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Introduccion

La cerveza es uno de los productos biotecnol6gicos més antiguos que ha tenido
un gran impacto en aspectos nutricionales, sociales, cientificos y econdmicos. La cerveza
combina cereales malteados, lUpulo y agua para crear un mosto que es fermentado por
levaduras/bacterias autoctonas o, mas tipicamente, por cultivos puros de Saccharomyces.
Segun datos arqueoldgicos, la cerveza puede ser rastreada hacia las primeras sociedades
agricultoras aproximadamente 10.000 afios atras, coincidiendo con la domesticacion de
los cereales. En la actualidad, el consumo de cerveza a nivel mundial se ha incrementado
y la industria cervecera esta mostrando un crecimiento generalizado. Es por esto, que se
investiga el uso de levaduras no-Saccharomyces para la elaboracion de productos nuevos,
con perfiles de flavour (combinacion de aromas, sabores y sensaciones percibidas en
boca) novedosos o propiedades innovadoras y solicitadas por el mercado como ser
cervezas con perfiles sensoriales innovadores, cervezas reducidas en calorias, cervezas
sin alcohol, cervezas funcionales, etc. (Burini et al., 2021; Menoncin & Bonatto, 2019).

El nombre Brettanomyces viene del griego y significa "hongo britanico"”. Niels
Hjelte Claussen de la cerveceria New Carlsberg fue quien mencioné por primera vez este
género en 1904, mientras buscaba una respuesta para las peculiares caracteristicas
encontradas en las English Stock Ales (cervezas inglesas comunes): espuma abundante y
duradera, sustancias acidas y volatiles, entre otras. Su meta fue describir especificamente
a la levadura necesaria para producir estas cervezas. Las mismas tenian una segunda
fermentacion en barril, en el cual habia presencia de estas levaduras de forma natural, o
se adicionaban al mismo; esto es lo que les daba su toque caracteristico a las cervezas
clasicas ales inglesas. El le asignd el nombre Brettanomyces y fue reconocida como
género en los 1920s cuando una levadura similar fue aislada de cervezas Lambicas en
Bélgica (Menoncin & Bonatto, 2019; White, C., & Zainasheff, 2010). En los afios 1950-
1960, las levaduras fueron identificadas como Brettanomyces spp. y fueron
posteriormente aisladas de vino en Francia, Italia y Sudéafrica. Sin embargo, no fue sino
entre los aflos 1980-1990 que esta levadura fue caracterizada por su habilidad para
impartir un aroma caracteristico a los vinos (Menoncin & Bonatto, 2019; Wedral et al.,
2010).

Brettanomyces spp puede ser encontrada en productos tradicionales de vino y
cerveza, usando cultivos autéctonos, y actualmente ha sido aislada de una gran variedad
de productos y lugares como ser: vinos y equipamiento de industria vitivinicola, cerveza
(en particular las lambicas), sidras, fabricas de sidra de manzana, tequila, equipamiento
de industria lactea, kombucha, kefir, té, olivas, cascara de frutas, barriles de madera, etc.
Brettanomyces es encontrada en estos productos debido a su habilidad para sobrevivir por
largos periodos y comenzar su crecimiento en productos estibados o en maduracion
(Basso et al., 2016; Wedral et al., 2010).

Brettanomyces es una levadura semi domesticada que es crucial para la
elaboracion de cervezas lambicas y esta ganando cada vez mas la atencion de la industria
cervecera. Presenta similitudes con Saccharomyces, como ser efecto crabtree positivo (la
respiracion se ve inhibida por la presencia de glucosa, posibilitando la fermentacién en
condiciones aerobias), sintesis de etanol y tolerancia a ambientes hostiles (Basso et al.,
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2016; Recherches, 1966; Steensels & Verstrepen, 2014). Adicionalmente, Brettanomyces
presenta actividades enzimaticas B-glucosidasa y esterasa, asi como la habilidad de
fermentar dextrinas y romper la celobiosa de las barricas de madera (Menoncin &
Bonatto, 2019; Serra Colomer et al., 2019). Por otra parte, son conocidos sus efectos
positivos a los flavours, aromas y atenuacion en estilos de cervezas belgas como ser las
lambicas y la gueuze, a las cuales le otorgan su sabor particular. Aplicadas de forma
correcta pueden contribuir con flavours exéticos como ser pifia, mango, pera, uva por lo
que hoy en dia son muy utilizadas en la elaboracion de cervezas artesanales. Con el
crecimiento de la cerveceria artesanal, de la mano con descubrimientos cientificos, se han
ampliado las aplicaciones de Brettanomyces para generar nuevos sabores en estilos de
cerveza aun no explorados. Las practicas de produccion de cerveza modernas como ser
las précticas higiénicas, sanitizacion, niveles altos de dioxido de carbono y contenidos
bajos de nitrdgeno, han hecho que la presencia de Brettanomyces como contaminacion y
no como parte del proceso sea muy poco frecuente, por lo que su uso estad méas controlado
(Basso et al., 2016; Gibson et al., 2017; Menoncin & Bonatto, 2019; Serra Colomer et al.,
2019).

En la industria del vino, Brettanomyces spp. es una levadura autdctona
contaminante que puede crecer durante la fermentacién y fundamentalmente durante la
crianza, impactando en su sabor y aroma. Las caracteristicas de flavour son en general
descritas como fendlicas/medicinales, especiada, clavo de olor, tierra, establo y caballo.
La aceptabilidad de los flavours inducidos por Brettanomyces depende de su intensidad,
preferencias personales y expectativas del consumidor. Las levaduras han sido aisladas
de uvas, barriles y equipamiento de la industria vitivinicola. EI impacto de estas levaduras
se da en vinos de todas las regiones productoras importantes del mundo, con defectos
encontrados mayoritariamente en vinos tintos. La prevencién del crecimiento de esta
levadura en vinos requiere atencién a la calidad del fruto y la sanitizacion del
equipamiento, control de los niveles de sulfito y oxigeno y el uso de barriles no
contaminados. Se requiere mayor conocimiento en como los metabolitos aportados por
Brettanomyces contribuyen al perfil sensorial del vino, para evaluar su impacto en la
aceptabilidad del consumidor. En la actualidad, el deterioro por Brettanomyces en vinos
ocurre principalmente en aquellos vinos fermentados o afiejados en barriles de roble, dado
que la levadura tiene una velocidad de crecimiento lenta por lo que necesita tiempo para
liberar flavours al producto final (Wedral et al., 2010).
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Objetivos

Objetivo General

Realizar el desarrollo tedrico de un producto innovador utilizando levaduras del género
Dekkera/Brettanomyces, que puedan tener un impacto en la mejora sensorial de la
industria nacional de cerveza artesanal.

Objetivos Especificos

e Recopilacién bibliografica de la utilizacion de estas levaduras en cultivos puros y
mixtos.

e Comparacion taxonomica entre distintas especies de levaduras del género
Dekkera/Brettanomyces.

e Anadlisis tedrico de la capacidad fermentativa de estas levaduras en cervezas.

e Andlisis tedrico de los compuestos aromaticos producidos por estas levaduras en
cervezas y su impacto sensorial.

e Realizar estudio de mercado, mediante encuestas de opinion sobre la
incorporacion de nuevos estilos cerveceros al portafolio de productos actualmente
existentes.

e Desarrollar un producto innovador que aporte al mercado local.

e Realizar la descripcion teorica del producto final a obtener, desde el punto de vista
de su perfil aromatico y sensorial.

e En funcion del objetivo especifico anterior, concluir en la definicion de uno o dos
estilos cerveceros a disefiar.

Materiales y métodos

A continuacion, se describen los materiales y métodos utilizados para el cumplimento
de los objetivos especificos del trabajo de tesis.

Recopilacidon bibliogréafica: Analisis y comparacion de informacion. Se analizé
informacion para realizar una comparacién taxonémica entre distintas especies de
Dekkera/Brettanomyces, realizando la comparacion en cuanto a morfologia microscopica
y macroscoépica reportada, forma de reproduccidn, propiedades bioquimicas reportadas y
principalmente por la produccién de compuestos volatiles.

Estudio de mercado: Para esta etapa, se tomd como antecedente los trabajos de
encuesta online realizados en el marco de una tesis de Maestria en Biotecnologia (aun en
ejecucion), realizada por una estudiante de posgrado de la tutora de la presente propuesta
(Schinca et al., 2019).

Para el estudio de mercado se realiz6 una encuesta de consumo (tabla 1). La misma se
creo en la plataforma Formularios de Google y consistio en preguntas de multiple opcién
(MO), preguntas dicotdmicas (D) y preguntas de respuesta abierta en formato texto libre



Tesis de grado - Licenciatura en Quimica Sebastian Moreira Rodriguez

(A). Como informacién demografica se considero relevante consultar solamente por la
edad, para de esta forma evaluar el rango etario objetivo del desarrollo de producto.

Edad

¢ Consumis cervezas artesanales? (D)

¢En qué situaciones consumis cerveza artesanal? (A)

¢Con que frecuencia consumis cervezas artesanales? (Mo)

¢Qué estilos de cerveza son los que mas consumis? (Maximo 3 opciones) (MO)
¢Conoces las cervezas lambicas? (D)

¢Cudl es la caracteristica que més te atrae o atraeria al momento de consumir cervezas
lambicas? (mo)

Respecto a sabor y aroma de las cervezas lambicas ¢qué notas te parecen/parecerian
deseables? (Podés elegir mas de una opcién) (Mo)

¢Conocés alguna cerveza lambica uruguaya? (D)

¢Comprarias una cerveza lambica nacional? (mo)

¢En qué situacion/ocasion elegirias consumir esté estilo de cerveza? (a)

¢En qué estacion del afio sentis que preferirias consumir este tipo de cervezas? (Mo)
Tabla 1. Lista de preguntas realizadas en la encuesta a consumidores

La encuesta estuvo abierta por un periodo de 3 semanas y se recabaron 252 respuestas.
Luego de la pregunta “;Conocés las cervezas lambicas?” se pasaba a la segunda parte del
formulario, donde habia un breve texto enunciando “Las cervezas lambicas son cervezas
elaboradas por fermentacion con levaduras no tradicionales (Brettanomyces). ” La idea
de este breve texto era poner a la persona encuestada en contexto para responder el
siguiente set de preguntas, teniendo asi informacion para establecer sus espectativas del
producto.

Analisis de datos resultantes de la encuesta

Se procedié al analisis de resultados estudiando primero la pregunta de carécter
demografico (edad) y luego separando entre respuestas de andlisis cuantitativo y
cualitativo.

Para el analisis de datos cuantitativo se utiliz principalmente porcentajes, segregando
por rangos etareos. A su vez se realizaron cruzamientos entre preguntas para obtener
informacion mas exhaustiva.

Para el andlisis cualitativo se utiliz6 el analisis de contenido segun Krippendorff, 2004.
Como primer paso se procedio al depurado de los datos. Se ajustaron las respuestas segun
palabras clave que aparecieran en el texto de la respuesta otorgada por la persona
encuestada, para obtener las palabras principales que reflejen el concepto principal de la
respuesta y asi poder realizar el andlisis de datos (por ejemplo, “Casi nunca, pero si tomo
es cuando salgo con amigues alguna noche de salida tranqui” quedaria coémo
“Circunstancial, Salidas, Amigxs, Noche”; “Cada tanto” quedaria como “Ocasional”,
etc.). Esto también facilita unificar errores de sintaxis, faltas de ortografia y respuestas
incoherentes o mal formuladas.

Luego para el analisis de los datos, se procedié a generar clusters o categorias para
agrupar segun el tipo de respuesta (Sensaciones, Personas, Entorno, etc.)
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Desarrollo de producto

Proceso de elaboracion de cerveza
Se procede a realizar una breve descripcion del proceso de elaboracion que se realizaria
de acuerdo con Stewart et al., 2018 (figura 1)

Figura 1. Diagrama de proceso de elaboracion de cerveza.

o Molienda

@ Envasado
-

Lavado
del Grano
o Whirlpool
@ Enfriamicnto

e Macerado 0 Hervido 0 Fermentado

1. Molienda: Se muele la cebada malteada para romper su cascara y liberar las
enzimas que degradaran al almiddn a azucares fermentables.

2. Macerado: El grano ya molido se mezcla con agua previamente calentada en una
olla de doble fondo. Este es el momento en el que el almidon es hidrolizado. Para
que este proceso se lleve de forma 6ptima, se debe mantener una temperatura de
entre 63°C y 68°C por un tiempo determinado (en general 1h).

3. Lavado del grano: Se separa el liquido (mosto) del grano mediante una bomba
que recircula el mosto y luego lo pasa a la olla de hervor. A medida que el mosto
va saliendo del macerador, se incorpora agua a 73°C - 74°C a fin de terminar de
desprender los azUcares, cortar el proceso enzimatico y dejar al mosto en la
densidad deseada.

4. Hervido: Durante 60 0 90 min el mosto debe hervir vigorosamente. Es distintas
etapas del hervor se incorpora el lupulo (una o0 mas variedades) que se encarga de
otorgar sabor, olor y amargor a la cerveza.

5. Whirpool: Se genera un torbellino en el centro de la olla a efectos de mezclar
bien el l1Gpulo y generar la decantacion de este y otros sélidos que puedan estar en
suspension.

6. Enfriamiento: EI enfriamiento tiene que ser rapido a efectos de evitar la
contaminacion del mosto. Se hace con un serpentin por el cual corre agua fria que
se coloca en la olla de hervido (o por sistema contracorriente). A nivel industrial
se utiliza un intercambiador de calor por el cual pasa un refrigerante.
El mosto debe llegar a los 20°C en menos de 1h.

7. Fermentacion: Una vez enfriado el mosto, se coloca en un fermentador, en el
que se incorporard la levadura que sera la encargada de metabolizar los azlcares
para generar didxido de carbono y alcohol, ademas de generar aromas. Se dejara
fermentar durante una semana o0 mas entre 15°C y 23°C para levaduras Ale y
alrededor de los 12°C para levaduras Lager. La idea es llegar a una concentracion
de azucares tal que asegure el nivel alcohdlico y cuerpo buscados.

8. Madurado: Una vez que la levadura flocula (hacia la superficie en cervezas Ale
y hacia el fondo en levaduras Lager), se traspasa el liquido a otro tanque (o0
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recipiente) para permanecer alli de 10 dias a 6 meses (dependiendo del estilo) para
madurar, de modo que se unifiquen todos los sabores y ocurra la carbonatacion.
9. Filtrado: Una vez obtenida la cerveza madurada se puede proceder a su filtrado,
a fin de evitar el pasaje de levaduras u otros solidos en suspension que puedan
haber quedado.
10. Envasado: Luego de tener la cerveza filtrada se procede a su envasado en botellas
de vidrio.

Utilizando como insumo los puntos anteriores y el proceso de elaboracion mencionado
previamente, se realizd el disefio de un producto nuevo teniendo como marco de
referencia las guia de estilos del Beer Judge Certification Program (Strong, 2021) y de la
Brewers Association (Swersey et al., 2012).

Evaluacion de estrategia innovadora para elaboracion de un nuevo
estilo cervecero nacional.

Teniendo en cuenta el estilo a disefiar, se procedié a evaluar procedimientos de
elaboracion acordes al producto deseado utilizando un enfoque teorico.
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Resultados y Discusion

Comparacion taxonémica entre distintas especies del género.
Brettanomyces spp. constituye la forma no esporuladas del género Dekkera.

Actualmente el género Brettanomyces incluye seis especies reconocidas dentro de la

forma anamorfa (asexual) y dos especies en su forma teleomorfa (sexual).

Las especies anamorfas son B. bruxellensis (figura 2) — que incluye B. intermedia, B.

lambicus (figura 3) y B. custersii; B. anomalus — que incluye B. claussenii (figura 4), B.

custerianus y B. naardenensis; B. nanus y la novelmente propuesta B. acidodurans.

Las especies teleomorfas son Dekkera bruxellensis y Dekkera anémala.

Brettanomyces y Dekkera son usualmente utilizados como sinénimos (Menoncin &

Bonatto, 2019; Wedral et al., 2010; White, C., & Zainasheff, 2010).

Figura 2. Brettanomyces bruxellensis (WLP650) en agar MYPG (agar con extracto de malta, extracto de
levadura, peptona y glucosa). Casi todas las colonias forman un patron similar al de un ddlar de arena o
galleta de mar en la parte superior del cultivo con una clpula redonda en el centro (Yacobson, 2010)
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Figura 3. B. lambicus (WLP653) colonia Unica en medio WLN creciendo en cultivo mixto con
Saccharomyces sp. (Yacobson, 2010).

Figura 4. Brettanomyces claussenii (WLP645) cultivado en agar MYPG. Colonias blancas normales y
redondas con un aspecto mas bien plano (Yacobson, 2010).

Brettanomyces y su forma teleomorfa Dekkera son principalmente asociadas con
el deterioro del vino. La especie mas asociada a este deterioro es B. bruxellensis, la cual
ha sido aislada de superficies de barriles. Si bien estas especies son utilizadas en algunos
procesos de elaboracion de cerveza, también pueden tener un efecto negativo produciendo
compuestos que son  considerados  "off-flavours”. Este  fendmeno de
Dekkera/Brettanomyces como microrganismo contaminante puede darse durante la
fermentacion alcoholica, el acondicionamiento y el trasiego de tanques a barriles.

Son caracteristicas de esta levadura una temperatura optima de fermentacion de
entre 21-25°C; floculaciéon baja (capacidad para aglomerarse sobre el fondo de los
recipientes) y atenuacion alta (buena capacidad fermentativa) (Menoncin & Bonatto,
2019; Steensels et al., 2015; Wedral et al., 2010).

Estas levaduras tienen necesidades metabdlicas distintas a las Saccharomyces, por
lo que pueden ser usadas tanto en cultivo puro como en cultivo mixto con cepas

10



Tesis de grado - Licenciatura en Quimica Sebastian Moreira Rodriguez

autoctonas ya conocidas de Saccharomyces. Dekkera/Brettanomyces, tienen alta
tolerancia al etanol y fermentan los azUcares residuales que quedan de la fermentacion
del almidon por parte de S. cerevisiae (dextrinas) ademéas de un amplio espectro de
monosacaridos, disacaridos y trisacaridos (Basso et al., 2016; Serra Colomer et al., 2019;
Steensels et al., 2015). Yendo mas a fondo en la utilizacién de azucares como fuente de
carbono, los estudios muestran que en general todas las cepas crecen de forma eficiente
en presencia de glucosa, confirmando que este es el sustrato favorito de las especies de
Brettanomyces. Sin embargo, cuando se aplica la maltosa como Unica fuente de carbono,
se observa variabilidad de respuestas. La maltosa es en general utilizada en proporciones
mas bajas que la glucosa, y varias cepas no son capaces de asimilarla. Estos resultados
indican que la actividad a-glucosidasa es muy variable entre especies de Brettanomyces,
Ilegando incluso algunas cepas a carecer de esta enzima. Generalmente, hay una fase lag
prolongada cuando la maltosa esta presente, lo que podria indicar que esta involucrado
en su metabolismo un mecanismo que requiere adaptacién temporal (Colomer et al.,
2020).

Respecto al crecimiento en medio con celobiosa como fuente de carbono, esto esta
altamente correlacionado con la actividad B-glucosidasa en la fraccion extracelular. Son
dos las B-glucosidasas que pueden ser encontradas en B. bruxellensis, algunas cepas
pueden tener ambas enzimas, otras solo una o incluso carecer de ella. Las cepas que no
poseen ningun ORF (una secuencia de ARN comprendida entre un coddn de inicio (AUG)
y un codon de terminacion, sin tomar en cuenta las secuencias que corresponden a los
intrones) o el ORF BbBGL1 simplemente no crecen eficientemente en celobiosa, y en
consecuencia no se observa actividad B-glucosidasa. En contraste, las cepas que poseen
el ORF BbBGL2 0 ambas ORF muestran crecimiento abundante en celobiosa y actividad
extracelular de B-glucosidasa. Estos resultados indican claramente que BbBGL2 juega un
rol més importante en el kit de B-glucosidasas mientras que el rol de BbBGL1 es minimo.
El resto de las especies de Brettanomyces pueden crecer eficientemente en celobiosa y
presentan alta actividad B-glucosidasa (Colomer et al., 2020). Las vias metabolicas
utilizadas por Brettanomyces pueden ser observadas en la figura 5.

11
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Figura 5. Diagrama esquematico de los principales caminos metabélicos en las especies de Brettanomyces
durante la fermentacion de cerveza, con foco en las enzimas clave para la biosintesis de compuestos con
actividad flavour y la regulacion del balance redox (NAD/NADH) asociado con el efecto Custer. Los
compuestos con actividad flavour estan identificados con cuadros negros y grises. Las principales enzimas
responsables de la generacion de compuestos con actividad flavour estan indicadas con nimeros dentro de
circulos negros e identificadas debajo a la izquierda (Menoncin & Bonatto, 2019).
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El nimero de genomas secuenciados de diferentes especies de Brettanomyces son
muy pocos y esto limita la evaluacién de la diversidad taxondmica del género. De quien
se tiene mas informacion es de B. bruxellensis (cepas AWRI1499, CBS 2499,
AWRI1608, AWRI1613, YV397, CBS2796, BioProject PRIEB11548 y PRIJEB2162).
También se han reportado las secuencias para B. anomalus (YV396) y B. naardenensis
(CBS7540) (Menoncin & Bonatto, 2019). A pesar de la falta de datos sobre el genoma,
se han realizado algunos estudios iniciales enfocandose en su estructura y organizacion.
B. Bruxellensis tiene ~5400 genes con intrones similares a los de S. cerevisiae y otros
Hemiascomycetes (~4% de los genes). Muchos de estos genes codifican para enzimas y
transportadores relacionados al metabolismo de nitrégeno y lipidos, lo que permite a la
levadura sobrevivir en ambientes deficientes en nutrientes (Menoncin & Bonatto, 2019).
Como S. cerevisiae, el género Brettanomyces puede formar pequefios mutantes
resultantes de mutaciones en el ADNmt que los vuelven deficientes respiratorios. En
términos de numero de cromosomas, de cuatro a nueve cromosomas han sido
identificados en las cepas de B. bruxellensis, con largos desde <1 a >6 Mbp. En la
comparacion de proporcion de alelos en sitios heterocigotos de cinco cepas de B.
Bruxellensis (AWRI1499, CBS2499, AWRI1608, AWRI1613 y YV397), se sugirié un
genoma triploide para AWRI1499 y CBS2499 y uno diploide para AWRI1613y YV397.
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Las cepas con genoma triploide tienen dos copias de un cromosoma comun y un conjunto
inusual de otros cromosomas (Menoncin & Bonatto, 2019). La presencia de la tercera
copia del cromosoma esté probablemente ligada a la resistencia a sulfitos en vinerias. De
forma similar, su ocurrencia aporta ventajas selectivas en ambientes deficientes en
nutrientes y estresantes, como ser la cerveza, donde hay cantidades limitadas de
carbohidratos y aminoacidos, lo que ejerce una presion positiva para mantener la
poliploidia (Colomer et al., 2020; Menoncin & Bonatto, 2019). Un dato interesante es que
las cepas de Brettanomyces de vino y cerveza tienen diferente estructura de cromosomas,
las que estan probablemente ligadas a diferencias fenotipicas relacionadas con ventajas
adaptativas al ambiente de fermentacion de vino y cerveza respectivamente (Colomer et
al., 2020). También, B. bruxellensis puede ser considerada como un taxén complejo
diploide-triploide con coexistencia de subpoblaciones que contienen diferente nimero de
ploidia. Se ha encontrado correlacién entre el estado triploide de Brettanomyces y la
tolerancia al SO», incluyendo estudios de genotipado de microsatélites (Colomer et al.,
2020; Menoncin & Bonatto, 2019). La biosintesis de acetato en B. anomalus es inducida
por IGC 5153 en presencia de una concentracion de glucosa 2% (w/v), mientras que la
sintesis se ve ausente en medios con bajos niveles de azlcares. En contraste, la
acetogénica B. bruxellensis muestra actividad NAD+-aldehido deshidrogenasa incluso en
presencia de bajas concentraciones de glucosa (por ej. 0,3% (w/v)) (Menoncin & Bonatto,
2019). Brettanomyces expresa altos niveles de NADH ubiquinona reductasa cuando crece
en medio semi anaerobio. Por lo tanto, en medios parcialmente anaerobios, se expresan
mas enzimas generadoras de NADH que NAD+, lo que genera un desbalance
NAD+/NADH (Burini et al., 2021; Menoncin & Bonatto, 2019).

Se ha reportado que Brettanomyces es mejor tolerando el estrés que S. cerevisiae.
Brettanomyces muestra crecimiento luego de una primera fermentacion con S. cerevisiae
tanto en vino como en cerveza, ambos conteniendo altos niveles de etanol y entre poco y
nada oxigeno disuelto (Capece et al., 2018; Menoncin & Bonatto, 2019). La capacidad de
Brettanomyces de sobrevivir a estos ambientes esta ligado a la estructura y composicién
de su pared celular, y a la presencia de proteinas que permiten adhesion, gemacion y
crecimiento pseudohifal (Menoncin & Bonatto, 2019). Brettanomyces puede utilizar las
fuentes de nitrégeno de forma mas eficiente que S. cerevisiae (Serra Colomer et al., 2020).
El metabolismo de nitrato puede ser importante para la sobrevida de Brettanomyces en el
ambiente de la cerveza, ya que el lGpulo puede aportar cantidades sustanciales de nitrato
al mosto (hasta 87 mg/mL). Sin embargo, no todas las cepas de Brettanomyces pueden
usar nitrato como unica fuente de nitrogeno. La habilidad de utilizar nitrato se da por la
expresion de genes que codifican transportadores de nitrato (YNTL1), nitrato reductasa
(YNR1) y nitrito reductasa (YNR1), junto con dos factores de transcripcion importantes
para el uso de nitrato (YNALy YNA2)(Menoncin & Bonatto, 2019; Serra Colomer et al.,
2020). Varios genes que codifican proteinas asociadas a la membrana, que estan
relacionadas con el metabolismo alternativo del carbono, estan presentes en el género, lo
que le permite a Brettanomyces usar quitina, N-acetil glucosamina, galactosa, manosa y
lactosa como fuentes de carbono. Genes importantes relacionados con la tolerancia al
estrés del medio, como ser ATP1, ERG6 y VPS34, junto con los reguladores de estrés
MSN4, SNF1, HSP82 y NTH1, fueron caracterizados en B. bruxellensis. La habilidad de
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Brettanomyces de utilizar cantidades traza de nutrientes da cierta explicacion de por qué
este género es capaz de sobrevivir en situaciones donde Saccharomyces es incapaz de
sobrevivir. También es importante resaltar que Brettanomyces tiene la capacidad de
tolerar compuestos derivados del sulfuro, particularmente dioxido de sulfuro, el cuél es
utilizado en vinos para el control microbioldgico, por lo que la erradicacion de
Brettanomyces por este medio no seria efectiva (Colomer et al., 2020; Menoncin &
Bonatto, 2019).

La variacion de la cepa asociada a la genética estd detrds de gran parte de la
variabilidad en las descripciones sensoriales de los sabores inducidos por Brettanomyces
y variaciones en su capacidad de crecimiento. Se han encontrado alrededor del mundo
subtipos genéticos similares de B. bruxellensis, probablemente debido al comercio
internacional de jugo de uvas, barriles y equipamiento de vitivinicultura. Es también
posible que se hayan dado adaptaciones genéticas similares de forma independiente
debido a estimulos de estrés similares en el ambiente de produccion. Dado lo inherente
de la variacion de cepas, son importantes los indicadores de la capacidad de estas de
producir off-flavours. La habilidad de producir off-flavours en vino esta relacionada a la
capacidad de la cepa de producir compuestos fendlicos volatiles. Es por eso, que la
medicion de la produccion de etilfenoles puede ser usada como un simple indicador de la
capacidad de deterioro de una cepa (Wedral et al., 2010).

Brettanomyces presenta crabtree positivo, utilizandolo como una estrategia de
competencia, ya que al aumentar la concentracion de etanol inhibe el crecimiento de
microorganismos competidores (Recherches, 1966; Serra Colomer et al., 2019; Steensels
et al., 2015). Sin embargo, cuando cambia a condiciones anaerobias, ocurre una fase lag
debido a un desbalance redox conocido como "Efecto Custer" o “Efecto Pasteur negativo”
(el aumento de &cido acético producido en estas condiciones genera un desbalance redox
lo que imposibilita a la levadura generar glicerol; el aumento de acido acético promovido
por este efecto compromete la supervivencia de la levadura y contribuye activamente al
aumento de la acidez de la cerveza). Todas estas caracteristicas metabolicas se observan
en la tabla 2 junto con la comparacion respecto a las especies tradicionales de levaduras
cerveceras como son Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces pastorianus (Serra
Colomer et al., 2019; Steensels et al., 2015).

En anaerobiosis y deficiencia de nutrientes, Brettanomyces puede usar etanol y
acido acético como Unicas fuentes de carbono, lo que causa un gran desbalance redox
dentro de la célula. En contraste, estas levaduras se convierten en productoras de etanol
muy eficientes en anaerobiosis, mostrando una tolerancia a niveles de etanol de hasta
15%(v/v) y tolerancia a pH bajos, incluso llegando a tolerar pH 3 (Serra Colomer et al.,
2019; Steensels et al., 2015).

El rango de aminoacidos que puede usar como fuente de nitrégeno es amplio,
siendo la glutamina el aminoacido preferido. Una caracteristica atractiva que posee
Brettanomyces es su capacidad de asimilar nitrato del medio, esto ayuda a que se evite el
"efecto Custer" aumentando su eficiencia de fermentacion. Al ser los lupulos una fuente
importante de nitratos en el mosto (tanto en proceso de hervido como en dry hopping), el
desempefio de las Brettanomyces se ve acelerado en mostos muy lupulados y también en
la maduracion post-dry hopping (Steensels et al., 2015; Tataridis et al., 2013).
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Caracteristica Brettanomyces S. cerevisiae S. pastorianus
spp. (levadura ale) (levadura lager)
Genoma poliploide (aneuploide/euploide) Si Si Si
Metabolismo de nitrato Si No No
Formacion de pseudohifas (biofilm) Si Si No
Efecto Crabtree Si Si Si
Efecto Custer Si No No
Actividad a-glucosidasa Si Si No
Consumo de sacarosa Si Si Si
Metabolismo de glucosa Si Si Si
Metabolismo de fructosa Si Si Si
Metabolismo de maltosa Si Si Si
Metabolismo de maltotriosa Si Si Si
Metabolismo de dextrinas Si Si2 Si
Metabolismo de celobiosa Si No No
Metabolismo de galactosa Si Si Si
aevaduras cerveceras S. cerevisiae diastaticas

Tabla 2. Comparacién de caracteristicas genéticas, fenotipicas y metabdlicas de las cepas cerveceras de
Brettanomyces respecto a Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces pastorianus (Menoncin & Bonatto,
2019)

Dentro de la industria cervecera, las dos especies de mayor impacto dentro de las
Brettanomyces son B. bruxellensis y B. anomalus (también conocida como B. claussenii)
(Burini et al., 2021; Roach & Borneman, 2020). La especie mas estudiada y de la que se
posee mas informacion es B. bruxellensis. Como se observa en las figuras 6 y 7, esta
presenta forma oval a elipsoidal, y se reproduce por gemacion. Su forma celular cambia
de eliptica a ramificada luego de unos meses de incubacion. La fisiologia de B.
bruxellensis se ha estudiado bastante, debido a sus inusuales compuestos aromaticos y
porque es un ejemplo del efecto Custer, que es la inhibicion de la fermentacion alcohdlica
en condiciones anaerobias, debido a la alta produccion de acido acético y un subsecuente
desbalance redox (Wedral et al., 2010; White, C., & Zainasheff, 2010).

Figura 6. Imagen de microscopia WLP650 B. bruxellensis (Yacobson, 2010
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En un estudio realizado por Colomer et al., 2020 las muestras de B. bruxellensis aisladas
de "Lambic" (fermentacidn espontanea) y "Farmhouse™ (cepas cerveceras comerciales)
muestran que les falta segmentos subteloméricos del andamio | donde se encuentra el
transportador de azucares encargado de la lactosa (LACP) y otra en el andamio Il donde
se encuentra la region del gen que expresa una de las B-glucosidasas (BGL2). Todas las
cepas del cluster "Lambic" carecen de una region interna correspondiente a una maltasa
(MAL12), pero aun asi son capaces de procesar la maltosa, por lo que se requieren mas
estudios para elucidar los procesos metabdlicos de este aztcar. Otro punto interesante de
este cluster es que la mayoria de las cepas no tienen el grupo de genes de asimilacion de
nitrégeno en la region subtelomérica del andamio IV, lo que puede apuntar hacia la
conclusién de que el consumo de nitratos no es un requerimiento esencial para su
supervivencia en cerveza; el mosto cervecero es rico en aminoacidos, por lo que otras
fuentes de nitrégeno siempre estan disponibles (Colomer et al., 2020).

Respecto a la actividad o y p-glucosidasa, se han observado tendencias claras en
las distintas especies. El grupo de las B. anomalus presenta una fuerte asimilacion de
carbono, teniendo alto rendimiento en utilizacion de celobiosa y maltosa, mientras que
las cepas cerveceras de B. bruxellensis muestran una utilizacion eficiente de maltosa, pero
poca asimilacion de celobiosa. Esto se podria deber a que las cepas de B. bruxellensis se
apoyan en una de las dos actividades de glucosidasa para sobrevivir, y las caracteristicas
que no son necesarias se van perdiendo a lo largo del tiempo. B. anomalus tiene un gran
potencial como levadura cervecera, con un metabolismo eficiente de maltosa, alta
actividad B-glucosidasa y una excelente produccion de flavours (Colomer et al., 2020).

La cercania genética entre las especies aisladas de cervezas que se ha encontrado
en diversos estudios, indica que se han seleccionado cepas con caracteristicas similares
para la cerveceria, lo que ha llevado a cepas con un alto grado de atenuacion de azlcares
y alta produccion de ésteres. Esta seleccion genética puede haber estado dada por presion
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selectiva en la cerveceria artesanal, o de forma espontanea en la elaboracion de cervezas
de fermentacion espontanea (Colomer et al., 2020).

Capacidad fermentativa.

Aunque el género estd filogenéticamente separado de S. cerevisiae por 200
millones de afios, las especies de Brettanomyces comparten numerosos fenotipos con S.
cerevisiae que son de interés para la industria cervecera, incluyendo aspectos bioquimicos
(efecto Crabtree y biosintesis de compuestos con actividad de flavour) y moleculares
(plasticidad de los transcriptomas para enfrentarse de forma eficiente a ambientes
estresantes). Ambas especies convergieron en nichos ecologicos similares (cascara de
frutas, barriles de fermentacion, tanques, etc.) y usan fuentes de carbono a través de la
fermentacion. Aunque ambos probablemente utilizan diferentes mecanismos bioquimicos
y moleculares, ambas especies caen en el espectro de interés de la industria cervecera, ya
que producen grandes cantidades de etanol por fermentacién anaerobia (hasta 14% ABV
w/v), crecen en ambientes anaerobios y &cidos, toleran altas presiones osmoticas y
ambientes con bajos niveles de nutrientes (Basso et al., 2016; Menoncin & Bonatto,
2019). S. cerevisiae no presenta efecto Custer, lo que sugiere que las caracteristicas
fermentativas de Brettanomyces evolucionaron desde otro lado. El fenotipo de
Brettanomyces esta estrictamente ligado al oxigeno y, por lo tanto, altos niveles de
oxigeno disuelto en el mosto deben ser considerados para estimular su crecimiento y
metabolismo, sobre todo cuando se usa para fermentacion primaria (Menoncin &
Bonatto, 2019).

Algunos caminos metabdlicos lenta y parcialmente reestablecen el balance
NAD+/NADH. Estos mecanismos incluyen la re-oxidacion del NADH, lo que provee
NAD+ para el metabolismo de gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato durante la
glicolisis. Una de estas caracteristicas es su habilidad de utilizar nitrato como una fuente
de nitrogeno, dado que la asimilacion de nitratos y su metabolismo requiere de NADH y
NADPH como donadores de electrones. Paradojicamente, el metabolismo de nitratos
suprime el efecto Custer (efecto Custer o efecto Pasteur negativo: inhabilidad de
fermentar azlcares en ausencia de oxigeno), lo que mejora la fermentacion en ambientes
anaerobios. Otras reacciones que incluyen como paso la re-oxidacion de NADH/NADPH
son el metabolismo de los &cidos hidroxicindamicos (acidos p-cumarico y ferdlico)
presentes en la cerveza (Basso et al., 2016; Menoncin & Bonatto, 2019; White, C., &
Zainasheff, 2010).

Brettanomyces es capaz de sintetizar cantidades considerables de acido acético,
que tiene potencial para ser utilizado como fuente de carbono no fermentativa(Basso et
al., 2016). El acido acético acidifica el medio, lo que inhibe el crecimiento de potenciales
competidores (Starmer & Lachance, 2011). Brettanomyces bruxellensis puede crecer a
pH 2,3 mientras que S. cerevisiae esta limitada a pH 3,2. La amplia produccion de acido
acetico por Brettanomyces esta asociada con el metabolismo fermentativo (Basso et al.,
2016; Menoncin & Bonatto, 2019).

El acetaldehido es producido a partir de piruvato y enziméaticamente oxidado a
acetato en respuesta a la actividad NAD+-aldehido deshidrogenasa. Dado que la actividad
acetil-COA sintetasa se ve altamente reprimida en ambientes ricos en azUcares por su
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efecto Crabtree positivo, cantidades excesivas de acido acético son generadas una vez que
el acetaldehido entra en las vias de la biosintesis de acetato en lugar de acetil-COA
(Menoncin & Bonatto, 2019).

La produccién continua de acetato a partir de acetaldehido promueve la
acumulacion de NADH, causando un desbalance redox que inhibe la glicolisis y la
fermentacion. Este desbalance prolonga la fase lag cuando las células cambian de un
ambiente aerobio a uno anaerobio, lo que puede ser mejorado por la adicion de aceptores
de H+. En presencia de oxigeno/aceptores de H+, NADH y NADPH se oxidan durante el
metabolismo aerobio, restaurando el balance redox (Menoncin & Bonatto, 2019).

La anaerobiosis en Brettanomyces inhibe la fermentacion de la glucosa hacia
etanol. La fermentacién de glucosa se ve estimulada en presencia de oxigeno o de
aceptores de H+ (Menoncin & Bonatto, 2019).

Compuestos aromaticos producidos por Brettanomyces/Dekkera

Brettanomyces/Dekkera posee alta actividad esterasa, responsable de la
biosintesis de ésteres frutales. A su vez, su alta actividad B-glucosidasa (mucho mayor
que la encontrada en algunas cepas de Saccharomyces), degrada los glicésidos
(compuestos inodoros y no volatiles mientras estdn unidos a una molécula de azUcar) de
lipulos o frutos a sus agliconas (compuestos volatiles aromaticos), liberando asi
compuestos que aportan al perfil de flavours de la cerveza, y liberando azlcares para
continuar el metabolismo. En la fermentacion de la cerveza, estos glucésidos provienen
principalmente del lGpulo y puede resultar en un significativo aumento de compuestos
volatiles (Colomer et al., 2020; Menoncin & Bonatto, 2019; Serra Colomer et al., 2020).
A su vez, algunas cepas pueden transformar los monoterpenos liberados en -citronelol o
a-terpineol, exacerbando las notas florales, citricas y picantes del producto final.
Adicionalmente, la presencia de B-glucosidasa permite a Brettanomyces usar celobiosa
(presente en los barriles de roble) como fuente de carbono (Menoncin & Bonatto, 2019;
Serra Colomer et al., 2019). Un dato para destacar es que la tultima fase de la fermentacion
de cervezas lambicas (13-24 meses después del comienzo de la fermentacion) es
ampliamente dominada por B. bruxellensis, gracias al aporte de celobiosa liberado por los
barriles de roble. La capacidad de utilizar celobiosa induce a las especies de
Brettanomyces a formar biofilms en los barriles, permitiendo a las cervecerias utilizarlo
para aportar las caracteristicas "Brett" a la cerveza (Menoncin & Bonatto, 2019).

Durante la producciéon de cerveza, se da la produccion de distintos ésteres
dependiendo de la cepa de levadura utilizada, y su presencia puede o bien tener un
impacto positivo (frutal) o negativo (solvente, excesivamente frutal). Las condiciones
iniciales en la fermentacion de cerveza, como ser la temperatura, la composicion del
mosto y la oxigenacién, afectan de forma directa la concentracién de dichos ésteres
(Capece et al., 2018; Menoncin & Bonatto, 2019).

La presencia de acido acético es considerada positiva en algunos tipos de cervezas,
particularmente en lambicas, gueuze, flander y coolship ales. La cantidad de acido acético
producido esté directamente relacionada con como se manejo el proceso de elaboracion
de cerveza, particularmente en base a la cepa de levadura seleccionada y la oxigenacion
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inicial del mosto. Una alta concentracion de oxigeno estimula el crecimiento de
Brettanomyces y la sintesis de &cido acético, por lo tanto, a mayor concentracion de
oxigeno disuelto en el mosto en el momento inicial, se generara mayor concentracién de
acido acético y se formardn mas ésteres dependientes de acetato (Burini et al., 2021;
Menoncin & Bonatto, 2019).

Dentro de los compuestos volatiles producidos por Brettanomyces, los
compuestos mas deseados son los ésteres, ya que contribuyen con un agradable flavour
frutado a la cerveza. Por lo general, en comparacion con la levadura cervecera ale, los
ésteres de acetato (como el acetato de isoamilo (banana) y el acetato de feniletilo (miel,
floral)) no se producen e incluso son degradados por las esterasas presentes en
Brettanomyces. Sin embargo, los ésteres de etilo (como el acetato, lactato, hexanoato,
decanoato y octanoato de etilo) estan presentes en altas concentraciones, lo que
contribuye a los sabores exoticos frutales y tropicales (anana, mango, pera, uva) (Burini
et al., 2021). Aunque no se tiene mucha informacién bioquimica sobre la biosintesis de
ésteres por Brettanomyces, los datos que hay sugieren que B. Bruxellensis es capaz de
producir grandes cantidades de acetato y ésteres de acidos grasos de cadena media. Estos
ésteres incluyen etil acetato, etil lactato, isoamilacetato y fenil acetato. Ademas,
Brettanomyces acumula &cidos grasos incluyendo desde el &cido octandico (C8) hasta el
dodecandico (C12) y los convierte en sus respectivos ésteres, lo que sugiere una alta
actividad de P-oxidacion. Los niveles de ésteres presentes en la cerveza se ven
influenciados por la posible presencia de bacterias acido-lacticas y acido-acéticas, ya que
sus subproductos de fermentacion son sustrato para la sintesis de ésteres (Menoncin &
Bonatto, 2019).

Los fenoles volatiles comprenden un grupo de moléculas aromaticas presentes en
bebidas alcohodlicas fermentadas. Su presencia en la cerveza viene del metabolismo de la
cebada y de los &cidos hidroxicinamicos provenientes del IUpulo durante la fermentacion
por bacterias y levaduras. Asi como los ésteres, los fenoles volatiles contribuyen al aroma
(especiado, clavo de olor y ahumado) y a flavours no deseados (fendlico, medicinal,
establo, granja). Parte de lo que permite a Brettanomyces tener su diferencial es la
habilidad de producir estos fuertes compuestos aromaticos utilizando cinamato
descarboxilasa y vinilfenol reductasa (VPR), lo que le aporta su caracter diferencial. La
sintesis de fenoles volatiles ocurre en dos pasos enzimaticos secuenciales: primero la
descarboxilacion a cargo de la cinamato descarboxilasa de los acidos p-cumaérico y
feralico a sus hidroxiestirenos correspondientes 4-vinilfenol (4-VP) y 4-vinilguayacol (4-
VG) y luego la reduccion de estas moléculas a 4-etifenol (4-EP) y 4-etilguaiacol (4-EG)
por la vinilfenol reductasa. Ademas, se forman bajas cantidades de 4-etilcatecol a partir
de &cido cafeico. Todos estos compuestos poseen umbrales de percepcion muy bajos (4-
EP: 230-650 ug/L, 4-EG: 22-135 pg/L, 4-EC: 100-400 pg/L) (Basso et al., 2016; Holt
et al., 2018; Menoncin & Bonatto, 2019; Serra Colomer et al., 2019; Steensels et al.,
2015).

Otras levaduras pueden reducir el acido p-cumaérico a su forma 4-VP, pero B.
bruxellensis parece ser Unica en su habilidad para reducir los vinilfenoles a cantidades
detectables sensorialmente de 4-EP y 4-EG. El aroma de 4-EP es generalmente descripto
como fenolico/medicinal y el 4-EG como clavo de olor/"especias navidefias". El 4-EC se
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hace notar por su aroma medicinal. Debido a que debe ser derivatizado para ser detectado
por cromatografia gaseosa, el 4-EC no se ha estudiado en tanta profundidad como los
otros fenoles volatiles, pero tiene un menor umbral de deteccion que los otros etilfenoles,
por lo que puede ser de cierta importancia. La proporcion de 4-EG/4-EP aportada por
Brettanomyces en cervezas es de 3:1, lo que daria una explicacion a por qué el caracter
Brett es mas deseado en cervezas que en vinos (donde la proporcion en general es de 1:1)
ya que el 4-EG aporta notas mas amenas que el 4-EP (Colomer et al., 2020; Wedral et al.,
2010).

La produccion de etilfenoles depende fuertemente de la cepa y el ambiente (pH
del medio, disponibilidad de nutrientes del mosto, disponibilidad de nitrdgeno, etc.).
Como mostraron Kosel et al. (2014), en una fermentacion con cultivo puro, los &cidos
hidroxicinamicos son répida y completamente convertidos a vinilfenoles. Sin embargo,
en cultivos mixtos con S. cerevisiae se observo una reduccion de 30% en la conversion
de etilfenoles. Por esto, los autores concluyeron que Brettanomyces tiene preferencia
metabolica por los acidos hidroxicindmicos en vez de tomar directamente los vinilfenoles
sintetizados por S. cerevisiae. Esta hipdtesis fue corroborada demostrando que el gen
VPR se expresaba en menores niveles en cultivos mixtos, donde hay menos 4-VP y 4-VG
disponibles (Menoncin & Bonatto, 2019; Wedral et al., 2010).

El caracter Brett, dado por el 4-EP, tan rechazado en la industria vitivinicola, es
muy buscado en cervezas del estilo de fermentacidn espontanea, como ser las Gueuze y
las Lambicas (Serra Colomer et al., 2019). Algunas Brettanomyces también poseen alta
actividad esterasa que destruye los ésteres de acetato que son quienes se encargan de dar
las notas frutales a las cervezas. Es por eso por lo que es importante evaluar los niveles
producidos tanto de ésteres fendlicos como de ésteres de acetato (Holt et al., 2018).

Brettanomyces produce fenoles volatiles en una conversion de dos pasos
(descarboxilacion y reduccion) de acido ferulico y acido p-cumarico presentes en el
mosto. La VPR es quien se encarga de la reduccion utilizando NADH como cofactor.
Este paso es exclusivo de las Brettanomyces y se intuye que es utilizado para mantener el
flujo glicolitico de la célula bajo condiciones limitadas de oxigeno. (Kheir et al., 2013;
Serra Colomer et al., 2019). Dentro de todos los compuestos volatiles generados por
Brettanomyces, los ésteres son los mas deseados por ser quienes otorgan las notas frutales
a las cervezas y vinos. Los ésteres de acetato como el isoamil acetato y el 4-fenilacetato,
responsables de notas banana y miel respectivamente, no son producidos por
Brettanomyces e incluso pueden ser degradados por éstas. En cambio, los etil ésteres
como etilacetato, hexanoato y octanoato se encuentran en altas concentraciones
otorgando notas tropicales y sabores similares al anana (Callejo et al., 2019; Serra
Colomer et al., 2019). Las Brettanomyces son también capaces de esterificar cadenas de
acidos grasos medias y largas (de C9 a C16), que comunmente se asocian con flavours
rancios o de queso, en sus correspondientes esteres otorgando notas que van hacia lo
dulce, uva, manzana (Serra Colomer et al., 2019).

Brettanomyces produce caracteristicamente 4-EP y 4-EG, dos compuestos
facilmente medibles que indican la actividad Brett; asi como otra variedad de compuestos
producidos por estas levaduras que contribuyen a su complejidad de aroma. Cuanto méas
altos los niveles de metabolitos, mas intensos los flavours que imparten, generando una
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experiencia poco placentera. Es por esto por lo que los metabolitos asociados a Brett
pueden ser negativos o positivos dependiendo de su concentracion y las expectativas del
consumidor (Wedral et al., 2010).

Estudio de mercado
Demografia:

Edad

Como se observa en la figura 8, la mayoria de la poblacion encuestada se encuentra entre
los 18 y 34 afios (66,7%), estando estas dos poblaciones casi igualmente distribuidas
(31% para el rango 18 a 24 y 35,7% para el rango 25 a 34) .

Del tercio de respuestas restante (33,3%), la distribucion etaria es casi igual en los 3
rangos (35 — 44 afios con 11,5%; 45 — 54 afios con 11,9% y mas de 54 afios con 9,9%).
En principio entonces, los candidatos a poblacién objetivo para este estudio serian los
rangos etarios de 18 a 24 afios y 25 a 34, o el rango unificado de 18 a 34, ya que son los
que se presentan en mayor porcentaje.

Figura 8. Grafico de distribucion de edades de las personas encuestadas.

® 18-24
® 25-34
35 - 44
® 45-54
@® +54
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Analisis cuantitativo:
¢Consumis cervezas artesanales?

Figura 9. Gréfico de porcentaje de personas encuestadas que consumen cervezas artesanales.

@ Si
® No

La distribucidn etaria para esta respuesta fue la siguiente:

No 44 17,46
18-24 7 15,91
25 -34 9 20,45
35-44 9 20,45
45 -54 10 22,73
+54 9 20,45

Si 208 82,54
18-24 71 34,13
25 -34 81 38,94
35-44 20 9,62
45 - 54 20 9,62
+54 16 7,69
Gran Total 252

Tabla 3. Resultados de encuesta de consumicién de cerveza artesanal, discriminado por consumicién y
segregando por rango etéreo.

Como se puede ver en la figura 9, del total de personas encuestadas el 82,5% declara
consumir cervezas artesanales.

Dentro del 17,5% de personas que selecciond la respuesta “No”, hay un 20,5% que
declara tener un consumo eventual, esporadico o particular de las mismas (“muy cada

99 ¢ 29 ¢

2x3”, “en eventos”, “salidas con amigas”, “casi no consumo”).

Podemos inducir entonces que las personas con un consumo eventual de cerveza artesanal
se autoperciben como no consumidores de cervezas artesanales.
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Dentro de las personas que respondieron “Si”, se observa que la distribucion de respuestas
se asemeja a la distribucion etaria total, sumando algunos puntos de porcentaje los dos
primeros rangos.

La distribucidn por edad para esta respuesta fue la siguiente:

18-24 78
Si 71 91,03
No 7 8,97
25-34 90
Si 81 90,00
No 9 10,00
35-44 29
Si 20 68,97
No 9 31,03
45 - 54 30
Si 20 66,67
No 10 33,33
+54 25
Si 16 64,00
No 9 36,00
Gran Total 252

Tabla 4. Resultados de porcentaje de consumicion por rango etareo.

De las tablas 3 y 4 se concluye que la mayor distribucién de consumo de cerveza artesanal
se da para los rangos de 18 a 24 afios y 25 a 34 afios, por lo que se confirma la seleccién
de estos dos rangos etarios como poblacion objetivo para el desarrollo de producto.

¢ Con que frecuencia consumis cervezas artesanales?

Figura 10. Gréfico de distribucion de frecuencia de consumo semanal.

@® Semanal

@ Quincenal
& Mensual

® Semestral
@ No consumo
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¢,Con qué frecuencia consumis

cervezas artesanales? CEmife e i)
Mensual 74 29,37
Quincenal 60 23,81
Semanal 51 20,24
No consumo 35 13,89
Semestral 32 12,70
Gran Total 252

Tabla 5. Valores de distribucién de frecuencia de consumo.

Comparado con el 17,5% que respondi6 que no consumia cervezas artesanales (figura 9),
vemos en la figura 10 y en la tabla 5 que la cantidad que respondi6é “No consumo” en esta
pregunta disminuye al 13,9% (tabla 6) lo que se correlaciona con la cantidad de respuestas
que fueron de absoluto no consumo. Esto corrobora la calidad de los datos obtenidos.

% dentro de respuesta % en el

No consumidores Cantidad et
No total
No consumen 35 79,55 13,89
Consumo eventual, esporadico 9 20,45 3,57
Total 44

Tabla 6. Valores de analisis de no consumidores y consumidores esporadicos.

Dentro de la poblacion objetivo, se observa que en ambos casos la mayor frecuencia de
consumo es mensual (tabla 7).

¢Con qué frecuencia consumis

Cantidad %
cervezas artesanales?
18-24 78
Mensual 25 32,05
Quincenal 24 30,77
Semanal 16 20,51
Semestral 8 10,26
No consumo 5 6,41
25-34 90
Mensual 32 35,56
Quincenal 20 22,22
Semanal 19 21,11
Semestral 10 11,11
No consumo 9 10,00

Tabla 7. Andlisis de frecuencia de consumo de las edades objetivo.

24



Tesis de grado - Licenciatura en Quimica Sebastian Moreira Rodriguez

¢ Qué estilos de cerveza son los que mas consumis? (Maximo 3 opciones)

Esta pregunta multiple opcion permitia a la persona encuestada seleccionar hasta 3
opciones. Se selecciond el set de estilos en base a los actualmente méas presentes en el
mercado nacional.

¢ Qué estilos de cerveza son los que mas consumis? Cantidad %
IPA 147 27,27
Blonde Ale 95 17,63
APA 85 15,77
Weisse 45 8,35
No consumo 34 6,31
Porter 34 6,31
Pilsener 30 5,57
Stout 30 5,57
Golden Ale 21 3,90
Kolsh 12 2,23
EPA 6 1,11
Gran Total 539

Tabla 8. Distribucién de resultados de estilos de cerveza mas consumidos.

El top 3 de estilos seleccionados de forma global fueron las IPA, Blonde Ale y APA (tabla
8).

Esta tendencia de los estilos méas populares también se condice con la seleccion de la
poblacién objetivo (tabla 9).

¢, Qué estilos de cerveza son los que mas consumis?

i 0,
(Poblacion objetivo 18 - 34) cenieee] %

IPA 113 29,74
Blonde Ale 74 19,47
APA 72 18,95
Weisse 30 7,89
Porter 18 4,74
Pilsener 17 4,47
Golden Ale 16 4,21
Stout 16 4,21
No consumo 13 3,42
Kolsh 6 1,58
EPA 5 1,32
Gran Total 380

Tabla 9. Distribucién de estilos de cerveza mas consumidos en la poblacion objetivo.

Al analizar los resultados segregado entre los dos grupos de la poblacion objetivo (tabla
10), vemos que las IPA quedan en primer puesto, mientras que para el rango 18 -24 el
segundo puesto estd dado para las APA con un 22,65% seguido de Blonde Ale con
17,13%, a diferencia del rango 25 — 34 donde las Blonde Ale quedan segundas con un
21,61% y las APA terceras con un 15,58%.
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¢ Qué estilos de cerveza son los que més consumis? Cantidad %
18-24 181

IPA 59 32,60
APA 41 22,65
Blonde Ale 31 17,13
Weisse 12 6,63
Pilsener 10 5,52
Golden Ale 9 4,97
Porter 6 3,31
No consumo 4 2,21
Stout 4 2,21
EPA 3 1,66
Kolsh 2 1,10
25 -34 199

IPA 54 27,14
Blonde Ale 43 21,61
APA 31 15,58
Weisse 18 9,05
Porter 12 6,03
Stout 12 6,03
No consumo 9 4,52
Golden Ale 7 3,52
Pilsener 7 3,52
Kolsh 4 2,01
EPA 2 1,01
Gran Total 380

Tabla 10. Distribucion de estilos de cerveza mas consumidos segregados por los rangos 18-24 y 25-34

Al ver la distribucion de seleccion de estilos global (figura 11) vs poblacion objetivo
(figura 12), vemos que la tendencia general es muy similar, invirtiéndose solo el puesto
de las Golden Ale y las Stout.

Figura 11. Estilos mas consumidos

¢Qué estilos son los que mas consumis? (Global)
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Figura 12. Estilos mas consumidos poblacién objetivo

éQué estilos son los que mas consumis? (Poblacién objetivo 18 - 34)
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Las cervezas IPA se caracterizan por su amargor, cuerpo y la presencia de ésteres frutales,
mientras que las APA ademas de destacarse por su amargor y cuerpo, presentan notas
citricas y tropicales. Las cervezas Blonde Ale son comunes por ser nobles al paladar, con
bajo cuerpo y una presencia agradable de ésteres frutales.

¢ Conoceés las cervezas lambicas?
El 94% de las personas encuestadas declard no conocer las cervezas lambicas, por lo que
la seleccion como estilo innovador es acertada.

Del total de la poblacién, el rango etario que méas conocimiento tiene sobre cervezas

lambicas es el de 25 — 34 con un 7,8% de respuestas “Si” y el de menor conocimiento el
de 18 — 24 con un 97,4% de respuestas “No” (tabla 11).

¢Conocés las cervezas lambicas? Cantidad %
18-24 78

No 76 97,44
Si 2 2,56
25-34 90

No 83 92,22
Si 7 7,78
35-44 29

No 27 93,10
Si 2 6,90
45 -54 30

No 28 93,33
Si 2 6,67
+54 25

No 24 96,00
Si 1 4,00
Gran Total 252

Tabla 11. Distribucidn de respuestas sobre conocimiento de cervezas lambicas segregado por rango etario.
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¢Cudl es la caracteristica que mas te atrae o atraeria al momento de consumir
cervezas lambicas?

Como se puede observar tanto en la figura 13 como en la tabla 12, la caracteristica que el
consumidor entiende més atractiva al momento de consumir una cerveza lambica es el
sabor (73,4%).

Figura 13. Gréafico de porcentaje de caracteristicas mas atractivas que esperaria en una cerveza lambica.

T 4.4%
4

= Sabor

= Aroma
Amargor

= Color

= Graduacion alcohdlica

Sabor 185 73,41
Aroma 26 10,32
Amargor 19 7,54

Color 11 4,37

Graduacion alcohdlica 11 4,37

Gran Total 252

Tabla 12. Distribucion de caracteristicas mas atractivas esperadas en cervezas ldmbicas

Segregando entre la poblacidn que tiene y no tiene conocimiento de las cervezas lambicas
(tabla 13), podemos ver que la poblacion que conoce las cervezas lambicas sélo eligio
como caracteristicas atractivas el sabor (opcion predominante), el aromay el amargor. La
expectativa de consumidores nuevos es mayoritariamente la de conocer sabores nuevos,
lo cual podréd ser cubierto mediante la elaboracion de este nuevo estilo, ya que su
diferencial es su distintivo sabor y aroma.
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¢,Cual es la caracteristica que mas

te atrae o atraeria al momento de Cantidad %
consumir cervezas lambicas?
No conoce lambicas 238
Sabor 176 73,95
Aroma 22 9,24
Amargor 18 7,56
Color 11 4,62
Graduacion alcohdlica 11 4,62
Si conoce lambicas 14
Sabor 9 64,29
Aroma 4 28,57
Amargor 1 7,14
Gran Total 252

Tabla 13. Distribucion de caracteristicas mas atractivas de las cervezas lambicas segiin conocimiento/no
conocimiento de las cervezas ldmbicas.

Respecto a sabor y aroma de las cervezas lambicas, ¢qué notas te
parecen/parecerian deseables?

Las notas citricas y frutales fueron las seleccionadas por amplia mayoria (tabla 14 y figura
14). Estas notas pueden ser obtenidas por las levaduras Brettanomyces, por lo que sera
posible cumplir con las expectativas del consumidor. Se debera controlar la fermentacion
para no llegar a generar compuestos que aporten notas animales (establo, caballo, etc.)
que también son propias de la cepa y no estan dentro de las mas deseadas por los
consumidores.

Respecto a sabor y aroma de las cervezas lambicas

¢gué notas te parecen/parecerian deseables? Cantidad %
(Podés elegir mas de una opcion)

Citricas 151 32,13
Frutales 134 28,51
Tropicales 63 13,40
Especiadas 57 12,13
Herbales 38 8,09
Florales 25 5,32
Animales 2 0,43
Gran Total 470

Tabla 14. Distribucion de notas de sabor y aroma deseables para el consumidor.
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Figura 14. Gréfico de distribucion de notas de sabor y aroma deseables para el consumidor.
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Para la poblacion objetivo, la tendencia se mantiene. Se nota una marcada preferencia por
las notas citricas y frutales (tabla 15 y figura 15).

18 - 24 165

Citricas 54 32,73
Frutales 45 27,27
Tropicales 31 18,79
Especiadas 14 8,48
Herbales 12 7,27
Florales 9 5,45
25-34 165

Frutales 56 33,94
Citricas 51 30,91
Especiadas 23 13,94
Tropicales 16 9,70
Herbales 10 6,06
Florales 9 5,45
Gran Total 330

Tabla 15. Distribucion de notas deseables para rangos etareos 18-24 y 25-34.
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Figura 15. Distribucién de notas deseables para rangos etareos 18-24 y 25-34.
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¢ Conoces alguna cerveza lambica uruguaya?

El 96% de la poblacion encuestada no conoce cervezas ldmbicas uruguayas (tabla 16),
por lo que la incorporacion de este estilo al mercado nacional tendria un componente
innovador.

¢,Conocés alguna cerveza lambica uruguaya? Cantidad %

No 241 95,63
Si 11 4,37
Gran Total 252

Tabla 16. Distribucion respecto al conocimiento del consumidor con relacion a cerveza lambica uruguaya.

Para la poblacion objetivo los porcentajes se mantienen (tabla 17).

¢,Conocés alguna cerveza lambica uruguaya? Cantidad %
18-24 78

No 74 94,87
Si 4 5,13
25-34 90

No 86 95,56
Si 4 4,44
Gran Total 168

Tabla 17. Distribucion respecto al conocimiento de cervezas l&mbicas con relacion a los rangos etarios de
la poblacion objetivo.

¢Comprarias una cerveza lambica nacional?

La mayoria de la poblacion encuestada contestd que compraria una cerveza lambica
nacional, con un gran porcentaje también de personas que respondieron que “tal vez” la
comprarian (tabla 18). Considerando tanto el “Si” como el “Tal vez” como respuestas
positivas, los datos indican que la creacion de este estilo seria un aporte novedoso y
redituable para la industria nacional.
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Si 151 59,92
Tal vez 91 36,11
No 10 3,97
Gran Total 252

Tabla 18. Distribucién de resultados sobre intencién de compra de cerveza I[d&mbica nacional.

Para la poblacion objetivo, la tendencia se mantiene (tabla 19).

18-24 78
Si 47 60,26
Tal vez 29 37,18
No 2 2,56
25 -34 90
Si 59 65,56
Tal vez 28 31,11
No 3 3,33
Gran Total 168

Tabla 19. Distribucion de resultados sobre intencion de compra de cerveza lambica nacional para la
poblacion objetivo.

¢En qué estacion del afio sentis que preferirias consumir este tipo de cervezas?

La mayoria de la poblacion considera que consumiria este tipo de cervezas en estaciones
calidas (verano y primavera), siendo el verano la estacion que tuvo amplia mayoria de
votos (figura 16 y tabla 20).

Figura 16. Grafico de distribucion de preferencia de estacion para consumir cervezas lambicas.

= \Verano
= Primavera
Invierno

= Otofio
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Verano 187 74,21
Primavera 32 12,70
Invierno 18 7,14
Otofio 15 5,95
Gran Total 252

Tabla 20. Distribucién de preferencia de estacion para consumir cervezas lambicas.

Para la poblacion objetivo, la distribucion es aproximadamente la misma (tabla 21).

18-24 78

Verano 57 73,08
Primavera 10 12,82
Otofio 8 10,26
Invierno 3 3,85
25-34 90

Verano 64 71,11
Primavera 15 16,67
Invierno 7 7,78
Otofio 4 4,44
Gran Total 168

Tabla 21. Distribucion de preferencia de estacion para consumir cervezas ldmbicas, considerando la
poblacidn objetivo.
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Anélisis cualitativo:
¢En queé situaciones consumis cerveza artesanal?

Figura 17. Diagrama de peso de palabras para situacion de consumo de cerveza artesanal. El tamafio de la
palabra refleja su repeticion.

& 2
%‘é\é\ bQJ DW@‘”Sfon Q(Jo
g \Q Re/, QC
$ & o5 =m0 e"Vece .
ég? Even. 'Cads C YN o rIaS
& ntos L9 & o N m tor
. S S
S o ’DQ $ % Pa l
ST O & LW Faseo . S
& f«?’(_?@ §O@~6”Q rb ml/la
A.Sado ‘S ) b

Como podemos ver en la nube de texto de la figura 17, los conceptos méas repetidos
fueron: Salidas (35), Amigxs (33), Casa (22), Reuniones (18), Bares (14), Cervecerias
(12).

Dentro de la nube de texto, podemos englobar los conceptos en 6 categorias o clusters:
situaciones, personas, lugares, entorno, sensaciones, frecuencias.

El mayor porcentaje de las personas encuestadas asocia la cerveza artesanal con
situaciones (38%) seguido de personas (27%) y lugares (18,5%) (tabla 22).

Cluster %
Situaciones 38,26
Personas 26,98
Lugares 18,52
Frecuencia 8,47
Entorno 4,23

Sensaciones 3,17
Tabla 22. Porcentaje de palabras por cluster.

Dentro de las situaciones, podemos separar en dos cluster que podrian ser interesantes al
momento de perfilar el producto: situaciones que involucran consumo de alimentos
(reuniones, cenas, cumpleafios, etc.) y situaciones que inherentemente no involucran
consumo de alimentos (finde, fiestas, social, etc.). Tomando estos cluster, el 59%
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consume este tipo de cervezas en situaciones que involucran alimento mientras que el
41% en situaciones que inherentemente no lo involucran.

¢En que situacion/ocasion elegirias consumir este estilo de cerveza?

Figura 18. Diagrama de peso de palabras para situacién de consumo de cervezas lambicas. El tamafio de
la palabra refleja su repeticién.
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Ante esta pregunta, como se puede ver en la figura 18, los conceptos mas repetidos fueron
Amigxs (17), Salidas (14), Reuniones (13), Casa (11) y Cena (9).

Separando en los mismos clusters que la pregunta anterior, vemos que sigue dominando
el cluster correspondiente a situaciones (41%), seguido del cluster personas (18%). Lo
interesante se ve en el tercer puesto, donde la categoria de sensaciones obtiene un 14%
de respuestas, y lugares pasa a quedar en un cuarto puesto con un 13%. Estos resultados
se pueden observar en la tabla 23.

Cluster %
Situaciones 40,97
Personas 18,06
Sensaciones 13,89
Lugares 13,19
Frecuencia 9,03
Entorno 4,86

Tabla 23. Porcentaje de palabras por cluster.

Haciendo la misma comparacion de situaciones que involucran o no alimento, podemos
observar que el 53% asocia las ldmbicas a situaciones que involucran alimento contra el
47% que asocia con situaciones que no la involucran. Respecto a la pregunta anterior se
ve un leve aumento de la asociacién con situaciones que no involucran alimento.
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Tomando en cuenta el hecho de que el cluster de sensaciones aumentd un 10% respecto
a la pregunta anterior, y se empareja el porcentaje entre situaciones que implican o no
alimento, se podria inferir que el consumo de esta cerveza se trataria mas bien de la
“experiencia sensorial” en si misma, entendiendo como concepto de experiencia al
conjunto de sensaciones y emociones que deviene de la interaccién del ser humano con
el entorno por medio de sus sentidos. El foco de la poblacion encuestada se basa mas en
probar sabores nuevos y compartir esta experiencia con su nucleo de personas allegadas
mas que en un lugar o entorno especifico.

Desarrollo de producto

El objetivo de este punto es la obtencion de una cerveza lambica “tedrica” con
caracteristicas que recuerden a las IPA, Blonde Ale o APA, con foco en su sabor y que se
destaque por sus notas citricas y frutales.

Como punto de partida, en las tablas 24, 25y 26 se definen los estilos IPA, Blonde Ale 'y
APA en base a sus caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas, usando como base las
descripciones de estilos de Brewers Association (Swersey et al., 2012).

1PA
Caracteristicas sensoriales
Color Dorado a cobrizo.
Claridad Turbidez por frio aceptable a bajas temperaturas.
Aror_ne} 7 SR S ML Sabor a malta debe estar presente en nivel medio.
percibidos
Aromay sabor a lapulo De medio a alto, expresado como floral, herbaceo, terroso, de
percibidos drupa u otros atributos de las altas tasas de lupulo.

Amargor percibido

Caracteristicas de la
fermentacion

Cuerpo

Notas adicionales

Medio a alto.

Los ésteres afrutados presentes en cantidad media a alta. Las
interpretaciones tradicionales se caracterizan por un contenido
de alcohol medio a medio-alto. El uso de agua con alto contenido
mineral resulta en una cerveza crujiente y seca con un caracter
sutil y un equilibrado caracter de compuestos sulfurosos. El
diacetilo puede estar ausente 0 puede estar presente en niveles
muy bajos.

Medio.

Puede utilizarse una amplia gama de variedades de lGpulo para
el amargor. El uso de agua con alto contenido de minerales puede
dar lugar a una cerveza crujiente y seca en lugar de una version
acentuada por la malta.

Caracteristicas fisicoguimicas

Gravedad original (°Plato)

1,046-1,064 (11,4-15,7°Plato)

Extracto aparente/gravedad final (°Plato)
Alcohol en peso (Volumen)

1,012-1,018 (3,1-4,6 °Plato)
3,6%-5,6% (4,5%-7,1%)

Amargor del lGpulo (IBU)

Color SRM (EBC)

35-63
6-14 (12-28 EBC)

Tabla 24. Tabla de estilo IPA (Swersey et al., 2012). Escala de colores SRM (Standard Reference Method)
y EBC (European Brewing Convention) en figura 1 del anexo.
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APA
Caracteristicas sensoriales
Color " Paja a ambar claro.
. Turbidez por frio es aceptable a bajas temperaturas. La
Claridad . , ;
turbidez del lGpulo es aceptable a cualquier temperatura.
Aroma y sabor a malta La maltosidad de baja a media puede incluir un bajo
percibidos caracter de malta caramelo.
Altos, mostrando una amplia gama de atributos,
Aromay sabor a lapulo  incluyendo florales, citricos, afrutados (bayas, tropicales,

percibidos drupa y otros), azufre, diésel, ajo-cebolla, pino, resina y
muchos otros.
Amargor percibido ~ Medio a medio-alto.
Caracteristicas de la Los ésteres afrutados pueden estar presentes en cantidad
fermentacion baja a alta. El diacetilo no deberia estar presente.
Cuerpo  Medio.
Caracteristicas fisicoguimicas
Gravedad original (°Plato) ' 1,044-1,050 (11-12,4 °Plato)
Extracto aparente/gravedad final (°Plato) | 1,008-1,014 (2,1-3,6 °Plato)
Alcohol en peso (volumen) ' 3,5%-4,3% (4,4%-5,4%)
Amargor del lapulo (1BU) ' 30-50
Color SRM (EBC) 4-7 (8-14 EBC)

Tabla 25. Tabla de estilo APA (Swersey et al., 2012). Escala de colores SRM (Standard Reference Method)
y EBC (European Brewing Convention) en figura 1 del anexo.

Blonde Ale
Caracteristicas sensoriales
Color " Pajizo a &mbar claro.
Claridad La turbidez por frio es aceptable a bajas temperaturas.
Aroma y sabor a malta Muv baio a baio
percibidos yha] 10.
Aromay sabor alipulo | Muy bajo a medio. Se suelen utilizar lapulos de tipo
percibidos noble.
Amargor percibido ' Muy bajo a medio-bajo.

Los ésteres afrutados, de bajos a medios, se equilibran
con los atributos de la malta de bajo nivel. Puede haber
un bajo nivel de picante fenélico derivado de la levadura
presente. El diacetilo y el caracter acido no deberian estar
presentes.

Cuerpo ' Bajo a medio.

Caracteristicas de la
fermentacién

Caracteristicas fisicoguimicas

Gravedad original (°Plato) 1,054-1,068 (13,3-16,6°Plato)
Extracto aparente/gravedad final (°Plato) 1,010-1,014 (2,6-3,6 °Plato)
Alcohol en peso (Volumen) 5,0%-6,2% (6,3%-7,9%)
Amargor del lGpulo (IBU) 15-40

Color SRM (EBC) 2-7 (4-14 EBC)

Tabla 26. Tabla de estilo Blonde Ale (Swersey et al., 2012). Escala de colores SRM (Standard Reference
Method) y EBC (European Brewing Convention) en figura 1 del anexo.

37



Tesis de grado - Licenciatura en Quimica Sebastian Moreira Rodriguez

En cuanto a los requerimientos de poblacion celular para la inoculacién de Brettanomyces
en cerveza, se necesita un recuento inicial del orden 10% — 10° cel/mL de Brettanomyces
para que su caracter aparezca. Una poblacion celular excesiva puede resultar
sensorialmente perjudicial para las cervezas realizadas con estas levaduras. Una tasa de
inoculacion de 2x10° cel/mL resulta efectiva para obtener las notas sensoriales deseadas.
Si se realizara el proceso en barricas de madera nuevas, la recomendacion es inocular el
doble de esa tasa, de modo que la levadura pueda implantarse (Burini et al., 2021). En
este punto la idea es utilizar una cepa de Brettanomyces autdctona perteneciente a las
especies B. bruxellensis y/o B. anomalus, de manera de que esta aporte una identidad
local que genere un diferencial nacional en el mercado.

El producto final debe presentar un perfil aromaético citrico y frutal, con un caracter fresco
para ser consumido en estaciones de calor. El fuerte de esta cerveza tiene que ser su sabor,
para aportar una experiencia de consumo que satisfaga las necesidades del consumidor.

En base a los estilos seleccionados, se crea una ficha del perfil sensorial y fisicoquimico
que podria presentar la cerveza a ser disefiada (tabla 27):

Caracteristicas sensoriales

Color Ambar — cobrizo.

Claridad Turbidez por frio aceptable a bajas temperaturas.
Aror_na} J SelaEir 8 el i) Sabor a malta debe estar presente en nivel bajo a medio.
percibidos

De medio a alto, mostrando una amplia gama de atributos,
incluyendo florales, citricos, afrutados (bayas, tropicales, drupa
y otros) y aromas inherentes al lGpulo.

Amargor percibido Medio a alto.

Los ésteres afrutados presentes en cantidad media a alta. El
diacetilo puede estar ausente o puede estar presente en niveles

Aromay sabor a lupulo
percibidos

Caracteristicas de la
fermentacién

muy bajos.

Cuerpo Medio.

Caracteristicas fisicoguimicas
Gravedad original (°Plato) 1,044-1,064 (11-15,7°Plato)
Extracto aparente/gravedad final (°Plato) = 1,008-1,018 (2,1-4,6 °Plato)
Alcohol en peso (Volumen) 3,5%-5,6% (4,4%-7,1%)
Amargor del lapulo (IBU) 30-63
Color SRM (EBC) 5-12 (10-24 EBC)

Tabla 27. Caracterizacion sensorial y fisicoquimica para el nuevo estilo de cerveza a disefiar. Escala de
colores SRM (Standard Reference Method) y EBC (European Brewing Convention) en figura 1 del anexo.

El paso clave en nuestro desarrollo es la fermentacién, donde se debera controlar el medio
y seleccionar las cepas de inoculo adecuadas para obtener el producto con las
caracteristicas sensoriales deseadas por los consumidores. A continuacién, un detalle de
algunos metabolitos secundarios producidos por levaduras no Saccharomyces y sus
descriptores relevantes para la industria cervecera segun Michel et al. (2016).
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Compuestos carbonilicos (tabla 27): en general, asociados a aromas no deseados.

Acetaldehido 10 Manzana verde, Pasto
Diacetilo 0,1-0,15 Manteca
2,3-pentanodiona ~0,9 Acaramelado

Tabla 27. Compuestos carbonilicos producidos por levaduras no Saccharomyces (Michel et al., 2016)

Fenoles (tabla 28): se conocen cominmente como “off-flavours fenolicos” en general
aportan aromas descriptos como clavo de olor, ahumado, picante, medicinal y quemado.
Dependiendo el estilo de cerveza, pueden aportar aromas deseados 0 no deseados.

4-etilfenol 0,9 Fendlico, astringente
4-etilguaiacol 0,13 Fendlico, dulce
A-vinilguaiacol 0.3 Fenalico, arglaorgo, clavo de
4-vinilfenol 0,2 Fendlico, ahumado

Tabla 28. Compuestos fendlicos producidos por levaduras no Saccharomyces (Michel et al., 2016)

Acidos organicos (tabla 29): si se encuentran presentes en altas concentraciones aportan
sabores y aromas salados y agrios y pueden aportar off-flavours tales como queso y sudor.
Son subproductos de la glicolisis, el ciclo de acido citrico, y del metabolismo de
aminoacidos y de acidos grasos.

Acido acético 175 Vinagre
Acido caprilico 15 Cabra
Acido caprico 10 Cera
Acido laurico 6,1 Jabon
Acido oxalico 500 Salado, oxidado
Acido citrico 400 Agrio
Acido malico 700 Manzana
Acido succinico 220 Acido
Acido lactico 400 Agrio, acido
Acido piruvico 300 Salado, forraje

Tabla 29. Acidos organicos producidos por levaduras no Saccharomyces (Michel et al., 2016)

Alcoholes superiores (tabla 30): aportan con aromas florales, frutales y/o herbales
dependiendo de su actividad sinérgica con otros compuestos aromaticos. Se producen
como subproductos del metabolismo y catabolismo de aminoacidos mediante el camino
de Ehrlich (figura 19) (Michel et al., 2016; Pires et al., 2014).

n-propanol 600 Dulce, alcohdlico
Isobutanol 100 Solvente
Pentanol 50-70 Solvente
Alcohol isoamilico 50-65 Banana, alcohdlico
Alcohol fenetilico 40 Osos de gominola, rosa

Tabla 30. Alcoholes superiores producidos por levaduras no Saccharomyces (Michel et al., 2016)
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Figura 19. Diagrama del camino de Ehrlich (Pires et al., 2014)
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Esteres (tabla 31): contribuyen con un amplio rango de sabores y aromas frutales. Los
ésteres de acetato son sintetizados a partir de un alcohol superior o etanol con &cido
acético y tienen la mayor concentracién de compuestos activos con aporte al flavour en
cervezas. Los etil ésteres de &cidos grasos de cadena media son formados por un &cido
graso de cadena media y un radical etanol. Ambos procesos estan diagramados en la
figura 20.

Figura 20. Diagrama de las reacciones quimicas involucradas en la biosintesis de ésteres de acetato (a) y
etil ésteres de acidos grasos de cadena media (b). Los genes principalmente involucrados en cada reaccién
son presentados sobre las flechas de la reaccion (Pires et al., 2014).

ATF1 CHj
Lg-ATF1
,CH3 s O—/ Ethyl
EtI:O | H4C Acetate
anol :},

HO CH, ATF1 0 CH, ; I
ATF2 soamy
_\_< > & < _\—< Acetate

[o] CHy

Isoamyl alcohol CH,

Acetyl-CoA HO

ATF1 o
ATF2 HiC Phenylethyl
——— Acetate
2-phenylethanol
(o) EEB1 (0]
EHT1
e ch Ethyl Hexanoate

H3C @—s Hexanoyl-CoA

N
CH,—OH
EEB1
Ethanol ~EHITS Ethyl Octanoate

S Octanoyl-CoA

40



Tesis de grado - Licenciatura en Quimica Sebastian Moreira Rodriguez

Acetato de etilo 33 Solvente
Aceta’Fo de 1,6 Banana
isoamilo

Acetatp e 1,6 Frutal, dulce
isobutilo

Acetato de fenetilo 3,8 Rosa, manzana, miel
Hexanoato de

etilo (Caproato de 0,23 Manzana, anis
etilo)

Octanoato de etilo

(Caprilato de 0,9 Manzana &cida
etilo)

Tabla 31. Esteres producidos por levaduras no Saccharomyces (Michel et al., 2016)

Alcoholes monoterpénicos (tabla 32): sustancias derivadas de las plantas que aportan
aromas florales. En el caso de la cerveza, provienen del lGpulo.

Linalool 5 Lavanda
a-terpineol 2 Lila
B-citronelol 8* Limon, lima
Geraniol 6* Rosa
Nerol 0,5 Rosa, citrico

Tabla 32. Alcoholes monoterpénicos producidos por levaduras no Saccharomyces (Michel et al., 2016)

Brettanomyces anomalus

Como consecuencia de su actividad B-glucosidasa, B. anomalus puede hidrolizar los
monoterpenos ligados a glucésidos que estan presentes en varias frutas, asi como también
del lapulo. La liberacion de estos monoterpenos les otorga actividad aromaética. La
importancia que tiene esta cepa es que puede metabolizar algunos acidos como ser el p-
cumérico y el feralico para formar compuestos fenolicos aromaticos como ser el 4-VG o
4-VP. Hay estudios de dos cepas (WY 5151 y WLP 645) que mostraron baja produccién
de etil caproato y etil caprilato. La produccion de etilacetato fue descrita como muy baja,
pero  aumentd  con la  adicibn de  acido  lactico  al medio.
Con otras tres cepas, se analizaron las cervezas obtenidas con panel entrenado y fueron
descriptas con descriptores que incluyeron plastico, solvente y quemado o ahumado. Sin
embargo, algunas también fueron descritas como frutales y deseablemente complejas.
Brettanomyces anomalus puede producir flavours frutales tanto como fenolicos en la
fermentacion de cerveza, lo cual describe un perfil acertado con las caracteristicas
deseadas por parte de las personas encuestadas.
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Para un indculo de 12x10° cel/mL y una temperatura de fermentacion de 20°C los valores
de volétiles reportados segin Yacobson, 2010 son los observados en la tabla 32:

Acetaldehido 10 1,16
Acetato de etilo 33 2,68
Lactato de etilo - 0,59
Caproato de etilo 0,23 0,04
Caprilato de etilo 0,9 0,22
n-Propanol 600 1,12
Isobutanol 100 1,63
o 0,045 (bajo)

2-metilbutanol 0,83 (alto) 0,6

Alcohol isoamilico 50-65 2,14
4-vinilguaiacol 0,3 0,085
4-vinilfenol 0,2 n.d.

Diacetilo 000,1-0,15 0,038
2,3-pentanodiona ~0,9 0,007

Manzana verde, pasto
Solvente

Leche agria

Manzana, anis

Manzana acida

Dulce, alcohélico
Solvente

Tostado, subtonos frutales
y alcoholicos

Banana, alcohdlico
Fendlico, amargo, clavo de
olor

Fendlico, ahumado
Manteca

Acaramelado

Tabla 32. Compuestos analizados en fermentacién hecha con Brettanomyces anomalus (Michel et al.,

2016)

Brettanomyces bruxellensis

Produce aromas asociados con raton y caballo, pero también frutales y fendlicos. Algunas
veces el flavour es descripto como metélico o amargo. Fue reportado que B. bruxellensis
es capaz de producir varios ésteres etilicos como ser el acetato de etilo.

Se realizaron estudios con varias cepas de B. bruxellensis para los mismos compuestos
que los analizados para la anteriormente mencionada B. anomalus. En la tabla 33, se
muestra el rango de resultados que fue obtenido en los estudios, fermentando los mostos
con un in6culo de 12x10° cel./mL, a una temperatura de entre 21-22°C (Michel et al.,

2016).
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Acetaldehido 10 1,05-1,98 Manzana verde, pasto

Acetato de etilo 33 1,88—-35,8 Solvente

Lactato de etilo - 0,18 - 1,72  Leche agria

Butirato de etilo 0,45 0-0,08 Anana

Caproato de etilo 0,23 0,11-0,39 Manzana, anis

Caprilato de etilo 0,9 0,72-4,13 Manzana éacida

n-Propanol 600 0,88—-6,56 Dulce, alcohdlico

Isobutanol 100 2,32 -8 Solvente

2-metilbutanol 0,045 (bajo) 109522 Tostadq, §ubtonos frutales
0,83 (alto) y alcoholicos

Alcohol isoamilico 50-65 2,15-8,62  Banana, alcoholico

4-vinilguaiacol 0,3 0,02 - 0,051 Elec:‘ro"co’ amargo, clavo de

4-vinilfenol 0,2 n.d. Fendlico, ahumado

Diacetilo 0,1-0,15 0,024 -0,22 Manteca

2,3-pentanodiona ~0,9 0,003 -0,018 Acaramelado

Tabla 33. Compuestos analizados en fermentacion hecha con Brettanomyces bruxellensis. n.d = no
detectado (Michel et al., 2016)

Evaluando estas dos cepas, qué son de las que hay informacién documentada sobre su
potencial para la elaboracién de cervezas, se puede observar que B. bruxellensis posee
una mayor concentracion de ésteres, aportando un mayor caracter frutal. Deberia
seleccionarse una cepa que tenga baja produccion de diacetilo para no elevar su aporte y
que no interfiera con los ésteres frutales y que esté en la parte baja del rango de produccién
de 2-metilbutanol para no saturar con el aroma tostado.

En la produccion, también habra que tener en cuenta el uso de lGpulos que aporten un
toque citrico para sumar la gama aromatica deseada por los consumidores, aprovechando
la buena actividad B-glucosidasa de Brettanomyces, lo que ayuda a liberar los terpenos
glicosilados pudiendo enfatizar el aporte de estos compuestos provenientes del lGpulo.

Se podria llegar a utilizar un cultivo mixto para combinar los aspectos beneficiosos para
la obtencién de un producto sensorialmente adecuado tanto de Saccharomyces como de
Brettanomyces. Ambas levaduras utilizan distintas fuentes de carbohidratos, por lo que
podrian ser utilizadas tanto en un coinéculo inicial (se inocula el mosto con ambas
levaduras al mismo tiempo) como en un inoculo secuencial (utilizando primero
Saccharomyces y luego Brettanomyces). La ventaja de efectuar un indculo secuencial es
que Brettanomyces posee mayor tolerancia al alcohol que Saccharomyces, por lo que
podria aprovecharse todo el potencial fermentativo y aromatico de Saccharomyces,
esperar a que entre en la fase de muerte, y luego realizar el inoculo con Brettanomyces
para que utilice los azucares residuales. Al tener de base el perfil aromético tan conocido
por los consumidores otorgado por Saccharomyces y luego aportar una nueva gama de
aromas por parte de Brettanomyces, puede ayudar a que el producto sea mayormente
aceptado, ya que contaremos con un set de base de sabores y aromas a los que el
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consumidor estd acostumbrado, pero con un extra del set de flavours que aportan estas
levaduras no convencionales. Se sugeriria como mejor opcion el indculo secuencial para
aprovechar las propiedades fermentativas y de liberacion de compuestos arométicos de
ambas levaduras.

Entendiendo la demanda de mercado y los avances tecnoldgicos que ha habido en la
industria cervecera, pareceria viable la prueba piloto de la elaboracién del estilo
propuesto, primero evaluando en micro fermentaciones las cepas nacionales encontradas
y luego escalando el proceso a planta para efectivamente ver la viabilidad de proceso y
realizar ajustes de escala (ya que es sabido que el resultado del escalado en planta puede
diferir bastante de las pruebas de laboratorio).

Teniendo en cuenta la variedad de técnicas que se han obtenido en la industria cervecera
artesanal, la intencion de captar més clientes, la variedad de lipulos que hay en oferta hoy
en dia y el conocimiento de los procesos, se sugeriria probar tanto el indculo simple con
levadura Brettanomyces como el indculo secuencial de Saccharomyces/Brettanomyces.

Para la definicion final del estilo como tal, se realiz6 un analisis de todos los estilos de la
guia Beer Judge Certification Program (BJCP) (Strong, 2021), y se consideraron aquellos
con perfil sensorial (aroma, apariencia, sabor) mas cercano al perfil de cerveza
previamente elaborado en la tabla 27. De dicho analisis se desprende que los estilos
American Pale Ale e IPA de Especialidad: Belgian IPA (fichas técnicas en anexo) son los
mas similares al estilo que se quiere desarrollar.

En base a estos los estilos American Pale Ale e IPA de Especialidad: Belgian IPA 'y a la
informacidn previamente recapitulada, se procede a elaborar una ficha técnica del nuevo
estilo propuesto, siguiendo los parametros de descripcion de la BJCP:

Descripcion del estilo propuesto

A continuacién, se realiza la descripcion completa del estilo de cerveza a disefiar,
siguiendo la normativa de la guia de estilos de Beer Judge Certification Program.

Impresién general: Cerveza artesanal palida, de potencia media y con lapulo, con
suficiente malta de apoyo para que la cerveza sea equilibrada y bebible. Lupulada, con
sabor afrutado de la levadura Brettanomyces y notas citricas provenientes del lupulo.
Aroma: Aroma de ldpulo moderado a alto con una amplia gama de posibles
caracteristicas, incluyendo citricos, frutas tropicales, frutas de hueso, bayas. No se
requiere ninguna de estas caracteristicas especificas, pero el aroma a lupulo debe ser
evidente. Una maltosidad entre neutra y granulada, de baja a moderada, apoya la
presentacion del lupulo. Esteres afrutados, de intensidad moderada. Aroma de lGpulo
fresco y seco opcional. Esteres de moderados a altos, a menudo peras, manzanas, citricos
o0 platano. Ligero aroma a alcohol, opcional.

Apariencia: Color dorado péalido a ambar. Cabeza moderadamente grande de color
blanco a blanquecino con buena retencion. Generalmente bastante clara.
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Sabor: El caracter del lupulo y la malta es similar al del aroma (se aplican las mismas
intensidades y descriptores). Los sabores a caramelo suelen estar ausentes o bastante
restringidos, pero son aceptables siempre que no desentonen con el lGpulo. Amargor de
moderado a alto. Perfil de fermentacion limpio. Los ésteres afrutados de la levadura
pueden ser de moderados a nulos, aunque muchas variedades de lGpulo son bastante
afrutadas. Acabado de medio a seco. El equilibrio es tipicamente hacia el lupulo tardio y
el amargor; la presencia de la malta debe apoyar, no distraer. El sabor y el amargor del
lipulo suelen persistir hasta el final, pero el regusto debe ser generalmente limpio y no
aspero. El sabor a lupulo seco fresco es opcional.

Sabor moderado a frutas y especias, los mismos descriptores que el aroma. Sabor de
lipulo moderado a alto, los mismos descriptores que el aroma. Sabor a malta de grano
ligero y relativamente neutro, opcionalmente con poco tostado, caramelo o miel. Amargor
de moderado a alto. Final seco a medio seco que a menudo acentla la percepcion del
amargor. El retrogusto tiene un amargor persistente pero no es aspero.

Sensacion en boca: Cuerpo ligero a medio. Nivel de carbonatacion de medio a alto, que
puede aligerar la impresion de cuerpo.

Observaciones: El estilo debera tener presencia de esteres afrutados en cantidad
necesaria para que las notas frutales sean perceptibles. Los aportes citricos del lapulo
deberén estar presentes, asi como su amargor.

Ingredientes Caracteristicos: Malta pélida neutra. LUpulo que aporte notas citricas (por
ejemplo: Amarillo, Cascade, etc.). Levadura Brettanomyces nativa, con aporte de notas
frutales (manzana, banana, anand, limon, etc).

Comparacion de estilo: Un cruce entre IPA'y APA. Tipicamente de color mas claro, con
un perfil de fermentacion mas limpio y con menos sabores a caramelo que sus homélogas
inglesas. Menos amargor en el equilibrio y grado de alcohol que una American IPA. Mas
maltosa, mas equilibrada y bebible, y menos intensamente centrada en el lGpulo y amarga
que las American IPA de intensidad de sesion (también conocidas como Session IPA).
Mas amarga y lupulada que una Blonde Ale.

Estadisticas vitales:

IBU: 30-63

SRM: 5-12

OG: 1,044-1,064

FG: 1,008-1,018

ABV: 4,4%-7,1%

(IBU: International Bitterness Units (unidad de medida de amargor de las cervezas);
SRM: Standard Reference Method (escala de color de cervezas); OG y FG: Gravedad
Original y Gravedad Final (medida de densidad que permite saber el contenido alcohdlico
de la cerveza. La gravedad original se mide previo a la fermentacién y la final luego de
la fermentacion); ABV: Alcohol by Volume (medida de alcohol en %volumen/volumen).
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Conclusiones

46

Se logré hacer una descripcion taxondmica de las levaduras Brettanomyces.

Se logr6 analizar la capacidad fermentativa y los perfiles de compuestos
aromaticos de las levaduras Brettanomyces.

La poblacion objetivo para el desarrollo de producto son los jovenes entre 18 y 30
afios. El perfil de cerveza esperado por esa poblacion debe tener caracteristicas
que recuerden a las IPA, Blonde Ale o APA, con foco en su sabor, que destaque
por sus notas citricas y frutales.

Del andlisis cualitativo de preguntas de respuesta abierta, se concluye que el
consumo de esta cerveza se trataria mas bien de la “experiencia sensorial” en si
misma, entendiendo como concepto de experiencia al conjunto de sensaciones y
emociones que deviene de la interaccion del ser humano con el entorno por medio
de sus sentidos. La poblacion encuestada tiene mayor foco en la experiencia que
le pueda aportar el producto (probar sabores y aromas nuevos) en situaciones
sociales, compartiendo esta experiencia, mas que en un lugar o entorno especifico.
Se logro elaborar una descripcion completa del estilo propuesto, asi como
proponer un método de produccidn para su elaboracion.
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Anexo

American Pale Ale

Impresion general: Cerveza artesanal palida, de potencia media y con lapulo, con
suficiente malta de apoyo para que la cerveza sea equilibrada y bebible. La limpia
presencia del lupulo puede reflejar variedades de lupulo clasicas o0 modernas de América
0 del Nuevo Mundo con una amplia gama de caracteristicas.

Aroma: Aroma de lipulo moderado a moderadamente alto procedente de variedades de
lUpulo americanas o del Nuevo Mundo con una amplia gama de posibles caracteristicas,
incluyendo citricos, flores, pino, resina, especias, frutas tropicales, frutas de hueso, bayas
0 meldn. No se requiere ninguna de estas caracteristicas especificas, pero el aroma a
lupulo debe ser evidente. Una maltosidad entre neutra y granulada, de baja a moderada,
apoya la presentacion del lGpulo, y puede mostrar pequefias cantidades de caracter de
malta especial (por ejemplo, pan, tostado, galleta, caramelo). Esteres afrutados
opcionales, de intensidad moderada. Aroma de lupulo fresco y seco opcional.

Aspecto: Color dorado palido a ambar. Cabeza moderadamente grande de color blanco a
blanguecino con buena retencion. Generalmente bastante clara.

Sabor: El caracter del lupulo y la malta es similar al del aroma (se aplican las mismas
intensidades y descriptores). Los sabores a caramelo suelen estar ausentes o bastante
restringidos, pero son aceptables siempre que no desentonen con el lGpulo. Amargor de
moderado a alto. Perfil de fermentacion limpio. Los ésteres afrutados de la levadura
pueden ser de moderados a nulos, aunque muchas variedades de lupulo son bastante
afrutadas. Acabado de medio a seco. El equilibrio es tipicamente hacia el lGpulo tardio y
el amargor; la presencia de la malta debe apoyar, no distraer. El sabor y el amargor del
lUpulo suelen persistir hasta el final, pero el regusto debe ser generalmente limpio y no
aspero. El sabor a lupulo seco fresco es opcional.

Sensacion en boca: Cuerpo medio-ligero a medio. Carbonatacion de moderada a alta.
Final suave en general, sin astringencia ni aspereza.

Observaciones: Las versiones americanas modernas suelen ser simplemente IPAs de
menor gravedad. Tradicionalmente era un estilo que permitia la experimentacion con
variedades de lupulo y métodos de uso, que ahora pueden encontrarse a menudo como
adaptaciones internacionales en paises con un mercado de cerveza artesanal emergente.
Los jueces deben tener en cuenta las caracteristicas de los lupulos modernos de Estados
Unidos o del Nuevo Mundo a medida que se desarrollan y liberan.

Historia: Una adaptacion de la era moderna de la cerveza artesanal americana de la pale
ale inglesa, que refleja los ingredientes autoctonos. La Sierra Nevada Pale Ale se elaboro
por primera vez en 1980 y contribuyé a popularizar el estilo. Antes de la explosion de
popularidad de las IPA, este estilo era el mas conocido y popular de las cervezas
artesanales estadounidenses.

Ingredientes caracteristicos: Malta palida neutra. Lapulo americano o del Nuevo
Mundo. Levadura ale americana o inglesa, de neutra a ligeramente afrutada. Pequefias
cantidades de diversas maltas especiales.
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Comparacion de estilos: Tipicamente de color mas claro, con un perfil de fermentacion
mas limpio y con menos sabores a caramelo que sus homdlogas inglesas. Puede haber
cierta coincidencia de color entre la American Pale Ale y la American Amber Ale. La
American Pale Ale serd4 generalmente mas limpia, tendra un perfil de malta menos
acaramelado, menos cuerpo y a menudo mas lupulo de acabado. Menos amargor en el
equilibrio y grado de alcohol que una American IPA. Mas maltosa, méas equilibrada y
bebible, y menos intensamente centrada en el lupulo y amarga que las American IPA de
intensidad de sesion (también conocidas como Session IPA). Mas amarga y lupulada que
una Blonde Ale.

Estadisticas vitales:

IBU: 30 - 50

SRM:5-10

OG: 1.045 - 1.060

FG: 1.010- 1.015

SRM:5-10

ABV: 4.5 -6.2%

Ejemplos comerciales: Deschutes Mirror Pond Pale Ale, Half Acre Daisy Cutter Pale
Ale, Great Lakes Burning River, La Cumbre Acclimated APA, Sierra Nevada Pale Ale,
Stone Pale Ale 2.0

Etiquetas: fuerza-estdndar, color-palido, fermentacion-alta, norte-américa, estilo-
artesanal, familia-pélida, amarga, lGpulo

IPA de Especialidad: Belgian IPA

Impresion general: Una IPA seca y lupulada, con el sabor afrutado y picante de la
levadura belga. A menudo de color mas claro y atenuado, similar a una Tripel belga que
ha sido elaborada con mas Itpulo.

Aroma: Aroma de lGpulo de moderado a alto, que suele reflejar el caréacter de los lUpulos
americanos o del Nuevo Mundo (tropical, melon, fruta de hueso, citrico, a pino, etc.) o de
los lGpulos continentales (especiado, herbal, floral, etc.), posiblemente con una ligera nota
de lupulo seco. Suave dulzor de la malta, a veces con un caracter azucarado o de miel,
pero raramente caramelo. Esteres de moderados a altos, a menudo peras, manzanas,
citricos o platano. Ligeras especias, clavo o pimienta, opcional. Ligero aroma a alcohol,
opcional.

Aspecto: Color entre dorado claro y ambar. Cabeza moderada a grande de color
blanguecino con buena retencion. Claridad entre buena y bastante brumosa.

Sabor: Sabor moderado a frutas y especias, los mismos descriptores que el aroma. Sabor
de lapulo moderado a alto, los mismos descriptores que el aroma. Sabor a malta de grano
ligero y relativamente neutro, opcionalmente con poco tostado, caramelo o miel. Amargor
de moderado a alto. Final seco a medio seco que a menudo acentua la percepcion del
amargor. El retrogusto tiene un amargor persistente pero no es aspero.

Sensacion en boca: Cuerpo ligero a medio. Nivel de carbonatacion de medio a alto, que
puede aligerar la impresién de cuerpo. Ligera calidez opcional.

Observaciones: La eleccidn de la cepa de levadura y de las variedades de lapulo es
fundamental, ya que muchas opciones chocaran horriblemente.
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Historia: Un estilo relativamente moderno, que data de mediados de la década de 2000.
Los cerveceros caseros Y las cervecerias artesanales sustituyeron la levadura belga en sus
recetas de IPA americanas. Las cervecerias belgas suelen afiadir mas lupulo a sus cervezas
palidas més fuertes.

Ingredientes caracteristicos: Cepas de levadura belga utilizadas en la elaboracion de
Tripels belgas y Golden Strong Ales. Los ejemplos estadounidenses suelen utilizar
lupulos americanos o del Nuevo Mundo, mientras que las versiones belgas suelen utilizar
lUpulos europeos y sélo malta palida. Son comunes los adjuntos de azucar.
Comparacion de estilos: Un cruce entre una IPA o Double IPA americana con una
Golden Strong Ale belga o una Tripel belga. Este estilo puede ser més picante, fuerte,
seco y afrutado que una IPA americana.

Estadisticas vitales:

IBU: 50 - 100

SRM:5-8

OG: 1.058 - 1.080

FG: 1.008 - 1.016

ABV: 6,2 - 9,5%

Ejemplos comerciales: Brewery Vivant Triomphe, Green Flash Le Freak, Houblon
Chouffe, Urthel Hop It

Etiquetas: alta potencia, color palido, fermentacion alta, norteamérica, estilo artesanal,
familia ipa, familia de especialidades, amarga, lupulada

Escala de colores SRM/EBC

Figura 1. Escala de colores SRM y EBC

Lager palida 2-3 3,94-591

Weissbier 3-4 591-7,88

Witbier 4-5 7,88-9,85
Belgian Blond 6-9 | | 11,82-17,73
Pale Ale 10-14 19,70 - 27,58
IPA 14-17 27,58 -33,49
Mild 17-18 33,49 - 35,46
Brown ale 19-22 37,43-4334
Black lager 22-30 4334-59,10
Porter 30-35 59,10 - 68,95
Stout 35+ 68,95 - 78,80

Imperial Stout 40+ >78,80
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