn) por lo cual contenian los mismos niveles de precursores que potencialmente podrian
liberar (E)-2-nonenal después de los tratamientos, durante su envejecimiento. La pasteurizacion

térmica favorecio su liberacion.

En el caso de los aldehidos de Strecker, los resultados dependieron de cada compuesto individual.
Las cervezas tratadas con UHPH - MPa mostraron un contenido de benzaldehido y
fenilacetaldehido menor (1,3 ppb y 10,8 ppb, respectivamente) que las cervezas pasteurizadas
térmicamente (1,8 ppb y 11,0 ppb, respectivamente), aunque las diferencias fueron significativas
solamente para el benzaldehido. Por el contrario, los niveles de los compuestos 2-metilbutanal y
3-metilbutanal fueron significativamente mayores en cervezas tratadas con UHPH (6,9 — 7,3 ppb
y 17,9 — 18,9, respectivamente, en funcién de la presion aplicada) que en cervezas pasteurizadas
térmicamente (6,0 ppb y 16,1 ppb, respectivamente). La principal reaccién de formacién de
aldehidos es la degradacién de Strecker de aminoécidos, reaccién de transaminacion entre un
aminoacido y un compuesto a-dicarbonil, estos tltimos generados durante reacciones de Maillard.
No obstante, también pueden ser formados por otros mecanismos como, por ejemplo, a partir de
alcoholes superiores, isohumulonas, polifenoles e incluso liberados a partir de aductos de imina
o bisulfito previamente formados durante el proceso cervecero. De hecho, se ha reportado que un
15% del total de aldehidos de degradacién de Strecker presentes en cerveza envejecida pueden
formarse durante el envejecimiento de la cerveza mientras que aproximadamente el 85% puede
ser liberados de aductos previamente formados durante la fabricacién del mosto, aunque varié
considerablemente dependiendo de cada aldehido individual (Baert et al., 2012; Gibson et al.,
2018; Vanderhaegen et al., 2006b). Asi pues, la complejidad en mecanismos de formacioén y en
el comportamiento de los diferentes aldehidos de Strecker explicaria que los tratamientos

presentasen efectos diferentes para cada compuesto individual.

En cuanto a los compuestos heterociclicos propionilfurano y 2-acetilfurano, se detectaron a
concentraciones mayores en cervezas tratadas con UHPH (_) que en cervezas
pasteurizadas térmicamente, aunque la diferencia fue significativa solamente para el
propionilfurano. A diferencia del furfural, también compuesto heterociclico, la temperatura de la
pasteurizacion térmica no favorecié su formacién, coincidiendo con la bibliografia, pues no han
sido descritos como indicadores de dafio térmico (De Schutter et al., 2008; Vanderhaegen et al.,

2006).

Por dltimo, a medida que las cervezas envejecieron con el tiempo (2 y t3) no se siguieron
observando diferencias entre los niveles de compuestos indicativos de envejecimiento de cervezas
pasteurizadas térmicamente y las tratadas con UHPH. De hecho, se observé cémo algunos
compuestos alcanzaron su mixima concentracién después del primer mes sin aumentar durante

los 3 meses de evolucién (benzaldehido, (E)-2-nonenal, succinato de dietilo, 2-propionilacetato).
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Los almacenamientos a 35 °C aceleraron el envejecimiento de las cervezas a una velocidad que
dificulté observar diferencias en las cinéticas de formaciéon de estos compuestos.
Almacenamientos a temperaturas menores, por ejemplo, a temperatura ambiente (22 °C), habrian
permitido observar mds claramente las diferencias de velocidad de formacion de estos compuestos
entre ambas cervezas, aunque requiriendo el seguimiento de las cervezas durante mas meses.
Asimismo, para los compuestos que aumentaron después de 2 y 3 meses de almacenamiento
(furfural, 2-metilbutanal, 2-acetilfurano, etilfenilacetato, nicotinato de etilo), no se observaron
diferencias entre tratamientos, probablemente, debido al avanzado estado de envejecimiento de
las cervezas, coincidiendo con los resultados de estabilidad oxidativa (EAP, T400 y SO,)

(Capitulo 5).
6.1.2. Evolucion de compuestos volatiles durante el envejecimiento de las cervezas
6.1.2.1. Esteres

Los ésteres son compuestos volatiles producidos por la levadura durante la fermentacién que
aportan notas afrutadas, reconocidas como agradables y deseadas en cervezas frescas.
Desafortunadamente, estos compuestos se pierden durante el envejecimiento de las cervezas,
mediante reacciones de hidrdlisis quimica y enzimdtica (De Schutter et al., 2008; Vanderhaegen
et al., 2006). En la Figura 6.2 se muestra la suma de los ésteres analizados en todas las cervezas
durante los 3 meses de envejecimiento acelerado. Como se observa, inicialmente no se obtuvieron
diferencias significativas entre cervezas tratadas con UHPH vy cervezas pasteurizadas
térmicamente. En cambio, durante el primer mes de envejecimiento acelerado, las cervezas
pasteurizadas térmicamente presentaron un contenido de ésteres significativamente inferior a las
cervezas tratadas con UHPH, periodo durante el cual se observé en todas las cervezas la mayor
pérdida de ésteres de toda la evolucién, Después de 2 y 3 meses de evolucién no se observaron
diferencias significativas entre las cervezas, aunque las pasteurizadas térmicamente tendieron a

seguir presentando una concentracién de ésteres menor que las tratadas con UHPH.

En la Tabla 6.4 se detallan las concentraciones individuales de cada uno de los ésteres analizados
y se observa que el acetato de etilo fue el éster mas abundante en todas las cervezas, presente a
concentraciones de 16,20 — 20,88 ppm y representando entre el 80 - 90 % del total de ésteres.
Estos resultados coinciden con los descritos anteriormente en otros estudios, que cuantifican el
acetato de etilo a niveles de 8 — 20 ppm en cerveza (Briggs et al., 2004; Malfliet et al., 2008). La
Tabla 6.4 también muestra los resultados del ANOVA, asi como si existieron diferencias
significativas entre las diferentes cervezas segin el tratamiento aplicado y/o el tiempo de

envejecimiento acelerado.
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Figura 6.2. Concentracion de ésteres totales en cervezas pasteurizadas térmicamente (PT),

tratadas con _ a lo largo del envejecimiento acelerado.

Por un lado, el ANOVA evidencié que el factor tiempo presentd efecto sobre todos los ésteres
individuales (p < 0,05), ya que decrecieron durante la evolucion de las cervezas, a excepcion del
caproato de etilo que se mantuvo constante. La estabilidad del caprotao de etilo no se ha podido
relacionar con estudios reportados previamente, en los cuales este compuesto también decrece
durante el envejecimiento de la cerveza (Cao et al., 2011; Hiralal et al., 2013; Malfliet et al.,
2008; Vanderhaegen et al., 2003, 2007). En cerveza, la mayoria de ésteres son hidrolizados
quimicamente, catalizados por la presencia de dcidos organicos, y enzimdticamente, mediante la
actividad de esterasas liberadas por la lisis celular de la levadura durante la fermentacién y
maduracion de la cerveza (De Schutter et al., 2008; Vanderhaegen et al., 2006b).Por otro lado, el
ANOVA mostrd que el tipo de tratamiento presentd efecto sobre los ésteres acetato isobutilo,
acetato de isoamilo, caprilato etilo, caprato etilo y acetato de B-feniletanol, mientras que el

tratamiento*tiempo afectd al éster acetato de etilo (p < 0,05) (Tabla 6.4).

En concreto, las cervezas recién tratadas (to) con UHPH a - presentaron concentraciones
de caprilato de etilo y caprato de etilo significativamente inferiores que las demas cervezas (p <
0,05). Esta diferencia se sigui6 observando durante el envejecimiento solamente para el caprilato
de etilo, mientras que en el caso del caprato de etilo no se volvieron a detectar. En cambio, en
cuanto a los demads ésteres analizados, las cervezas recién tratadas con UHPH a - MPa no
presentaron diferencias significativas en comparacién con las cervezas recién pasteurizadas
térmicamente, pero ambas cervezas contenian concentraciones de ésteres mayores que las recién
tratadas con UHPH a _ MPa. Las cervezas tratadas con UHPH - MPa

presentaron concentraciones de ésteres inferiores a todas las demds cervezas, estas diferencias
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Tabla 6.3. Concentracién' (ppm) de compuestos volatiles (acetaldehido, ésteres y alcoholes superiores) en cervezas pasteurizadas térmicamente, cervezas tratadas

mediante UHPH _ durante los 3 meses de envejecimiento acelerado a 35 °C.

Compuesto
0 meses tms s Lr— thmzeacs times tmesn 3 meacn
ES!’&P‘B.S
Apetato etilo 040 = 065 ° 1638 = 1,19 1715 = 007 “% 18620 = 161 1975 = 1,76 £ 013 +M 1753 £ 017 % 1770 £ 037 o
Acetato isohutil 0,12 =001 ° 009 = 001 010 = 000 F 008 = 002 012 = 002 £ 001 *% 008 £ 001 % 008 £ 001 %
Acetato de izcamilo 1,37 = 0,06 154 = 027 154 = 000 " 146 = 004 185 = 008 £ 001 " 134 £ 001 %% 123 £ 005 °°
Ac. de p-fenilstancl 075 = 0,06 037 = 013 040 = 000 “% 040 = 000 070 = 008 £ 006 ** 0355 £ 006 *Y 030 £ 000 B
Propionato etil 0,15 £001 012 = 002 014 = 001 “™ 012 £ 001 014 = 003 £ 001 ** 014 £ 001 ** 013 £ 001 *°
Butirato atilo 1,38 =010 ° 010 = 002 010 = 001 “%* 010 = 001 105 = 111 £ 001 ** 010 £ 000 ** 010 £ 001 *F
Caproato stilo 008 =001 ° 009 = 001 008 = 001 “% 008 = 001 008 = 001 £ 001 ®* 008 £ 001 ** 003 £ 000 *°
Caprilato etila 0,13 =003 ° 010 = 002 007 = 001 008 = 003 017 = 002 £ 001 ** 010 £ 000 % 014 £ 001 BF
Caprato de etils 0,03 =001 ° 0,02 £ 001 002 £ 001 *F 001 £ 001 0,04 0,01 £ 001 *® 002 £ o000 % g02 £ 000
Aleokoles superiores
Izcbutancl 33 203 2335 = 03 34 0201 "t M1 o= 0] 233 = 0] £02 ®* 136 =01 ** 238 =03 *°
Izcamilica 9235 £1207 ° 9503 = 292 S340 £ 071 =F 8877 = 131 53180 = 082 £ 080 =% 8470 £ 051 BF 0 8823 £ 137
F-Fanilstancl %3 £33 156 = 72 24 = 04 " 214 = 78 6% = B3 £ 12 ** 2115 £ 07 % 02 £ 12 0@
Acstaldshida 608 =017 378 = 039 620 = 000 “* 587 = 042 667 = 093 £ 01% B g0s £ 021 % 668 = 026 4
(continuacion)
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Tabla 6.3 Continuacion.

0 maca t mo 1t moac 2 man 10 mow tma t2 meem 1t meam T t T#t
1810 £ 280 % 1805 £ 010 % 1745 £ 017 % 1748 £ 026 “* 2088 £ 050 **  IR1S £ 017 % 1728 £ olo %  173% £ 030 *% | 0085 000077 00257
011 = 002 =% 010 £ 001 % 0,10 £ 001 % 010 £ 001 | 013 £ 001 0 011 = 001 " 011 = 001 =° 010 = 001 "% |00027 00007 00217
177 £ 027 ®* 168 £ 003 = 138 £ 0p3 " 157 £ 006 *% | 198 = 005 ** 172 = 004 =" 161 = o002 " 159 = 006 % (0000 Q0007 00027

065 = 006 ** 060 = 000 ** 035 = 006 “* 060 = 000 ** | 073 £ 005 ** 060 = 000 % 080 = 000 ** 068 = 005 ™ |0003 00007 0,108

2

0,03 £ 004 % 013 £ 000 ** 013 £ 001 ** Q14 £ 001 ** | 016 £ 001 ** 012 £ 001 % 014 £ 001 M 013 £ 002 M| 0919 00157 0223
09 = 106 =% 010 = 001 ¢ 0,10 = o000 *F 0,10 = 000 % | 200 £ 012 *° 009 = 001 “® 010 = 000 *F 010 = 001 *F 0,151 00007 0070
008 £ 002 "% 008 £ 001 %% 008 = 000 %Y 008 = 001 %% | 008 £ 001 B% 008 £ 001t 009 £ 001 %% 009 = 002 %M | 0177 0203 0,144
010 £ 002 ™ Q008 £ 001 %t 008 = 001 Y 01l = 002 % | 005 £ 001 Y 003 £ 001 % 003 £ 000 <% 004 = 001 M [00007 00007 00007
003 £ 001 ** 00l = 000 ¢ 00l £ 001 ** 00l £ 001 *% | 001 £ 000 001 £ 000 ** 001 £ 001 ** 002 £ 001 ** [00007 00007 00047
235 £ 01 ™ 237 £ 01 & 232 £ 04 " 239 £ 02 ** | 235 £ 04 M 232 £ 03 M 231 £ 03 °F 238 £ 01 % | 0,131 00007 0207
9305 £ 064 ™ 9500 = 073 M 9235 £ 271 *% 9338 £ 079 M | 9378 & 203 M 5263 £ 184 MY S153 £ 151 4t 556R x 039 " | 0083 000077 0,261
284 £ 16% "% 164 = 31 *F 285 £ 124 %% 219 = 12 M| 346 = 46 B 207 £ 495 ** 306 £ 09 M 204 = 22 4% | 0117 00007 0299

628 = 03% % 383 + 021 % &0 = 024 *° 635 £ 024 4| 573 £ 031 =

L

TE o+ 022 % 5E0 = 012 *Y 570 = 008 % |00 011l 0291

! Media + desviacion estdndar. 2 T: tratamiento; t: tiempo de evolucién; T*t: tratamiento*tiempo. ND: compuesto no detectado. a-¢: La misma letra indica que no hay

diferencias significativas entre valores de la misma columna segtin prueba LSD (p < 0,05). A-D: La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre valores de

seskek

la misma fila segtin prueba LSD (p < 0,05). ** Efecto significativo (p < 0,05); = Efecto significativo (p <0,01).
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fueron significativas para algunos compuestos mientras que para otros solamente se observé una

tendencia.

No obstante, a medida que las cervezas perdieron ésteres durante el envejecimiento acelerado (ti,
t2 y t3), estas diferencias no se mantuvieron y, en cambio, si que se evidenciaron diferencias entre
cervezas tratadas con UHPH y cervezas pasteurizadas térmicamente. En concreto, las cervezas
tratadas con UHPH, sobre todo las tratadas a mayor presion, tendieron a conservar mayores
concentraciones de ésteres de acetato que las cervezas pasteurizadas térmicamente. El acetato de
isoamilo se detecté a mayores concentraciones en cervezas tratadas con UHPH - MPa -
MPa que en cervezas tratadas con UHPH - MPa y que en cervezas pasteurizadas
térmicamente, aunque estas diferencias fueron significativas solamente después del primer mes
de evolucién (t;). Asimismo, la concentracion de acetato de isobutilo también fue superior en
cervezas tratadas con UHPH - MPa - MPa que en las demads cervezas, aunque esta
diferencia fue significativa solamente después del segundo y tercer mes de evolucion (t, y t3). En
cuanto al acetato de etilo, también se detecté en cervezas tratadas con UHPH (| GGGz
MPa) a concentraciones mayores que en cervezas pasteurizadas térmicamente durante toda la
evolucién (sin significancia estadistica). Estudios previos han demostrado que la pasteurizacién
térmica inhibe la actividad de las esterasas y, consecuentemente, minimiza la hidrolisis enzimética
de ésteres durante el envejecimiento de cervezas pasteurizada (De Schutter et al., 2008;
Vanderhaegen et al., 2006b). En este sentido, se sugiere que los tratamientos UHPH habrian
presentado, como minimo, el mismo efecto inhibitorio sobre las esterasas que la pasteurizacién
térmica convencional. Dicho efecto tendi6 a incrementar de forma proporcional con el aumento
de la presion aplicada en el tratamiento UHPH, siendo mayor a - MPa que a - MPa y -
MPa.

6.1.2.2. Alcoholes superiores

A parte del etanol, durante la fermentacién también se forman alcoholes superiores que
contribuyen al perfil voléatil de la cerveza. Los alcoholes superiores aportan notas alcohdlicas,
maltosas, dulces y afrutadas que resultan agradables en cervezas frescas, pero también se ven
comprometidos durante el envejecimiento de la cerveza (Briggs et al., 2004; Vanderhaegen et al.,

2006b).

En la Figura 6.3 se muestra la suma de los alcoholes superiores analizados en todas las cervezas
durante los 3 meses de envejecimiento acelerado. Como se observa, inicialmente, en cervezas
recién tratadas se obtuvieron concentraciones de alcoholes superiores mayores que después de 1,

2 y 3 meses de evolucion (11, tz, t3), aunque estas diferencias no fueron significativas en todas las
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cervezas. Los alcoholes superiores se degradan mediante la oxidacién de melanoidinas como
intermediarias para formar aldehidos (Briggs et al.,2004; Vanderhaegen et al., 2006b). Asimismo,
la Figura 6.3 también muestra que inicialmente y durante todo el envejecimiento acelerado no se
obtuvieron diferencias significativas entre cervezas tratadas con UHPH y cervezas pasteurizadas
térmicamente, a excepcion de después de 2 meses de envejecimiento, que las tratadas con UHPH
a - conservaron concentraciones de alcoholes superiores significativamente mayores que

las cervezas pasteurizadas térmicamente y que las tratadas con UHPH a [Jf MPa.
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Figura 6.3. Concentraciéon de alcoholes superiores totales en cervezas pasteurizadas

térmicamente (PT), tratadas con UHPH a _a a lo largo del envejecimiento

acelerado.

En la Tabla 6.3 se muestra las concentraciones individuales de cada uno de los alcoholes
superiores analizados en las cervezas durante toda la evolucién. Como se observa, el alcohol
isoamilico fue el alcohol mds abundante en todas las cervezas, presentes en un rango de 91,53 —
96,77 ppm y representando el 60 — 70 % del total de alcoholes superiores analizados. Estos
resultados coinciden con los descrito en estudios anteriores que lo cuantifican en un rango de 32
— 169 ppm en cerveza (Briggs et al., 2004; Malfliet et al., 2008). E1l ANOV A mostré que el tipo
de tratamiento no afectd a la concentracion de alcoholes, sino que solamente se vio influenciada
por el factor tiempo de evolucién (p < 0,05) (Tabla 6.3). Asimismo, el andlisis LSD demuestra
que no se encontraron diferencias significativas consistentes en las concentraciones de alcoholes
entre cervezas pasteurizadas térmicamente y cervezas tratadas con UHPH, ni se puede concluir
que el isobutanol, el isoamilico y el P-feniletanol presentaron el mismo comportamiento,
incrementando o decreciendo, durante toda la evolucién (Tabla 6.3). En general, los alcoholes

superiores decrecen ligeramente durante el envejecimiento de la cerveza, probablemente debido
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a que estos alcoholes generan los aldehidos correspondientes mediante la oxidacién de
melanoidinas como intermediario (Bamforth & Lentini, 2009; Vanderhaegen et al., 2006a). A
pesar de ello, los resultados del presente estudio corresponden mas con los obtenidos por Cao et
al. (2011) y Malfliet et al. (2008), que no observaron pérdida de alcoholes superiores. Cao et al.,
(2011) reportaron que el contenido de isobutanol y alcohol isoamilico aumentd o disminuyé
ligeramente durante el envejecimiento de la cerveza (6 meses a temperatura ambiente)
dependiendo de las UPs aplicadas durante la pasteurizacion térmica (2, 8 o 14 UPs), pero sin
mostrar una correlacion légica con la cantidad de UPs aplicadas. Malfliet et al. (2008) concluyé
que los alcoholes superiores no variaron durante el envejecimiento de las cervezas analizadas (9
meses a 22 °C, 2 meses a 30 °C), ya que en alglin caso aumentaron ligeramente mientras que en

otros disminuyeron ligeramente.

6.1.2.3. Acetaldehido

El acetaldehido es el aldehido mds comun en cerveza, excretado por la levadura durante los
primeros dias de fermentacién y reducido posteriormente durante la maduracién de la cerveza,
ampliamente conocido por aportar notas de sabor a manzana verde. En la Figura 6.4 se muestra
la concentracion de acetaldehido obtenida en todas las cervezas durante los 3 meses de
envejecimiento acelerado. Se obtuvieron concentraciones en un rango de 5,70 — 6,67 ppm, valores
que se encuentran dentro de lo esperado en cervezas lager, que contienen tipicamente niveles de

0 a 13 ppm de acetaldehido (Briggs et al., 2004).

En general, tanto inicialmente como durante el envejecimiento acelerado de las cervezas, no se
observaron diferencias significativas entre cervezas pasteurizadas térmicamente y cervezas
tratadas con UHPH. En las cervezas tratadas con UHPH (_ MPa) existi6é una
relacion directa entre la concentracion de acetaldehido y la presion aplicada en los tratamientos,
pues se observo una tendencia a presentar niveles de acetaldehido menores al aumentar la presion
de tratamiento de - MPa (Figura 6.4). Estos resultados se corroboraron con el ANOVA
pues indico que el tipo de tratamiento presentd efecto sobre la concentracion de acetaldehido (p
< 0,05), mientras que el tiempo de evolucién no influyé (Tabla 6.3). En contra de los resultados
obtenidos, estudios previos han demostrado que los niveles de acetaldehido aumentan durante el
envejecimiento de la cerveza (C. Liu et al., 2018; Saison et al., 2009), ya que son generados
mediante la oxidacién de alcoholes superiores en presencia de melanoidinas. No obstante, en este
estudio tampoco se observé que los alcoholes superiores disminuyeran durante el envejecimiento
acelerado, por lo cual estarfa en concordancia con el comportamiento observado de los niveles de

acetaldehido.
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Figura 6.4. Concentracion de acetaldehido en cervezas pasteurizadas térmicamente (PT),

tratadas con UHPH a _ MPa a lo largo del envejecimiento acelerado.

6.1.3. Analisis de componentes principales del perfil volatil de las cervezas tratadas

En el apartado anterior se evaluaron un total de 26 compuestos indicadores de envejecimiento y
compuestos voldtiles (ésteres y alcoholes superiores, acetaldehido). En este apartado, el andlisis
de componentes principales (ACP) permiti6 reducir el nimero de variables (compuestos
analizados) en tres componentes principales, asi como ordenarlas por importancia con el objetivo
de evaluar qué compuestos presentaron un mayor impacto y describieron gran parte de la
variabilidad observada entre las cervezas obtenidas con tratamientos diferentes. El andlisis ACP
se realizé con las concentraciones obtenidas de todos los compuestos analizados en cervezas
recién tratadas — con UHPH a _ MPa y pasteurizacion
térmica — y durante los 3 meses de envejecimiento acelerado (to, ti, t2 y t3). A continuacidn, se
discuten los resultados obtenidos en funcién del tipo de tratamiento y en funcién del tiempo de

envejecimiento acelerado.

6.1.3.1. Efecto del tiempo de envejecimiento acelerado

La Figura 6.5 muestra la distribucion de las cervezas obtenidas respecto a los tres primeros
componentes principales, en funcidn del tiempo que han estado en condiciones de envejecimiento
acelerado. Se observa que los tres primeros componentes principales (PC1,PC2 y PC3) definieron
el 65,9 % de la variabilidad existente entre las cervezas y, en concreto, el componente principal
PC1 (44,5 % de la variabilidad) permiti6 distinguir las cervezas en grupos diferentes en funcién
del tiempo que habian sido sometidas a envejecimiento acelerado (to, ti, t> y t3). En concreto, las

cervezas se representaron ordenadamente, de menor a mayor tiempo de envejecimiento acelerado,
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a lo largo del eje PC1 y las cervezas evolucionadas después de 1, 2 y 3 meses de evolucion se
representan mds proximas entre si que las cervezas frescas (to). Asi pues, el tiempo de evolucion
present6 efecto sobre la variabilidad del perfil aromético de las cervezas, siendo las cervezas

frescas mds diferentes en composicién que las cervezas evolucionadas.
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Figura 6.5. Representacion de las cervezas obtenidas segun los 3 primeros componentes
principales PC1, PC2 y PC3 en funcién del tiempo de envejecimiento acelerado a 35°C: 0

meses (), 1 mes (x), 2 meses (0) o 3 meses (+).

En la Tabla 6.4 se muestra el peso de cada compuesto sobre los tres componentes principales, que
permitio identificar los compuestos que presentaron un mayor peso y, consecuentemente, deducir
qué mecanismos y reacciones se vieron favorecidas o minimizadas con el paso del tiempo de
envejecimiento acelerado. Los compuestos que presentaron mayor peso (> 0,2 en valor absoluto)
en el componente principal PC1 fueron compuestos indicadores de envejecimiento (furfural,
nicotinato de etilo, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, fenilacetaldehido, (E)-2-nonanal, 2-
acetilfurano, etilfenilacetato) y ésteres (acetato etilo, acetato isobutilo, butirato etilo, acetato de
isoamilo, acetato B-feniletanol). La mayoria de los compuestos indicadores de envejecimiento
presentaron valores positivos mientras que los compuestos del perfil volatil presentaron valores
negativos, indicativo de que tuvieron un comportamiento opuesto a lo largo del envejecimiento
acelerado, como también se evidencia en el grafico de componentes 3D obtenido (Figura 6.6).
Cabe comentar que el peso de los compuestos indicadores de envejecimiento estuvo repartido de
forma muy homogénea (rango de 0,2 — 0,3 en valor absoluto), a excepcion de la y-nonalactona,
benzaldehido, 2-propionilfurano, succinato de dietilo, cuyo rol fue menos destacable. En este
sentido, se corroboré la idoneidad de estos compuestos como compuestos indicadores de
envejecimiento, pero no ha sido posible concluir qué reacciones de envejecimiento se vieron mas

favorecidas (reacciones de Maillard, degradacién de Strecker, formacion de ésteres de etilo, etc.),
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pues todas se vieron afectadas de forma similar. Entre los ésteres, destacar que el tiempo de
envejecimiento afecté mayormente a los ésteres de acetato (acetato etilo, acetato isobutilo, acetato
de isoamilo, acetato B-feniletanol), a diferencia de los ésteres de etilo, a excepcién del butirato de
etilo. Estudios anteriores han demostrado que los ésteres de acetato son quimicamente menos
estables y presentan velocidades de hidrdlisis mayores que los ésteres de etilo (Ramey & Ough,
1980; Vanderhaegen et al., 2003). Por el contrario, el paso del tiempo de envejecimiento afectd

en menor medida al acetaldehido y alcoholes superiores.

PC2 (11,4 %)

-7 -5 R R
4 1 3 5 5 57 pcapoow)

PC1 (44,5 %)

Figura 6.6. Gréfico de componentes 3D estandarizado. Se representa la localizacién de
todas las variables (cada compuesto a t0, tl, t2) en el espacio de los 3 primeros
componentes principales. Las variables se dividen en compuestos indicadores de
envejecimiento (verde), ésteres (rojo) y alcoholes superiores (amarillo) y acetaldehido

(verde).

6.1.3.2. Efecto del tipo de tratamiento

En la Figura 6.7 se muestra la distribucién de las cervezas respecto a los 3 componentes
principales obtenidos, en funcién del tipo de tratamiento aplicado. Como se observa, el andlisis
ACP no permitié diferenciar en grupos diferentes las cervezas pasteurizadas térmicamente
(puntos azules) de las cervezas tratadas con UHPH (puntos rojos, rosas y verdes). No obstante, el

grafico en dos dimensiones muestra que el componente principal PC2 permitié explicar la
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variabilidad existente entre las cervezas tratadas con UHPH a presiones diferentes, pues las
cervezas quedan posicionadas ordenadamente, de menor a mayor presion aplicada durante el
tratamiento, a medida que PC2 incrementa (Figura 6.7). Las cervezas tratadas a - (puntos
rojos) se posicionan primero, seguidas de las cervezas tratadas a - (puntos rosas) y, a

mayores valores de PC2 se observan las cervezas tratadas a - (puntos verdes).
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Figura 6.7. Representacion de las cervezas segun los 3 primeros componentes principales
PC1,PC2y PC3 en funcién del tipo de tratamiento: pasteurizacion térmica (0), tratamiento

UHPH [l MPa (»), tratamiento UHPH [ MPa (o) o tratamiento UHPH [ MPa
(+).

El componente principal PC2, que definié un 114 % de la variabilidad existente entre las
cervezas, estuvo mayormente correlacionado con el acetaldehido, el alcohol B-feniletanol, los
ésteres propionato de etilo, acetato isobutilo, caproato etilo, caprilato de etilo y caprato de etilo,
y el compuesto indicador de envejecimiento y-nonalactona (Tabla 6.4). En este sentido, el andlisis
ACP apunt6 qué reacciones se vieron favorecidas o minimizadas debido al aumento de la presion

aplicada en los tratamientos UHPH.

Por un lado, el aumento de la presién de los tratamientos UHPH (_Pa) resultd en
cervezas con concentraciones de acetaldehido inferiores (peso de valor negativo en PC2) y
concentraciones del alcohol superior B-feniletanol mayores (peso de valor positivo en PC2).
Durante el envejecimiento de la cerveza, el acetaldehido es generado mediante reacciones de
oxidacion de alcoholes, principalmente etanol por su abundancia en cerveza, pero también a partir
de otros alcoholes superiores (De Schutter et al., 2008; Vanderhaegen et al., 2006a; Yin et al.,
2016). En este sentido, el aumento de la presién en los tratamientos UHPH habria reducido dichas
reacciones de oxidacién de alcoholes superiores y generado una menor concentracion de
acetaldehido. En el Capitulo 5, las determinaciones del potencial de formacién de radicales

(T400), la capacidad antioxidante endégena (EAP) y la concentracion del antioxidante sulfuroso
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(SO») también demostrd que los tratamientos UHPH a mayor presién favorecieron la estabilidad

oxidativa de las cervezas obtenidas.

Por otro lado, el andlisis ACP sugiere que las condiciones de tratamiento UHPH presentaron un
mayor efecto sobre los ésteres de etilo analizados que sobre los ésteres de acetato, a excepcion
del acetato de isobutilo (Tabla 6.4), a pesar de que se habian cuantificado previamente a
concentraciones considerablemente bajas y cuya variabilidad no fue tan destacada como la de los
demds ésteres de acetato. El propionato de etilo y caproato de etilo se encontraron a
concentraciones mayores al aumentar la presiéon aplicada en los tratamientos UHPH,
probablemente debido a la inhibicion de su hidréslisis enzimética, mediante la inactivacién de
esterasas, y/o a la minimizacién de su hidrélisis quimica, mediante la mejora de la estabilidad
oxidativa de las cervezas, como se observé en el Capitulo 5. En cambio, el caprilato de etilo y
caprato de etilo se encontraron a concentraciones menores al aumentar la presion aplicada en los
tratamientos UHPH (valor negativo en PC2, Tabla 6.4). Ramey & Ough (1980) demostraron que
la estabilidad de los ésteres de etilo disminuia con el aumento de su peso molecular y
determinaron que las reacciones de hidrélisis del caprilato de etilo (cadena de 10 carbonos) y del
caprato de etilo (cadena de 12 carbonos) presentaban energias de activacién menores que los
demds ésteres de etilo, de cadenas més cortas. En este sentido, los tratamientos UHPH a mayores
presiones podrian haber alcanzado con mayor facilidad los requerimientos energéticos de las
reacciones de hidrdlisis de estos ésteres de etilo de mayor peso molecular que los ésteres de etilo

de menor peso molecular (caproato de etilo, propionato etilo, butirato etilo).

Por ultimo, se deduce que la presion tendria muy poco efecto sobre los compuestos indicadores
de envejecimiento, pues entre ellos solamente destaca la y-nonalactona. Entre los ésteres
indicadores de envejecimiento, la y-nonalactona es el tnico éster ciclico analizado y el inico éster
descrito en cerveza por ser indicador de dafio térmico. Los tratamientos con UHPH - MPa
alcanzaron en valvula temperaturas mds elevadas (85 °C) que los tratamientos a - MPa
(72 °Cy 63 °C, respectivamente), aunque solamente durante 0,2 segundos (Capitulo 4). Como se
observé en la Tabla 6.4, la y-nonalactona tendié a aumentar con el incremento de la presion

aplicada en el tratamiento UHPH.
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Tabla 6.4. Pesos y porcentajes de varianza para los tres primeros componentes (PC1, PC2 y

PC3). En negrita, se destacan los valores >0,20 en valor absoluto.

Componentes Principales (%

variabilidad)

Compuestos PC1 PC2 PC3

44,5 %) (114 %) (10,0 %)
Indicadores de
envejecimiento
Furfural 0,28 0,13 -0,11
y-nonalactona 0,12 0,23 -0,04
2-metilbutanal 0,28 0,13 -0,12
3-metilbutanal 0,25 0,07 -0,08
Benzaldehido 0,17 0,05 -0,07
Fenilacetaldehido 0,22 0,10 -0,11
(E)-2-nonenal 0,22 0,14 0,19
2-acetilfurano 0,26 0,16 -0,14
2-propionilfurano 0,07 0,13 0,26
Nicotinato de etilo 0,27 0,14 -0,17
Succinato de dietilo -0,06 -0,11 0,22
Etilfenilacetato 0,28 0,12 -0,12
Perfil volatil
Esteres
Acetato etilo -0,24 0,12 -0,23
Acetato isobutilo -0,24 0,21 -0,03
Acetato de isoamilo -0,26 0,18 -0,05
Acetato B-feniletanol -0,22 0,17 0,11
Propionato etilo -0,15 0,30 -0,31
Butirato etilo -0,26 0,12 -0,22
Caproato etilo -0,09 0,29 -0,27
Caprilato etilo -0,05 -0,36 -0,33
Caprato de etilo -0,13 -0,30 -0,25
Alcoholes superiores
Isobutanol 0,12 -0,15 -0,37
Isoamilico 0,14 -0,19 -0,34
[3-Feniletanol -0,19 0,24 -0,09
Acetaldehido 0,03 -0,39 -0,13
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6.2. Conclusiones

Inicialmente el tipo de tratamiento no afecté al contenido de compuestos indicadores de
envejecimiento, alcoholes superiores (a excepcion del B-feniletanol) y acetaldehido, indicando
que los tratamientos UHPH ([ I MP2) no presentaron efecto negativo sobre la cerveza,
en comparacién con la pasteurizacion térmica convencional (15 UP). Asimismo, se observo que
las cervezas tratadas con UHPH [l MPa y las pasteurizadas térmicamente presentaron una
mayor concentracidon de B-feniletanol y ésteres (a excepcion del caprilato de etilo y caprato de
etilo) que las tratadas con UHPH a [l MPa. Las cervezas tratadas con UHPH [ MPa
presentaron concentraciones de los ésteres caprilato de etilo y caprato de etilo menores que las

demas cervezas.

A medida que las cervezas envejecieron, los compuestos indicadores de envejecimiento
aumentaron en todas las cervezas, tratadas con UHPH (_ MPa) y pasteurizadas
térmicamente, obteniéndose diferencias significativas entre ellas después de un mes de
envejecimiento acelerado. Las cervezas tratadas con UHPH presentaron concentraciones de
compuestos indicadores de dafio térmico (furfural y y-nonalactona) menores que las cervezas
pasteurizadas térmicamente. En cambio, en cuanto a los demds compuestos de envejecimiento,
dependio de la naturaleza quimica de los compuestos. En general, las cervezas tratadas con UHPH
- MPa presentaron niveles de (E)-2-nonenal, ésteres de etilo (nicotinato de etilo, succinato
de dietilo y etilfenilacetato) y de algunos aldehidos de Strecker (benzaldehido y fenilacetaldehido)
menores que las demds cervezas, evidenciando su mayor estabilidad oxidativa. Por el contrario,
los tratamientos UHPH favorecieron la formacion de los demads aldehidos de Strecker (2-
metilbutanal y 3-metilbutanal) y compuestos heterociclicos (2-acetilfurano y 2-propionilfurano),

que se detectaron a concentraciones mayores que en cervezas pasteurizadas térmicamente.

Por otro lado, no se obtuvieron diferencias significativas en el perfil volatil (concentraciones de
ésteres, alcoholes superiores y acetaldehido) entre cervezas pasteurizadas térmicamente y
cervezas tratadas con UHPH envejecidas. Sin embargo, las cervezas tratadas con UHPH tendieron
a conservar concentraciones de ésteres de acetato (acetato de isoamilo, acetato de isobutilo,
acetato de etilo) mayores que las cervezas pasteurizadas térmicamente. Ademds, entre las
cervezas tratadas con UHPH (_ MPa), se observé que estos ésteres tendieron a
conservarse y los niveles de acetaldehido a disminuir al aumentar la presion de tratamiento. De
hecho, el ACP permiti6 diferenciar entre cervezas tratadas con UHPH a presiones diferentes,
sugiriendo que el aumento de la presidn en los tratamientos UHPH disminuy6 la oxidacién de

alcoholes superiores y la generacion de acetaldehido, y afect6 a la hidrdlisis de ésteres de etilo.
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Capitulo 7. Efecto de la homogenizacion a ultra alta presion

sobre el perfil sensorial de la cerveza en comparacion con la

pasteurizacion térmica convencional
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7.1. Resultados y discusion

Durante el envejecimiento de la cerveza, el deterioro de su perfil sensorial es el resultado de la
aparicion de sabores desagradables y, al mismo tiempo, de la perdida de los sabores iniciales
deseados en cerveza fresca. En este apartado, el efecto de ambos tratamientos, homogenizacién a
ultra alta presion y pasteurizacion térmica, sobre la estabilidad del perfil sensorial de las cervezas
se evaluo tanto analiticamente, mediante la determinacidn de los valores de percepcién sensorial,

como organolépticamente, mediante degustaciones sensoriales.

7.1.1. Percepcion sensorial de compuestos volatiles e indicadores de envejecimiento

Los compuestos volatiles definen el perfil sensorial de las cervezas aportando gustos y aromas.
La contribucién de cada compuesto depende, principalmente, de la concentracion a la que se
encuentren, asi como de la presencia y/o ausencia de otros compuestos que podria realzarlos,
alterarlos o enmascararlos. En el apartado anterior se cuantificaron los ésteres y alcoholes
superiores y aldehidos presentes en todas las cervezas tratadas y se identificé cudles variaron
debido al tratamiento aplicado y cudles debido al envejecimiento de las cervezas. En este
apartado, result6 de interés determinar si dichas variaciones afectaron potencialmente las
propiedades organolépticas de las cervezas, es decir, si podrian ser percibidas o no por los
degustadores. Para ello, se calcul6 el valor de percepcion sensorial (PS) de cada compuesto,
definido como la fraccién entre la concentracién del compuesto y su correspondiente umbral
sensorial, en unidades de sabor (FU, de sus siglas en inglés). Compuestos con una percepcién
sensorial mayor a la unidad (PS > 1 FU) serdn potencialmente percibidos por los degustadores,
mientras que compuestos con valores inferiores a la unidad de sabor (PS < 1 FU) no serian
percibidos y podrian no afectar el perfil sensorial de las cervezas. En la Tabla A.1 (Anexo) se
presentan los umbrales sensoriales reportados en bibliografia y utilizados en el presente estudio,
los descriptores de sabor de cada compuesto, asi como las concentraciones a las cuales se
encuentran mds cominmente en cerveza (lager), segliin la bibliografia consultada. Cabe
mencionar que los compuestos succinato de dietilo, 2-propionilfurano y propionato de etilo fueron
excluidos del andlisis debido a que sus correspondientes umbrales sensoriales no han sido

descritos previamente por otros autores.

Para evaluar las diferencias obtenidas entre cervezas, cabe tener en cuenta que los compuestos
empiezan probablemente a ser de interés sensorial a partir de experimentar un incremento o
reduccién de APS = 0,2 FU en comparacién con otra muestra de referencia. A partir de un

incremento o reduccion de APS = 0,5 FU, se empieza a percibir su influencia en el sabor de la
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cerveza, aunque los degustadores podran dificilmente identificar el compuesto o grupo de
compuestos responsable. En cambio, los degustadores pueden identificarlos a partir de un
incremento o reduccion de APS = 1,0 FU, mientras que un incremento o reduccion de APS = 2,0

FU, altera considerablemente el caricter de la cerveza (Meilgaard, 1975; Saison et al., 2009).

A continuacion, se describe y discute los resultados de percepcion sensorial de los compuestos
indicadores de envejecimiento y compuestos voldtiles (ésteres, alcoholes superiores y
acetaldehido) obtenidos en todas las cervezas. Hay que tener en cuenta que los valores de
percepcidn sensorial son Utiles para predecir la contribucién de cada compuesto sobre el sabor de
las cervezas, pero es importante considerar que son valores indicativos, debido a la amplia
variacién en sensibilidad sensorial entre los diferentes degustadores. Asimismo, los valores de
percepcidn sensorial dan una indicacién de su impacto sobre el sabor global de la cerveza, pero
considerar que el sabor global es la suma de las contribuciones individuales de cada compuesto
es una aproximacion incompleta, ya que pueden existir varias interacciones entre los compuestos
individuales que afecten a la percepcién global en su conjunto. La percepcion sensorial de dos
compuestos puede contrarrestarse (compuestos antagonistas), sumarse (compuestos aditivos) o
incluso tener una mayor contribucién que su suma (compuestos sinérgicos). Desafortunadamente,
ain hay poca investigacién al respecto, lo cual limita la interpretaciéon de los resultados de

percepcioén sensorial.

7.1.1.1. Formacion de compuestos indicadores de envejecimiento

Las Figuras 7.1a, 7.2a, 7.3a y 7.4a muestran los resultados de percepcién sensorial de todos los
compuestos indicadores de envejecimiento analizados en las diferentes cervezas durante los 3
meses de envejecimiento acelerado, en comparacién con sus correspondientes umbrales
sensoriales en cerveza. Entre todos los compuestos, la y-nonalactona y el (E)-2-nonenal fueron
detectados a concentraciones superiores a sus umbrales sensoriales (PS > 1 FU), a diferencia de

los deméds compuestos, que estuvieron presentes a concentraciones inferiores (PS < 1 FU).

Inicialmente, en cervezas recién tratadas (to), la y-nonalactona ya se encontrd presente por encima
de su umbral sensorial en todas las cervezas (PS = 1,3 — 1,8 FU) sin observarse diferencias
significativas entre ellas, independientemente del tratamiento aplicado. Asimismo, los
degustadores tampoco podrian distinguirlas facilmente (APS = 0,5 FU). A medida que las
cervezas evolucionaron, los niveles aumentaron mds rdpidamente en cervezas pasteurizadas
térmicamente que en cervezas tratadas con UHPH, ya que se cuantificaron niveles de y-
nonlactona significativamente mayores en cervezas pasteurizadas térmicamente (PS = 2,1 FU)
que en cervezas tratadas con UHPH [y MPa (PS = 1,3 FU), i MPa (PS = 15 FU) y ||}

MPa (PS = 1,6 FU) después del primer mes de envejecimiento acelerado (t;). Las diferencias entre
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las cervezas pasteurizadas térmicamente y las cervezas tratadas con UHPH podrian empezar a ser
percibidas por los degustadores (APS > 0,5 FU). En concreto, este compuesto es cominmente
relacionado con notas no deseadas a rancio, coco, vainilla, cola (Tabla A.1). Ademas, entre las
cervezas tratadas con UHPH, se observd que la y-nonalactona tendié a aumentar con el
incremento de la presion aplicada durante el tratamiento. A partir del segundo mes de evolucién
(t2), todas las cervezas alcanzaron un nivel estacionario (PS =19 - 2,2 UF), en el cual ya no se
encontraron diferencias significativas entre cervezas pasteurizadas térmicamente y cervezas

tratadas con UHPH, y los degustadores tampoco las diferenciarian (APS < 0,5 UF).

Por el contrario, el compuesto indicador de dafio térmico furfural, que también aument6 durante
los 3 meses de envejecimiento acelerado, se encontrd a concentraciones muy inferiores a su
umbral sensorial (PS < 0,01 UF), como reportado también por otros investigadores (Saison. et al,
2009). A pesar de que fue el compuesto detectado en mayor abundancia (48 — 51 % del total de
compuestos indicadores de envejecimiento analizados), su formaciéon no presentaria impacto
sobre el perfil organoléptico de las cervezas. Asi pues, las diferencias observadas entre cervezas
tratadas con UHPH y cervezas pasteurizadas térmicamente no serian perceptibles por

degustadores.

Respecto a los demds compuestos indicadores de envejecimiento (no térmicos), solamente el
aldehido (E)-2-nonenal, comiinmente relacionado con sabor a papel, alcanzé concentraciones
superiores a su umbral sensorial. Inicialmente, el (E)-2-nonenal no fue detectado en cervezas
recién tratadas (to), pero se generd durante el envejecimiento de las cervezas hasta alcanzar niveles
ca. 10 veces superiores a su umbral sensorial. Como comentado anteriormente, este compuesto
también se generé mas rdpidamente en cervezas pasteurizadas térmicamente que en cervezas
tratadas con UHPH, ya que se observaron niveles significativamente superiores en cervezas
pasteurizadas térmicamente (PS = 11,7 UF) que en cervezas tratadas con UHPH - MPa (PS
= 10,0 UF), ] MPa (PS = 9.2 UF) y ] MPa (PS = 8,3 UF) durante el primer mes de
envejecimiento acelerado (t;). Estas diferencias entre la cerveza pasteurizada térmicamente y las
cervezas tratadas con UHPH |JJJllPa (APS = 1,7 UF), ] MPa (APS = 2.5 UF) y [ MPa
(APS = 3,4 UF) serian identificadas por degustadores (APS > 1 UF) y ademas alterarian
considerablemente el perfil de la cerveza en el caso de las cervezas tratadas con UHPH [l y
- MPa (APS > 2 UF). Ademds, entre las cervezas tratadas con UHPH, se observé que tendi6 a
aumentar con la disminucién de la presion aplicada, de manera que las cervezas tratadas mediante
UHPH [l MPa presentaron los niveles de (E)-2-nonenal mds bajos. A tiempos de evolucién
mds avanzados (t> y t3), no se obtuvieron diferencias significativas entre cervezas sometidas a

tratamientos diferentes, probablemente debido al avanzado estado de envejecimiento.
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Por otro lado, los aldehidos de Strecker (2-metilbutanal, 3-metilbutanal, benzaldehido,
fenilacetadehido), ésteres (nicotinto de etilo, etilfenilacetato) y compuestos heterociclicos (2-
acetilfurano), que incrementaron durante los 3 meses de envejecimiento acelerado, presentaron
concentraciones inferiores a su umbral sensorial en todas las cervezas durante toda la evolucién
(PS < 1 FU). En concreto, entre los aldehidos de Strecker, el benzaldehido se encontrd a niveles
muy bajos en todas las cervezas durante toda la evolucién (PS < 0,05 FU), mientras que los
compuestos 2-metilbutanal y 3-metilbutanal alcanzaron niveles ligeramente superiores (PS =0,2
—0,4 FU), pero atin no detectables por degustadores. En cambio, el fenilacetaldehido, que también
se detectd a concentraciones inferiores, alcanzé concentraciones mds préximas a su umbral
sensorial (PS = 0,7 — 1,0 FU) después de 3 meses de envejecimiento acelerado. Estos niveles
podrian ser probablemente perceptibles por los degustadores, como notas dulces, a miel e incluso
florales (jacinto, rosas) (Tabla A.1), aunque estos no diferenciarian entre cervezas obtenidas con
tratamientos diferentes (APS < 0,5 FU). Estudios previos también han demostrado que el
fenilacetaldehido es relevante en el perfil sensorial de cervezas envejecidas, mientras que otros
aldehidos de Strecker no parecen importantes en la formacién de sabores no deseados en las
cervezas envejecidas, sino que pueden ser considerados como marcadores adecuados de cervezas
oxidadas (Vanderhaegen et al., 2006a). En cuanto a los ésteres nicotinato de etilo y etilfenilacetato
y al 2-acetilfurano, se encontraron muy por debajo de su umbral sensorial en todas las cervezas
(PS < 0,05), coincidiendo con la bibliografia (Vanderhaegen ef al., 2006a). Por este motivo, los
resultados indicaron que su formacién podria no afectar practicamente el perfil sensorial de las
cervezas de manera que los degustadores no percibirian diferencias organolépticas entre cervezas

tratadas con UHPH - MPa y cervezas pasteurizadas térmicamente

Los compuestos indicadores de envejecimiento incrementan durante la vida titil de las cervezas
y, aunque rara vez exceden su umbral sensorial, su monitorizacién es frecuentemente utilizada
para obtener informacién relativa a la calidad de la cerveza, sobre todo cuando el objetivo es
evaluar procesos y tecnologias nuevas, asi como simular condiciones de almacenamiento(De
Schutter et al., 2008; Lehnhardt et al., 2020). No obstante, algunos investigadores insisten que,
aunque a concentraciones inferiores a su umbral sensorial, son necesarios y contribuyen al perfil

sensorial de cervezas envejecidas (Saison et al., 2009).

7.1.1.2. Evolucion de los compuestos volatiles durante el envejecimiento acelerado
Esteres

Las Figuras 7.1b, 7.2b, 7.3b y 7.4b muestran los resultados de percepcion sensorial de los ésteres
aromadticos analizados en las diferentes cervezas durante los 3 meses de envejecimiento acelerado,

en comparacién con sus umbrales sensoriales en cerveza (PS = 1 FU). Como se observa, los

133



ésteres acetato de etilo, butirato de etilo y acetato de isoamilo se detectaron a concentraciones
superiores a su umbral sensorial (PS > 1 FU) y, consecuentemente, fueron probablemente

percibidos sensorialmente por los degustadores.

El acetato de etilo se encontrd inicialmente a niveles equivalentes a su umbral sensorial en todas
las cervezas recién tratadas (PS =0,91 — 1,04 FU) y, a medida que envejecieron, tendié a disminuir
hasta niveles inferiores (PS = 0,81 — 0,88 FU) pero aiun préximos a su umbral sensorial. En
general, no se obtuvieron diferencias significativas entre cervezas pasteurizadas térmicamente y
cerveza tratadas con UHPH durante toda la evolucion. Ademas, la disminucidn del acetato de
etilo (que aporta notas afrutadas, dulces, a disolvente) observada durante la evolucién no seria

percibida por los degustadores (APS < 0,5 FU) (Meilgaard, 1975; Saison et al., 2009).

El butirato de etilo también se detect6 a concentraciones mayores que su umbral sensorial en todas
las cervezas recién tratadas (to), pero en este caso su percepcion sensorial en las cervezas
pasteurizadas térmicamente (PS = 4,96 FU) y en las tratadas con UHPH a [J§ MPa (PS = 4,99
FU) fueron significativamente mayores que en las cervezas tratadas con UHPH [JJff MPa (PS =
263FU)y - MPa (PS = 248 FU). Estas diferencias de percepcion sensorial del butirato de
etilo (APS aprox. 2 FU) serian facilmente detectadas por los degustadores (notas a papaya,
mantequilla, dulce, manzana). No obstante, destacar que la desviacion estdndar para las cervezas
tratadas con UHPH a - MPa fue atipica. Después de un mes de envejecimiento acelerado,
los niveles disminuyeron hasta valores inferiores a su umbral sensorial en todas las cervezas
tratadas (PS = 0,23 — 0,26 FU), y sin observarse diferencias significativas entre ellas durante toda
la evolucién (t; — t3). Esta pérdida de butirato de etilo durante la evolucién de todas las cervezas

también podria ser percibida sensorialmente por los degustadores (APS > 2 FU).

Respecto al acetato de isoamilo, se detecté a concentraciones superiores a su umbral sensorial en
todas las cervezas, tanto recién tratadas (to) como durante el envejecimiento acelerado (t; — t3).
Inicialmente, la percepcién sensorial de las cervezas tratadas con UHPH a [Jf MPa (PS = 3 46
FU) fue significativamente inferior que la de las cervezas tratadas con UHPH a [y MPa (PS =
3,82 FU), - MPa (PS = 3,88 FU) y pasteurizadas térmicamente (PS = 3,85 FU). No obstante,
estas diferencias podrian ser ain no percibidas sensorialmente por los degustadores (APS < 0,5
FU). Durante el envejecimiento acelerado, los niveles disminuyeron en todas las cervezas, pero
manteniéndose superiores al umbral sensorial. Esta disminucion del contenido acetato de isoamilo
(compuesto que aporta notas afrutadas, dulces, esterificadas, a disolvente) durante la evolucién
seria percibida por los degustadores en todas las cervezas (APS = 0,5 — 1,0 FU). Por el contrario,
los degustadores no llegarian a percibir las diferencias observadas en acetato de isoamilo entre
las diferentes cervezas durante toda la evolucién (APS < 0,5 FU), aunque las cervezas tratadas

con UHPH _ MPa presentaron concentraciones significativamente mayores que las
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demas cervezas (Tabla 6.3). Después del primer mes, la percepcion sensorial de acetato de
isoamilo en las cervezas tratadas con UHPH - MPa (PS =330 FU) y - MPa (PS = 3,37
FU) fue mayor que en las cervezas tratadas con UHPH - MPa (PS = 3,00 FU) y pasteurizadas
térmicamente (PS = 3,03 FU). A los 3 meses de evolucion, la percepcidn sensorial en las cervezas
tratadas con UHPH a - MPa (PS =3,08 FU) y - MPa (PS = 3,11 FU) fue mayor que en las
cervezas tratadas con UHPH - MPa (PS = 240 FU) y en las cervezas pasteurizadas
térmicamente (PS = 2,85 FU). Por otro lado, a pesar de no esperarse diferencias en la percepciéon
sensorial del acetato de isoamilo entre las diferentes cervezas, su presencia podria enmascarar a
otros compuestos. Saison et al. (2009) demostraron que la adicién de 0,30 ppm de acetato de
1soamilo incrementd un 250 % el umbral sensorial del aldehido 2-metilbunal (de 0,045 a 0,157
ppm). En el presente estudio se observé que las cervezas pasteurizadas térmicamente perdieron
mds de 0,30 ppm de acetato de isoamilo durante el envejecimiento acelerado que las cervezas
tratadas con UHPH |l MPa. 1o cual podria favorecer que la percepcién del 2-
metilbutanal (notas césped, afrutadas, medicinales, manzana, malta) aflorase en cervezas
pasteurizadas térmicamente a concentraciones inferiores que en cervezas tratadas con UHPH a
_ MPa. En concreto, las cervezas tratadas con UHPH a - MPa presentaron 0,28 ppm
y 0,48 ppm de acetato de isoamilo mds que las cervezas pasteurizadas térmicamente después de
1 y 3 meses de envejecimiento acelerado respectivamente. Asimismo, las cervezas tratadas con
UHPH - MPa también presentaron 0,24 ppm y 0,46 ppm de acetato de isoamilo mds que las
cervezas pasteurizadas térmicamente después de 1 y 3 meses de envejecimiento acelerado

respectivamente (Tabla 6.3).

Por el contrario, en las Figuras 7.1b, 7.2b, 7.3b y 7.4b también se demostrd que todas las cervezas
contenian los ésteres acetato isobutilo (PS = 0,15 — 0,25 FU), acetato B-feniletanol (PS = 0,13 —
0,20 FU), caproato de etilo (PS = 0,44 — 0,54), caprilato de etilo (PS = 0,10 — 0,56 FU) y caprato
de etilo (PS < 0,01 FU) a niveles inferiores a su umbral sensorial durante todo el envejecimiento
acelerado. Por consiguiente, a pesar de que se observaron concentraciones de caprilato de etilo y
caprato de etilo significativamente inferiores en cervezas tratadas con UHPH [l MPa que en
cervezas tratadas térmicamente (Tabla 6.3), probablemente los degustadores no percibirian
sensorialmente estas diferencias (APS < 0,5 FU). Por el contrario, otros autores mencionan que
la presencia de diversos ésteres, aunque a concentraciones inferiores a su umbral sensorial, pueden
tener en conjunto un efecto sinérgico en el sabor global de la cerveza (Hiralal et al., 2013;

Olaniran et al., 2017).
Alcoholes superiores

Las Figuras 7.1c, 7.2c, 7.3c y 7.4c muestran los resultados de percepcion sensorial de los

alcoholes superiores analizados en las diferentes cervezas durante los 3 meses de envejecimiento
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acelerado, en comparacién con sus umbrales sensoriales en cerveza (PS = 1 FU). Como se

observa, el isoamilico y el B-feniletanol fueron detectados por encima de su umbral sensorial.

El isoamilico se detecté por encima de su umbral sensorial en todas las cervezas recién tratadas,
asi como durante su envejecimiento acelerado (PS = 2,3 — 2.4 FU), sin observarse diferencias
significativas entre ellas, independientemente del tratamiento aplicado, y tampoco serian

diferenciadas en una degustacién (APS = 0,1 FU), con notas a alcohol, platano, dulce, malta, vino.

En cambio, el B-feniletanol, que también se detecté a concentraciones superiores a su umbral
sensorial en todas las cervezas recién tratadas, decrecid hasta niveles inferiores durante el
envejecimiento acelerado. Inicialmente, las cervezas recién tratadas con UHPH a ||} MPa
presentaron niveles de B-feniletanol (PS = 1,1 FU) significativamente inferiores que las cervezas
recién tratadas con UHPH a [l MPa (PS = 1,4 FU) y recién pasteurizadas térmicamente (PS =
1,6 FU). Estas diferencias serian dificilmente percibidas por los degustadores (APS = 0,3 - 0,5
FU). Ademds, durante el envejecimiento acelerado tampoco se volvieron a observar diferencias
significativas entre cervezas obtenidas con tratamientos diferentes (PS = 0,8 — 1,2 FU). Comentar
que la pérdida de los mayores niveles de B-feniletanol observados en cervezas pasteurizadas
térmicamente (APS = 0,7 FU) y cervezas tratadas con UHPH - MPa (APS = 0,6 FU) a los 3
meses de envejecimiento acelerado podria ser percibida por los degustadores, a diferencia de la
degradacion observada as en las cervezas tratadas con UHPH - MPa (APS =0,3 FU) y -
MPa (APS = 0,2 FU), que, de hecho, ya partian de concentraciones inferiores.

Respecto al isobutanol, se detectd a concentraciones inferiores a su umbral sensorial en todas las
cervezas durante todo el envejecimiento acelerado, sin obtenerse diferencias significativas (PS =

0,3 FU), por lo cual se esperaria que no fuese percibido por los degustadores.
Acetaldehido

Las Figuras 7.1d, 7.2d, 7.3d y 7.4d muestran los resultados de percepcion sensorial del
acetaldehido cuantificado en las diferentes cervezas durante los 3 meses de envejecimiento
acelerado, en comparacién con sus umbrales sensoriales en cerveza (PS = 1 FU). Como se
observa, todas las cervezas presentaron niveles de acetaldehido inferiores a su umbral sensorial,
ya sea recién tratadas como durante toda la evolucién (PS = 0,6 — 0,7), por lo cual, los
degustadores podran dificilmente identificar este compuesto, relacionado con sabor a manzana
verde. Ademds, no se observaron diferencias significativas entre cervezas obtenidas con

tratamientos diferentes y tampoco durante el envejecimiento de las cervezas.
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7.1.1.3. Analisis de componentes principales del perfil sensorial de las cervezas tratadas

En este apartado, se utiliz6 el andlisis ACP para distinguir de forma visual y simplificada las
diferencias existentes a nivel de percepciéon sensorial entre las cervezas obtenidas con
tratamientos diferentes — mediante pasteurizacion térmica, _ MPa, UHPH - MPa
y UHPH - MPa —, asi como identificar los compuestos que més influyeron en diferenciarlas.
El andlisis ACP se realizd con los valores de percepcion sensorial de todos los compuestos
analizados, tanto en las cervezas recién tratadas (to) como durante los 3 meses de envejecimiento
acelerado (ti, t2 y t3). En esta ocasidn, se realiz6 un andlisis ACP no estandarizado ya que todas
las variables fueron, por definicidon, medidas en la misma unidad. A continuacién, se discuten los
resultados obtenidos en funcién del tipo de tratamiento y en funcion del tiempo de envejecimiento

acelerado.
Efecto del tiempo de envejecimiento acelerado

La Figura 7.5 muestra la distribuciéon de todas las cervezas respecto a los tres primeros
componentes principales, en funcion del tiempo que han estado en condiciones de envejecimiento
acelerado. Como se observa, el andlisis ACP no estandarizado obtenido demostré que los dos
primeros componentes principales (PC1 y PC2) explicaron un 98,6 % de la variabilidad existente
entre las cervezas analizadas y permiti diferenciarlas en funcién del tiempo de evolucion, ya que
se pudieron visualizar en grupos diferentes (to, ti, t> y t3). Como se observa en la Tabla 7.1 y en la
Figura 7.6, los componentes principales PC1 (91,0 % variabilidad) y PC2 (7,6% variabilidad)
estuvieron fuertemente correlacionados con el aldehido (E)-2-nonenal y el éster butirato de etilo.
Asi pues, a pesar de que el andlisis ACP realizado con las concentraciones de los compuestos
volatiles describio que la variabilidad existente entre las cervezas envejecidas a diferentes tiempos
se podria atribuir a varios aldehidos (furfural, nicotinato de etilo, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal,
fenilacetaldehido, (E)-2-nonanal, 2-acetilfurano, etilfenilacetato) y ésteres (acetato etilo,
propionato etilo, acetato isobutilo, butirato de etilo, acetato de isoamilo, acido -
feniletanol)(Capitulo 6), se sugiere que, entre estos compuestos, el aldehido (E)-2-nonanal y el
éster butirato de etilo contribuyeron mayormente sobre la variabilidad existente entre las cervezas
a nivel de percepcién sensorial. En este sentido, la variacién de estos compuestos seria con
probabilidad sensorialmente mds percibida por los degustadores, al producirse a concentraciones

superiores o préximas a su umbral sensorial.

141



Lol b b o

PC2 (7,6 %)

7F T T T T ] 1,7° 8
6 1,30 . - 1
B ot 'Rl -]
A [ o 2e a
- B[ 7 3 B - & - oa
= e 0,9_ % T
2 ¥ ; L ="
Coar 1 o -
o O - s §
8 | g 0.5]
3r oF 1 b .
of 1 01 1
1L . . . . d 03t . . e
-3 0 3 6 9 12 2 3 4 5 [
PC1 (91,0 %) PC2 (7,6 %)

Figura 7.5. Representacion de las cervezas segtin los 3 primeros componentes principales
PC1,PC2 y PC3 en funcién del tiempo de envejecimiento acelerado a 35°C: 0 meses (0), 1

mes (x), 2 meses (0) o 3 meses (+) (ACP no estandarizado).

-~
o]
T

Butiratp etlo

Poaalo il it N

PC2 (7,6 %)
L
[

148

=Y
o]
LI L

0,61

’ =0
8 11 -06" PC3 (0,7 %)

k

_1 2 5
PC1 (91,0 %)

Figura 7.6. ACP no estandarizado (to, ti, t2). Localizacién de cada variable (percepcion
sensorial, to, t1, t2) en el espacio de 3 primeros componentes principales, asi como las cervezas
(puntos azules). Las variables se dividen en compuestos indicadores de envejecimiento

(verde), ésteres (rojo) y alcoholes (amarillo), acetaldehido (verde).

142



Efecto del tipo de tratamiento

En cambio, como muestra la Figura 7.7, el mismo ACP no estandarizado no permitié observar
una diferenciacidn clara entre las cervezas obtenidas con tratamientos diferentes. Asi pues, a pesar
de que anteriormente el andlisis ACP realizado con las concentraciones de los compuestos
volatiles permitié diferenciar las cervezas tratadas con UHPH en funcién de la presion aplicada,
principalmente debido a la variabilidad observada en los aldehidos y-nonalactona y acetaldehido,
los ésteres propionato de etilo, acetato isobutilo, caproato etilo, caprilato de etilo y caprato de
etilo y el alcohol B-feniletanol (Capitulo 6), no se observé que esta variabilidad presentara
suficiente impacto sobre la percepcidon sensorial de las cervezas tratadas con UHPH que
permitiera diferenciar entre cervezas tratadas con UHPH a presiones diferentes. De hecho, entre
los compuestos volatiles detectados anteriormente, solamente la y-nonalactona y el B-feniletanol
se detectaron a niveles por encima de su umbral sensorial y, como se observa en el ANOVA, no
se apreciaron diferencias significativas entre los niveles de estos dos compuestos en las cervezas
tratadas con UHPH a diferentes presiones. Por dltimo, de forma similar al ACP realizado con las
concentraciones de los compuestos voldtiles, el ACP con las percepciones sensoriales tampoco
permiti6 diferenciar entre cervezas tratadas con UHPH y cervezas pasteurizadas térmicamente
(Figura 7.7). En este sentido, estos resultados sugirieron que los degustadores no podrian
diferenciar entre las diferentes cervezas tratadas a partir de los gustos y/o aromas atribuidos a los

compuestos analizados en el presente estudio.
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Figura 7.7. Representacion de las cervezas segtn los 3 primeros componentes principales

PC1,PC2 y PC3 en funcién del tipo de tratamiento: pasteurizacién térmica (00), tratamiento

UHPH [l MPa (), tratamiento UHPH ||l (©) o tratamiento UHPH ||

(ACP no estandarizado).
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Tabla 7.1. Pesos y porcentajes de varianza para los tres primeros componentes (PC1, PC2 y

PC3). En negrita, se destacan los valores superiores a 0,20 en valor absoluto.

Componentes Principales (%

variabilidad)

Compuestos PC1 PC2 PC3

91,0 %) (7,6 %) 0,7 %)
Indicadores de
envejecimiento
Furfural 0,00 0,00 0,01
y-nonalactona 0,02 -0,03 -091
2-metilbutanal 0,01 -0,02 -0,07
3-metilbutanal 0,01 -0,02 -0,04
Benzaldehido 0,00 0,00 0,00
Fenilacetaldehido 0,03 -0,03 0,00
(E)-2-nonenal 0,94 0,35 0,01
2-acetilfurano 0,00 0,00 0,00
Nicotinato de etilo 0,00 0,00 -0,01
Etilfenilacetato 0,00 0,00 0,00
Perfil volatil
Esteres
Acetato etilo -0,01 0,03 0,03
Acetato isobutilo 0,00 0,01 0,02
Acetato de isoamilo -0,06 0,19 0,32
Acetato B-feniletanol 0,00 0,01 0,01
Butirato etilo -0,34 0,90 -0,06
Caproato etilo 0,00 0,02 -0,03
Caprilato etilo -0,01 -0,01 0,02
Caprato de etilo 0,00 0,00 0,00
Alcoholes superiores
Isobutanol 0,00 0,00 0,00
Isoamilico 0,00 -0,01 0,00
B-Feniletanol -0,04 0,17 -0,23
Acetaldehido 0,00 -0,02 0,00
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7.1.2. Evaluacion sensorial de la estabilidad de las cervezas obtenidas

Con el objetivo de evaluar la estabilidad sensorial de las cervezas tratadas con UHPH, las cervezas
fueron presentadas ante un panel de degustadores entrenados. Entre las cervezas tratadas con
UHPH _ MPa), se seleccionaron las cervezas tratadas _ para ser
evaluadas sensorialmente en pruebas de degustacion triangular y en pruebas de perfil descriptivo
en comparacion con las cervezas pasteurizadas térmicamente. A nivel analitico, las cervezas
recién tratadas con UHPH a ] MPa presentaron niveles muy similares de compuestos
indicadores de envejecimiento, ésteres, alcoholes superiores y acetaldehido que las cervezas
pasteurizadas térmicamente. En cambio, durante el envejecimiento acelerado, los compuestos que
podrian potencialmente afectar el perfil sensorial de las cervezas, ya que se detectaron a
concentraciones por encima de su umbral sensorial los cuales (PS > 1), presentaron una mejor
estabilidad en las cervezas tratadas con UHPH [l MPa que en las demis cervezas. En concreto,
las cervezas tratadas con UHPH [l MPa contenian niveles de y-nonalactona y (E)-2-nonenal
menores y niveles de acetato de isoamilo mayores que las cervezas pasteurizadas térmicamente,
coincidiendo también con los resultados de estabilidad oxidativa (EAP, T400, SO»), reportados

en el Capitulo 5.

7.1.2.1. Distincion sensorial entre cervezas mediante pruebas triangulares

Un panel de degustadores entrenados degusto las cervezas tratadas con UHPH (- MPa) y las
cervezas pasteurizadas térmicamente en una prueba triangular de eleccién forzada con la finalidad
de evaluar si eran capaces de distinguirlas sensorialmente. Las pruebas de degustacion se
realizaron con las cervezas recién tratadas (to) y se repitieron mensualmente después de haberlas
envejecido durante 3 meses a condiciones aceleradas (ti, t2 y t3). Los resultados se muestran en la
Tabla 7.2. Como se observa, el panel de degustadores detectd diferencias significativas entre
ambas cervezas solamente cuando las evaluaron recién tratadas (to), mientras que no pudieron

volver a diferenciarlas entre ellas durante los tres meses de envejecimiento acelerado (t; — t3).
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Tabla 7.2. Resultados de las pruebas triangulares entre cervezas tratadas con
homogenizacién a ultra alta presién (UHPH) - MPa y cervezas pasteurizadas
térmicamente. Las pruebas triangulares se realizan con cerveza recién tratada (to), cerveza

envejecida 1 mes (t1), 2 meses (t2) y 3 meses (t3) a 35°C.

Tiempo de la | Respuestas  Respuestas
Significancia
prueba (mes) | correctas totales
to 12 20 Existen diferencias significativas (p < 0,05)
t1 13 26 No existen diferencias significativas (p < 0,05)
t 13 26 No existen diferencias significativas (p < 0,05)
t3 4 14 No existen diferencias significativas (p < 0,05)

7.1.2.2. Identificacion de diferencias sensoriales entre cervezas mediante pruebas de perfil

descriptivo

El sabor se define como las sensaciones quimicas detectadas por el gusto en combinacién con el
aroma. Los degustadores evaluaron sensorialmente el sabor de ambas cervezas, cerveza tratada
con UHPH - MPa y cerveza pasteurizada térmicamente, presentadas de forma individual en
una prueba de perfil descriptivo. En la prueba tuvieron que puntuar diferentes atributos aromaticos
y gustativos segtin su nivel de intensidad (puntuacién del 1 al 9), entre los cuales se incluyeron
atributos descriptivos generales y tipicos de cerveza (afrutado, ldpulo, DMS, cereal, malta,
acetaldehido, dulzor, amargor, astringencia, cuerpo, persistencia) asi como atributos descriptivos
especificos para identificar defectos relacionados con el envejecimiento de las cervezas

(caramelo, quemado, azufrados, vino/acético, rancio, metdlico, papel, agrio).

Los resultados de las puntuaciones obtenidas para cada uno de los atributos se trataron mediante
un ANOVA multifactorial y la prueba de LSD para determinar si existian diferencias entre las
puntuaciones otorgadas a cada una de las cervezas e identificar sus causas, es decir, si se atribuian
al tipo de tratamiento aplicado o al efecto del tiempo de evolucién. La Tabla 7.3 muestra el efecto
de ambos factores, tipo de tratamiento y tiempo de evolucién, sobre cada uno de los atributos
sensoriales evaluados. Como se observa, el tipo de tratamiento no presentd efecto significativo ni
sobre el gusto ni sobre el aroma de las cervezas (p < 0,05), pero la interacciéon de ambos factores
(tratamiento*tiempo) indic6 que, para un tiempo determinado, el tratamiento afectd
significativamente a la persistencia (en gusto) y al rancio (en aroma) de las cervezas obtenidas (p

<005).
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El andlisis LSD corroboré estos resultados y, ademds, también mostré diferencias significativas
entre ambas cervezas en los niveles de los atributos afrutado y papel, como se muestra en los
diagramas de perfil descriptivo (Figura 7.8 - 7.11). Inicialmente, las cervezas recién obtenidas (to)
con los tratamientos UHPH - MPa presentaron, en gusto, niveles de notas afrutadas mds
elevados que las cervezas recién pasteurizadas térmicamente, mientras que, en aroma, no se
observaron diferencias significativas entre ambas cervezas (Figura 7.8). Al cabo de 1 mes de
envejecimiento acelerado (t;), ya no se observaron diferencias en los niveles de notas afrutadas,
sino que los degustadores percibieron notas de papel y de rancio de menor intensidad en cervezas
tratadas con UHPH que en cervezas pasteurizadas térmicamente (Figura 7.9). Cabe mencionar
que los niveles de rancio fueron muy ligeramente percibidos en ambas cervezas, pues obtuvieron
puntuaciones muy bajas (< 1/9), a diferencia de las notas de papel, que fueron mds intensas. Las
notas de papel son un buen indicativo del estado de envejecimiento de las cervezas (Rodrigues &
Almeida, 2008; Vanderhaegen et al., 2006a), evidenciando que las tratadas con UHPH estaban
menos envejecidas que las pasteurizadas térmicamente. En cambio, las cervezas pasteurizadas
térmicamente presentaron una mayor persistencia que las cervezas tratadas con UHPH. Por
ultimo, a tiempos de envejecimiento acelerado mds avanzados, después de 2 y 3 meses de
evolucién (to, t3), no se observaron diferencias significativas entre ambas cervezas en ninguno de

los atributos evaluados (Figuras 7.10 'y 7.11).

Por otro lado, en la Tabla 7.3 se observa que el tiempo de evolucidn tuvo efecto sobre el gusto y
aroma de ambas cervezas, tratadas con UHPH _ y pasteurizadas térmicamente,
afectando principalmente a la intensidad de notas a vino (acéticas), amargas y afrutadas
(esterificadas). Como se observa en las Figuras 7.12 y 7.13, el andlisis LSD también reflejo estos
resultados, pues ambas cervezas mostraron una disminucion significativa del amargor y de las
notas afrutadas, asf como un ligero aumento del gusto a vino (acético), el cual fue significativo
solamente para cervezas pasteurizadas térmicamente, mientras que en cervezas tratadas con
UHPH se observé solamente una tendencia. Ademads, también se demostré que algunos atributos
no evolucionaron igual en ambas cervezas (Figuras 7.12 y 7.13). En las cervezas pasteurizadas
térmicamente, el gusto y aromas de ldpulo disminuyeron significativamente mientras que el
aroma a papel aument6 durante el primer mes de envejecimiento acelerado (t), atributo tipico en
cervezas envejecidas. Por el contrario, las cervezas tratadas con tratamientos UHPH a [JJ§ MPa
perdieron persistencia durante el primer mes de envejecimiento acelerado (t;) asi como aroma
dulce durante todo el envejecimiento (to - t3). En la mayoria de los casos, el avance de este
comportamiento no fue significativo después de dos y tres meses de envejecimiento acelerado (t
y t3,), probablemente debido al avanzado estado de envejecimiento de las cervezas, que dificulta
su puntuacion. De hecho, los degustadores dejaron comentarios en referencia al elevado deterioro

de las cervezas después de 2 y 3 meses de envejecimiento.
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Asi pues, la evolucion de los atributos destaca mayormente después de 1 mes de evolucién (t1)
(Figuras 7.12 y 7.13), observandose principalmente diferencias significativas en los atributos

persistencia, papel y rancio entre ambas cervezas (Figura 7.9).
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Tabla 7.3. Efecto del tipo de tratamiento aplicado (pasteurizacion térmica, homogenizacion
a ultra alta presion - MPa) y del tiempo de envejecimiento acelerado (0 — 3 meses) sobre

los atributos sensoriales gustativos y aromdticos evaluados en las cervezas obtenidas.

Efecto de los factores (valor p)
Atributos sensoriales

Tratamiento Tiempo Tratamiento*Tiempo
Gusto
Afrutado (esterificado) 0,874 0,256 0,232
Lipulo 0,841 0,108 0,665
DMS 0,766 0,085 0,629
Cereal 0,958 0,822 0917
Malta 0,584 0,125 0,996
Caramelo 0413 0,997 0,981
Quemado 0,118 0471 0471
Otros azufrados 0,987 0,460 0,719
Acetaldehido 0,846 0,278 0,748
Vino (acético) 0,733 0,036 0,344
Rancio 0,164 0,076 0,199
Metalico 0,827 0,502 0,385
Papel 0,658 0913 0,464
Dulce 0,409 0,262 0,498
Amargo 0,930 0,021* 0,929
Agrio 0,732 0,440 0,514
Astringente 0,833 0,284 0,944
Cuerpo 0,326 0,289 0,667
Persistencia 0,078 0,504 0,049
Aroma
Afrutado (esterificado) 0,268 0,004 0,341
Lipulo 0,813 0,364 0,445
DMS 0,732 0,989 0,970
Cereal 0,715 0,885 0,509
Malta 0,163 0,080 0,776
Caramelo 0,535 0415 0,704
Quemado 0,951 0,111 1,000
Otros azufrados 0,964 0,803 0,662
Acetaldehido 0,650 0,191 0,544
Vino (acético) 0,891 0,402 0,276
Rancio 0,257 0,299 0,042*
Metilico 0,566 0,456 0,630
Papel 0431 0,252 0,180
Dulce 0,901 0,157 0,189

** Efecto significativo (valor p < 0,05)

sk

Efecto significativo (valor p <0,01)
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Figura 7.8. Perfil sensorial descriptivo del a) aroma y b) gusto de las cervezas pasteurizadas

térmicamente a 15 UP (PT) y de las cervezas tratadas con homogenizacion a ultra alta presion

a | 1ccicn obtenidas (t)). Los valores representan las medias de las

puntuaciones. Letras diferentes en un mismo eje (atributo) indican diferencias significativas

entre las medias con un nivel de confianza del 95% (prueba LSD).
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Figura 7.9. Perfil sensorial descriptivo del a) aroma y b) gusto de las cervezas pasteurizadas

térmicamente a 15 UP (PT) y de las cervezas tratadas con homogenizacién a ultra alta presion
_) después de 1 mes de envejecimiento acelerado a 35 °C (t1). Los valores

representan las medias de las puntuaciones. Letras diferentes en un mismo eje (atributo)

indican diferencias significativas entre las medias con un nivel de confianza del 95% (prueba

LSD).

150



a) Aroma b) Gusto

PT PT
Afrutado
Afrutado, ificad N
esterificada —— UHPH ) ) esterificado ) UHPH
5.0 Persistencia 50 Lipulo
Dules Lipule
40 GCuero 40 DM
AN
\
Papsl AN OMS >
/Z'U L Astringente ______‘ﬁ-a/\ Cereal

1 \ |
20 | 20
Metslico Ny Cereal Agrio \ ) Matta
—\ Y//
il
; 0o
g Amargo ”"f/f /‘\

- Caramelo
Rancio Mals "'..
o
Dulce Quemado
ino, acético Caramsha
Fapel Otroz szufrados
Acetsidehido ‘Quemado . X
Metalico Acetaldehido
Qtras azufradas Rancic Ving, acético

Figura 7.10. Perfil sensorial descriptivo del a) aroma y b) gusto de las cervezas pasteurizadas
térmicamente a 15 UP (PT) y de las cervezas tratadas con homogenizacion a ultra alta presion
_) después de 2 meses de envejecimiento acelerado a 35 °C (t2). Los valores
representan las medias de las puntuaciones. Letras diferentes en un mismo eje (atributo)

indican diferencias significativas entre las medias con un nivel de confianza del 95% (prueba

LSD).
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Figura 7.11. Perfil sensorial descriptivo del a) aroma y b) gusto de las cervezas pasteurizadas
térmicamente a 15 UP (PT) y de las cervezas tratadas con homogenizacién a ultra alta presion
_) después de 3 mes de envejecimiento acelerado a 35 °C (t3). Los valores
representan las medias de las puntuaciones. Letras diferentes en un mismo eje (atributo)

indican diferencias significativas entre las medias con un nivel de confianza del 95% (prueba
LSD).
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Figura 7.12. Perfil sensorial descriptivo del a) aroma y b) gusto de las cervezas tratadas con

homogenizacién a ultra alta presién a ||| | f | D rccién obtenidas (t0) y durante 3

meses de envejecimiento acelerado a 35 °C (ti, t2 y t3). Los valores representan las medias de

las puntuaciones. Letras diferentes en un mismo eje (atributo) indican diferencias

significativas entre las medias con un nivel de confianza del 95% (prueba LSD).
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Figura 7.13. Perfil sensorial descriptivo del a) aroma y b) gusto de las cervezas pasteurizadas

térmicamente a 15 UP recién obtenidas (to) y durante 3 meses de envejecimiento acelerado a

35 °C (t1, t2 y t3). Los valores representan las medias de las puntuaciones. Letras diferentes

en un mismo eje (atributo) indican diferencias significativas entre las medias con un nivel de

confianza del 95% (prueba LSD).
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7.2. Conclusiones

Inicialmente, el panel de degustadores entrenados detectd diferencias significativas entre cervezas
recién tratadas con UHPH (JJl]) y cervezas pasteurizadas térmicamente (15 UP), mediante
pruebas de degustacion triangulares. En pruebas de degustacion de perfil descriptivo se demostro
que las cervezas recién obtenidas con los tratamientos UHPH (i) presentaron, en gusto,
niveles de notas afrutadas mds elevados que las cervezas recién pasteurizadas térmicamente,
mientras que, en aroma, no se observaron diferencias significativas entre ambas cervezas. No
obstante, estos resultados no se observaron a nivel analitico. El tipo de tratamiento no afectd a la
percepcidn sensorial de compuestos indicadores de envejecimiento, ésteres, alcoholes superiores

y acetaldehido.

Después de un mes de envejecimiento acelerado, los degustadores no pudieron distinguir entre
ambas cervezas mediante pruebas de degustacion triangulares. En cambio, en las degustaciones
de perfil descriptivo, se observd que algunos atributos evolucionaron de forma diferente. En las
cervezas pasteurizadas térmicamente, el gusto y el aroma a Ildpulo disminuyeron
significativamente mientras que el aroma a papel aumentd. Por el contrario, las cervezas tratadas
con UHPH -), perdieron persistencia y aroma dulce. Entre estos atributos, la persistencia
fue significativamente mayor en cervezas pasteurizadas térmicamente que en cervezas tratadas
con UHPH (-) y las notas de papel fueron significativamente menores en cervezas tratadas
con UHPH () que en cervezas pasteurizadas térmicamente, indicativo de que las cervezas
tratadas con UHPH estaban menos envejecidas que las pasteurizadas térmicamente. Estos
resultados coincidieron con los valores de percepcion sensorial, ya que se observaron niveles de
(E)-2-nonenal significativamente superiores en cervezas pasteurizadas térmicamente que en
cervezas tratadas con UHPH (300 MPa), diferencias que alterarian considerablemente el perfil de

la cerveza y serian identificadas por los degustadores.

A tiempos de envejecimiento acelerado més avanzados, después de 2 y 3 meses de evolucion, los
degustadores no volvieron a diferenciar entre cervezas pasteurizadas térmicamente y cervezas
tratadas con UHPH (D en pruebas de degustacion triangulares. Asimismo, no se
observaron diferencias significativas entre ambas cervezas en ninguno de los atributos evaluados
en las degustaciones de perfil descriptivo. A nivel analitico, tampoco se obtuvieron diferencias
significativas entre los niveles de percepcién sensorial de compuestos indicadores de
envejecimiento, ésteres, alcoholes superiores y acetaldehido de ambas cervezas, probablemente
debido a su avanzado estado de envejecimiento. El ACP realizado tampoco permitié diferenciar

entre las diferentes cervezas obtenidas.
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Capitulo 8. Conclusiones
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En base a los resultados expuestos, las conclusiones generales de la presente tesis son:

1.

La aplicacion de la tecnologia de homogenizacion a ultra alta presién (UHPH) es viable

técnicamente para el tratamiento de cerveza carbonatada

La aplicacidon de los tratamientos UHPH a - MPa (Te -) resultaron eficaces para

la inactivacion de los microorganismos tipicos en cerveza.

En base a los pardmetros de calidad fisicoquimicos (capacidad de retencién de espuma,
turbidez coloidal, color y compuestos amargos) y oxidativos (potencial oxidativo, potencial

antioxidante endégeno y anhidro sulfuroso) mas importantes en cerveza:

3.1. Los tratamientos UHPH a - MPa no presentaron diferencias significativas en

comparacion con la pasteurizacién térmica convencional (15 UP).

3.2. Los tratamientos UHPH a [l MPa afectaron negativamente a los compuestos
amargos, capacidad de retencién de espuma, turbidez coloidal y color. Dicho efecto
observado, tendi6 a incrementar con el aumento de la presion aplicada en el tratamiento

UHPH (excepto en el caso del color).

3.3. Las cervezas tratadas con UHPH - MPa presentaron una mejor estabilidad oxidativa

que las demds cervezas analizadas.

En base a los pardmetros de calidad sensoriales (andlisis del contenido y percepcion sensorial
de compuestos indicadores de envejecimiento y compuestos de perfil voltil, y degustaciones

sensoriales) mas importantes en cerveza:

4.1. Las cervezas tratadas con UHPH - MPa) presentaron un gusto afrutado mayor que
las cervezas pasteurizadas térmicamente (15 UP). Sin embargo, estos resultados no se
observaron a nivel analitico, pues el tipo de tratamiento no afecté a la percepcién
sensorial de los compuestos indicadores de envejecimiento, ésteres, alcoholes superiores

y acetaldehido analizados.

4.2. Después de un mes de envejecimiento acelerado, las cervezas pasteurizadas
térmicamente (15 UP) presentaron notas de sabor a papel y una persistencia mayores que
las cervezas tratadas con UHPH (- MPa). Estos resultados coincidieron con los
resultados analiticos, ya que las cervezas pasteurizadas térmicamente presentaron
concentraciones de compuestos indicadores de dafio térmico (furfural y y-nonalactona)
y valores de percepcidn sensorial de (E)-2-nonenal significativamente superiores que las
cervezas tratadas con UHPH (- MPa), indicativo de que las tratadas con UHPH

estaban menos envejecidas que las pasteurizadas térmicamente.
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5. Todas las cervezas envejecidas durante 2 y 3 meses a condiciones aceleradas (35 °C) se
presentaron un estado de envejecimiento muy avanzado, afectando seriamente a sus

propiedades fisicoquimicas, oxidativas y sensoriales.
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Tabla A.l1. Recopilacion de umbrales sensoriales (US), concentraciones tipicas, umbral sensorial seleccionado para la presente tesis y descriptores
sensoriales de los compuestos indicadores de envejecimiento y compuestos del perfil volatil en cerveza, segun la base de datos de la Amercian Society of

Brewing Chemists (ASBC).

Conc. Conc. Conc. Umbral sensorial reportado Umbral
Compuesto Min. Max. Promedio (mg/1) sensorial Descriptor sensorial
(mg/1) (mg/1) (mg/1) 1 2 3 seleccionado
Indicadores de
envejecimiento
Furfural 0,01 1.8 0,93 15 25 150 . Caramel, pan, grano, carne cocida
5-metilfurfural 0,007 0,035 0,02 1,2 14 17 . Almendra mazapdn, picante, dulce, caramel, vainilla, quemado
Nicotinato de etilo ND ND 1,5 6 ND ND I Medicina, tincidn, disolvente, anfs, grano, uva
y-nonalactona 0,02 0,5 0,3 0,03 ND ND - Rancio, coco, vainilla, cola, afrutado
2-metilbutanal 0,001 30 15 0,045 1,25 ND - Césped, afrutado, queso, agrio/medicinal, almendra, malta
3-metilbutanal 0,002 0,3 0,15 0,06 0,6 ND - Malta, cereza, almendra, chocolate, manzana, queso, pldtano verde
Benzaldehido 0,0008 0,025 0,013 0,5 0,6 2 . Almendra amarga, cereza
Fenilacetaldehido 0,005 5 2.5 0,018 0,1 1,6 - Floral (jacinto, rosas, lilas), miel, dulce, aldehido
(E)-2-nonenal 0,00001 0,002 0,001 0,00003 0,0001 ND - Papel, cartén, oxidado, lino, pepino, cera
2-acetilfurano ND ND ND 80 0,5 ND . Almendra, goma, quemado, nuez
Succinato de dietilo ND ND ND ND ND ND - ND
Etilfenilacetato 0,05 2 1 0,2 3,8 NIF . Rosas, miel, manzana, dulce, floral
2-propionilfurano ND ND ND ND ND ND - ND

(continuacidn)
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Tabla. A.1. Continuacion

Conc. Conc. Conc. Umbral sensorial reportado Umbral
Compuesto Min. Max. Promedio (mg/1) sensorial Descriptor sensorial
(mg/1) (mg/1) (mg/1) 1 2 3 seleccionado
Perfil volatil
Esteres
Acetato etilo 5 50 28 20 21 25 . Disolvente, afrutado, dulce, esterificado
Propionato etilo ND ND ND ND ND ND [ | ND
Acetato isobutilo 0,01 0,8 04 0,5 1,6 ND . Platano, dulce, afrutado
Butirato etilo 0,004 04 0,2 04 ND ND . Papaya, mantequilla, dulce, manzana, perfume, afrutado
Acetato de isoamilo 0,3 8 42 0,5 0,6 0,7 . Afrutado, platano, pera, disolvente, esterificado, manzana, dulce
Caproato etilo 0,008 1,5 0,75 0,17 0,2 0,25 - Manzana amarga, anisado, afrutado, dulce, esterificado, disolvente
Caprilato etilo 0,04 1,5 0,77 0,3 0,6 0,9 . Manzana, dulce, afrutado, manzana amarga
Caprato de etilo 0,1 4 2,1 5 10 ND I Caprilico
Ac. de B-feniletanol 0,05 2 1 0,2 3.8 ND . Rosas, miel, manzana, dulce, floral
Alcoholes superiores
Isobutanol 4 60 32 80 160 100 . Alcohol, malta, disolvente
Isoamilico 5,6 140 73 0,06 40 50 . Alcohol, platano, dulce, malta, vino, pungente
B-Feniletanol 23 100 512 0,04 25 40 . Alcohol, floral, miel, rosas, dulce
Acetaldehido 1,2 37 19 1,1 10 25 . Manzana verde, piel de manzana, pintura, hierba, hojas verdes
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