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RESUMEN

La cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida a nivel global y su calidad visual,
en particular la turbidez, incide en la percepcion del consumidor y en la eficiencia del
proceso de elaboracién. En este trabajo se evalué la papaina (Collupulin 200 L, DSM),
una proteasa de origen vegetal, como agente clarificante en dos contextos: (i) una
Pilsener Lager elaborada a escala de laboratorio y (ii) una Blonde Ale producida en

una planta artesanal local.

Primero se caracterizd el insumo enzimatico evaluando concentracién de
proteinas totales y actividad especifica promedio. Luego, se ensayod su aplicacion en
cerveza Pilsener Lager, comparando con un clarificante comercial y un control sin
tratamiento. En las condiciones probadas no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la turbidez ni en atributos sensoriales frente al
control. Por este motivo, se avanzé a evaluar cerveza Blonde Ale, estilo con mayor
turbidez basal, probando tres concentraciones de papaina y dos temperaturas de
maduracién (6 °C y 16 °C), junto con isinglass y un control sin aditivos. La maduracion
redujo la turbidez en todos los casos. La papaina produjo una disminucién significativa
de la turbidez solo a 6 °C en la concentracion mas alta (5,8 TU/mL), mientras que a 16
°C no se detectaron diferencias frente al control. El isinglass no mejoro6 la claridad bajo
las condiciones aplicadas, lo que sugiere que la dosis y/o el pH no fueron los 6ptimos
para favorecer su accion floculante.

En conjunto, la papaina mostré actividad enzimatica in vitro pero un efecto
clarificante limitado en cerveza bajo las condiciones ensayadas, con mayor eficacia a
baja temperatura y dosis elevadas. No se evidenciaron cambios sensoriales relevantes
ni alteraciones microbiologicas atribuibles al tratamiento enzimatico. Estos resultados
proporcionan una base para optimizar parametros de aplicaciéon (dosis, momento de
adicion, pH y temperatura) y explorar la papaina como alternativa natural en esquemas

combinados de clarificacion.



1. INTRODUCCION

1.1 Historia de la cerveza

La cerveza tiene una historia milenaria. En Egipto fue muy popular, pero en
Grecia y Roma se la asocidé con pueblos barbaros y clases bajas (Domene, 2018).
Durante la Edad Media los monjes desarrollaron recetas para distintos publicos.
Hildegarda de Bingen fue la primera en usar lupulo, lo que mejoré tanto la
conservacion como el sabor de esta bebida (Domene, 2018). En 1516, se promulgé la
Ley de Pureza Alemana, que limitd sus ingredientes a agua, cebada y lupulo (Domene,
2018).

Durante la Revolucion Industrial, las tecnologias como el termémetro y la
maquina de vapor aumentaron la escala y calidad de produccién (Domene, 2018).
Luego, Pasteur identificé a las levaduras como responsables de la fermentacion y
desarrollé la pasteurizacion, estabilizando el producto (Domene, 2018).

Actualmente, la cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida del mundo
(Agencia Argentina de Inversiones y Comercio Internacional, 2023; WHO, 2018), con
144.000 millones de litros anuales en 167 paises (Mendoza et al., 2022) y 23 millones
de empleos directos, el 0,9% del empleo global (Oxford Economics, 2022). Ocho
grupos cerveceros controlan dos tercios de la produccion mundial.

Desde los afos 80, crecieron las microcervecerias y brewpubs en EE.UU., lo
que di6 origen al auge artesanal. Se estima que en 2024 el mercado global artesanal
supero los 6.520 millones de litros (Deloitte, 2024). En Uruguay, este sector surgi6
entre 2007 a 2008, con cervecerias como Cabesas, Davok y Mastra (Mazzolla, 2019).
En 2020 la produccién artesanal alcanzé 2 millones de litros (Agencia Argentina de
Inversiones y Comercio Internacional, 2023), el 2% de la produccién nacional. Entre
los estilos mas elaborados estan las cervezas Indian Pale Ale (IPA, 77%), Blonde Ale
(60%) y Blonde (58,5%) (Santa Cruz & Sosa, 2021).

El crecimiento artesanal, impulsado por consumidores exigentes, plantea
nuevos desafios productivos. Mejorar la calidad y reducir costos requiere innovar con
insumos adecuados (Agencia Argentina de Inversiones y Comercio Internacional,
2023).

En Uruguay, dentro de los estilos producidos en el sector artesanal, se
encuentran IPA y Blonde Ale como maximos exponentes. Esto se puede apreciar en la

Figura 1.
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Figura 1. Representacion de los estilos de cerveza producidos por la industria
artesanal en Uruguay. El tamafo del recuadro refleja su volumen de produccién y
consumo (AMAU, 2021).

1.2 Diferencias entre cerveza industrial y artesanal
La distincion entre cerveza artesanal e industrial puede ser subjetiva, pero
basandonos en opiniones de maestros cerveceros y expertos, podemos identificar

varias diferencias clave que se resumen en la Tabla 1.



Tabla 1. Diferencias entre la cerveza artesanal e industrial.

Item a comparar

Artesanal vs. industrial

Volumen de produccion

La cerveza artesanal no debe superar los 6 millones de
barriles anuales y debe ser independiente de empresas
transnacionales (Brewers Association, 2018)

Estrategia de marketing

Los productores artesanales se enfocan en la calidad y la
innovacion, mientras que los industriales se distinguen por sus
bajos costos y grandes inversiones publicitarias. Ademas, los
artesanales suelen vender en brewpubs o ferias, mientras que
los industriales se distribuyen a través de redes comerciales
masivas (Domene, 2018; Mazzolla, 2019).

Ingredientes

Las cervezas artesanales respetan la ley de pureza alemana
(Reinheitsgebot), usando solo agua, malta, lupulo y levadura,
aunque con espacio para la innovacion. Las cervezas
industriales incorporan ingredientes como arroz o
conservantes para reducir costos y extender la vida util del
producto.

Diversidad de estilos
producidos

Las cervezas artesanales ofrecen una mayor variedad de
estilos, mientras que las industriales se concentran
principalmente en el estilo Lager.

Analisis nutricional

La calidad y variedad de los ingredientes en las cervezas
artesanales resultan en perfiles nutricionales distintos a los de
las industriales. Por ejemplo, el contenido alcohdlico varia mas
que en las industriales, impactando su composicion (Mendoza

et al., 2022).

1.3 Proceso de produccién de cerveza

La cerveza se elabora a partir de cuatro ingredientes basicos: malta, agua,

levadura y lapulo. Su produccién consta de seis etapas: molienda, maceracion,
coccion, fermentacion, maduracién y envasado. Las condiciones especificas de cada
paso varian segun el estilo de cerveza a producir (Domene, 2018).

En la molienda los granos se trituran para liberar azucares fermentables y no
fermentables. Durante la maceracion, los granos molidos se mezclan con agua
caliente, donde los almidones se convierten en azucares, mediante la accion de alfa y
beta amilasas, activadas por temperaturas y pH controlados (5,2 — 5,5). Las alfa
amilasas generan azucares no fermentables (cuerpo), y las beta amilasas, los
fermentables (alcohol). Una vez finalizado el macerado, se extrae el liquido, se
recircula y se realiza el “lavado de granos” con agua acida para obtener un mosto con

volumen y densidad adecuados. En la coccién, el mosto se hierve durante



aproximadamente una hora y se agregan los lupulos, que aportan amargor, aroma y
sabor. Luego, se realiza un whirlpool para precipitar solidos (lUpulo, proteinas) y
eliminar compuestos volatiles (Domene, 2018).

Durante la etapa de fermentacion, las levaduras realizan principalmente
fermentacion alcohdlica transformando los azucares en etanol y CO.. La temperatura y
tiempo de fermentacion varian segun el tipo de levadura y estilo. En la etapa de
maduracién, se disminuye la temperatura (0 a 3°C) con el objetivo de precipitar
polifenoles, proteina y la levadura remanente que enturbian la cerveza. En esta etapa,
que puede durar desde semanas a afnos, dependiendo del estilo, se afinan los aromas
y sabores de la cerveza. Finalmente, la cerveza se embotella o se coloca en barriles.
En algunos casos, se pasteuriza para asegurar la estabilidad microbiologica. Este

paso es mas frecuente en la industria que en la produccion artesanal (Domene, 2018).

1.4 Estilos de cerveza

La variedad de ingredientes, tiempos y temperaturas de maceracién, coccion,
fermentacion y maduracion, da lugar a los distintos estilos. Ademas de los ingredientes
basicos pueden sumarse otros como frutas, especias o algas para lograr perfiles
unicos.

El criterio principal de clasificaciéon es el tipo de fermentacion (Archana et al,
2024):

Fermentacion alta (Ale): Se desarrolla entre 15-25°C, con Saccharomyces
cerevisiae, que actla en la parte superior del mosto. Esta fermentacion produce
cervezas complejas y es tipica en cervecerias artesanales. El proceso dura
aproximadamente siete dias.

Fermentacion baja (Lager): utiliza Saccharomyces pastorianus, levaduras que
trabajan en el fondo del fermentador a una temperatura entre 7 y 14 °C, . Requiere
entre una y tres semanas y predomina en la produccion industrial.

Algunas cervecerias artesanales también utilizan fermentaciones espontaneas
con levaduras salvajes presentes en el ambiente.

Como referencia para definir estilos, se usa el Beer Judge Certification Program
(BJCP), que incluye criterios como: la impresion general, el tipo de levadura, el perfil
sensorial (aroma, sabor, color y cuerpo), la historia y los ingredientes caracteristicos,
asi como parametros técnicos: ABV (alcohol por volumen), IBU (amargor), SRM/EBC

(color), OG y FG (densidades inicial y final).



1.5 Turbidez en la cerveza

La turbidez esta definida como la reduccién de la transparencia de un liquido
causada por la presencia de particulas no disueltas de material distinto al propio
liquido (Acebo-Gonzalez & Hernandez-Garcia, 2013). En la cerveza la turbidez puede
aparecer en diferentes momentos del proceso de produccion y también en el producto
final. Esta turbidez puede ser biolégica, cuando es causada por presencia de células o
levaduras, o inerte, cuando es causada por proteinas y polifenoles, como se puede ver
en la Figura 2 (Wang & Ye, 2021; Steiner et al., 2012).

— i —

Figura 2. Esquema que representa los diferentes tipos de turbidez y su origen. La
turbidez puede ser de dos tipos: bioldgico o inerte (Extraido y modificado de Wang &
Ye, 2021)

1.5.1 Turbidez biolégica
La turbidez biolégica (TB) se origina por la contaminacion del producto con
bacterias o levaduras salvajes (Figura 2). En la actualidad, tanto en cervecerias
industriales como artesanales, se controla mediante la optimizacién de las condiciones
del mosto (pH, presencia de etanol, temperatura y falta de oxigeno), que favorecen el
crecimiento de las levaduras deseadas y dificultan la proliferacion de otros
organismos. Sin embargo, las bacterias lacticas siguen siendo los contaminantes mas
comunes representando entre el 60 y 70% de los aislamientos bacterianos
encontrados en cervezas (Salanta et. al., 2020). Con excepcién de los estilos acidos o
“sour”, donde se busca la presencia del acido lactico, la turbidez y el sabor (atribuidos
al acido lactico y al diacetilo) son considerados defectos sensoriales.
En general, esta turbidez ya no representa un problema desafiante para los
productores industriales y artesanales. No obstante, en la producciéon a muy pequena

escala, donde las condiciones de asepsia son mas limitadas, esta TB puede
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presentarse con mayor frecuencia. Una de las estrategias mas aplicadas por su
practicidad es la maduracion en frio (0°C), que sostenida en el tiempo, favorece la

precipitacién de compuestos al fondo del fermentador (Briggs, 2004).

1.5.2 Turbidez no-biolégica

La turbidez no-bioldgica (TNB) es generada por particulas de diferentes
origenes y caracteristicas que pueden aparecer en diferentes momentos del proceso
cervecero. Por esta razon se clasifica principalmente como turbidez en frio y turbidez
permanente (Leiper & Miedl, 2009).

Dentro de las grandes moléculas que pueden originar la TNB se encuentran las
dextrinas, B-glucanos, polifenoles y proteinas. Estas moléculas pueden interaccionar
entre si para generar las diferentes brumas.

La turbidez en frio (CH, “chill haze”), se genera a temperaturas cercanas a los
0°C por interacciones débiles, como enlaces de hidrogeno, entre proteinas vy
polifenoles. Este proceso es reversible si la cerveza se calienta a 20°C o mas. Las
particulas encargadas de generar la CH suelen tener un diametro que oscila entre 0,1
y 1,0 ym (Bamforth, 1999).

En cambio, la turbidez permanente (PH, “permanent haze”) aparece a cualquier
temperatura y es el resultado de interacciones fuertes (enlaces covalentes) entre
agregados moleculares grandes. Los diametros de las particulas en este caso se
encuentran entre 1,0 y 10,0 ym (Bamforth, 1999).

En ambos casos la turbidez depende de las concentraciones de proteinas y
polifenoles, en particular de aquellos que son activos para formar la bruma, conocidos
como “Haze Active proteins” (del inglés «proteinas activas de turbidez», de aqui en
adelante proteinas HA) o “Haze Active polyphenols ( del inglés «polifenoles activos de
turbidez», de aqui en adelante polifenoles HA) (Mastanjevic et., al. 2018).

Como se observa en la Figura 3, ambas moléculas tienen sitios activos de
interaccion. La turbidez dependera de la concentracién de estos en la cerveza lo que
determinara el numero de interacciones que se puedan formar. Mientras las
concentraciones de proteinas HA y polifenoles HA sean diferentes, no habra
practicamente turbidez ya que ambas moléculas no podran generar grandes redes
coloidales que desvien la luz. En cambio, si las concentraciones de proteinas HA y
polifenoles HA son similares, se generan redes de mayor tamafo que dispersan la luz
provocando el efecto visual de turbidez. Diferentes estudios indican que las uniones
entre proteinas HA y polifenoles HA suelen ser débiles, y cuando estas interacciones
se estabilizan y se vuelven mas fuertes, la turbidez en frio puede convertirse en

turbidez permanente (Wang & Ye, 2021).
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Figura 3. Representacion de las diferentes formas de interaccion segun las distintas
proporciones de polifenoles HA y proteinas HA que estan presentes en la cerveza
(Wang & Ye, 2021) .

1.5.3 Proteinas precursoras de la turbidez cervecera

Dentro del proceso de producciéon de la cerveza, el macerado es una etapa
clave para la formacion de la turbidez, ya que determina en gran medida la cantidad de
proteinas presentes luego en el mosto y, por tanto, en la cerveza. Estas proteinas
provienen del grano malteado que fue adicionado en el macerado. Se ha estimado que
basta con una concentracion de 2 mg/L de estas proteinas para generar 1 unidad EBC
(European Brewery Convention) de turbidez.

Entre las proteinas mas abundantes en la malta, se encuentra la hordeina, una
proteina de reserva almacenada en el endosperma de las semillas. Esta es una de las
principales responsables de la generacion de turbidez en la cerveza, conteniendo
prolina como principal sitio de unién con los polifenoles (Jongberg et., al. 2020).

Ademas, se han descrito otras proteinas asociadas a la formacion de turbidez
como la albumina o globulina, aunque con una menor incidencia en la turbidez que la
hordeina (Ye et., al. 2016).

Estas tres proteinas comparten ciertas caracteristicas estructurales,
especialmente en su contenido y secuencia de aminoacidos. La proporcién de prolina
(P) y glutamina (Q) en sus secuencias juega un rol clave en la formacion de la bruma.
En particular, la secuencia P-Q-Q-P ha demostrado una alta propension a formar
complejos con polifenoles, generando las redes moleculares responsables de la

bruma. Se ha observado que los residuos de prolina tienen afinidad por los polifenoles
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HA, pero esta afinidad se pierde cuando la prolina se encuentra de forma libre (Wang
& Ye, 2021).

1.5.4 Polifenoles precursoras de la turbidez cervecera

Los polifenoles HA pueden provenir tanto de la maltas (80%) como de los
lupulos (20%) (Shopska et al., 2021). Estas moléculas son claves en la composicién
del sabor final del producto. También pueden prolongar su vida util, actuando como
captadores de radicales libres y agentes reductores. Los compuestos fendlicos mas
frecuentes en la cerveza son la catequina, la epicatequina, el acido ferulico, el acido
p-cumarico y el acido vainillico. Estos compuestos fendlicos pueden transformarse
rapidamente en compuestos volatiles que afectan la estabilidad y sabor de la cerveza
(Habschied et., at. 2021).

Segun su peso molecular (MW), los polifenoles se dividen en dos grupos:
taninos y no-taninos. Los primeros, tienen un peso molecular de entre 500 - 3000 u
(Da) y son los responsables del sabor final de la cerveza, ademas de ser los
principales componentes de los polifenoles HA. Por otro lado, los no-taninos presentan
un peso molecular menor a 500 u (Da) y mayor a 3000 u (Da). Cuando las particulas
menores a 500 u (Da) se oxidan y polimerizan, contribuyen a la formacién de la bruma.
Por otra parte, las moléculas de peso molecular mayor a 3000 u (Da), tienden a
precipitar y son removidas durante los procesos de seguimiento por parte de los
cerveceros en los fermentadores.

En el mosto también se encuentran polifenoles monoméricos entre los que se
destacan los flavonoides y los flavanoles, ambos con un peso molecular menor a 500
u (Da). Estos compuestos, mediante oxidacion y polimerizacién, generan mas sitios de
unién con proteinas circundantes, formando polimeros que contribuyen a la formacion
de la bruma (Wang & Ye, 2021).

1.5.5 Otros compuestos que otorgan turbidez a la cerveza

Existen otros compuestos que pueden generar o colaborar a la formacion de la
bruma cervecera, entre ellos se encuentran distintos glucanos, material inorganico y
oxalato de calcio (Steiner et. al., 2010).

Los glucanos son polisacaridos formados por unidades de glucosas unidas por
enlaces glucosidicos. Provienen de las maltas y son parte de los azucares degradados
durante el macerado. Si no se degradan adecuadamente, por un macerado demasiado
corto o condiciones de temperatura incorrectas, pueden generar turbidez en el
producto final. Ademas, si las condiciones de fermentacidon no son optimas, las

levaduras pueden estresarse y liberar glucogeno, un polisacarido de reserva similar al
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almidoén, que también contribuye a la turbidez. En particular los p-glucanos, presentes
en las paredes de las células de las maltas pueden pasar a la cerveza y generar
problemas en el filtrado al aumentar la viscosidad del liquido (Steiner et. al., 2010).

El oxalato de calcio, se forma a partir del acido oxalico (proveniente de las
maltas) y el calcio (presente en el agua). La correcta concentracion de calcio es clave
para que el oxalato precipite en forma de cristales y no permanezca en suspensiéon
(Steiner et. al., 2010).

Finalmente, la materia organica proveniente de los ingredientes también puede

generar turbidez no deseada en la cerveza (Steiner et. al., 2010).

1.6 Métodos de eliminacion de la turbidez

Para alcanzar la cristalinidad buscada en las cervezas, hay dos grandes
métodos que pueden usarse en forma complementaria dentro del mismo esquema de
produccién, para alcanzar un producto final de calidad, en menos tiempo y a un costo
reducido (Martinez Amezaga et al., 2016). Los dos métodos mas usados son el filtrado

(Domene, 2018) y el agregado de clarificantes (Tabla 2). .

1.6.1 Filtrado

El filtrado es una herramienta utilizada en la busqueda de la clarificaciéon
deseada para el estilo en cuestién. El microfiltrado o el filtrado por tierra de diatomeas
son los métodos de filtrado mas utilizados en la industria (Martinez Amezaga et., al.
2016).

1.6.2 Clarificacion

La clarificacion es el proceso por el cual se eliminan o precipitan las particulas
en suspension responsables de la turbidez de la cerveza, con el fin de mejorar su
claridad y estabilidad. La clarificacién no es un paso obligatorio ni debe realizarse en
un momento fijo del proceso de elaboraciéon. El grado de clarificacién deseado
dependera del estilo de cerveza que se busca producir. Existen diversos métodos de
clarificacién, los cuales actian sobre diferentes tipos de turbidez. Cada insumo
empleado apunta a un origen especifico de turbidez y se aplica en etapas definidas del
proceso productivo. En la tabla 2 se resume el uso de los clarificantes mas comunes
tanto en la industria como en la produccion artesanal. Es preciso resaltar que en

ambos casos, la clarificaciéon con aditivos suele combinarse con procesos de filtrado.
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Tabla 2: Clasificacién de diferentes clarificantes que se utilizan en la produccion de
cerveza. Se explicita su origen y cual es su turbidez objetivo sobre la cual actuar.
(Elaboracién propia basado en Domene, 2018).

Clarificante Origen Turbidez a solucionar
Isinglass Organico (colageno animal) Bioldgica principalmente
(levaduras). También puede
actuar sobre proteinas.
Gelatina Organico (colageno animal) Bioldgica principalmente
(levaduras). Puede actuar
sobre la turbidez inorganica
también.
Irish Moss Organico (alga) Turbidez inorganica
Gel de silice Inorganico Turbidez inorganica
Polyclar Inorganico Turbidez inorganica
(polivinilpolipirrolidona)

Otro método de clarificacion se basa en el uso de enzimas proteoliticas o
proteasas (Esti et. al., 2013). El grupo de Esti en 2013 compard la actividad proteolitica
de la papaina extraida del latex asi como de la fruta madura, observando una mejor
actividad frente a un sustrato peptidico para la enzima del latex. Esto la convierte en

una alternativa interesante para su aplicacion en la clarificacion del vino.

1.7 Enzimas proteoliticas

Las enzimas proteoliticas, también llamadas proteasas o peptidasas son un tipo
de enzimas presentes en todos los dominios de la vida, que catalizan la hidrélisis de
los enlaces peptidicos de las proteinas (Caffini et. al., 2009)

Las enzimas proteoliticas pueden clasificarse en endopeptidasas vy
exopeptidasas. Las endopeptidasas son aquellas que hidrolizan enlaces peptidicos en
el interior de la secuencia proteica. Las exopeptidasas actian en los extremos N o C
terminal de la cadena polipeptidica del sustrato, removiendo uno o mas aminoacidos
(Caffini et. al., 2009).

En 1960, Hartley propuso una clasificacion de las peptidasas basada en las
caracteristicas de sus mecanismos cataliticos. De esta manera, distinguié cuatro
grupos principales de proteasas: serinicas, cisteinicas, asparticas y metalopeptidasas.
Las proteasas serinicas y las cisteinicas comparten la capacidad de formar complejos

covalentes transitorios con el sustrato. En cambio, las proteasas asparticas y las
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metalopeptidasas actuan sin formar complejos covalentes, catalizando la hidrélisis
mediante otros tipos de interacciones no covalentes, como la activacion de moléculas
de agua (Caffini et. al., 2009).

En las proteasas serinicas y cisteinicas, el nucledéfilo que participa en la
reaccion de hidrélisis es un aminoacido catalitico de la enzima. En cambio, en las
asparticas y metalopeptidasas, el nucledfilo es una molécula de agua activada, que
juega el rol esencial en el mecanismo (Caffini et. al., 2009).

La clasificacion inicial propuesta por Hartley en 1960 sent6 las bases para los
dos grandes sistemas actuales de clasificacion de peptidasas: la nomenclatura de la
Comision de Enzimas (EC) y el sistema MEROPS (Caffini et. al., 2009).

En el sistema EC, las proteasas se ubican en la clase 3, correspondiente a las
hidrolasas. Dentro de esta, pertenecen a la subclase 4, que incluye enzimas que
actuan sobre enlaces peptidicos. A su vez, se agrupan en distintas sub-subclases (11,
13-18, 21-24 0 99) segun la posicién del enlace que clivan en el sustrato y el tipo de
mecanismo catalitico que emplean. El cuarto digito del numero EC se utiliza para
identificar de manera especifica a cada proteasa dentro de su sub-subclase
correspondiente.

En 1993, Rawlings & Barrett propusieron un nuevo sistema de clasificacion de
peptidasas basado en la estructura molecular y las relaciones evolutivas entre
enzimas. Con sucesivas actualizaciones, este trabajo decanté en la creacién del
sistema MEROPS. Este sistema organiza las peptidasas en dos niveles jerarquicos:
familias y clanes (Caffini et. al., 2009).

Una familia agrupa peptidasas que tienen una similitud en su secuencia
aminoacidica, especialmente en regiones clave para su actividad catalitica. Un clan,
reune familias que tienen un origen evolutivo comun, es decir, derivan de un mismo
ancestro.

En términos funcionales, la clasificacion por familias resulta mas util, ya que se
basa en similitudes estructurales directamente relacionadas con la actividad
enzimatica. En cambio, los clanes representan agrupamientos de orden filogenético,

sin implicar necesariamente similitudes funcionales.

1.8 Aplicaciones industriales de las enzimas proteoliticas

Las proteasas estan dentro de las enzimas mas utilizadas de la industria, junto
con las carbohidrasas (Mordor Intelligence, 2023).

Una de las primeras proteasas utilizadas en la industria fue la tripsina, aplicada

en el procesamiento de cueros. En el ambito cervecero, L. Wallerstein introdujo en
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1911 el uso de las proteasas vegetales, como la papaina y la bromelaina. A éstas se
les suma la ficina como las fitoproteasas mas relevantes en términos industriales.

En el caso de la papaina, ya desde 1933 existia un centro de produccién
comercial ubicado en Ceilan (actual Sri Lanka). Por otro lado, la bromelaina comenzé
a producirse con fines terapéuticos antiinflamatorios en la década de 1950, usos que
mantiene en la actualidad. También se le atribuyen propiedades cicatrizantes,
digestivas y supresoras del apetito (lllanes, 2009). El caso de la papaina se vera mas
en profundidad en secciones posteriores de este trabajo.

Las proteasas en general prometen ser un actor clave en el mercado de
enzimas, proyectandose que para 2024-2025 representen el 60% de las enzimas
comercializadas y el 40% de todas las ventas mundiales de enzimas (Mordor
intelligence, 2023).

Otra proteasa con aplicaciones en la industria es la renina, destacada por su
alta especificidad proteolitica y su eficiencia en el proceso de cuajado de la leche para

producir quesos (Valles et. al., 2009).

1.9 La papaina

La papaina (EC 3.4.22.2) pertenece a la familia C1, dentro del clan CA segun la
clasificacion MEROPS (Storer & Ménard. 2013). Es una proteasa cisteinica, dado que
un residuo de cisteina actua como nucledfilo, atacando el enlace peptidico que se va a
escindir (Rao et al., 1998).

Se extrae del latex de la papaya y luego de un proceso de secado se
comercializa como papaina cruda. Este producto si bien contiene a la papaina,
también presenta otras proteasas y compuestos contaminantes. Con el objetivo de
obtener un producto con mayor concentracion de papaina y eliminar otras enzimas no
deseadas, se han puesto a punto diferentes métodos de purificacién (Azarkan et. al.,
2003).

Su rol bioldgico esta relacionado con la defensa de la planta frente a ataques
patogenos. Los dafios fisicos ocasionados por estos agentes externos inciden en la
produccion de proteinas y en las propiedades del latex de la papaya en si (Azarkan et.
al., 2006). Ademas, estas enzimas participan en procesos de cicatrizaciéon del tejido
vegetal dafado, contribuyendo a la supervivencia de la planta en entornos hostiles. En
particular, se ha demostrado que la papaina interactua directamente con los
organismos patogenos (Konno et al.,, 2004). También colabora en la correcta
coagulacion del latex lo cual actua como una barrera fisica que impide la entrada de

agentes perjudiciales para la planta (Silva et al., 1997).
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Esta enzima es relativamente inespecifica, debido a que no muestra una
estricta selectividad por la hidrdlisis de enlaces entre residuos aminoacidicos
determinados, mas alla de su preferencia por un residuo hidrofébico en la posiciéon P2
del sustrato (el segundo residuo hacia el extremo N-terminal del sitio de corte) (Storer,
2013). Esta baja especificidad es una de las razones por las que la papaina tiene
multiples aplicaciones industriales, desde la ablandacion de carnes hasta la
clarificaciéon de cervezas.

De modo natural, la papaina se produce como un zimoégeno, también llamado
proenzima o enzima inactiva, compuesta por 345 aminoacidos y con un peso
molecular de 38.922 Da (UniProt. https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00784/entry)

(Figura 4). La forma cataliticamente activa de la enzima es una proteina de 212

aminoacidos, con un peso molecular de 23.406 Da, y presenta tres puentes disulfuro
que contribuyen a su estabilidad estructural. La papaina es estable en un amplio rango
de pH (entre 3 y 9) y a temperaturas de hasta 80°C (Amri & Mamboya, 2012). Sus
condiciones éptimas dependen del sustrato y de las condiciones experimentales, por
ejemplo cuando se usa caseina como sustrato se ha reportado un pH 6ptimo en el
rango de 5,8-7,0 y una temperatura 6ptima de 50-57 °C (Grzonka et., al. 2007). Esta
robustez frente al pH y la temperatura la convierte en una herramienta util en procesos

industriales donde otras enzimas perderian actividad.

Figura 4. Estructura de la propapaina generada por Alphafold. Imagen extraida de
UniProt.

La estructura cristalografica de la papaina esta bien caracterizada (pdb 9PAP).
Al igual que otras enzimas del clan CA presenta un dominio L (N-terminal), formado
principalmente por un haz de a-hélices, y un dominio R (C-terminal) con plegamiento
de barril B. El sitio activo, con su diada catalitica Cys-His, se ubica en la hendidura

entre ambos dominios.
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La papaina se ha utilizado en varios productos dentro de diferentes industrias.
Los casos mas destacados corresponden a la industria farmacéutica y la alimentaria.

En la industria farmacéutica, esta enzima ha sido utilizada en la formulacién de
cosméticos, medicamentos antiinflamatorios y preparados con funciones digestivas
como suplementos para tratar dispepsias o facilitar la digestion de proteinas. También
se ha investigado su potencial en el tratamiento de heridas, debido a su capacidad
para desbridar tejido necrético sin danar el tejido sano (Valles et. al., 2009).

En la industria alimentaria, su aplicacion es muy variada. Un ejemplo de este
uso es en la industria carnica como ablandamiento de carne. Este tratamiento se da
mediante la ruptura de proteinas miofibrilares y colageno con estas proteasas. Este
uso es particularmente comun en productos carnicos procesados o marinados (Ashie
et. al., 2002).

En la industria de las bebidas, se ha destacado por su capacidad para
clarificado de jugos, al degradar proteinas responsables de la turbidez. También se
han registrado aplicaciones en la elaboracién de vinos y en la clarificacién de
cervezas, donde actua rompiendo complejos proteicos responsables de la formacién
de la turbidez fria (Valles et. al., 2009).

Como se menciond anteriormente, la turbidez en frio en la cerveza es
generada, en parte, por complejos formados entre polipéptidos y polifenoles. Esta
turbidez puede reducirse mediante la degradacion de estos complejos y/o de sus
precursores (Nelson & Young, 1987). Uno de los métodos mas antiguos para enfrentar
este problema es la adicién de papaina, ya sea en el tanque de frio (luego de la
fermentacion primaria) o luego del proceso de filtrado. La concentracién optima de la
enzima depende del momento en que se aplique durante el proceso productivo
(Gerber, 2024). Diferentes ensayos han demostrado que la adicion de papaina no
genera cambios perceptibles en el sabor del producto final.

La incorporacion de esta proteasa no solo contribuye a la clarificacion, sino que
también mejora la eficiencia del proceso de filtraciéon en contextos de produccién
industrial, donde es habitual el uso combinado de varias estrategias para lograr un
producto final visualmente limpio (Martinez Amezaga et. al., 2016).

La correcta estabilidad en frio, como se ha venido desarrollando, permite evitar
que el producto se enturbie a bajas temperaturas. A temperatura ambiente, los
complejos de proteinas y polifenoles (como los taninos) son solubles, pero se vuelven
insolubles en frio, o que causa precipitacion y turbidez. La aplicacion de proteasas
como la papaina ayuda a reducir esta problematica, mejorando asi la estabilidad

coloidal del producto (He et. al., 2006). Esto resulta especialmente importante en
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cervezas destinadas a exportacion o almacenamiento prolongado, donde las

variaciones de temperatura pueden afectar la apariencia y aceptabilidad del producto.
2 OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

2.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la papaina como una alternativa para la clarificacion de

cervezas de mayor interés comercial, tanto para produccion industrial como artesanal.

2.2 Objetivos especificos
e Cuantificar la actividad proteolitica de una papaina comercial de grado

alimenticio.

e Elaborar cerveza del estilo Pilsener Lager a escala de laboratorio.

e Clarificar la cerveza Pilsener Lager usando un tratamiento enzimatico con
papaina y un tratamiento con clarificante no enzimatico de referencia.

e Realizar una evaluacion sensorial de la cerveza Lager tratada con ambos
meétodos.

e Evaluar la turbidez de la cerveza Lager tratada con ambos métodos.

e Clarificar una cerveza estilo Blonde Ale producida por una fabrica artesanal
local usando un tratamiento enzimatico con papaina y un tratamiento con
clarificante no enzimatico de referencia.

e Comparar la turbidez, viscosidad, pH, densidad, carga microbiana y el
contenido de etanol, de la cerveza clarificada con ambos métodos.

e FEvaluar los cambios en el perfil proteico de las cervezas clarificadas con
papaina mediante SDS-PAGE.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales: Collupulin 200 L (DSM), donada por la empresa Abastecimientos
Group. Para la coccion de la cerveza lager se utilizaron: 3 kg Pilsen 640 g Munich 320
g Cara Clair 1 pack Diamond Lager 11 g 100 g Saaz (3,9% AA) (adquirido en un
proveedor local, Almacén Cervecero). 15 botellas de 500 mL de cerveza Blonde Ale
donada por una cerveceria artesanal nacional (Chiripa). Cerveza industrial Patricia de
la FNC. Placas para el cultivo de microorganismos con los medios correspondientes
(Tryptic Soy Agar (TSA) y Sabouraud (SBD)) donadas por el laboratorio Fertilab.

Isinglass adquirido en un proveedor local (Almacén Cervecero).
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A efectos practicos cabe destacar que, a partir de este punto, siempre que se
refiere a ensayos con papaina se podran encontrar los términos “papaina” y
“Collupilin”. Ambos términos se refieren a la proteasa comercial que se utilizé en todo
este trabajo. Exactamente lo mismo pasa con los términos “clarificante inorganico”,

“clarificante comercial” e “isinglass”.

3.2 Caracterizacion de la papaina comercial

3.2.1 Cuantificaciéon de proteinas totales
La concentracion de proteinas totales de la solucion de papaina comercial

(Collupulin), se determind por el método de Bradford (Bradford,1976). Se utilizé6 una
curva estandar de seroalbumina bovina (BSA) en el rango de concentracion de 0,1 a
1,0 mg/mL.

En una microplaca de 96 pocillos se colocaron 5 pyL de muestra, solucion
estandar o agua Milli-Q (blanco) por pocillo y se agregaron 195 pL de reactivo de
Bradford. La placa se incubdé por 5 min a temperatura ambiente y se midié la
absorbancia a 595 nm utilizando un lector de placas Infinite 200 Pro (Tecan). Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

3.2.2 Determinacion de la actividad proteolitica

Brevemente, se incubaron 0,5 mL de caseina 1% (p/v), en buffer fosfato de
sodio 50 mM (pH 6,0), con 0,2 mL de la enzima en diferentes diluciones, preparadas
en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 6,0, con acido etilendiaminotetraacetico (EDTA)
38 mM vy cisteina 35 mM), a 40 °C durante 60 minutos. La reaccion se detuvo
agregando 0,3 mL de acido tricloroacético 10 % (p/v). Luego de 30 min a temperatura
ambiente, las muestras se centrifugaron a 10.000 g por 10 min (centrifuga Sigma
3-16KL, rotor numero 12349). La absorbancia del sobrenadante se midié a 280 nm.
Las muestras se ensayaron por triplicado y se prepararon los blancos
correspondientes, preparados agregando TCA antes de agregar la enzima a la
solucion de caseina.

Una unidad de enzima (TU) se definié como la cantidad de enzima que libera el
equivalente a 1 ug de tirosina por minuto de reaccién, bajo las condiciones del ensayo.
Para calcular las TU se realizé una curva estandar de tirosina en el rango de 25 a 100

pg/mL.

19



La actividad por mL de enzima (TU/mL) se calculd utilizando la siguiente

ecuacion:

TU/ml = (A 280 R — A 280 bl)xFDxvolumen reaccion (ml) 1
60 minxvolumen enzima (ml) pendiente (pg/ml)—1

A280 R: Absorbancia a 280 nm de la muestra

A280 BI: absorbancia a 280 nm del blanco

FD: factor de dilucion de la enzima

Volumen de reaccion: volumen total (en mL) del ensayo

Volumen de enzima: volumen (en mL) de enzima usado en el ensayo
60 min: tiempo de reaccion

pendiente: pendiente de la curva de calibracién de tirosina

3.3 Produccion de cerveza Pilsener Lager

La produccion se llevé a cabo segun protocolos establecidos (Mazzolla, 2019.
Domene, 2018), utilizando una receta estandarizada del estilo Pilsener Lager
(Almacen Cervecero, ver apéndice 2).

Se utilizé una mezcla de de cereales compuesta por: 3 kg de malta Pilsen, 640
g de malta Munich y 320 g de malta Cara Clair que se maceraron en 11,9 L ( 3 L de
agua /kg de malta) de agua a 55 °C. El pH del macerado fue ajustado entre 5,2 y 5,5
mediante adicion de acido fosférico 85 %.

Una vez corregido el valor de pH, el macerado fue llevado a 66 °C y se
mantuvo esa temperatura durante 1 hora, luego se realiz6 la prueba de yodo para
confirmar la conversion del almidén. A continuacion se llevé la temperatura a 77 °C y
se mantuvo 15 minutos para inactivar las amilasas. El mosto se recirculé durante 15
minutos manteniendo la temperatura en el entorno de 80 °C.

Paralelamente a la coccion, se prepararon 13,1 L de agua a 80 °C (pH entre 5,2
y 5,8) para el lavado de los granos, alcanzando un volumen total de 25 L de mosto. El
final del lavado esta marcado por la separacion de la fase solida (granos de malta) y la
fase liquida (mosto).

La fase liquida se llevé a hervor durante una hora. Se agregaron los lupulos
correspondientes detalladas en la receta (ver apéndice 2) y la cerveza se enfrié a 20
°C y se inoculd con levaduras.

El lote total de Pilsener Lager fue fraccionado en seis fermentadores de 3 L
para aplicar diferentes tratamientos de clarificacion. Los fermentadores se mantuvieron

en una camara con temperatura controlada a 16 °C durante 14 dias. Uno de los
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fermentadores fue tratado con el clarificante no enzimatico comercial (Isinglass, ver
apéndice 3).

La papaina (Collupulin 200 L®) fue agregada el dia 7 de fermentacién a los
fermentadores correspondientes (#3 a 6)utilizando diferentes concentraciones y el

restante se utilizé como control sin clarificantes como se detalla en la tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos de clarificacién de la cerveza Pilsener Lager. *Concentracion
final del clarificante en el fermentador expresada como miligramos de sélido por
mililitro de cerveza para lIsinglass o en unidades de tirosina por mililitro de cerveza
(TU/mL) para la papaina.

Fermentador # Tratamiento Concentracion final*
1 Control sin clarificante -
2 Isinglass 0,3 mg/mL
3 0,029 TU/mL
g Collupulin 200L gzggg wm:
6 0,290 TU/mL

Finalizada la fermentacion, el contenido de cada fermentador fue embotellado

en botellas de vidrio de 500 mL.

3.4 Tratamiento enzimatico de la cerveza Blonde Ale

Este segundo ensayo de clarificacion se realizé utilizando una cerveza estilo
Blonde Ale producida por la cerveceria artesanal local (Chiripa). A diferencia del
ensayo anterior, en este caso no se elabord la cerveza en el laboratorio. Las muestras
fueron tomadas directamente del fermentador de la fabrica, una vez finalizado el
proceso de fermentacion, y antes del filtrado del producto final. Para cada tratamiento
de clarificacién se utilizaron botellas con 500 mL de cerveza. Se probaron tres
concentraciones finales diferentes de Collupulin 200 L: 0,29 TU/mL, 2,90 TU/mL de
cerveza y 5,80 TU/mL de cerveza. Como controles se incluyeron una muestra tratada
con lIsinglass (0,3 mg/mL) y una muestra madurada sin aditivos. El ensayo fue
disefiado como se representa en la tabla 4. Posteriormente, las cervezas tratadas

fueron maduradas a dos temperaturas diferentes: 6 y 16 °C.
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Tabla 4. Diseno del ensayo de tratamiento enzimatico de la cerveza Blonde Ale. Cada
tratamiento fue realizado en botellas con 500 mL de cerveza y hecho por triplicado. A
cada tratamiento le fue asignado una letra como se describe a continuacion: A: Control
sin tratar // B: Tratada con Isinglass 0,3 mg/mL// C, D y E: Tratada con Collupulin 200
L 0,29 2,90 y 580 TU/mL de cerveza, respectivamente.

Control sin | Isinglass Collupulin 200L
tratamient | 0,3 mg/mL 0,29 2,9 TU/mL | 5,8 TU/mL
o) TU/mL
Reéplicas A1 B1 C1 D1 E1
A2 B2 C2 D2 E2
A3 B3 C3 D3 E3

3.5 Analisis de turbidez
La turbidez de la cerveza se evalué midiendo la densidad éptica a 595 nm,

utilizando el espectrofotometro Shimadzu Spectrophotometer UV-1800. Para cada
tratamiento de la cerveza y condicidn experimental ensayada se calcularon los valores
promedio de turbidez y el error estandar de al menos cinco medidas independientes.
Los resultados fueron analizados mediante test ANOVA de una via para evaluar

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

3.6 Analisis sensorial
Para evaluar las propiedades organolépticas de la cerveza Blonde Ale sometida

a los diferentes tratamientos de clarificacion, se realizé una cata sensorial con un
panel de doce participantes no entrenados. Se evaluaron siete muestras de cerveza, la
primera correspondid a una cerveza comercial industrial de referencia (Cerveza
Patricia, Fabrica Nacional de Cerveza, FNC), mientras que las seis opciones restantes
son sublotes de la cerveza Pilsener Lager producido en el laboratorio que fueron

tratadas como se detalla en la siguiente tabla.
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Tabla 5. Cata de cerveza Blonde Ale. Los numeros representan la cerveza a evaluar.
Los participantes solo podian ver el nimero del vaso que estaban evaluando. En base
a los numeros y sus evaluaciones comparan numeros y no tipos de cervezas.

N° de cerveza en la cata Origen Tratamiento
1 Industrial —
2 Producido en FCien Sin tratar
3 Producido en FCien Con clarificante comercial
4 Producido en FCien 0,029 TU/mL
5 Producido en FCien 0,043 TU/mL
6 Producido en FCien 0,058 TU/mL
7 Producido en FCien 0,29 TU/mL

Inicialmente, se realizé una evaluacién visual comparativa de las cervezas para
evaluar el cuerpo, espuma y turbidez de las muestras. Se colocaron alicuotas de 50
mL de cerveza en tubos de ensayo de vidrio colocados en una gradilla.

Posteriormente se realiz6 la cata sensorial a ciegas, en la que cada muestra
fue servida en vasos de plastico descartables idénticos (numerados de acuerdo a lo
descrito en la Tabla 5), conteniendo aproximadamente 150 mL de cada cerveza.

Los participantes completaron un cuestionario (ver apéndice 4) para registrar
sus apreciaciones durante las dos etapas de la evaluacion. Todas las preguntas se
formularon con el objetivo de comparar los seis tratamientos realizados en el marco de
este trabajo con el producto comercial de FNC. Para mayor facilidad en el
procesamiento de datos, las preguntas del formulario se respondieron mediante una

escala numérica del 1 al 5 cuyos valores y significado se detallan en la tabla 6.
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Tabla 6. Relacion entre respuesta y calificacion otorgada a cada cerveza por parte de

los catadores en funcion de las preguntas que se les planteaba.

Respuesta Calificacion
1 Mucho
2 Bastante
3 Mas o menos
4 Diferente
5 Muy diferente

3.7 Andlisis de viscosidad

La viscosidad dinamica de las muestras de cerveza fue determinada utilizando
un viscosimetro digital Brookfield DV-I Prime, provisto por el laboratorio de Quimica
Organica de la Facultad de Quimica. Para las mediciones se empleé el eje cénico
CPE-40 (codigo S40) con un volumen de muestra de 0,5 mL y velocidad de rotacion
de 60 rpm, a temperatura ambiente. Se registraron los valores de viscosidad (cP),
temperatura (°C), velocidad de giro (rpm) y torque (%). Las mediciones se
consideraron validas si el torque se encontraba entre 10 % y 100 %. Cada muestra fue

medida por duplicado.

3.8 Analisis de densidad

La densidad de las muestras de cerveza se determind a partir de la medicion
de la masa utilizando una balanza analitica. Para cada tratamiento se presentan cinco
réplicas. Las medidas se realizaron utilizando 20 uL de cerveza, utilizando una
micropipeta P20 (Gilson) . En base a los resultados tomados por la balanza, se utilizé
la féormula de densidad m/V = p. Para cada tratamiento y condicion experimental se
calcularon los valores promedio de densidad y su error estandar. Los resultados fueron
analizados mediante test ANOVA de una via para evaluar diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.

3.9 Medicién de SRM (Standard Reference Method)

El color de las muestras de cerveza se determiné por el método SRM, basado
en la medicién de la absorbancia a 430 nm. Para cada uno de los seis tratamientos
realizados a la cerveza Blonde Ale se tomaron cinco mediciones de absorbancia. Los

valores obtenidos se multiplicaron por 12,7, segun lo descrito por Hasnul Hadi y col.
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(Hasnul Hadi et., al. 2021) para calcular el valor SRM. La escala de SRM se puede ver

en el anexo 9.

3.10 Medicion de pH

Se realizaron medidas para cada tratamiento con el pHmetro Bioblock
Scientific, modelo 93313. Para cada tratamiento y condicion experimental se
calcularon los valores promedio de pH y el error estandar de al menos 5 medidas
independientes. Los resultados fueron analizados mediante test ANOVA de una via

para evaluar diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

3.11 Evaluacion de espectros FTIR - ATR

El contenido de etanol de la cerveza se evalu6 cualitativamente mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con accesorio de
reflectancia total atenuada (ATR). Para esto se utiliz6 un espectrometro IRSpirit
(Shimadzu), que cuenta con un accesorio de ATR modelo QATR-S (Shimadzu) que
permite estudiar el compuesto puro sin diluir. El equipo presenta un rango de nimero
de onda de entre 4000 cm™y 400 cm™. Esto corresponde a una longitud de onda de
2500 nm y 25000 nm.

Se generaron los espectros de las cervezas tratadas con clarificante comercial
y con las diferentes concentraciones de papaina asi como de la cerveza sin tratar. Se
usaron 20 microlitros de cerveza sin diluir de cada tratamiento para generar el
espectro correspondiente. Se realizd una réplica por tratamiento.

Una vez obtenidos los espectros de cada muestra, se analizé la region del
espectro relacionada con el contenido de etanol (Meza-Marquez et. al., 2024 &
Rexhepi, Puscas, & Gjinovci, 2025) para evaluar cualitativamente cambios en el

contenido de etanol.

3.12 Evaluacion de carga microbiana

El recuento microbioldgico en cerveza se realizé en muestras clarificadas y sin
clarificar mediante el método de siembra en placa para cuantificar microorganismos
viables presentes en la muestra. Se realizaron diluciones seriadas y se sembro 100
microlitros de cerveza en medio TSA, para promover el crecimiento de bacterias y en
agar Saboureaud para el crecimiento de levaduras y hongos. Se incubd a 30 y 37°C
respectivamente durante 24- 48 horas para determinar el numero de colonias

formadas.
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Se determiné el numero de unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL) para

cada caso, teniendo en cuenta el factor de dilucién de cada muestra.

3.13 Analisis de proteinas por SDS-SAGE

Para evaluar el perfil de proteinas de la cerveza Blonde Ale, se realizé una
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), como
lo describe Laemmli (1970). Se us6é un gel de poliacrilamida compuesto por un
concentrador al 4 % y un gel separador al 12 %

Las muestras de cerveza fueron concentradas previamente utilizando un
evaporador centrifugo al vacio (SpeedVac SPD2010, Savant). Luego se trataron con
buffer de muestra reductor y desnaturalizante, que contenia SDS. Las muestras fueron
calentadas a 95 °C durante 10 minutos para asegurar la desnaturalizacion completa.
Se sembraron 9 ug de cerveza sin tratar, cerveza o tratada con 5,80 TU/ml de papaina
por carril.

Como marcador de peso molecular se utiliz6 Maestrogen The AccuRuler RGB
prestained protein ladder (Maestrogen). La electroforesis se llevé a cabo a 10 mA
durante los primeros 10 minutos y luego a 20 mA durante 90 minutos adicionales.

Las bandas proteicas fueron reveladas mediante tincion con Azul de
Coomassie R-250, seguida de un proceso de decoloracién con una solucién de etanol

y acido acético hasta lograr un fondo claro y bandas definidas.
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4 RESULTADOS y DISCUSION

En este trabajo se utilizé papaina comercial (Collupulin), un extracto enzimatico
obtenido del latex de Carica papaya, parcialmente purificado y que, por tanto, contiene
otras proteinas contaminantes derivadas del proceso de extraccion. Para caracterizar
adecuadamente el insumo utilizado, en una primera etapa se determiné la
concentracion de proteinas totales y la actividad enzimatica de la papaina comercial.

En una segunda etapa, se elabor6 cerveza a escala de laboratorio y se evalud
el efecto del clarificado enzimatico sobre la turbidez y las propiedades sensoriales. Se
incluyé un tratamiento con un clarificante comercial y una cerveza sin ningun
tratamiento como controles. La evaluacion sensorial comparé las cervezas de
laboratorio (con los diferentes tratamientos y sin tratar) con una cerveza industrial.
Finalmente, en la tercera parte, se aplicod el tratamiento enzimatico a una cerveza
producida en una planta artesanal local, seleccionada por presentar un estilo donde la
turbidez es un atributo sensorial importante. En esta seccién se evaluaron distintas
propiedades fisicoquimicas, bioquimicas y microbiolégicas para determinar el impacto

del tratamiento clarificante en condiciones reales de produccion.

4. 1 Cuantificacién de la papaina comercial (Collupulin)

4.1.1 Proteinas totales

Dado que la papaina utilizada en este trabajo es un extracto enzimatico
parcialmente purificado (Collupulin), se realizé6 una primera caracterizacion para
conocer su composicion proteica global. La cuantificacién de proteinas totales permite
estimar la carga proteica del preparado, que incluye tanto a la papaina activa como a
otras proteinas contaminantes provenientes del latex de Carica papaya. Esta
informacion es necesaria para calcular posteriormente la actividad especifica de la
enzima y para disefar tratamientos comparables entre ensayos.

Para la cuantificacion de proteinas totales se us6 el método de Bradford. Esta
técnica se basa en el cambio del maximo de absorcion de luz del colorante
Coomassie Brilliant Blue G-250 al interaccionar con las proteinas, lo cual permite
estimar la concentracion proteica mediante comparacién con una curva estandar (ver
Apéndice 5). Se analizaron multiples diluciones independientes de la preparacion
enzimatica. Se obtuvo un valor de concentracion de proteinas totales en la Collupulin
200 L (DSM) de 22,68 £ 2,88 mg/mL.

27



4.1.2 Actividad proteolitica

La actividad proteolitica de la papaina comercial utilizada en este trabajo se
determiné mediante su capacidad para hidrolizar caseina durante 60 min a pH 6,0 y 40
°C. Se ensayaron diluciones 1/4000, 1/6000 y 1/10000 de la enzima, preparadas en
buffer fosfato 50 mM (pH 6,0) con EDTA y cisteina como agentes quelante y reductor,
respectivamente. Una vez finalizada la reaccion, la caseina que no fue hidrolizada se
precipitd utilizando acido tricloroacético y se separa por centrifugacién. La fraccién
conteniendo los péptidos solubles resultante de la hidrélisis fue determinada por
absorbancia a 280 nm, y corregida con blancos especificos para cada dilucion.

Para estimar la cantidad de tirosina liberada se construy6 una curva estandar
en el rango de 25 a 100 pg/mL. La pendiente obtenida fue de 0,0059 (pg/mL)-1 con un
coeficiente de determinacion R? = 0,9992, lo que aseguro la relacion lineal entre la
concentracion de tirosina y la A 280 nm en el rango ensayado. La actividad enzimatica
se calculé como se especificd en la seccion 3.2.2.

Las actividades especificas obtenidas fueron:

Tabla 7. Actividad enzimatica (TU/mL) y actividad especifica (TU/mg) de Collupulina
determinada por el método de hidrdlisis de caseina.

Factor de dilucion Actividad (TU/mL) Actividad especifica
(TU/mg)

4000 46,9 2,07

6000 51,1 2,25

10000 57,9 2,55

En la Tabla 7 se muestran los valores de actividad (TU/mL), que ya estan
corregidos segun el factor de dilucién aplicado. A partir de estos datos se determiné un
valor promedio de actividad 51,97 £ 5,55 TU/mL y una actividad especifica de 2,29 +
0,24 TU/mg. Si bien la Collupulin presenta actividad proteolitica, esta es menor a la
reportada por el fabricante (>200 TU/mg). Vale mencionar que en la ficha técnica del
producto (anexo 1) no se especifican los métodos empleados para determinar la

concentracion de proteinas ni la actividad de la misma.
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4.2 Elaboracién de cerveza Pilsener Lager, analisis sensorial y evaluacién

de la turbidez

4.2.1 Anadlisis sensorial

Con el objetivo de evaluar el impacto de los distintos tratamientos clarificantes
en las propiedades organolépticas de las cervezas producidas, se realizé un analisis
sensorial comparativo. Las muestras incluyeron cervezas sin clarificar, tratadas con
clarificante comercial y con tres concentraciones (TU/mL de cerveza) diferentes de
papaina, ademas de una cerveza comercial de referencia (FNC). Se evaluaron
atributos como aroma, sabor, cuerpo y gasificacion mediante una cata realizada por un
panel no entrenado en dependencias de la Facultad de Ciencias. Los resultados

fueron registrados en un formulario previamente disefiado (apéndice 4).

Figura 5. Muestras de cerveza Pilsener Lager cocinadas y fermentadas en Facultad
de Ciencias. Las mismas fueron embotelladas y catadas en dicha institucion en dias
posteriores (luego de maduracién en botella).

Si bien en la evaluacidon sensorial se observaron ligeras variaciones, los
resultados globales del analisis no evidenciaron diferencias significativas entre las
cervezas producidas en la Facultad de Ciencias a nivel organoléptico. A su vez, la
comparacion con la cerveza de referencia comercial no mostré similitudes destacables
ni permitié identificar un tratamiento que lograra una mayor aproximacién sensorial al
producto comercial de referencia (cerveza 1).

En términos generales, las cervezas experimentales (muestras 2 a 7) fueron
percibidas como diferentes de la cerveza comercial, pero no se logré establecer
diferencias consistentes entre ellas. Los hallazgos fueron especialmente llamativos, ya
que, incluso la cerveza sin tratamiento clarificante (muestra 2) no presenté mayor
turbidez ni fue calificada como sensorialmente distinta respecto a las demas. Esto llevo
a considerar la posibilidad de que las concentraciones de papaina empleadas fueran
insuficientes para generar un efecto detectable, y que el clarificante comercial

seleccionado no fuera el mas adecuado para el tipo de cerveza producido. Sin
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embargo, este Ultimo se mantuvo en los ensayos posteriores por razones
metodoldgicas. Los resultados de este ensayo con respecto a los atributos de aroma,

sabor, cuerpo y gasificacion se pueden ver en la Figura 6.
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Figura 6. Se muestran resultados de analisis de sabor aroma, cuerpo y gasificaciéon de
las diferentes muestras analizadas (preguntas 1 a 4 del cuestionario, ver apéndice 4):
2 cerveza sin tratar, 3 cerveza tratada con clarificante comercial, 4 cerveza clarificada
con 0,029 TU/mL de papaina, 5 cerveza clarificada con 0,043 TU/mL, 6 cerveza
clarificada con 0,058 TU/mL de papaina y 7 cerveza clarificada con 0,29 TU/mL de
papaina. Los participantes solo podian ver el numero del vaso que estaban evaluando.
Graficos con las distribuciones de las evaluaciones de cada catador para cada atributo
analizado. Las columnas representan las evaluaciones promedio que recibié cada
tratamiento. Cada punto representa cada voto de los participantes para cada cerveza
en cada atributo evaluado.

31



§ °
O 9
S 4
(2
3_
2_

Cerveza #

Figura 7. Distribucién de las respuestas de los participantes del analisis sensorial. En
la Figura se ve como las diferentes cervezas que participaron de la cata fueron
ordenadas de menor a mayor grado de turbidez. Los puntos azules representan cada
voto que presentd ese tipo de cerveza en la posicién correspondiente. A su vez, las
lineas verdes representan los promedios dentro de las posiciones en las que fueron
encasilladas cada muestra la numeracién sigue la siguiente sistema de referencia: 1
es la cerveza industrial Patricia de FNC; 2 cerveza sin tratar; 3 cerveza tratada con
clarificante comercial; 4 cerveza clarificada con 0,029 TU/mL de papaina; 5 cerveza
clarificada con 0,043 TU/mL; 6 cerveza clarificada con 0,058 TU/mL de papaina y 7
cerveza clarificada con 0,29 TU/mL de papaina.

Dentro del analisis sensorial que se desarrolld, los participantes ordenaron de
menor a mayor grado de turbidez las siete cervezas diferentes que se evaluaban. En
esta etapa del ensayo, los participantes indican una clara diferencia entre la cerveza 1
y el resto de las cervezas (Figura 7). Todos los participantes calificaron a la cerveza
industrial como la menos turbia.

Luego, a la hora de ordenar el resto de las cervezas, los participantes no
siguieron un patrén del todo claro. El orden que se estableci6 a partir de las
respuestas de los participantes fue el siguiente, de menor a mayor turbidez: 1 -2 - (3 y
4) -7 -5-6. En el caso de las cervezas 3 y 4, no se pudo marcar diferencias ya que
fueron ubicadas en las mismas posiciones. Si bien se alcanzé un orden general (como
se ve en la Figura 7), la distribucion de las respuestas fue tan dispersa que no se

lograron alcanzar conclusiones contundentes a partir de esta parte del ensayo.
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4.2.2 Analisis de la turbidez

En las cervezas elaboradas en estilo Pilsener Lager se evalué la turbidez a
través de medidas de densidad 6ptica a 595 nm. Para cada uno de los tratamientos
(cerveza sin ftratar, tratada con clarificante comercial y tratada con cuatro
concentraciones crecientes de papaina), se realizaron cinco mediciones
independientes.

Los resultados obtenidos fueron concordantes con lo observado en el analisis
sensorial: no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. Ninguna de las muestras tratadas, ya sea con papaina o con clarificante
comercial, presenté valores de turbidez significativamente distintos respecto a la
muestra sin tratamiento. Este resultado fue particularmente llamativo, dado que se
esperaba observar, al menos, una mayor turbidez en la cerveza control (sin clarificar).

Ante esta situacion, se consideraron diversas hipétesis. Una posibilidad es que
el clarificante comercial no haya sido aplicado en el momento éptimo del proceso, a
pesar de que el fabricante recomienda su adicién durante la fermentacion. Otra
hipétesis plausible es que la cerveza Pilsener Lager, por sus caracteristicas
fisicoquimicas, presenta naturalmente baja turbidez. Este estilo se caracteriza por
contener bajas concentraciones de proteinas y polifenoles, compuestos responsables
de las interacciones coloidales que generan turbidez (BJCP, 2021). Estas condiciones
limitarian la posibilidad de detectar efectos clarificantes, incluso en presencia de
tratamientos efectivos. Ademas cabe destacar que el producto industrial utilizado para
la comparacion fue filtrado en el proceso de su produccion, a diferencia de la cerveza
preparada en el laboratorio. Esto sumado a lo antes mencionado explica la gran
diferencia en el aspecto con el resto de muestras analizadas.

Dado lo anterior, se resolvido modificar la estrategia experimental. Se selecciond
un estilo de mayor turbidez basal y menor estabilidad coloidal: la cerveza Blonde Ale,
ampliamente preferida por los consumidores de cerveza artesanal en Uruguay. El
objetivo fue evaluar la eficacia de la papaina en condiciones mas exigentes desde el
punto de vista del contenido proteico y fendlico. Ademas, se aumentd la concentracion
de enzima utilizada para maximizar el potencial efecto clarificante.

Para llevar a cabo esta nueva etapa, se contacté con una planta cervecera
artesanal local, Cerveceria Chiripa, que nos facilité muestras sin filtrar de su cerveza
Blonde Ale. A partir de este punto, todos los analisis posteriores se realizaron
empleando este estilo de cerveza, producido en condiciones reales de elaboracion

artesanal.
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4.3. Tratamiento de clarificacion de cerveza estilo Blonde Ale vy

caracterizacion fisicoquimica

4.3.1 Anadlisis de la turbidez

En base a los resultados obtenidos se resolvié analizar el efecto de la papaina
en un estilo que por definicion presenta mayor turbidez. Se tomaron muestras en la
planta de la cerveceria Chiripa antes y después del proceso de filtrado aplicado a ese
lote de produccion. Las mediciones de turbidez a 595 nm correspondientes a las
muestras sin filtrar y sin tratar fueron utilizadas como control experimental o “tiempo
cero”, permitiendo establecer un control adecuado de la cerveza en su estado original.
Luego de cinco mediciones para tres réplicas bioldgicas se determind una turbidez
promedio a 595 nm de 0,41 + 0,01.

Para evaluar el efecto clarificante de la papaina se incub6 la cerveza a 6 °C o
a 16 °C durante 7 dias utilizando tres concentraciones finales de enzima (0,29 TU/mL;
2,9 TU/mL y 5,8 TU/mL). Como controles se empled una muestra sin tratar (control
negativo) y el clarificante comercial (control positivo). Pasado el tiempo de maduracién
se midio la turbidez a 595 nm.

La turbidez de la cerveza antes de madurar (extraida del fermentador de la
planta de Chiripa) fue mayor que la de las cervezas maduradas con papaina o
isinglass, asi como que la del control sin aditivos, tanto a 6 °C como a 16 °C (Figura 8).
Este resultado es esperable, ya que durante la maduracion se produce la
sedimentacion natural de levaduras, proteinas y otros compuestos en suspension.
Este resultado confirma que el proceso de maduracion, con o sin adicion de

clarificantes, contribuye de manera efectiva a la clarificacion de la cerveza.

En cuanto al efecto clarificante de la papaina durante la maduracion, los
resultados sugieren que el tratamiento a 6 °C solo logré una disminucion significativa
de la turbidez en comparacion con la muestra sin tratar cuando se aplico la
concentraciéon mas alta de papaina (5,8 TU/mL) (Figura 8A). Para las cervezas
tratadas con las mismas concentraciones de papaina pero incubadas a 16°C no se

registré una disminucién significativas en la turbidez (Figura 8B).
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A. Incubacion a 6 °C durante 7 dias B. Incubacién a 16 °C durante 7 dias
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Figura 8. Efecto de diferentes tratamientos clarificantes sobre la turbidez de cerveza
Blonde Ale tras una semana de incubacion. Se presenta la turbidez medida a 595 nm
(media % error estandar, n = 9) para cinco tratamientos: sin tratar (control negativo),
clarificante comercia (control positivo), y tres tratamientos con papaina (0,29 TU/mL;
29 TU/mLy 5,80 TU/mL). (A) muestras incubadas a 6 °C durante 7 dias; (B) muestras
incubadas a 16 °C durante 7 dias. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de
una via seguido de prueba de Tukey. Se marcaron con asteriscos los tratamientos que
difieren significativamente del control sin tratar (*P < 0,1; **P < 0,05; ***P < 0,01). Las

graficas fueron generadas en R (v4.3.2) utilizando los paquetes ggplot2 y dplyr, el
script completo se detalla en Anexo 2.

Llamativamente, la muestra sin tratar presentd valores de turbidez incluso
menores que el tratamiento con clarificante comercial, un resultado inesperado que
podria deberse a que la dosis de Isinglass no fuera la adecuada Chlup et al. (2006).

El clarificante comercial (Isinglass) es un colageno de origen animal derivado
del pescado. Se utiliza como agente floculante al absorber proteinas, levaduras y

complejos proteina-polifenol, formandose fléculos que sedimentan y luego se filtran. El
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tratamiento realizado con este clarificante tampoco resulté efectivo para clarificar la
cerveza. En este caso, podria deberse a que el pH de la cerveza no fuera lo
suficientemente acido para que el Isinglass tenga una carga neta positiva que permita
absorber a los agentes causantes de la turbidez de la cerveza (Ward, s.f.). El efecto
del Isinglass es dosis dependiente, esto se evidencia en el estudio de Chlup et al.
(2006), quienes evaluaron tres dosis distintas dentro del rango recomendado por el
fabricante y observaron que la concentracién mas alta produjo la clarificacion mas
efectiva. Si la concentracién fuera muy baja no habria suficiente colageno para
neutralizar las cargas negativas de las particulas en suspension, lo que generaria
floculos pequenos o incompletos que permanecieron dispersos y podrian aumentar la
turbidez.

Por otra parte, la papaina en dosis bajas (0,29 y 2,9 TU/mL) también aumento
la turbidez de la cerveza. En este caso, el aumento de la turbidez observado podria
deberse a la combinacion de una baja concentracion de enzima en condiciones de
temperatura que se encuentran por debajo del rango 6ptimo para la accion de la
papaina. En estas condiciones, la enzima podria haber generando una hidrélisis
parcial, produciendo fragmentos peptidicos solubles y una posible desestabilizacién de
complejos proteina-polifenol, promoviendo la formacién de particulas coloidales

adicionales que aumentan la turbidez del producto final.

4.3.2 Analisis de viscosidad

La viscosidad describe la resistencia del liquido a fluir, relacionandose
directamente con la composicion y estructura de la cerveza. La presencia de
beta-glucanos y proteinas provenientes de las maltas utilizadas influyen en el valor de
dicho parametro. A nivel organoléptico, la variacion en este valor se valora en el
cuerpo de la cerveza. Una cerveza con mayor viscosidad se presenta como mas
cremosa y un cuerpo mas formado, mientras que bajas viscosidades hacen del
producto una cerveza muy liviana o falta de estructura. El correcto valor de viscosidad
para cada estilo es clave para lograr el producto final buscado. A nivel de produccién,
la viscosidad influira en el filtrado, haciendo que esta etapa del proceso en plantas

industriales sea mas eficiente con viscosidades mas bajas.

En particular para estilos como Blonde Ale, es clave controlar la viscosidad,

dado que se busca una cerveza facil de beber y con cuerpo liviano o ligero.

Se analiz6 si el tratamiento con papaina generaba cambios en la viscosidad de

la cerveza. Las cervezas Blonde Ale de Chiripa tratadas con papaina o con el
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clarificante comercial fueron comparadas con la misma cerveza sin tratar con
clarificante. La viscosidad dinamica se determind en los tratamientos realizados a6y a
16 °C, usando un viscosimetro Brookfield DV-I Prime.

En primer lugar, se analizaron muestras de cerveza sin tratamiento con agente
clarificante filtrada y sin filtrar, obteniéndose valores de 3,83cP y 3,94cP,
respectivamente. Los porcentajes de torque registrados fueron de 74,9 % para la
cerveza filtrada y 77,2 % para la sin filtrar, dentro del rango operativo recomendado por
el fabricante (10-90 %), lo que sugiere confiabilidad en las mediciones. Si bien, la
diferencia entre tratamientos fue leve, se observé una viscosidad ligeramente mayor
en la cerveza sin filtrar, lo que es coherente con una mayor presencia de solidos en
suspension. Estos resultados confirman la hipotesis de que el proceso de filtrado
reduce levemente la viscosidad de la cerveza.

En el caso de las cervezas tratadas con clarificante enzimatico y comercial, en
el tratamiento a 6 °C durante 7 dias, todas las muestras tratadas (clarificante comercial
y papaina en concentracion 0,29 2,90 y 5,80 TU/mL) presentaron valores de
viscosidad menores que la muestra antes de madurar sin filtrar (3,94 cP) y filtrada
(3,83 cP) asi como para la madurada sin papaina (1.93 cP). Las cervezas tratadas con
papaina mostraron viscosidades similares entre si (entre 1,52 y 1,55 cP), incluso
levemente inferiores a la muestra tratada con clarificante comercial (1,54 cP). Aunque
las diferencias fueron pequenas, el patrén sugiere que todos los tratamientos
contribuyeron a reducir levemente la viscosidad respecto al control. En cambio, en las
muestras incubadas a 16 °C se observo una tendencia contraria: la cerveza sin tratar
presentd la menor viscosidad (2,95 cP), y los valores aumentaron progresivamente
con las concentraciones de papaina. La muestra tratada con papaina 5,80 TU/mL
alcanzé el mayor valor (4,15 cP), seguida por papaina 2,90 TU/mL (3,50 cP), 0,29
TU/mL (3,45 cP). Por otro lado, la cerveza tratada con el clarificante comercial mostré
una viscosidad similar en comparacion con las muestras tratadas con el método
enzimatico (3,65 cP). Estos resultados sugieren que el efecto de la temperatura podria
ser el principal factor que influyd en la viscosidad. Los valores de viscosidad de la
cerveza madurada a 16 °C fueron similares a los observados en la cerveza antes de la
maduracion (3,94 cP) y en el caso de la cerveza tratada con la mayor concentracion
de papaina, levemente mayor (4,15 cP). La maduracién a 16 °C no aporté un cambio
sustancial respecto a las condiciones de fermentacién, que se desarrollé a 19 °C, lo
que podria haber limitado el efecto del proceso de maduracion sobre la viscosidad y la
estabilidad coloidal del producto.

En conjunto, los datos sugieren que el tratamiento a 6 °C fue mas efectivo para

reducir la viscosidad, en especial en las muestras con papaina. Esto podria ser el
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resultado de la precipitacion de diferentes particulas en suspension debido a la
temperatura mas reducida. A 16 °C, la viscosidad fue mayor en todos los tratamientos,
siendo mas notoria la diferencia en las muestras tratadas con papaina (Figura 9).
Estos datos sugieren un posible efecto combinado del tratamiento enzimatico y la
temperatura sobre la viscosidad de la cerveza. La incubacion de las muestras a
diferentes temperaturas podrian tener efectos en la sedimentacion de diferentes
particulas presentes en la cerveza. Las viscosidades pueden presentar valores
diferentes entre las temperaturas, dado que a menor temperatura, la precipitacion y
sedimentacion en el fondo del envase puede verse favorecida. Esto puede contribuir a
los valores de viscosidad mostrados por las muestras incubadas a 6°C, los cuales
fueron menores que los presentados por las botellas incubadas a 16°C.

Estos resultados indican que la eficiencia de los clarificantes puede estar
influenciada por la temperatura de incubacion, y que la papaina a altas
concentraciones y temperaturas podria generar interacciones o efectos coloidales no
deseados (Figura 9). No se observaron diferencias entre el tratamiento con clarificante
comercial y las diferentes concentraciones de enzimaa 6y a 16°C.

Analizando las cinco muestras de ambas temperaturas, no podemos sostener
que haya grandes diferencias entre tratamientos para cada temperatura. Lo que si se
puede sugerir es el efecto de la temperatura de maduracién en la viscosidad de las
muestras, ya que las 5 muestras de 16°C presentan mayor viscosidad que su
semejantes incubadas a 6°C.

Cabe senalar que, si bien se planificé la realizacién de un nimero adecuado de
réplicas por tratamiento para permitir un analisis estadistico robusto, por razones de
disponibilidad limitada del viscosimetro no fue posible concretarlo. En consecuencia,
los resultados deben interpretarse con cautela: si bien sugieren tendencias
interesantes, deben considerarse como observaciones preliminares y no como
conclusiones definitivas. Sera necesario repetir estas mediciones en futuras etapas

para confirmar y validar los patrones observados.
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Figura 9. Viscosidad de las cervezas medidas a 6 °C (izquierda) y 16 °C (derecha) tras
siete dias de incubacién con distintos tratamientos clarificantes. Se presentan los
valores de viscosidad (en centipoise, cP) determinados mediante un viscosimetro
Brookfield DV-I Prime para cinco condiciones: sin tratar, clarificante comercial, y tres
concentraciones crecientes de papaina (0,29 TU/mL; 2,90 TU/mL y 5,80 TU/mL). El
grafico fue elaborado utilizando Python (versién 3.10) y la libreria matplotlib.pyplot. El
script se detalla en Anexo 4.

4.3.3 Analisis de densidad

La densidad de la cerveza es un parametro para controlar la calidad y
consistencia del producto. La densidad se va controlando tanto durante el proceso
como en el producto ya finalizado. La densidad inicial (DI) es un parametro que se
utiliza al final de la coccion para saber el potencial alcohdlico y estimar diferentes
propiedades organolépticas de la futura cerveza. Esta densidad nos habla de la
presencia de azucares fermentables y no fermentables que se presentan en el mosto
una vez finalizada la coccion. Durante el proceso de fermentado también sirve para
hacerle un seguimiento a que las levaduras estan haciendo un correcto proceso de
fermentacion. Por ultimo, la densidad final (DF) sera un factor a utilizar para describir
el cuerpo, viscosidad, sabor y otras propiedades del producto.

Con el objetivo de evaluar si los tratamientos con clarificantes enzimaticos
afectan la densidad de la cerveza. Se evalud la densidad de cervezas incubadas
durante 7 dias a dos temperaturas distintas (6 °C y 16 °C), tratadas con clarificante
comercial y con papaina en concentraciones de 0,29; 2,90 y 5,80 TU/mL. En todos los
casos, se analizaron diez muestras por tratamiento. Los resultados se presentan en la
Figura 10.

El analisis estadistico mediante ANOVA de una via no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos, tanto en las muestras incubadas

a 6°C (P = 0,34) como en aquellas incubadas a 16 °C (P = 0,54). Estos resultados
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indican que ninguno de los tratamientos clarificantes empleados modific6 de forma

significativa la densidad de la cerveza bajo las condiciones experimentales evaluadas.

A incubacién a 6 °C durante 7 dias B incubacién a 16 °C durante 7 dias
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Figura 10. Densidad media de cerveza (g/mL) tras tratamientos con clarificantes en
dos condiciones de incubacién. Se muestran los valores promedio + error estandar (n
= 10) para cinco tratamientos: sin tratar, clarificante comercial, y papaina en
concentraciones de 0,29, 2,90 y 5,80 TU/mL). Las cervezas fueron incubadas durante
7 dias a 6 °C (panel izquierdo) y a 16 °C (panel derecho). Los datos fueron analizados
mediante un ANOVA de una via, con la densidad como variable dependiente y el
tratamiento clarificante como factor. En ambos casos, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (6 °C:, P = 0,34; 16 °C: P = 0,54),
indicando que ninguno de los clarificantes utilizados modificd significativamente la
densidad de la cerveza bajo estas condiciones experimentales. El grafico fue generado
utilizando el lenguaje de programacién Python (v3.10) y la biblioteca de visualizacion
Matplotlib (v3.8.0), el script detallado con los datos se muestra en Anexo 5. Se
graficaron los valores promedio de densidad de cerveza (mg/mL) * error estandar (n =
10) para cinco tratamientos diferentes bajo dos condiciones de incubacién (6 °C y
16 °C durante 7 dias). Los datos fueron representados mediante graficos de barras
agrupadas con etiquetas descriptivas.

4.3.4 Medicion de SRM

El Standard Reference Method (SRM) es una escala utilizada
internacionalmente para cuantificar el color de la cerveza. Este valor se calcula a partir
de la absorbancia de la muestra a 430 nm y se expresa en unidades SRM, las cuales
reflejan la intensidad del color de la bebida: a menor valor, mas clara es la cerveza. En
estilos como la Blonde Ale, se espera un color amarillo palido con tonalidades
doradas, lo cual corresponde aproximadamente a un valor SRM que debe encontrarse

entre 3,0 y 6,0 (Medina, K., et al., 2023). Sin embargo, para la receta particular de la
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Fabrica Chiripa, el valor de SRM calculado y esperado es mas especifico, es igual a
49.

Es importante recalcar que la turbidez y el color de la cerveza no tienen porqué
estar relacionados. Hay estilos con alta turbidez que presentan un valor de SRM bajo,
como pueden ser las cervezas de trigo; mientras que también existen ejemplos de
cervezas con altos SRM que presentan un cuerpo cristalino. Ejemplos de esto ultimo
pueden ser algunas cervezas scottish.

Para evaluar si los tratamientos clarificantes afectan esta caracteristica
sensorial, se midi6 el SRM en cinco réplicas por tratamiento en las muestras
incubadas a 6 °C y 16°C durante 7 dias (Figura 11) . Los tratamientos incluyeron la
muestra sin tratar, la muestra tratada con clarificante comercial, y los tres tratamientos
con papaina en concentraciones de 0,29; 2,90 y 5,80 TU/mL, tal como en las

evaluaciones antes mencionadas.

== SRM objetivo (4.9)
mm 6°C
mm 16°C

Figura 11. Valor promedio de SRM (Standard Reference Method) de cervezas tratadas
con diferentes clarificantes tras una semana de incubacion a 6°C y 16°C. Se
graficaron los valores promedio de SRM para cinco tratamientos: sin tratar, clarificante
comercial, y papaina en concentraciones de 0,29; 2,90 y 5,80 TU/mL en dos
condiciones de incubacion (6 °C y 16 °C durante 7 dias). La linea punteada gris indica
el valor objetivo de SRM (4,9) definido por la receta de la Blonde Ale de referencia. Se
observa que los tratamientos con papaina a 16 °C presentan valores mas cercanos al
objetivo, mientras que a 6°C los valores son mayores. En ambas condiciones, el
tratamiento con papaina 5,80 TU/mL mantiene un SRM comparable al de la muestra
sin tratar. La grafica fue generada en Python (v3.10) utilizando la biblioteca Matplotlib
(v3.8.0). El script usado se detalla en Anexo 6

En las muestras incubadas a 6°C, los valores promedio de SRM fueron
superiores al esperado de acuerdo a la receta, con un promedio general mas elevado

y una mayor dispersion. En cambio, en las muestras incubadas a 16 °C, los valores de
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SRM fueron mas cercanos al objetivo buscado (4,9), mostrando una tendencia a
colores mas claros.

Para ambas condiciones de incubacion se observé un patron consistente en la
magnitud de los valores SRM entre tratamientos. El orden de menor a mayor fue
papaina 5,80 TU/mL, sin tratar, papaina 0,29 TU/mL, papaina 2,90 TU/mL y
clarificante comercial. Este patron sugiere que, en ambos escenarios, el tratamiento
con mayor concentracion de papaina no aumenta el color de la cerveza, lo cual es
deseable para mantener la identidad visual del estilo. Por el contrario, el tratamiento
con clarificante comercial fue el que genero las cervezas mas oscuras, desplazandose
aun mas del SRM objetivo.

Este comportamiento es relevante ya que indica que la aplicacidon de papaina,
incluso en concentraciones altas, no altera negativamente el color final de la cerveza.
En particular, el tratamiento con papaina 5,80 TU/mL mantuvo el SRM dentro de los
valores aceptables y similares a la muestra sin tratar. Esto refuerza la idea de que la
enzima puede utilizarse como clarificante sin comprometer atributos visuales clave del
producto final.

Por otro lado, hay autores que proponen que la turbidez de las cervezas y las
mediciones de sus valores de SRM pueden estar interrelacionadas. Estos protocolos
sugieren que para tener una correcta medida de los SRM es necesario una
centrifugacion de las muestras a medir. De esta manera, se puede pensar que la
turbidez presentada en las muestras estd generando mediciones erréneas de los
SRM, por lo que centrifugar las mismas previo a las mediciones en espectrofotdmetro

puede ser por demas atinado.

4.3.5 Medicion de pH

Con el objetivo de evaluar el impacto del tratamiento con clarificantes sobre el
pH de la cerveza, se realizaron mediciones en muestras de cerveza tratadas con
clarificante comercial y clarificante enzimatico en concentraciones 0,29; 2,90 y 5,80
TU/mL durante 7 dias a 6 y 16 °C. El pH final esperado para el estilo Blonde Ale es de
4,2 (Liguori et al., 2020).

En la maduracién realizada a 6 °C, los tratamientos con papaina en sus tres
concentraciones mostraron una disminucién significativa del pH en comparacion con la
muestra sin tratar (Figura 12). El analisis estadistico, realizado mediante ANOVA de
una via (P < 0,001), seguido de un test post-hoc de Tukey, revelé diferencias
significativas entre los tratamientos con papaina y el control, mientras que el
tratamiento con clarificante comercial no presenté diferencias estadisticamente

significativas respecto a la muestra sin tratar.
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Figura 12. Efecto de distintos tratamientos clarificantes sobre el pH de la cerveza
luego de una semana de almacenamiento a 6°C. Se presentan diagramas de caja
(boxplots) con los valores individuales de cinco réplicas técnicas por tratamiento (n =
5). Los tratamientos evaluados fueron: cerveza sin tratar, cerveza tratada con
clarificante comercial y cerveza tratada con papaina en tres concentraciones
crecientes (0,29; 2,90 y 5,80 TU/mL). La linea horizontal en cada caja indica la
mediana, los limites de la caja corresponden al primer y tercer cuartil, y las lineas
(whiskers) representan el rango sin valores atipicos. El analisis estadistico se realizd
mediante ANOVA de una via (P < 0,001), seguido de un test de comparaciones
multiples de Tukey. Los tratamientos con papaina mostraron una reduccion
significativa del pH respecto al control (P <0,05), mientras que el clarificante comercial
no difirié significativamente del control. La grafica fue elaborada en R con el paquete
ggplot2 , utilizando geom_boxplot() para las cajas y geom_jitter() para los puntos
individuales; el cédigo completo se muestra en el Anexo 7.

En la maduracion realizada a 16 °C, la tendencia fue menos marcada, siendo el

tratamiento con 5,80 TU/mL de papaina el que mostré una reduccién significativa del
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pH en comparacién con el resto de los tratamientos (Figura 13). Nuevamente, se
aplicé un ANOVA de una via con test de Tukey como post-hoc, arrojando un valor de P
< 0,001.
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Figura 13. Efecto de distintos tratamientos clarificantes sobre el pH de la cerveza
luego de una semana de almacenamiento a 16 °C. Se presentan diagramas de caja
(boxplots) con los valores individuales de cinco réplicas técnicas por tratamiento (n =
5). Los tratamientos evaluados fueron: cerveza sin tratar, cerveza tratada con
clarificante comercial y cerveza tratada con papaina en tres concentraciones
crecientes (0,29, 2,90 y 5,80 TU/mL). La linea horizontal en cada caja indica la
mediana, los limites de la caja corresponden al primer y tercer cuartil, y las lineas
(whiskers) representan el rango sin valores atipicos. El andlisis estadistico se realiz6
mediante ANOVA de una via (P < 0,001), seguido de un test de comparaciones
multiples de Tukey. El analisis reveld que unicamente el tratamiento con papaina 5,80
TU/mL produjo una reduccion significativa del pH en comparacién con los demas
tratamientos (P < 0,05). La grafica fue elaborada en R con el paquete ggplot2 ,
utilizando geom_boxplot() para las cajas y geom_jitter() para los puntos individuales; el
cédigo completo se muestra en el Anexo 8.
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Estos resultados sugieren que el uso de papaina puede influir levemente en la
reduccion del pH de la cerveza, lo cual podria representar una ventaja en términos de
estabilidad microbioldgica, dado que un entorno ligeramente mas acido puede dificultar
el desarrollo de bacterias contaminantes. En particular para este estilo, la aplicacién de
papaina redujo levemente el pH a un valor mas cercano al esperado de 4,2,
considerado oOptimo para este estilo de cerveza. Sin embargo, cabe destacar que
todas las muestras evaluadas se mantuvieron dentro de rangos de pH compatibles con
el crecimiento bacteriano.

En conclusiéon, aunque se observaron pequefias reducciones del pH asociadas
a la aplicacion de papaina, especialmente a temperatura mas baja, se deberia

confirmar la reproducibilidad de esta tendencia y su relevancia tecnolégica.

4.3.6 Evaluacion de carga microbiana

La cerveza artesanal, muchas veces es elaborada sin filtracion ni
pasteurizacién. Aunque se considera microbiolégicamente segura debido a su bajo pH,
presencia de alcohol, compuestos del lupulo y condiciones adversas para el
crecimiento microbiano, ciertos microorganismos pueden adaptarse y causar deterioro,
afectando la calidad y la vida util del producto (Rodriguez-Saavedra et al., 2021).

Dado que la aplicacién de clarificantes, especialmente enzimaticos como la
papaina, mostrd una ligera reduccién del pH de la cerveza, se considerd pertinente
evaluar si este cambio podria tener un efecto sobre la carga microbiana del producto
final.

Ademas, la papaina, al ser una proteasa, podria ejercer un efecto directo sobre
ciertas bacterias sensibles, contribuyendo potencialmente a reducir la carga
microbiana a través de mecanismos distintos al simple descenso del pH. Existen
reportes de actividad antimicrobiana de la papaina, asi como de otras proteasas. Por
ejemplo, el extracto de semilla de Carica papaya y la papaina demostraron ser
alternativas naturales eficaces para inhibir hongos responsables de la podredumbre de
la papaya (Nwinyi & Anthonia, 2010). Asimismo, se ha demostrado que la papaina
inmovilizada en polimeros utilizados en el envasado de alimentos presenta un efecto
anti biofilm contra Acinetobacter sp. y Staphylococcus aureus, al dafiar la membrana
celular (Manohar et. al., 2015).

Por lo tanto, se realiz6é un analisis microbiologico con el objetivo de determinar
si los distintos tratamientos clarificantes influyen en la carga microbiana presente luego
del periodo de maduracion.

Se realizé la siembra en placa de las muestras en dos medios de cultivo

diferentes: TSA, un medio general utilizado para el crecimiento de bacterias aerobias
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mesdfilas, y medio SBD, especifico para favorecer el crecimiento de levaduras y
mohos.

El medio TSA es un medio nutritivo que permite cultivar y aislar una gran
variedad de bacterias, ademas de microorganismos que son mas dificiles de crecer.
Por otro lado, el medio SBD, debido a su pH acido y alta concentracion de glucosa, es
un medio de enriquecimiento para hongos (levaduras o mohos).

Las placas fueron incubadas a diferentes temperaturas (TSA a 37°C y SBD a
30°C) y evaluadas a las 24 y 48 horas.

En el caso de cerveza Blonde Ale sin filtrar ni madurar, no se observd
crecimiento visible a las 24 h en ninguno de los medios. Sin embargo, transcurridas 48
h el recuento en medio TSA (diluciones 1/10 y 1/100) fue menor a 30 UFC, lo que
indica una baja carga microbiana (Figura 15). En estudios previos, Kim et al (2015)
reportaron recuento de aerobios mesdfilos en cerveza artesanal, utilizando un medio
equivalente Plate Count Agar (PCA), elaborada en tres fabricas distintas con valores
de 199 UFC/mL en la fermentacion, 1000 UFC/mL en la maduracion y 794 UFC/mL en
el producto final (Kim et. al., 2015). Estos resultados son aun mas altos que los
obtenidos en este trabajo.

Es importante considerar que el medio TSA no es el mas adecuado para
detectar de forma sensible la presencia de bacterias acido-lacticas, que constituyen los
principales microorganismos responsables del deterioro microbioldgico en cerveza
artesanal. Si bien algunas cepas facultativas, como Lactobacillus brevis o Pediococcus
damnosus, pueden crecer en TSA incubado a 37 °C en condiciones aerobias, la
mayoria de las bacterias acido-lacticas requieren medios mas especificos y
enriquecidos, asi como condiciones anaerobias o microaerofilas para un crecimiento
eficiente (Oldham & Held, 2023). Por ello, los recuentos en TSA podrian subestimar la
carga real de bacterias acido-lacticas presentes, limitando su utilidad como unico
indicador de contaminacién microbiana en este tipo de productos.

En medio SBD se obtuvieron recuentos de 1,7 x10* (dilucién 1/10) y de 7,0 x10
3 (dilucion 1/100) (Figura 14). Las colonias presentaron caracteristicas macroscépicas
tipicas de Saccharomyces cerevisiae (blancas, cremosas, de morfologia uniforme).
Esto es consistente con la presencia de levadura residual viable, lo cual es esperable

en cervezas artesanales no pasteurizadas ni filtradas.
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Figura 14. Crecimiento de microorganismos en placas con medio SBD inoculadas con
la cerveza Blonde Ale sin filtrar y sin tratar, incubadas a 30 °C. Las imagenes Ay C
fueron tomadas a las 24 h de incubacion, mientras que By D muestran el crecimiento
a las 48 h. Las placas A y B fueron inoculadas con una dilucién 1/10 de la cervezay, C
y D con una dilucion 1/100.
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Figura 15. Crecimiento bacteriano en placas con medio TSA inoculadas con la
cerveza Blond Ale sin filtrar y sin tratar, incubadas a 37 °C. Las imagenes Ay C fueron
tomadas a las 24 h de incubacién. mientras que C y D muestran el crecimiento a las
48 h. Las placas A y B fueron inoculadas con una dilucion 1/10 de la cervezay, Cy D
con una dilucién 1/100.
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Figura 16. Crecimiento microbiano en placas con medio SBD (Ay C) y TSA (By D),
inoculadas con cerveza Blonde Ale sin diluir, madurada a 6 °C durante una semana
tratada con papaina (5,80 TU/mL, a 6°C) (C y D) y sin tratar con papaina (Ay B). C
Las imagenes fueron tomadas 96 horas de incubacion a 30 °C para SBD (Ay C)y a 37
°C para TSA (B y D). Antes de este tiempo, los crecimientos no fueron representativos.

Luego de la maduracion (a 6 o 16 °C durante una semana), se comparo la
carga microbiana de la muestra tratada con la mayor concentracion de papaina
empleada en este trabajo (5,80 TU/mL) con el control sin agregado de la enzima.

Para las cervezas maduradas a 6°C, la cerveza sin tratar con papaina,
cultivada en medio SBD se registré6 un crecimiento de 90 UFC/mL (Figura 16 A),
mientras que la cerveza tratada con 5,80 TU/mL de papaina mostré un aumento
significativo, alcanzando 410 UFC/mL (Figura 16 C). En medio TSA, se observaron
10 UFC/mL en la cerveza sin tratar (Figura 16 B) y 40 UFC/mL en la muestra tratada
con papaina (Figura 16 D).

Comparando estos resultados con los valores obtenidos para la cerveza antes
de madurar (5 x 102UFC/mL en TSA y 10*UFC/mL en SBD), se evidencia que la
maduracién a 6 °C durante una semana tuvo un efecto reductor en la carga microbiana
general, tanto en la muestra tratada como no tratada con papaina. Esta disminucién es
esperable, ya que el almacenamiento en frio inhibe la actividad de muchos

microorganismos mesofilos y favorece la sedimentacion de la levadura residual, lo que

reduce la cantidad de células viables en suspension.
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Sin embargo, la cerveza tratada con papaina mostré una mayor proliferacion de
microorganismos en ambos medios respecto a la muestra sin tratar. Esto sugiere que,
bajo estas condiciones, la aplicacion de papaina podria haber favorecido el
crecimiento microbiano, posiblemente al liberar nutrientes o alterar las propiedades del
medio de cultivo. Estos hallazgos contrastan con la hipétesis inicial de que la papaina,
como proteasa, podria degradar componentes microbianos y reducir la carga
microbiana.

En la cerveza madurada a 16 °C (Figuras 17 y 18), también se observé mayor
crecimiento microbiano en medio SBD en las muestras tratadas con papaina, en
comparacion con las no tratadas. En la muestra sin diluir, la cerveza sin papaina
presentd 330 UFC/mL (Figura 17A), mientras que la tratada con 5,80 TU/mL alcanzé
590 UFC/mL (Figura 17B). En la dilucion 1/10, no se observaron colonias en la
muestra sin tratar (Figura 17C), mientras que la muestra con papaina mostré
200 UFC/mL (Figura 17D).

En el analisis del crecimiento bacteriano en medio TSA, tanto para las cervezas
sin tratar como para la cerveza tratada con la mayor cantidad de papaina, no se
observé crecimiento bacteriano a las 96 h (Figura 18), con excepcion de la placa sin
tratar diluida 1/10 donde se vio 200 UFC/mL.

Si bien la maduracién y el almacenamiento en frio a 6 °C demostraron ser
efectivos para reducir la carga microbiana general en la cerveza, los resultados
obtenidos sugieren que la aplicacién de papaina podria favorecer, en ciertos casos, la
proliferacion microbiana, especialmente a temperaturas mas elevadas como 16 °C.
Esto podria estar relacionado con la liberacién de nutrientes por la accidon proteolitica

de la enzima o con cambios en las propiedades fisico-quimicas del medio.
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Figura 17. Placas con medio SBD sembradas con cerveza Blonde Ale madurada a 16
°C durante una semana. Las imagenes registran el crecimiento a 30°C y 96 horas
después de inocular. A: cerveza sin tratar con papaina. B: cerveza tratada con papaina
(5,80 TU/mL). C: cerveza sin tratar diluida 1/10. D: cerveza tratada con papaina (5,80
TU/mL) diluida 1/10.
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Figura 18. Placas con medio TSA inoculadas con cerveza Blonde Ale madurada a
16°C. Las imagenes registran el crecimiento microbiano a 37°C a las 96 horas
después del plaqueo. A: cerveza madurada sin tratar con papaina B: cerveza
madurada con papaina (5,80 TU/mL) C: cerveza madurada sin papaina diluida 1/10.
D: cerveza madurada con papaina (5,80 TU/mL) diluida 1/10.

4.3.7 Evaluacion del espectro IR y comparacion entre tratamientos

Uno de los parametros fisicoquimicos de gran importancia para reportar la
calidad de la cerveza es su porcentaje de alcohol. Este parametro repercute
directamente en el sabor del producto. Existen diferentes métodos que se utilizan para
determinar el contenido de etanol en la cerveza, como la destilacion y medida de la
densidad, cromatografia gaseosa con detector de ionizacion de llama vy

espectrometria infrarroja FTIR (Debebe et al., 2017).
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Figura 19. Medida del contenido de etanol por espectroscopia en el infrarrojo (FTIR).
El recuadro en rojo delimita la zona de interés para analizar el contenido de etanol en
el espectro. Se graficé la transmitancia en funcién del nimero de onda.

Referencias de colores de las curvas: En rojo: cerveza sin agregado de clarificante (sin
tratar). En negro: cerveza tratada con clarificante comercial. En verde: cerveza tratada
con papaina (0,29 TU/mL). En gris: cerveza tratada con papaina (2,90 TU/mL). En
azul: cerveza tratada con papaina (5,80 TU/mL).

Figura 20. Espectro de las diferentes muestras de cerveza en el rango de numero de
onda de interés para comparacion del contenido de etanol de los distintos tratamientos
(950 a 1150 cm-1) (zoom del recuadro sefalado en rojo en la Figura 19).

Referencias de colores de las curvas: En rojo: cerveza sin agregado de clarificante (sin
tratar). En negro: cerveza tratada con clarificante comercial. En verde: cerveza tratada
con papaina (0,29 TU/mL). En gris: cerveza tratada con papaina (2,90 TU/mL). En
azul: cerveza tratada con papaina (5,80 TU/mL).

Debido a su importancia, se analiz6 si el contenido de etanol se vio alterado en
los diferentes tratamientos aplicados durante la maduracion a 6°C en comparacion con
la muestra sin tratar. Para ello se comparé la zona del espectro IR asociada a la sefial
emitida por los enlaces oxigeno-hidrégeno (O-H) del etanol presente en las muestras.

En el grafico de la Figura 19 se puede ver el porcentaje de transmitancia en
funcién del nimero de onda de los diferentes tratamientos en el rango de 400 a 4000

cm-1. Cada banda del espectro corresponde a la vibracion de enlaces especificos de
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distintos grupos funcionales y, el porcentaje de transmitancia indica la cantidad de
radiaciéon IR que pasa a través de la muestra a ese niumero de onda. De esta manera,
el porcentaje de transmitancia refleja la concentracion de enlaces vibrando en ese
numero de onda. Cuanto menor el porcentaje de transmitancia, mayor es la absorcion
de radiacion y mayor la concentracion del grupo funcional correspondiente.

Basandonos en estudios previos (Rexhepi et al., 2025), en los que se analizo el
contenido de etanol en cervezas artesanales con esta técnica, se ha propuesto que la
region comprendida entre 950 y 1150 cm™ es especialmente util para su cuantificacion.
Esta zona del espectro presenta una banda intensa atribuida principalmente al
estiramiento del enlace carbono-oxigeno (C—O) del grupo alcohol. Al ofrecer picos
claros y especificos, permite una cuantificacion mas precisa del contenido de etanol,
minimizando las interferencias de otros compuestos presentes en la cerveza. En la
Figura 20, se muestra una imagen ampliada del espectro, de la zona comprendida
entre 950 y 1150 cm™, correspondiente a la seccién recuadrada en rojo del espectro
completo mostrado en la Figura 19.

Teniendo en cuenta que el contenido de alcohol calculado por el fabricante
(Cerveceria Chiripa) de la cerveza Blonde Ale, (muestra A sin tratar, curva roja) es de
4.5 ABV%, se desprende del espectro en el rango caracteristico para el etanol que la
cerveza tratada con papaina a 0,29 TU/mL (muestra C, curva verde) muestra un
comportamiento similar, sugiriendo que este tratamiento no afecté el contenido de
etanol. Las muestras tratadas con concentraciones mas altas de papaina (2,90 TU/mL
y 5,80 TU/mL, curvas gris y azul) presentan mayor transmitancia, lo que indicaria una
menor concentracion de etanol. En cambio, la muestra tratada con clarificante
comercial (curva negra) muestra la menor transmitancia de todas, incluso menor que
la de la muestra sin tratar, lo que indicaria una mayor concentraciéon de etanol o menor
pérdida de este durante la maduracion.

Es importante sefialar que, debido a la disponibilidad limitada del equipo, no se
pudieron realizar réplicas de cada medicidn ni se corrieron estandares de etanol, por lo
que no fue posible calcular el contenido de etanol (ABV %) mediante una curva de
calibracion. Por lo tanto, no se pudo establecer diferencias significativas entre los
tratamientos, aunque los resultados permiten sugerir posibles variaciones entre las

muestras.

4.3.8 Evaluacion del perfil proteico de la cerveza
Con el objetivo de evaluar el efecto proteolitico de la papaina en las proteinas
de la cerveza, se analiz6 el perfil proteico de muestras sin tratar y tratadas con 5,80

TU/mL de enzima, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
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desnaturalizantes (SDS-PAGE). Esta técnica permitié comparar el patron de bandas
proteicas entre los dos tratamientos. Ademas, fue posible estimar el peso molecular de
las proteinas presentes utilizando un marcador de peso molecular, como se muestra
en la Figura 21. Si la papaina hubiera hidrolizado las proteinas de la muestra, se
esperaria observar diferencias en la intensidad y el tamafo de las bandas entre los
carriles correspondientes a cada tratamiento. Para el caso de las cervezas sin tratar,
se esperaria que presenten bandas caracteristicas de las proteinas que se encuentran
en mayor concentracion como puede ser la hordeina, con un peso molecular en el
entorno de 32 kDa. Se espera una intensidad grande en esta banda ya que dicha
proteina se encuentra en gran cantidad dentro del grano de cebada. Para los carriles
donde se corrieron muestras tratadas con papaina esperariamos ver bandas menos
pesadas (en la parte inferior del gel). Ademas deberiamos ver bandas menos intensas
o tal vez no ver bandas en el peso de las proteinas caracteristicas de las maltas, como

el caso que se menciond anteriormente de la hordeina.

~170
~125

~14

W;ﬂlnm

Figura 21. Gel SDS-PAGE. Carriles 1, 3, 6 y 8: cerveza sin tratar. Carriles 2,4, 7y 9:
cerveza tratada con 5,80 TU/ml de papaina. Para todas las muestras de cerveza se
cargo 9 ug de proteina por pocillo. Carril 5: Marcador de peso molecular. A la derecha
de la Figura se puede ver el peso de cada banda del marcador de peso molecular.
Esta imagen es proporcionada por el fabricante.

Los resultados obtenidos indican que la papaina no ejercidé una actividad
proteolitica evidente o significativa sobre las muestras tratadas, ya que el patrén de
bandas observado en el gel de poliacrilamida es muy similar entre las muestras control
y aquellas tratadas con 5,80 TU/mL de enzima. Esta ausencia de diferencias notorias
sugiere que las proteinas presentes en la cerveza no fueron degradadas de forma

sustancial tras la adicion de papaina, lo cual concuerda con los ensayos previos que
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no evidenciaron grandes diferencias en la turbidez de las cervezas maduradas con el
agregado de papaina y el control sin papaina. Como consecuencia, dichas proteinas
permaneceran intactas y con capacidad de interactuar con polifenoles, favoreciendo la
formacion de complejos responsables de la turbidez en la bebida. No obstante, como
se explicod anteriormente, no todas las proteinas presentes en la cerveza participan en
estas interacciones que generan turbidez. Si bien el uso de un marcador de peso
molecular permite estimar el tamano de las proteinas separadas en el gel, no es
posible identificar a una proteina en particular. A pesar de ello, puede realizarse una
aproximacioén razonable a partir de su peso molecular Segun la base de datos UniProt

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P06470/entry), la hordeina, una de las proteinas

mas abundantes en la cebada y principal precursora de la turbidez en la cerveza,
presenta un peso molecular estimado de 33.422 Da. Al observar el patron del
marcador de peso molecular provisto por el fabricante, observamos una banda intensa
que migré ligeramente menos que la banda del marcador de 32 kDa, sefialada con
un asterisco en el extremo derecho del gel, que podria corresponder a la hordeina.
Dado que esta proteina es una de las principales proteinas responsables de generar
turbidez por interaccién con polifenoles, cabria esperar que dicha banda se atenuara
en las muestras tratadas con papaina, si es que buscamos una reduccién en la
turbidez de las muestras. Sin embargo, no se observan diferencias apreciables entre
tratamientos, lo que sugiere que esta proteina no fue hidrolizada por la enzima.

En todas las muestras se observa una banda tenue a la altura del de la banda
de peso molecular correspondiente a la enzima cataliticamente activa (23,4 kDa,. por
lo que es poco probable que corresponda Unicamente a la enzima. Aun si estuviera
presente, la baja concentracion utilizada en el tratamiento podria no ser suficiente
como para generar cambios detectables en el patrén de bandas del gel.

Estos resultados sugieren que la papaina no tuvo una actividad proteolitica
efectiva sobre las proteinas responsables de la turbidez en la cerveza bajo las
condiciones ensayadas, por lo que seria necesario evaluar otras condiciones de

tiempo o temperatura para favorecer su accion.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Este trabajo evalué la aplicacion industrial de la papaina como agente
clarificante en la elaboracion cervecera artesanal. Para ello, se caracterizo inicialmente
la papaina comercial utilizada (Collupulin L 200), un extracto parcialmente purificado
con alta actividad proteolitica (116 TU/mg), adecuada para ensayos posteriores.

En linea con estudios de mercado citados en la Introduccion, el primer lote de
cerveza se elabord en estilo Pilsener Lager, dada su amplia aceptacién a nivel
nacional e internacional. Luego de la fermentacion, la cerveza fue madurada en frio
con el agregado de papaina, Isinglass y un control sin aditivos. Sin embargo, los
resultados de la evaluacion sensorial y analisis fisico-quimicos no mostraron
diferencias significativas entre tratamientos, posiblemente por la baja turbidez propia
del estilo o la limitada eficacia del clarificante comercial utilizado como control y la baja
concentracién de papaina utilizada. En este punto vale la pena remarcar que el
clarificante comercial utilizado puede variar en su composicién lote a lote, por lo que el
rendimiento puede variar entre cocciones. Esto puede generarle un problema para el
esquema de negocio del fabricante de cerveza, ya que resulta dificil disponer de un
producto estandarizado mediante esta herramienta. Esta caracteristica del Isinglass
hace que la papaina pueda ser una mejor opcién ya que la composicién de la proteina
es mas estandarizada, por lo que su rendimiento podria ser mas previsible.

Por ello, se continud este trabajo con cerveza Blonde Ale sin filtrar provista por
Cerveceria Chiripa, de mayor turbidez basal (el valor basal fue cuantificado por
absorbancia a 595 nm y dio un resultado de 0,41 + 0,01). En este contexto, el
tratamiento con papaina (particularmente a 5,80 TU/mL) logré reducir la turbidez en
mayor medida que el clarificante comercial, sin afectar negativamente el color ni la
densidad. Ademas, se observaron efectos dependientes de la temperatura de
maduraciéon en la viscosidad y el pH, con posibles implicancias en la estabilidad
microbioldgica.

Estos resultados indican que el tratamiento con papaina es efectivo para
reducir la turbidez, pero su desempeno depende, entre otras variantes, del tipo de
cerveza en el que se aplica. Si bien la reduccion de la turbidez entre la cerveza sin
tratar y la tratada con 5,80 TU/mL es apreciable, los resultados vistos en el gel de SDS
PAGE nos muestran que el perfil proteico de la cerveza sin tratar es muy similar a la
tratada con papaina.

En consonancia con los resultados expuestos también se puede ver una cierta
variacion generada por la aplicacion de la papaina en el ABV% del producto. En

particular los dos tratamientos con mayor cantidad de papaina generaron cambios en
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este parametro fisico quimico, haciendo que este ultimo descienda cuanto mayor
presencia de la proteasa haya en la cerveza. Este resultado podria ir en contraposicién
con lo visto en los analisis microbiolégicos pero teniendo en cuenta que la adicion de
la proteasa fue en el proceso de madurado del producto (ya habiendo pasado la
fermentacion primaria), este resultado no deberia llamarnos la atencion ni ser
contrapuesto al aumento del desarrollo de las levaduras en presencia de la mayor
concentracién de papaina en las muestras. El hecho que las muestras analizadas en
este trabajo no hayan sido pasteurizadas puede generar que las levaduras viables
residuales hayan refermentado en las cervezas mas alla del proceso de fermentacion
en los fermentadores mismos. Es posible pensar que la papaina, que al parecer
promovié el crecimiento microbiolégico, ayudé a aumentar el rendimiento de la
fermentacion, generando un pH mas bajo. El pH mas bajo puede darle mas estabilidad
a la cerveza y prevenir contaminaciones, pero podria influir en el sabor de la cerveza,
generando una sensacion de acidez en boca. Habria sido interesante complementar
estos resultados con una cata con las muestras de chiripa para ver si las diferencias
en el pH se reflejan en el sabor percibido de estas.

Aunque los resultados sugieren que la papaina puede ser una alternativa
natural y efectiva, su aplicacién 6ptima depende del estilo de cerveza, la dosis y las
condiciones del proceso. Sera necesario seguir evaluando otros parametros
tecnoldgicos y afinando las condiciones de clarificado enzimatico, como temperatura,
tiempo y punto de aplicacidon, para maximizar su eficacia sin comprometer la calidad
sensorial.

Un posible ensayo interesante seria producir diferentes lotes de cerveza donde
se le aplique a cada lote distintas concentraciones de papaina. En lugar de adicionar la
enzima en el fermentador, se agrega la misma en un escalén de temperatura mas
bajo, el cual esté mas cercano a la temperatura éptima para la actividad de la proteina
(50°C). Suponiendo una receta clasica de Blonde Ale donde se presentan dos
escalones de temperatura (primer escalon de 62°C durante 30 minutos y segundo
escalén de 67°C durante una hora), la adicion de la papaina deberia ser luego de los
mismos. Sabiendo que estos escalones son para generar el correcto trabajo
enzimatico de las enzimas alfa y beta amilasas, la adicion de la proteasa podria
comprometer en cierto punto la actividad enzimatica propia del macerado, degradando
a estas proteinas encargadas de hidrolizar las cadenas de almidon. Lo que podria
presentarse como solucion a este desafio es que, luego de comprobar con el test con
tintura de iodo que el trabajo enzimatico ha concluido, generar un “tercer escalén” con

la temperatura éptima para la papaina y en ese punto adicionar a esta en el macerado.

58



Para evaluar si esta estrategia resulta efectiva, seria util realizar una
electroforesis SDS-PAGE para poder ver si la banda que corresponde a la hordeina
(33,4 kDa) esta presente y en qué intensidad, y por lo tanto evaluar si la papaina actué
de manera mas eficiente.

Habria que tener en cuenta también que el pH 6ptimo para la proteasa es 4,
bastante inferior a lo que se encuentra en el macerado. Esto era algo que teniamos a
favor en el fermentador y una de las razones que nos hizo elegir esta etapa de la
produccién para la aplicacion de la proteina. Para este item se podria analizar la
posibilidad de hacer un macerado con pH cercano a 5, asi la actividad enzimatica de
las a y B amilasas no se ve comprometida y a su vez puede ser un valor de pH mas
cercano al 6ptimo para la papaina.

Seria deseable ensayar una papaina pura, pero su producciéon recombinante en
bacterias ha sido limitada por la necesidad de modificaciones postraduccionales
complejas. En este sentido, desarrollar un sistema de expresién vegetal, como
Physcomitrium patens, podria representar una via promisoria para obtener papaina
activa y soluble a escala, con aplicaciones potenciales tanto en la industria cervecera

como en otros sectores alimentarios.
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ANEXOS

Anexo 1: Especificaciones del fabricante Collipullin® 200L DSM

DSM

BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.

Product Specification Sheet
COLLUPULIN® 200 L

Last revision: 23 July 2020

Product Information

Description Enzyme preparation for food use containing endopeptidase (protease) derived from Carica
papaya

Application market Beer: Prevents hazing of beer kept in cool storage

Appearance Light brown to brown liquid (product color may vary from batch to batch).

Status * Kosher approved

* Halal approved

s The Carica Papaya used in the process and all formulating agents (such as carriers or
diluents) are of non-GM origin.

* Allergen statement available on request

* Suitable for vegans

* Suitable for vegetarians
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Physical & Chemical specifications

Standardised activity =200 TU/mg Arsenic =3 ppm
pH 4.8-6.2 Mercury = 0.5 ppm
Heavy metals = 30 ppm (as Pb) Cadmium = 0.5 ppm
Lead =5 ppm

Microbiological specifications

Total plate count = 10000 CFU/g Salmonella absentin 25 g
Coliforms =30 CFlU/g Staphylococcus aureus absentinig
Anaer. sulphite reducing bacteria = 30 CFU/g Escherichia coli absentin 25 g

Composition

Ingredients Typical values
Glycerol 54 %

Enzyme solution 45 %

Sodium metabisulfite 1%

Regulatory information
The product complies with the recommended purity specifications for food-grade enzymes given by the Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) and the Food Chemical Codex (FCC).

Packaging & Storage

Packaging Product number 9815: 1000 kg - container (120 x 100 X 117 ¢cm)

Storage conditions * Store in the original packing in a cool (¢20°C), dark, and dry place.

*  When stored in recommended condition, the activity loss will be less than 5% within 12
months
Page 10f 2 HEALTH » NUTRITION » MATERIALS
BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.

Safety & Handling

Please refer to the Safety Data Sheet, available on request.

Head Office: A. Fleminglaan 1 | P.O. Box 1| 2600 MA Delft | The Netherlands | tel. +31 15 279 9111
For further information, additional addresses and our customer portal visit www.dsm.com/food-specialties

Anexo 2: Script de R donde se generaron las graficas de la Figura 8 Efecto
de diferentes tratamientos clarificantes sobre la turbidez de cerveza Blonde Ale

# Cargar librerias necesarias

library (ggplot2)

library(dplyr)

library (patchwork) # Para combinar graficos

# Funcidén general para andlisis y grafico
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crear_grafico <- function(absorbancias, titulo) {
datos <- data.frame (

Tratamiento = rep(c("Sin tratar", "Clarificante comercial", "0,29 TU/mL", "2,90

TU/mL", "5,80 TU/mL"), each = 9),
Absorbancia = absorbancias

datos$Tratamiento <- factor (datos$Tratamiento,
levels = c("Sin tratar", "Clarificante comercial",
"0,29 TU/mL", "2,90 TU/mL", "5,80 TU/mL"))

modelo <- aov (Absorbancia ~ Tratamiento, data = datos)
tukey df <- as.data.frame (TukeyHSD (modelo)STratamiento)
tukey dfS$comparacion <- rownames (tukey df)
comparaciones <- tukey df %>%

filter (grepl (""Sin tratar-", comparacion)) %>%

mutate (Tratamiento = gsub("Sin tratar-", "",
simbolo = case_ when(

'p adj’ < 0.01 ~ MExxT,

'p adj’ < 0.05 ~ M"xxm,

'p adj’ < 0.1 o~ MmxM,

TRUE ~ "ns"

comparacion),

))

comparaciones <- rbind(data.frame(Tratamiento = "Sin tratar", simbolo = ""),
comparaciones[, c("Tratamiento", "simbolo")])

resumen <- datos $%>%
group_ by (Tratamiento) %>%

summarise (media = mean (Absorbancia),
se = sd(Absorbancia)/sqrt(n()))
resumen <- left join(resumen, comparaciones, by = "Tratamiento")

resumen$Tratamiento <- factor (resumenS$Tratamiento,

levels = c("Sin tratar", "Clarificante comercial",

"0,29 TU/mL", "2,90 TU/mL", "5,80 TU/mL"))
resumen$pos <- resumen$media + resumen$se + 0.01

ggplot (resumen, aes(x = Tratamiento, y = media)) +
geom col (fill = "gray70", width = 0.6) +
geom_errorbar
geom_text (aes

aes (ymin = media - se, ymax = media + se), width = 0.2) +

(
(label = simbolo, y = pos), size = 5, na.rm = TRUE) +

theme minimal () +
labs(title = titulo,
x = "Tratamiento",
y = expression("DO"[595]*" media £ E.E.")) +
theme (axis.text.x = element text (angle = 45, hjust = 1))

# Datos 6 °C

abs 6 <- c(
0.132, 0.108, 0.113, 0.152, 0.123, 0.105, 0.206, 0.103, 0.101,
0.195, 0.196, 0.184, 0.208, 0.225, 0.168, 0.175, 0.219, 0.179,
0.145, 0.152, 0.155, 0.235, 0.144, 0.150, 0.248, 0.145, 0.145,
0.164, 0.159, 0.199, 0.21¢, 0.156, 0.186, 0.159, 0.226, 0.156,
0.113, 0.095, 0.087, 0.110, 0.083, 0.094, 0.099, 0.085, 0.086

)

# Datos 16 °C

abs 16 <- c(
0.102, 0.102, 0.101, 0.101, 0.103, 0.104, 0.103, 0.104, 0.109,
0.163, 0.156, 0.159, 0.156, 0.159, 0.157, 0.171, 0.158, 0.163,
0.130, 0.137, 0.132, 0.135, 0.134, 0.134, 0.134, 0.133, 0.134,
0.153, 0.146, 0.153, 0.156, 0.156, 0.157, 0.156, 0.154, 0.150,
0.110, 0.087, 0.125, 0.100, 0.101, 0.104, 0.103, 0.101, 0.101
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# Crear los graficos
gl <- crear grafico(abs_6, "A. Incubacién a 6 °C durante 7 dias"
g2 <- crear grafico(abs 16, "B. Incubacién a 16 °C durante 7 dias")

# Unir en una sola figura
gl + g2

Anexo 3: Script de R donde se genero la Figura 8

f— librerias ————
library (ggplot2)

library(dplyr)

library (patchwork)

# —— funcién de anédlisis + grafico ——m
grafico turbidez <- function(valores, titulo){
df <- data.frame (
Tratamiento = rep(c("Clarificante comercial",
"0,29 TU/mL", "2,90 TU/mL", "5,80 TU/mL"), each = 9),
DO595 = valores)

df$Tratamiento <- factor (df$Tratamiento,
levels = c("Clarificante comercial",

"0,29 TU/mL", "2,90 TU/mL", "5,80 TU/mL")

mod <- aov (D0595 ~ Tratamiento, data = df)
tuk <- TukeyHSD (mod) $Tratamiento |> as.data.frame ()
tuk$comparacion <- rownames (tuk)

# Comparaciones contra Clarificante comercial
sig <- tuk |[|>

filter (grepl ("Clarificante comercial-", comparacion) | grepl("-Clarificante
comercial", comparacion)) [>
mutate (
Tratamiento = ifelse(grepl (""Clarificante comercial-", comparacion),
sub("Clarificante comercial-", "", comparacion),
sub ("-Clarificante comercial", "", comparacion)),

simbolo = case when (
'p adj’ < 0.001 ~ "rxEmT,
'p adj’ < 0.01 ~ "xxmv,
'p adj’ < 0.05 ~ "x",
TRUE ~ "ns"
)
) 1>
select (Tratamiento, simbolo) |>
bind rows (tibble (Tratamiento = "Clarificante comercial", simbolo = ""))

resumen <- df |>
group by (Tratamiento) |[|>
summarise (media = mean (D0O595),
se = sd(D0595) /sqrt(n()),
.groups = "drop") [|>
left join(sig, by = "Tratamiento") [>
mutate (pos = media + se + 0.005)

# Asegurar el orden del factor luego del left join
resumen$Tratamiento <- factor (resumen$Tratamiento,

levels = c("Clarificante comercial",
"0,29 TU/mL", "2,90 TU/mL", "5,80
ggplot (resumen, aes(Tratamiento, media)) +
geom col (fill = "gray70", width = 0.6) +
geom errorbar (aes (ymin = media - se, ymax = media + se), width = 0.2) +
geom_text (aes(y = pos, label = simbolo), size = 5, na.rm = TRUE) +

TU/mL"))
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theme minimal (base size = 12) +
theme (axis.text.x = element text(angle = 45, hjust = 1)) +
labs(title = titulo,

x = "Tratamiento",

y = expression("DO"[595]*" media * E.E."))

¥y — datos 6 °C y 16 °C —————

valores 6 <- ¢(0.195,0.196,0.184,0.208,0.225,0.168,0.175,0.219,0.179,
0.145,0.152,0.155,0.235,0.144,0.150,0.248,0.145,0.145,
0.164,0.159,0.199,0.216,0.156,0.186,0.159,0.226,0.156,
0.113,0.095,0.087,0.110,0.083,0.094,0.099,0.085,0.086)

valores 16 <- c¢(0.163,0.156,0.159,0.156,0.159,0.157,0.171,0.158,0.163,
0.130,0.137,0.132,0.135,0.134,0.134,0.134,0.133,0.134,
0.153,0.146,0.153,0.156,0.156,0.157,0.156,0.154,0.150,
0.110,0.087,0.125,0.100,0.101,0.104,0.103,0.101,0.101)

# ———————— generar figura combinada —m
fig <- grafico turbidez(valores 6, "A. Incubacién a 6°C durante 7 dias") +
grafico_turbidez (valores_16, "B. Incubacién a 16°C durante 7 dias")

# ————— mostrar figura ——
print (fig)
# ————— guardar figura —m

ggsave ("turbidez 6C 16C sinControl.png", fig,
width = 13, height = 6, dpi = 300)

Anexo 4. Script en Python para generar Figura 9

import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

# Datos de viscosidad (promedios)

tratamientos = ['Sin tratar', 'Clarificante comercial', '0,29 TU/mL', '2,90 TU/mL',
5,80 TU/mL']
viscosidad 6C = [1.93, 1.54, 1.52, 1.55, 1.54]

viscosidad 16C = [2.95, 3.65, 3.45, 3.5, 4.15]

# Crear figura y subplots
fig, axs = plt.subplots(l, 2, figsize=(12, 5), sharey=True)

# Grafico para 6°C
axs[0] .bar (tratamientos, viscosidad 6C, color='skyblue')
[0].set title('Viscosidad a 6°C")
axs[0].set ylabel ('Viscosidad (cP)"')
[0].tick params(axis='x', rotation=45)

axs
axs

# Grafico para 16°C

axs[1l] .bar (tratamientos, viscosidad 16C, color='salmon')
axs[l].set title('Viscosidad a 16°C")

axs[1l].tick params(axis='x', rotation=45)

# Ajustes finales
plt.tight layout ()
plt.show ()

Anexo 5. Script en Python para generar Figura 10

import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

68



# Datos
tratamientos = ['Sin tratar', 'Clarificante comercial', '0,29 TU/mL', '2,90 TU/mL', '
5,80 TU/mL"']

# Promedios y EE para cada condiciédn
medias 6 = [1.0652, 1.0782, 1.0477, 1.0179, 1.0587]
error 6 = [0.0145, 0.0177, 0.0144, 0.0160, 0.0127]

medias 16 = [1.0643, 1.0739, 1.0448, 1.0063, 1.0264]
error 16 = [0.0153, 0.0171, 0.0158, 0.0203, 0.0125]
x = np.arange (len(tratamientos))

# Crear figura y ejes
fig, (axl, ax2) = plt.subplots(l, 2, figsize=(12, 5), sharey=True)

# Grafico para 6°C

axl.bar (x, medias 6, yerr=error 6, capsize=4, color='gray')
axl.set xticks(x)

axl.set xticklabels(tratamientos, rotation=45, ha='right')
axl.set title('A incubacién a 6 °C durante 7 dias', loc='left')
axl.set ylabel ('Densidad (mg/mL)")

# Grafico para 16°C

ax2.bar (x, medias 16, yerr=error 16, capsize=4, color='gray')
ax2.set xticks(x)

ax2.set xticklabels(tratamientos, rotation=45, ha='right')
ax2.set title('B incubacién a 16 °C durante 7 dias', loc='left'")

# Titulo general
fig.suptitle ('Densidad media de cerveza (mg/mL) tras tratamientos con clarificantes',

fontsize=14)

plt.tight layout (rect=[0, 0, 1, 0.95])
plt.show()

Anexo 6. Script en Python para generar Figura 11

import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

# Tratamientos y SRM promedio por condiciédn

tratamientos = ['Sin tratar', 'Clarificante comercial', '0,29 TU/mL', '2,90 TU/mL', '
5,90 TU/mL'"]

srm_6C = [5.75, 7.67, 6.86, 7.47, 5.68]

srm_16C = [5.25, 6.69, 6.11, 6.48, 5.14]

srm_objetivo = 4.9

x = np.arange (len(tratamientos))

width = 0.35

fig, ax = plt.subplots(figsize=(10, 5))

# Barras para cada condicidn

barrasl = ax.bar(x - width/2, srm 6C, width, label='6 °C', color='steelblue')
barras2 = ax.bar(x + width/2, srm 16C, width, label='1l6 °C', color='darkgreen')
# Linea de SRM objetivo

ax.axhline (srm objetivo, color='gray', linestyle='--', linewidth=2, label='SRM

objetivo (4.9)")

# Etiquetas
ax.set ylabel ('SRM')
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ax.set_title('Valor promedio de SRM en funcidén del tratamiento clarificante')

ax.set xticks(x)
ax.set xticklabe
ax.legend ()

plt.tight layout
plt.show ()

ls(tratamientos, rotation=45, ha='right')

()

Anexo 7: Script de R para generar Figura 12

# Requiere ggplo

t2 y dplyr

# install.packages ("ggplot2")

# install.packag

library (ggplot2)
library(dplyr)

# Datos
datos <- data.fr
Muestra = rep
Réplica = rep
pH = c(5.
5
4
5
4

# Etiquetas desc
datosS$Tratamient
datos$Muestra,
levels c("A"
labels = c("Si
"Cl

"o,

",

s,

# Grafico

grafico <- ggplo
geom_boxplot (f
geom jitter (wi
theme minimal (
labs(title = "

x = "Trat
y = HpH")
theme (axis.tex

print (grafico)

# Guardar en alt

ggsave ("boxplot |
plot =
width =
height =
dpi

es ("dplyr")

ame (

(c("pA"™, "B", "C", "D", "E"), each = 5),
(1:5, times = 5),

24, 5.15, 5.13, 5.11, 5.08,

.11, 5.10, 5.10, 5.09, 5.08,

.99, 4.99, 5.00, 4.99, 4.99,

.00, 4.99, 4.99, 5.01, 5.00,

.98, 4.98, 4.98, 4.99, 4.98)

riptivas (actualizadas)
o <- factor(

, "B", "C", "D", "E"),
n tratar",
arificante comercial",
29 TU/mL",
90 TU/mL",
80 TU/mL")

t (datos, aes(x = Tratamiento, y = pH)) +
ill = "skyblue", outlier.shape = NA) + # cajitas celestes
dth = 0.1, size = 2, alpha = 0.6) +
)+
Efecto de los diferentes clarificantes en el pH de la cerveza",
amiento",
+
t.x = element text(angle = 45, hjust = 1))

a resolucién

pPH cerveza actualizado.png”,
grafico,

8!

Anexo 8: Script de R para generar Figura 13

# Instalar si no

tenés ggplot2
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# install.packages ("ggplot2")

library(ggplot2)

# Crear el data frame en formato largo
datos <- data.frame (

Muestra = rep(c("a", "B", "C", "D", "E"), each =
Réplica = rep(l:5, times = 5),
pH = c(5.29, 5.24, 5.21, 5.22, 5.23,

5.24, 5.23, 5.23, 5.23, 5.22,

5.22, 5.22, 5.23, 5.22, 5.22,

5.23, 5.23, 5.21, 5.21, 5.21,

5.19, 5.18, 5.18, 5.18, 5.18)

# Etiquetas descriptivas actualizadas
datos$Tratamiento <- factor(

datos$Muestra,
levels = c("All’ HB", IIC"’ "D", "EH),
labels = c("Sin tratar",

"Clarificante comercial",
"0,29 TU/mL",
"2,90 TU/mL",
"5,90 TU/mL")

# Grafico
ggplot (datos, aes(x = Tratamiento, y = pH)) +
geom boxplot (fill = "lightblue") +
geom_ jitter (width = 0.1, size = 2, alpha = 0.7) +

theme minimal () +

labs(title = "pH de cervezas tratadas con diferentes clarificantes",
X = "Tratamiento",
y = "pH") +

theme (axis.text.x = element_ text (angle = 45, hjust 1))

Anexo 9: Escala SRM de cerveza

Beer Color S

SEM 2 3 - 6 8 10 13

17

EBC E 6 8 12 e 20 26

33

Figura 22: Valores de SRM y EBC para cada color de cerveza. Imagen extraida de

Hasnul Hadi et., al. 2021.
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APENDICES

Apéndice 1: Tabla del ensayo FAO

Tabla 8. Adaptacion del ensayo de FAO para la cuantificacion de la actividad

proteolitica de la Collipullin (papaina comercial.)

Tubo Caseina Incubar Enzima Incubar TCA 30% Enzima Incubar
1 % (mL) (mL) (mL) (mL)

Blanco 1-3 5,0 - 3,0 2,0
Test 1-3 5,0 2,0 3,0 -
Sda 1-3 50| 5mina 2,0 [ 60 min a 3.0 | 30 mina
Sdb 1-3 50| 40°C 2,0 40°C 3,0 -| RT
Sdc 1-3 5,0 2,0 3,0 -
Sdd 1-3 5,0 2,0 3,0 -

Apéndice 2: Receta de almacen cervecero para la coccién de Pilsen Lager

Pilsner

20 Litros

Densidad Inicial: 1.047

ABV:5.1%

Ingredientes
3 Kg Pilsen

640 g Munich

320 g Cara Clair

1 pack Diamond Lager 11 g
100 g Saaz (3.9% AA)

3 glrish Moss
Maceracién

Macerar el grano en una proporcion de
3 litros de agua por kilo a 66 °C durante
60 min. Mashout a 77 *C por 5 min
(recomendable).

Recircular. Lavado del grano a 78 °C
teniendo como objetivo 25 litros de
maosto antes del hervido ¢ densidad
pre-hervido 1.040 aprox. (ajustar a
pérdida de volumen del equipo).

IBU: 28

Densidad Final: 1.010

10 EBC

Hacer Whirlpool, dejar reposar y
enfriar rapidamente hasta una

temperatura a 10 "C en el fermentador.

Fermentacién

Afiadir la levadura segun instrucciones
¥ promover |a oxigenacion inicial.
Fermentacidn primaria a 10 *C por 2
dias y eleve progresivamente a 14°C
hasta completar atenuacion (min 2
semanas). Bajar la temperaturaa 8°C
por 1 dia y purgar la levadura. Llevar a
frio a 2°C y reposar por 10 dias.
Embotellado

Embotellar con & g de azicar 6 7 g de

Dextrosa por litro y levadura Safale F-2.

Refermentacion a 15 *C durante 7 dias
minimo, una vez alcanzado
carbonatado 6ptimo mantener
refrigerado bajo 10 °C
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Hervido

Hervir vigorosamente y afadir el lipulo
en las siguientes proporciones y
tiempos (en cuenta regresiva).

15 g Saaz 60’

20 g Saaz 30’

10 g 5aaz 15° (+ Irish Moss)

10 g Saaz O’ (Final)

Afiadir 3 g de Irish Moss en los dltimos
15 min, pre-diluido en frio. Verificar
densidad inicial al final del hervido
(1.050), volumen 21 L.

Apendice 3: Ficha tecnica de Isinglass

pareed  VICFINE (FFV 161)

BEER CLARIFICATION

Vicfine is purified isinglass in convenient powder form. It is added to beer at
the end of fermentation to speed maturation and improve filtration by
removing yeasts and protein particles. For ease of use Vichine in its standard
form includes the necessary acid and preservative already blended.

nillirey. The precise nature of the action of oo

\
Collagen esists = M '-I Effect of Vicfine on yeast
1 bt 9 "
& Tighithy = | | and protein removal
riple bt srands B |
possess both -’:- II
g fore Yickne, hazs = 318 [EBLC)
§’ — aftor Vislins,  haze = 34 JEBC)
-]
z
E:
L}

BT AT LATL LT 13 1T LIE A40 AW LEE LI BB

particle diamebar (micron)

VEASTS and paoleing so e aly. In & ypical application

|

o DrOtein Damsces e rer
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TREATMENT RATES

Effect of Vicfine
addition rate on
beer clarity

wichine i typically added at between
1 and 3 gl For bath performande
and cosnmeancial considerations it is
advisable 1o !Jl:""'lir.:u' D CowredT
addition rate. This will vary from bees
o [beer (3 simple optimisation 1est s
detailed barerd.

00 (a6 arwaradocd|

COMTACT US

For moee information, plesse vist us at
wwwlallemandbrewing.com

Clarity (EBC Haze)

For any questians, you can alse reach us at

abwickers@lallemand.oom

Adelition Rale (ghl)

PROCESS @
AIDS

VICFINE (FFV 161) BEER CLARIFIC

APPLICATION IDENTIFICATION OF
Wicfine i added via a solution to bear a1 the end of fermentation and UPT' M UM ﬂ DD ITI UN RATE

chiling, o if centrifuges are uwsed inmediately after centrifugation I0E
fully compatible with slica gel, but all ether processing aids at this
stage should be added separately (methods of solution preparation ane
detailed later)For maximum benafit the Vicline solution should be
added in-lire 13 the baer during tran sfer, f added prios to the chiller
satisfactony incorporation will oocur. A STatic infine mixer i advisable
othearise,

Prapare a 0.5% w'v sodution by first dispersing 2.5 grn Vicfine in
500 il cobd water. After a 30 minute hydration perod dissolve
the icfine by mixing vigosously for 2 1@ 3 minunes, This is best
achieved with a hand keld domestic food Blender. Mo if
Vichine powder & alowad [ srand ovemuight o sersiee oy sofulion
v be prapared with o simpke iabomiy Magnetic i

Take samples of bear at end of ferrenitation, aithes from the
rransfer Ene or directly from fermentation vessal. Coal 1o 0°C
and rernove yeast if necessang Fill clear glass bortles or
aboratorny measuring cylinders and dose with Vicfine solution
at rates 6fd, 1, 2, 3, 4 and 5 gm.h

Some beers react very quickhy with vicfine - flocculation can oocwr
within minunes of additien. In these cases Vidhine addition should take
place throughout the whioke period of besr transfer If this is not
possible additions should be made during the latter part of the
wrarisfer, of to the filled

Yugeed size (hi) 'Sb\:lrag! (daysd wasgal Store the weated Deers a1 0o Gfel"il:lhl Sl FESESS L'|2Ii|_\' bothy
2,000 2 Unitark eperation wisualy and by haze measunement.
4,000 e peesents a special set of The optimum ia1e i determined a5 the point atwhich further
8,000 4 ccumstances. The additions of Vichne give imle o no clanty impaovement. In the
0,000 5 besr sheuld be chilled examle shown in Table 2 this is 2 grh
Timicay! codd kv rimes fo Wcting meared beers (oaindvoconizal conwentionally.

Immediately before addition of Vicfine the sedimented yeast shauld be

|’d" i Thy "-‘lg T o I o 1t " s riF

the vesil st s with CC2 T design snc sz o the cold sorsae VICFINE SOLUTION PREPARATION
vessed, and the filterability reguirernents of the beer, will dictane the . P Lﬂ”‘l‘ S EA LE

length of time requined for semlerment.

Irv all ingtances care shauld be taken in removing sl the sertled sofids The exact method will depend on the equiprment available and
pric o filbration axternal Constaints, for example tire. Certain basic
segUinements should, however, be rmst.
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Apéndice 4: Cuestionario para los participantes de la cata de cerveza

lager

1)

En comparacion con la cerveza 1 (industrial), ¢ Cuanto se parecen en aroma
las siguientes cervezas? (1= mucho / 2= bastante / 3= mas o menos / 4=
diferente / 5= muy diferente)

En comparacion con la cerveza 1 (industrial) ¢ Cuanto se parecen en sabor las
siguientes cervezas? (1= mucho / 2= bastante / 3= mas o menos / 4= diferente
/ 5= muy diferente)

En comparacién con la cerveza 1 (industrial) ¢ Cuanto se parecen en cuerpo a
las siguientes cervezas? (1= mucho / 2= bastante / 3= mas o menos / 4=
diferente / 5= muy diferente)

En comparacién con la cerveza 1 (industrial) sCuanto se parecen en
gasificacién las siguientes cervezas? (1= mucho / 2= bastante / 3= mas o
menos / 4= diferente / 5= muy diferente)

Ordene de menor a mayor, en grado de turbidez, las cervezas expuestas

¢ Qué cerveza le parece mas translucida?
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Apéndice 5: Curva estandar con BSA del método de Bradford para la

cuantificacién de proteinas totales de Collupulin.

0,602*x + 2,13E-03 R? = 0,998

05
04 +

03 +

A595 nm

01—+

0,0
0,2 0,4 0,6 0,8

Concentracion de BSA (mg/mL)
Figura 23. Curva de calibracion generada en base a diferentes diluciones de BSA. La

misma fue utilizada para cuantificar la cantidad de proteinas totales en la muestra de
Collupulin utilizada en los ensayos de este trabajo.
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