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BIOTRANSFORMACION

X Definicién: la transformacion de un compuesto (en este caso
presente en el mosto) iniciada por un microorganismo

X Dos clases de biotransformacion que nos importan:

o La modificacion de un compuesto aromatico en otro aromatico
(por ejemplo, la conversion de geraniol en citronelol)

o La hidrélisis (ruptura) o liberacién de un compuesto, de los
cuales al menos uno de los compuestos resultantes es
aromatico
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HE BIRRATECNIA

MONOTERPENOIDES: ¢QUE SON?

X Monoterpenos modificados con un grupo oxigenado (alcohol) o con
un grupo metilico faltante.

LiNALOOL NEROL GERANIOL o~ TERPINEOL B—~CITRONELLOL
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BIOTRANSFORMACION DE MONOTERPENOS

X (King & Dickinson, 2003)

geraniol citronellol
X _-CH,OH
CH,OH

concentation ug m!

terpin hydrate

erol linalool a-terpineol OH
b |
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BIOTRANSFORMACION DE MONOTERPENOS: MOMENTOS DE

ApIcION

X (Takoi et al., 2014)

©)

O

El contenido de geraniol en la cerveza
puede ser aumentado realizando la
adicion post etapa de crecimiento de
la levadura

El contenido de B-citronellol
(generado por biotransformacién) no
depende del momento de adicion y
sigue sucediendo incluso en el
almacenaje

Linalool se mantiene estable .

wort F. 3days

—O—Timing 1

F. end S. 1lweek beer

—0-Timing 2 —A—Timing 3
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RESUMEN — BIOTRANSFORMACION DE MONOTERPENOIDES:
MITOS & REALIDADES

X Labiotransformacion de monoterpenoides se produce durante la fermentacion
por la levadura (King & Dickinson, 2003)

X La biotransformacion de monoterpenoides no ocurre sobre todos los
terpenoides; por ejemplo si el geraniol/nerol/linalool pero no otros.. (King &
Dickinson, 2003)

X Levaduras aley lager pueden realizar la biotransformacion pero las
transformaciones que realizan son diferentes (King & Dickinson, 2003)

X Los momentos de adicion tienen un impacto sobre la cerveza pero no lo que
comOnmente se dice.. (Takoi et al, 2014).

X No hay en la bibliografia informacion sobre las cepas y sus capacidades de
biotransformacion de terpenoides; sélo experiencias

9
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GLucAsIDOS: ¢QUE SON? Y COMO SE BIOTRANSFORMAN

X  Glucésido es una molécula (ni volatil ni aromatica) dénde un azicar esté unida a otro
grupo funcional llamado aglicona a través de un enlace glicosidico (plantas lo
generan para guardar y transportar energio)

GLUCOSIDO LINALYL

X En el caso de biotransformacion de compuestos del lGpulo, la aglicona se trata de un

compuesto aromatico, que puede ser liberado del azdcar por accion de una enzima.
(0]
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KOLLMANNSBERGER, BIENDL, & Nitz, 2006

Enzymatic hydrolysis Addition of Without
B-Glucosidase, pH 5, 24 h, 40 °C enzyme enzyme

3(Z)-Hexenol 9 0
[-Octen-3-ol 484 0
[.5-Octadien-3-ol 39
Linalool 9
o -Terpineol 17
8-Hydroxy-linalool | 6
8-Hydroxy-linalool I1 32
Benzylalcohol 82
3-Hydroxy-7,8-dihydro-f-ionol 10




AN
_\é » Bl RCN IA

NCIA & TECNICA CERV

cMiTO 0 REALIDAD?

X (Sharp, Steensels, & Shellhammer, 2017): registran la liberacién,
durante la fermentacion, de una aglicona a partir de un glicosido
“artificial” agregado:

Hydrolysis of octyl-glucopyranoside

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Hours

-o—-ale(low) =-e-Enzyme =-e=control -m-ale(high)

12
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ANALITICO: EXPERIMENTO DE KIRKPATRICK (NEW BELGIUM)

X No observan un cambio significativo medible mediante SPME-GCMS

13
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SENSORIAL: EXPERIMENTO DE KIRKPATRICK (NEW BELGIUM)

X Sensorial les da mas significativo: ; tioles? ; sinergia?

14
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RESUMEN — BIOTRANSFORMACION DE GLUCOSIDOS:
MiTOS & REALIDADES

X Labiotransformacion de Glucosidos libera compuestos con impacto aromatico
(Kollmannsberger, Biend|, & Nitz, 2006)

X Labiotransformacion de Glucésidos por las levaduras o mediante enzimas es un
realidad: (Sharp, Steensels, & Shellhammer, 2017)

X De querer liberar glucésidos con impacto significativo es necesario el uso de
enzimas exogenas (Sharp, Steensels, & Shellhammer, 2017)

X  Labiotransformacion usando ldpulos no produjo cambios significativos en las
concentraciones de compuestos aromaticos pero si a nivel sensorial:
Experimento de Kirkpatrick (2016)

X La biotransformacion de Glucosidos no se produce con extractos de CO2
(Kollmannsberger, Biendl, & Nitz, 2006)

15
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¢QUE SON LOS TIOLES?

Organosulfidos, andlogo sulfuro (en lugar de oxigeno) de los alcoholes. Son
Compuestos volatiles de alto impacto aromatico R S

H

En el vino ya se hablaba del impacto de los tioles desde mediados de los ‘90

Presentes en plantas, frutas, y comidas

o (Darriet et al,, 1995) = tioles en Sauvignon Blanc
o (Jan H. Swiegers et al., 2007) = levadura GMO para “liberar tioles”

16
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4MMP (4-Mercapto-4-metil-2-pentanona): boj / grosella negra &
(cassis) / orina de gato

3MH (3-mercaptohexan-1-ol): maracuyd
3MHA (acetato de 3-mercaptohexilo): boj / cassis / maracuyé

Umbrales de percepcion bajisimos (Swiegers & Pretorius, 2007):
o 4MMP:0.0008 ppb
o 3MH: 0.06 ppb
o 3MHA:0.004 ppb
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¢QUE IMPACTO TIENEN?

X Impacto sobre el perfil varietal de un |Gpulo:

o Ejemplo de Nelson Sauvin: (Takoi et al., 2009b) determinan que
un tiol (3M4MP) es lo que caracteriza organolépticamente a
esta variedad

X Sinergia con otros compuestos aromaticos:

o Efecto aditivo con linalool y geraniol en dosis por debajo del
umbral de percepcién del tiol 4MSP (Takoi et al., 2016)

18
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PRECURSORES DE LOS TIOLES

X Precursores son ho-aromaticos (retienen al tiol)
X Precursores de tioles identificados en cerveza:

o Lupulo: (Gros et al,, 2012) y (Roland et al., 2016)
o Malta: (Dagan et al., 2016) N\

X Dos clases:
O  Conjugado de S-cisteina = liberados mediante B-liasa (prefijo Cys al nombre del tiol)
O  Conjugados de glutation (prefijo G al nombre del tiol)
B son pro-precursores = proteina que “contiene” al precursor

B convertidos en precursores Cys mediante la accion de dos enzimas
(y-glutamil-transpeptidasa y carboxipeptidasa)
19



LIBERACION POR LA LEVADURA

GSH-4MMP |

Cys-4dMMP |

GSH-3MH |

%}opn
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©‘ GSH-4MMP
> \ GSH-3MH

Cys-3MH |

»
ReMp | GSH-4MMP

Jecm3s |
_—~Cys-3MH _“crc  /
oy /

Cys-3MH

(Belda et al., 2017)
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¢QUE SABEMOS DE LAS CEPAS DE LEVADURAS Y LOS TIOLES?
WLPOO1 vs. WLP029 (CA: Cascade & HHA: Hallertaver Mittelfrih)

[y
o

3MH (ng/L)

4MMP (ng/L)

9
8
y
6
5
4
3
2
1
0

WLPOO1 CRTL WLP029 CTRL WLPOO1+CA  WLP029+CA  WLPOO1+HHA WLPO29+HHA WLPOOLCRTL WLPO20 CTRL. WLPOOI+CA  WLPG29HCA WLPOOL+HHA WLPO2O+HHA

(DH @ 4 mL oil/hL) (Mafsche;’r al., 2018)
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RESUMEN — BIOTRANSFORMACION DE TIOLES:
MITOS & REALIDADES

X Labiotransformacién/liberacion de Tioles es una realidad y los precursores
provienen del IGpulo (Gros et al., 2012) & (Roland et al,, 2016) y la malta (Dagan et
al., 2016)

X La biotransformacion de Tioles ocurre por una enzima producida por algunas
cepas de levaduras y otros microorganismos (Belda et al., 2017) y (Matsche et all,,
2018); no todas las cepas exhiben la misma actividad (Michel et al., 2019)

X La biotransformacion de Tioles libera compuestos aromaticos de baja umbral
de percepcion (Swiegers & Pretorius, 2007) y que tienen sinergia con otros
componentes aromaticos del lGpulo (Takoi et al., 2016)

22
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(Roland et al.,, 2017) propone la
medida de “potencia de tioles”, 4 —
que pondera la concentracion de
tioles (libres o precursores) con
respecto al umbral de percepcion.
En base a la relacion entre la
potencia de tioles libres y
precursores recomienda su uso:

23
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¢COMO NOS APROVECHAMOS?

X  Whirlpool =

o pérdida de 4MMP

o liberacion de precursores 3MH
X DH enfermentacion =

o liberacion mediante B-liasa de la levadura

o Transferencia (4MMP) en 1a 2 dias de DH (Reglitz et al., 2018)
X Busqueda de cepas de levadura con:

o altaactividad de B-liasa

o alta capacidad de conversion de 3MH en 3MHA
24
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ENzIMAS

Endozym Thiol: es un preparado enzimatico pectolitico liquido
de actividad secundaria especifica, que favorece la hidrdlisis
de los precursores aromaticos tidlicos de la uva.

Endozym B-Split: Endozym B-Split es una enzima pectolitica
liquida de elevada actividad B-glucosidasica capaz de
aumentar de manera considerable la intensidad aromatica en
los vinos.

26
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BIRRATECNIA
DISENO EXPERIMENTAL
Elaboracion de Mosto .
7 [ (cerveza de linea) ] I Muestra control/testigo: Proceso
7 X — estandar de produccion
oy \ + 4

Muestra con adicion de la enzima
R-glucosidasa (preparado comercial
de AEB)

[ Elaboracion de Mosto ]
%i (cerveza de linea) Muestra con adicion de la enzima
5 & | R-liasa (preparado comercial de
U , AEB)
E l [ Elaboracion de Mosto ] I ”
(cerveza de linea) :

N'A
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¢FUNCIONG? ¢COMO SE?: CATA TRIANGULAR

Para determinar si una muestra es diferente del
control se vtiliza una cata triangular

La cata triangular consiste en presentar tres muestras a cada
participante, dos de las cuales son iguales, e ir alternando entre los
catadores si son dos del control o de la muestra tratada

Si el nOmero de catadores es grande, mediante un andlisis
estadistico podemos determinar, con un cierto grado de confianza,
si las dos muestras son o no diferentes

28
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CATA TRIANGULAR PARA ANALIZAR RESULTADOS

iMuchas gracias a los 29 jueces y cerveceros que participaron!

29
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RESULTADOS

Cata Triangular Preferencia

Cata Triangular Tioles Glucésidos (rta correcta)

Normal =10
# Participantes Enzima =4
Sin Preferencia =2

Normal =12
# Rta Correcta Enzima=7
Sin Preferencia =1

¢ Significativo?

(valor p=0.013) (valor p=0.000002)
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REsSULTADOS DE LA CaTta DESCRIPTIVA: AROMA

Variaciones Promedio Aroma vs Muestra Control

H Thiol B-Glucosido

Citrico Resinoso Herbal Terroso / ' Fruta de Bayas ral m:la'do Pasto-Heno Frutas Gato Vegetal
maderoso Traplﬂl Carozo . Verdes (cebolla /
| ajo)




™)

Variaciones Promedio Sabor vs Muestra Control

H Thiol B-Glucosido

2

BIRRATECNIA

S Pisde Gato Vegetal

erroso / de Ias‘ Floral Especiado Pasto-Heno
0s0 ical z0

(cebolla /
ajo)
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TRABATOS FUTUROS

Remediar la limitacion experimental: Utilizar un mismo mosto para
controlar posibles diferencias entre lotes y tiempos de embarrilado

Preparar distintos mostos para compensar el descenso de
densidad causada por la actividad enzimatica = ver si en cuanto a
aroma y sabor a ldpulo hay una diferencia significativa

Entre los catadores que indicaron la muestra correcta para las
muestras tratadas con enzimas, indicaron que habia un cierto
“harsh” en la version con enzimas o “mmenor tomabilidad” o un
amargor mas intenso = ver si se debe a la densidad final mas baja



AN
) BIRR(ﬁCNIA

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

% 4

MAs INFORMACION

X Nuestro podcast: https://anchorfm/birratecnia
X Blog Zythologia (de Leandro): https://zythologia.home.blog

X Bibliografia acadéemica..

34
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¢ Preguntas?

(O)ebirratecnia
birratecnia@gmail.com

35
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