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1 RESUMEN

Las enzimas son catalizadores de naturaleza proteica que contienen de forma natural los
organismos vivos, acelerando de forma selectiva las reacciones bioquimicas necesarias para su
mantenimiento vital. Su papel en el sector alimentario es esencial desde hace siglos para la
obtencidon de productos tan bdsicos como el queso, el vino o el pan. Con el paso del tiempo, su
utilizacién a nivel industrial se ha ido mejorando para optimizar muchos procesos de
fabricacion, transformacion, preparacion, tratamiento, envase, transporte o almacenamiento
de los alimentos. La investigacién y desarrollo en todos los aspectos de la tecnologia
enzimatica se esta desarrollando también con la finalidad de obtener nuevas aplicaciones que

permitan un avance tecnoldgico en los procesos del sector alimentario.

La revision bibliografica llevada a cabo en este TFG tiene como objetivo conocer el estado del
arte y profundizar en el conocimiento del uso de las enzimas a nivel alimentario, y mas
concretamente en el sector de las bebidas. En este trabajo se explica de una forma global el
concepto, funcionamiento y estructura de las enzimas, y su importancia a lo largo de la historia
hasta la actualidad. A lo largo de la memoria, dentro del sector de las bebidas, se ha hecho
hincapié en el proceso de fabricacidn de la cerveza, y cdmo estas intervienen en el desarrollo
de nuevas propuestas tecnolégicas como son el desarrollo de la cerveza sin calorias, o la

cerveza sin gluten, como ejemplos actuales.

Para la elaboracién de este trabajo se han consultado, ademas de libros de texto vy
monografias especificas del tema, bases de datos de articulos cientificos, como son Science

Direct, SCOPUS y Web Of Science.
ABSTRACT

Enzymes are proteinic nature catalysts that are naturally contained in living organisms,
selectively accelerating the biochemical reactions necessary for their vital maintenance. Their
role in the food sector has been essential for centuries to obtain such basic products as
cheese, wine or bread. Over time, its use at an industrial level has been improved to optimize
many processes of manufacturing, transformation, preparation, treatment, packaging,
transport or storage of foodstuffs. Research and development in all aspects of enzyme
technology is also being developed with the aim of obtaining new applications that will allow

technological advances in the processes of the food sector.

The bibliographic review carried out in this TFG aims to know the state of the art and to
deepen the knowledge of the use of enzymes at a food level, and more specifically in the

beverage sector. This work explains in a global way the concept, functioning and structure of



enzymes, and their importance throughout history until nowadays. Throughout the report,
within the beverages sector, the emphasis has been placed on the process of manufacturing
beer, and how these intervene in the development of new technological proposals such as

calorie-free beer, or gluten-free beer, as current examples.

For the elaboration of this work, in addition to text books and specific monographs on the
subject, databases of scientific articles have been consulted, such as Science Direct, SCOPUS

and Web Of Science.

2 INTRODUCCION

2.1 Concepto, estructura y funcionamiento
2.1.1 Concepto

Segun la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricidn, las enzimas son
proteinas que catalizan, acelerando selectivamente las reacciones bioquimicas que ocurren de
manera natural en todos los organismos. Se utilizan en la industria alimentaria con un fin
tecnolégico en muchas de las fases de fabricacién, transformacién, preparacion, tratamiento,

envase, transporte o almacenamiento de los alimentos (AECOSAN, 2019).

El uso de las enzimas practicamente elimina la obtenciéon de subproductos indeseados,
ahorrando ademas mucha energia, lo que supone menores costes de fabricacién y una menor
emision de gases de efecto invernadero. Esto es debido a su alta selectividad y a que requieren
condiciones de temperatura, presion y pH mas suaves que los procesos quimicos
convencionales. Ademas, son compuestos biodegradables y ecoldgicos. Su actividad depende
de las condiciones del proceso, lo que facilita su control. Las enzimas después de su uso
pueden ser inactivadas facilmente cambiando el pH y/o la temperatura, por lo que su

eliminacidn se realiza de forma segura (Enderle, 2012).
2.1.2  Estructura

Las enzimas son proteinas globulares formadas por largas cadenas de aminoacidos. Cada
secuencia individual de aminodcidos crea una Unica estructura que determinard la
especificidad de la enzima y que le atribuira propiedades concretas. La estructura proteica de
las enzimas esta condicionada por factores (reguladores), principalmente la temperatura, el pH
y la presencia de agente quimicos, los cuales pueden provocar cambios de conformacion

estructural de la proteina (Choudhury y Kumar, 2020). Para llevar a cabo su funcién, algunas

enzimas, denominadas apoenzimas, necesitan la presencia adicional de un grupo no proteinico

para que sean activas. A este grupo se le conoce como cofactor. Los cofactores pueden ser de



caracter inorganico, como algunos cationes metalicos (e.g. Zn**, Mg**, Mn™, Fe™, Cu*", K* o
Na*), o bien organicos, constituidos a partir de una molécula mas compleja como son el NAD,
FAD, CoA, o algunas vitaminas. La funcién del cofactor es complementar la estructura
tridimensional del complejo “proteina-sustrato”, para maximizar la interaccién entre ellos. La
union de la apoenzima con el cofactor, forma lo que se denomina la holoenzima, que es la

estructura realmente activa y selectiva (Engelking, 2015).
1.1.1. Mecanismo de activacién

El enzima se une de forma especifica al sustrato (Esquema 2.1). La unidn del sustrato (S) a la
enzima (E) forma un complejo intermedio, denominado enzima-sustrato (EX). Segun la
hipétesis de Michaelis-Menten, (Michaelis and Menten, 1913), esta primera etapa de la
reaccién ocurre de forma muy rapida y es reversible, siendo Ksla constante de equilibrio de

esta reaccion.

Ks
E+S =—= EX —> E+P
- very slow
C_fastl_;)

Esquema 2.1. Mecanismo de activacion enzimatico. (Daniel-Purich, 2010).

En la segunda etapa, la transicién irreversible del complejo EX forma el producto P y recupera
el estado inicial de la enzima, E, dejandola lista para el siguiente ciclo de reaccién. Esta
segunda etapa es mucho mds lenta y por tanto es la etapa controlante del proceso global. La
constante cinética de esta segunda reaccidn, k, determina la velocidad maxima de reaccién

(Engelking, 2015).

Unidn sustrato - enzima

. Modelo de la llave y de la cerradura: Las enzimas para llevar a cabo la reaccién se
unen de forma especifica al sustrato. Para explicar este fenédmeno, H. E. Fischer establecid el
modelo llave-cerradura en el cual asemejaba la especificidad de la enzima a la de una llave que
sélo es capaz de abrir una cerradura, como se observa en la figura 2.1. Esto implica que cada
enzima es especifica para unirse a un sustrato, y que esta especificidad dependerd de la propia
estructura individual de cada enzima (Daniel-Purich, 2010). El sustrato se une a un sitio
concreto del enzima denominado sitio activo, el cual permite dicha unién para que tenga lugar
un ajuste perfecto y se pueda llevar a cabo la reaccion formandose el complejo enzima

sustrato (Choudhury y Kumar, 2020).




Figura 2.1 Unién de la enzima al sustrato por el modelo de la llave y de la cerradura para

formar el complejo enzima sustrato (Shijie, 2020)

. Ajuste inducido: Este modelo fue planteado por Koshland (1995) que considera que el
sitio activo al que se une la enzima no es rigido, de forma que puede amoldarse al sustrato
hasta que la uniédn quede completamente ajustada. Esto provoca que las cadenas laterales de
los aminodacidos que componen el sitio activo se adapten a este, para que la enzima pueda
realizar su funcidn catalitica de forma selectiva
PV e <|f““ﬂ|;
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Figura 2.2. Unidn enzima-sustrato por el método de ajuste inducido (Yu-Muzin, y

Salmi, 2016).

Esto implicaria que las enzimas tienen estructuras flexibles y que el sitio activo es
continuamente remodelado por interacciones con el sustrato, causando cambios en la
estructura tridimensional de este (figura 2.2). La propuesta de este modelo implicé una mayor
flexibilidad en la unién enzima sustrato y una mejor explicacién del aumento de la velocidad de

reaccion (Shijie, 2020).

Cinética enzimatica

El mecanismo por el que las enzimas, al igual que el resto de catalizadores, aceleran la
velocidad de reaccién, implica seguir un camino de reaccién (i.e. secuencia de reacciones) con
una menor energia de activacién que el del proceso no catalizado. La energia de activacién es
la barrera de energia que hay entre el sustrato y el producto, y que se debe superar para que
ocurra la reaccién. En cualquier caso, la enzima no modifica la entalpia de reaccion, ni la
constante de equilibrio, manteniéndose inalteradas al final de la reaccién (Papamichael.,et al

2019).

La velocidad de reacciéon depende de las condiciones de operacion, principalmente de la
concentracién de sustrato y de enzima, de la temperatura y del pH. A partir de la hipdtesis de
Michaelis-Menten, Esquema 2.1, se deduce la relacidn entre estas variables, expresada en la

ecuacion 2.1. A esta misma expresion se llega a partir de la hipdtesis de estado pseudo-
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estacionario, planteada por Briggs y Haldane en 1925. En este caso, se considera que la
concentracién de sustrato es mayor que la concentracién de la enzima, y que la concentracién
del complejo enzima-sustrato es pequefia y aproximadamente constante. En ambos casos se
deduce que la velocidad de reaccién viene dada por la siguiente expresion:

5]

V = Vnax K, + [S]

Ecuacidén 2.1. Modelo cinético de Michaelis Menten/Briggs-Haldane.

En esta ecuacién el término V es la velocidad de reaccion, cuyas unidades en el S.I. son
(mol/m3.s), [S] es la concentracién de sustrato, mol/m?, K, es la denominada constante de
Michaelis-Menten, mol/m3; y Vmax €s la velocidad maxima de reaccién, mol/m3.s. La constante
de Michaelis-Menten, mide, de forma inversa, la afinidad entre la enzima y el sustrato, de
manera que cuanto mayor es Km, menor es la afinidad y, por tanto, menor es la velocidad de
reaccién. A partir de la ecuacion 2.1 se deduce que cuando la concentracidn de sustrato es
igual a K, la velocidad de reaccidn es la mitad de Vmax (Berk, 2018). El valor de Vmax viene dado
por la expresion: V., = k [E7], donde [E7] es la concentracién de enzima y k es la constante
cinética, que varia con el pH y la temperatura de reaccién (Engelking, 2015). La representacion
grafica de la ecuacién de Michaelis-Menten (velocidad de reaccion frente a concentracion de
sustrato) es una hipérbola, tal como se indica en la Figura 2.3. El valor asintdtico de la
velocidad corresponde a Vmax, que corresponde al punto de saturacidn de la enzima con el

sustrato (Palmer y Philip-Bonner, 2007)

Figura 2.3. Evolucidn de la velocidad de reaccidn con la concentraciéon de sustrato (Berk, 2018)

e Efecto de la temperatura: La velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas
aumenta con la temperatura, esto se debe a que un incremento de la temperatura
aumenta el movimiento de las moléculas de las enzimas y de los sustratos
aumentando la probabilidad de que se produzcan colisiones entre ellas y por tanto su
unién. Sin embargo, a partir de un cierto valor de temperatura, las enzimas se
desnaturalizan y su actividad disminuye ocasionando un cambio en la estructura de la

molécula, modificando el sitio activo (figura 2.4). En esta grafica, se observa la



presencia de un maximo que corresponde a la temperatura a la cual la actividad de la
enzima es maxima y se denomina temperatura éptima y que es caracteristica de cada
enzima. La mayoria de las enzimas son desnaturalizadas a temperaturas superiores de
75°C, aunque la extraccion de enzimas a partir de microorganismos ha permitido
aumentar la termoestabilidad. La parte ascendente de la curva se conoce como zona
de activacién (Berk, 2018; Daniel y Danson 2013). A partir de la temperatura maxima
(zona de desactivacion), el aumento de temperatura causa una caida drastica de la
velocidad de reaccién debido a la desactivacidn causada por la desnaturalizacién de la

proteina enzimatica.

activity (uMs-1)

Temperature (°C)

Figura 2.4 Evolucidn de la actividad enzimatica con la temperatura (Daniel y Danson 2013)
. Efecto del pH: El efecto del pH en la actividad enzimatica es consecuencia de la
presencia simultdnea del grupo carboxilico acido (-COOH) y del grupo amino (-NHs). El grado
de ionizacion de ambos grupos depende del pH. La conformacion de la proteina enzimatica
depende fuertemente de la carga eléctrica y por tanto hay un pH en el que dicha conformacidn
es la dptima para maximizar su actividad. Este pH dptimo suele estar entre 5-9. En definitiva, el
valor del pH condiciona la velocidad de reaccidn, Vmax, la constante K,y también la estabilidad

de la enzima (Shijie, 2020).

.« oz

2.1.3 Mecanismos de inhibicion enzimatica.

La cinética de activacion esta influenciada también por la presencia de inhibidores, los cuales
son componentes que disminuyen la eficiencia de la enzima. Los inhibidores se pueden dividir
en dos grupos en base del tipo de interacciones que se producen entre la enzima y el inhibidor,

pudiendo ser irreversibles y reversibles (Yu-Muzin, y Salmi ,2016).

.z

. Inhibicion enzimatica irreversible: Se produce cuando el inhibidor se une al sitio activo
de la enzima de forma que cuando este se separa de la enzima ha cambiado su estructura y
deja de ser activa. Se denominan inhibidores irreversibles o covalentes porque se unen al

centro activo mediante enlaces covalentes (Gail-Clarke, 2013).

.z

. Inhibicion enzimatica reversible: En este caso cuando el inhibidor se separa de la

enzima esta recupera su actividad. Dentro de la inhibicidn reversible hay dos tipos:



» Inhibicién competitiva: El inhibidor tiene una estructura muy similar a la del sustrato de
manera que compite con el sustrato por la enzima, es decir, solo uno de los dos puede
estar unido a la enzima en un momento dado. Las moléculas del inhibidor que se unen al
centro activo no son convertidas a producto, disminuyendo su actividad. Para evitar su
efecto, una solucidn es aumentar la concentracidn del sustrato para desplazar al
inhibidor. Tal y como se observa en la Figura 2.5, si la concentracion de sustrato es lo
suficientemente elevada, se puede alcanzar la velocidad mdaxima pero para valores
mayores de la [S]. Este aumento de concentracidn de sustrato produce un aumento de
la K, efectiva (Enderle, 2012).

» Inhibicion no competitiva: En este caso el inhibidor se une a un lugar diferente de la
enzima al que lo hace el sustrato, provocando una modificacidon en la enzima, efecto
alostérico, bloqueando la unién del sustrato al centro activo. El inhibidor se puede unir a
la enzima al mismo tiempo que el sustrato formando un complejo enzima-sustrato-
inhibidor. De este modo, la reaccidon no podra alcanzar la velocidad maxima aunque
haya una concentracidn elevada de sustrato, puesto que habra parte de las enzimas que
estaran afectadas por el inhibidor y que, por tanto, seran inactivas. La Viax disminuye y
para la misma K, la % de Vinax es inferior que en ausencia de inhibidor (Figura 2.6). Por
mucho que aumente la concentracién de sustrato no se puede recuperar la Vpox. Es la
diferencia entre competitiva y no competitiva (Gail-Clarke, 2013).

Uninhibited Vi b wasm o st sn o s

T Uninhibited

Competitive inhibition Noncompetitive inhibition

Kam

v 0 £ [S] —»
[S] —e
Figura 2.5. Efecto de lainhibicidn Figura 2.6 Efecto de la inhibicion no
competitiva competitiva

(Yu-Muzin, y Salmi ,2016).
2.2 Historia del uso de las enzimas.

El uso de las enzimas se remonta al afio 2.000 a.C., donde ya se utilizaban para la elaboracién
de productos como el queso, el pan y bebidas alcohdlicas como la cerveza y el vino. Ya se hacia
referencia a su uso en textos de Babilonia, Egipto, China e India (Del Moral, Ramirez- Coutifio,

Garcia-Gome.,2015).

Los estudios de Lavoiser (1743-1794) fueron claves para determinar que, durante la

fermentacién alcohdlica, la escision del aztcar en alcohol y didxido de carbono era llevada a



cabo por una entidad que mantenia la cantidad total de materia a lo largo del proceso y no
sufria cambio alguno al anadir la levadura. Posteriormente, Leeuwenhoek descubrié la
existencia de células en el fermento. Fue Gay Lussac (1778-1850) el que establecié la
estequiometria del proceso, en el que a partir de una molécula de glucosa se obtenian dos
moléculas de didxido de carbono y dos de etanol. En 1837, Schwann, demostré que los
organismos responsables de la fermentacidon eran organismos vivos que actuarian como
auténticos reactivos quimicos, llevandole a concluir que la levadura era el agente responsable
de la fermentacion. Este hallazgo fue corroborado por Pasteur en 1872, el cual demostré que
la fermentacién era correlativa con el desarrollo y multiplicacién de la levadura, la cual actla

como un catalizador en el proceso (Aragoén, 2009).

Con respecto a la tecnologia enzimatica en el campo de la alimentacién, en el afo 1874
Hansen obtuvo la proteina renina a partir del estdmago de las cabras para la produccién del
queso (Yoo et al., 2017). Khiine, en 1876 utilizé por primera vez la palabra “enzima”. En el afio
1890, Fisher propuso el modelo de la llave y la cerradura ya comentado en la introduccién en
el apartado 2.1.3. Fue en 1893 cuando Oswald introdujo la definicidn de catalizador, lo cual
supuso un gran avance al establecer su capacidad para aumentar la velocidad de las reacciones
(Choudhury y Kumar, 2020). En 1897 Buchner demostré que los estudios de Pasteur sobre la
necesidad de la presencia de células vivas para que tenga lugar la fermentacién eran erréneos.
Fue uno de los descubrimientos mas relevantes en el campo de la tecnologia enzimatica, en el
cual supuso que la fermentacién alcohdlica podia ser llevada a cabo por un extracto de
levadura, de esta forma demostré que la fermentacién era el resultado de la actividad de un
complejo enzimatico, que él llamé “zimasa”(Aragdn, 2009). Finalmente, en 1926 Summer

identifico a las enzimas cdmo proteinas (Yoo et al., 2017).

Desde entonces, se han llevado a cabo grandes avances en la tecnologia enzimatica, entre ellos
destaca la separacion de las enzimas provenientes de microorganismos. Aunque su aislamiento
es costoso, su uso repetido, su actividad y estabilidad, han permitido desarrollar procesos para
su utilizacion. Por otro lado, a lo largo del siglo XX se desarrollé la tecnologia de inmovilizacion
de las enzimas, técnica que permite confinar o localizar a la enzima en una region definida del
espacio y obtener formas insolubles, manteniendo la actividad, pudiendo ser facilmente
recuperables y reutilizables. En la actualidad, el avance de la tecnologia del ADN recombinante
permite obtener una produccidon mas rapida de enzimas y nuevas variantes de las mismas. Esto
ha permitido optimizar los procesos industriales, aunque se sigue investigando para conocer
mejor su funcionamiento y ampliar su potencial aplicacién en el sector alimentario (Yoo et al.,

2017).



2.3 Importancia de las enzimas en la industria de las bebidas.

La utilizacién de enzimas en la industria alimentaria ha despertado un gran interés en los
ultimos afios debido a la gran cantidad de ventajas que aportan. Se utilizan en la alimentacién
y en este caso, en el sector de las bebidas, con un propdsito tecnoldgico, siendo capaces de
mejorar propiedades como el color, la textura, el aroma y los valores nutritivos entre otros,

mejorando asi la calidad del producto (Singh,2018).

Se ha estimado que en el 2020 el mercado mundial de las enzimas superard los 7 MME£ con
una tasa de crecimiento anual del 8.2%. En concreto, en el sector alimentario alcanzara
alrededor de 3 MME€ con un crecimiento anual promedio del 7.4%. Las enzimas mas utilizadas
fueron las proteasas, representando el 27,4% del mercado mundial. Dentro del sector
alimentario la industria de las bebidas utiliza el 30% de las enzimas (Palmer y Philip-Bonner,
2007). Aunque los mayores productores de enzimas son Norteamérica (35 %) y Europa (36%),
es en Asia (19%) y Latinoamérica (10%) donde la mayor parte van destinadas al sector
alimentario, se estima que en pocos afos estos paises seran los mayores productores

mundiales (Del Moral, Ramirez- Coutifio, Garcia-Gome.,2015).
2.4 Clasificacion de las enzimas en la industria alimentaria.

El “Comité de la Union Internacional de la Bioquimica y la Biologia Molecular” (IUBMB), ha
establecido el sistema para clasificar a las enzimas, basado en el tipo de reacciones que
catalizan, denominado “Enzyme Commission number” (EC). Las enzimas se numeran con 4
digitos basados en la clase y subclase en las que se clasifican. Hay 6 categorias o tipos de

enzimas:

1. Oxidoreductasas: Catalizan las reacciones en las que un sustrato dona uno o mas electrones
a un aceptador de electrones, oxidandose en el proceso (Porto de Souza-Vandenberghe et al.,
2020). Estas enzimas pueden clasificarse en diferentes categorias en funcion del modo de
reaccién. Las hidrogenasas que actuan directamente sobre el sustrato primario, las oxidasas
gue requieren un aceptor de electrones intermediario como el H,0; o el H,0 y las oxigenasas
que catalizan las reacciones bioldgicas que implican la adicion de moléculas de oxigeno.
Algunas oxidoreductasas utilizadas en la industria alimentaria son la glucosa oxidasa, la

lipoxigenasa o la lacasa (Patel, Singhania y Pandey, 2016).

2. Transferasas: Catalizan las reacciones en las que un grupo quimico (radicales de metilo,
carbonilo, fésforo y nitrogeno) se transfiere de un sustrato donante a un sustrato receptor

(Porto de Souza-Vandenberghe et al., 2020). Algunas transferasas utilizadas en la industria



alimentaria son la transglutaminasa, la ciclodextrina, la glicosiltransferasa y la

fructosiltransferasa (Patel, Singhania y Pandey, 2016).

3. Hidrolasas: Hidrolizan los enlaces covalentes que se encuentran comunmente en los
compuestos bioldgicos como los enlaces peptidicos, los enlaces glucosidicos, los enlaces de
éster, los enlaces de anhidrido, los enlaces de acido fosférico y los enlaces de tioéster
(Ravindran y Jaiswal, 2018). Son las mas utilizadas en el sector alimentario y de las bebidas
destacando las amilasas, las pectinasas, las celulasas, las papainas, las lactasas, las

pululanasas, las glucanasas y las xilanasas entre otras (Patel, Singhania y Pandey, 2016).

4. Liasas: Catalizan reacciones no hidroliticas en las que un grupo quimico se elimina del
sustrato (Porto de Souza-Vandenberghe et al., 2020). Compuestos como el diéxido de carbono,
el agua, aldehidos como el acetaldehido y el formaldehido, aminas, piruvato, 4cido ceto, etc.
son algunos de los grupos que pueden afadirse o eliminarse del sustrato por medio de las
liasas (Ravindran y Jaiswal, 2018). Destaca en la industria alimentaria la a-acetolacto
descarboxilasa que se utiliza en el procesado del vino y de la cerveza (Patel, Singhania y

Pandey, 2016).

5. Isomerasas: Catalizan las reacciones de isomerizacion, siendo las mas comunes las de
racemizacién y las de epimerizaciéon (Ravindran y Jaiswal, 2018). Con aplicacién en el sector
alimentario destaca la glucosa isomerasa que actla sobre el almidéon (Patel, Singhania y

Pandey, 2016).

6. Ligasas o sintetasas: Catalizan la unién de dos o mds moléculas acopladas a la hidrélisis del
ATP o de una molécula andloga. Son importantes en la replicacion del ADN y en la sintesis de

proteinas (Ravindran y Jaiswal, 2018).

1.1.2. Clasificacidn y caracteristicas de las enzimas en la industria de las bebidas.

Catalizan la hidrélisis de los enlaces a 1-4 glucosidicos presentes en
los polisacaridos como el almiddn, para extraer dextrinas,
oligosacaridos, maltosa y D-glucosa (Patel, Singhania y Pandey,
AMILASA 2016). El almidén supone un problema en la filtracion, aumentando
la incrustacion, la turbidez y pudiendo llegar a gelificar. Con su
hidrélisis se mejora el rendimiento del proceso y se disminuyen los
costos (Uzuner y Cekmecelioglu, 2019).

Al igual que las amilasas hidrolizan los enlaces a-1,4 que se
encuentran en el almiddn para liberar moléculas de glucosa. Estas a
su vez actuan sobre los enlaces a-1,6 glucosidicos aunque a un
GLUCOAMILASA | ritmo mas lento (Ravindran y Jaiswal, 2018). La actuacién de estas
enzimas junto con las amilasas mejora la eficacia del proceso para
conseguir optimizar pasos como la filtracion (Uzuner y
Cekmecelioglu , 2019).

INDUSTRIA DE LOS ZUMOS
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XILANASA

Participan en la ruptura de los enlaces B-1,4 glucosidicos del
polisacdrido xilano que forma parte de la pared celular de
diferentes tejidos vegetales, produciendo su hidrélisis y liberando
oligosacaridos (Liu y Kokare, 2017). Su ruptura mejorara el proceso
de clarificacién de los zumos, pero para mayor eficacia actuara en
consonancia con el resto de enzimas (Uzuner y Cekmecelioglu,
2019).

LACASA

Llevan a cabo una oxidacién del compuesto fendlico y reducen el
oxigeno a agua. Cuando el sustrato es oxidado por una lacasa
pierde un electron generando un radical libre que puede sufrir una
nueva oxidacién u otras reacciones no enzimaticas (Liu y Kokare,
2017). En esta industria eliminan los compuestos fendlicos
responsables del oscurecimiento de los zumos mejorando el color
(Lietal., 2012).

PECTINASA

Catalizan la degradacidn de las pectinas que son polisacaridos que
estan presenten en la mayoria de las frutas en la pared celular
(Patel, Singhania y Pandey, 2016). La presencia de pectinas podia
suponer problemas en la turbidez de los zumos originando
sustancias en precipitacion. Estas enzimas mejoran la textura y la
estabilidad de los zumos optimizando la fase de la clarificacidn
(Uzuner y Cekmecelioglu, 2019). Si actlan en presencias de
enzimas como celulasas y xilanasas aumenta su eficacia (Grahame,
Bryksa, Yada ,2015).

CELULASAY
HEMICELULASA

Hidrolizan los enlaces B-1,4 glucosidicos del polisacadrido de la
celulosa, el cual esta presente en la pared vegetal de la mayoria de
los vegetales (Liu y Kokare, 2017). Participan en la degradacién de
otros polisacdridos como las pectinas, facilitando su extraccién y
disminuyendo asi la viscosidad. Con ello se consigue mejorar la
textura facilitando los procesos de filtracidn y clarificacién (Patel,
Singhania y Pandey, 2016).

La naringina se extrae de la cascara de algunos citricos y es un

NARINGINASA . , .

componente que produce amargor. Estas enzimas actuan sobre él y

Y LIMONASA . .

disminuyen el amargor (Li et al., 2012).

Cataliza una reaccién de hidrolizacidon actuando sobre los ésteres
= TANASA carboxilicos. Eliminan los taninos del té verde, mejorando la
o solubilidad, reduciendo la turbidez, mejorando el aroma el sabor y
2 el gusto (Uzuner y Cekmecelioglu, 2019).

&

4 CELULASAS Degradan la pared celular de las hojas de té en las que aparece
2 GLUCANASA celulosa, pectinas y B-glucanos que dan rigidez. Su eliminacidn
- PECTINASA disminuye la turbidez (Uzuner y Cekmecelioglu, 2019).

Al hidrolizar los enlaces glucosidicos de los polisacaridos de las
. PECTINASA . . .

e pectinas y de la celulosa se obtienen mondmeros de glucosa que
< HEMICELULOSA .. L. .
o participa en la fermentacién de los granos de café (Uzuner vy
CELULASA .
Cekmecelioglu, 2019).
Pueden participar en la decolorizacién del vino, al eliminar las
ANTOCIANASA antocianinas que sor] los pigmentos hidrosolubles que sg hallan en
las vacuolas de las células vegetales y aportan el color rojo (Uzuner
y Cekmecelioglu, 2019).
g Actian sobre las pectinas aumentando el nivel de alcohol vy
> facilitando la extraccién de los puestos aromaticos (Malakar, Paul y
PECTINASA . . . L 2
CELULASA Jolvis Pou, 2020). Reducen el tiempo de filtracion, aumentando el

HEMICELULOSA

volumen del mosto, mejorando la estabilizacion y disminuyendo la
viscosidad. Optimizacién la clarificacién y ayudando en la etapa de
prensado (Grahame, Bryksa, Yada ,2015).
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Realizan una funcion parecida a las anteriores, pero actuando sobre
B-GLUCANASA | los B-glucanos también presentes en la pared celular. Mejora la
capacidad de filtracion (Malakar, Paul y Jolvis Pou, 2020).
Es una oxidoreductasa que cataliza la oxidacién de la glucosa a
perdxido de hidrégeno o D-glucono-lactona convirtiendo la glucosa
GLUCOSA en acido glucdnico (Grahame, Bryksa, Yada ,2015). Al disminuir el
OXIDASA contenido de glucosa disminuye el de etanol, siendo muy
interesante esto para la produccion de vinos con menor contenido
alcohdlico (Ricardo Adolfo Parra Huertas, 2009).
Hidrolizan los enlaces glicosidicos que mantienen unidos las
moléculas de los terpenos. Los terpenos son compuestos
aromadticos cuya liberacion mejorara el perfil del vino (Malakar,
Paul y Jolvis Pou, 2020)
Durante la fermentacion, el a-acetolacto se convierte de forma
natural en diacetilo, el cual produce un gusto desagradable
o-ACETOLACTO | desarrollando un cierto aroma a mantequilla. La etapa de
DESCARBOXILAS | maduraciéon lo degrada en acetocina que tiene un sabor neutro.
A Esta enzima es capaz de degradar rapidamente los precursores de
a-acetolacto en los productos secundarios disminuyendo el tiempo
de maduracién requerido (Parra Huertas, 2009)

B-GLUCOSIDASA

Hidroliza el enlace glucosidico de la D-lactosa para formar D-
galactosa y D-glucosa. La lactasa se utiliza para generar leche sin
LACTASA lactosa para aquellas personas intolerantes (Grahame, Bryksa,
Yada, 2015).

INDUSTRI
A LACTEA

2.5 Enzimas en la industria de la cerveza.
2.5.1 Concepto y produccion.

Segun el Real Decreto 678/2016, del 16 de diciembre, por el que se aprueba La Norma de
calidad de la cerveza y de las bebidas de malta, la cerveza es un alimento que resulta de la
fermentacién de las levaduras seleccionadas del mosto cervecero elaborado a partir de
materias primas naturales. No obstante, la definicién de cerveza tiene un caracter cultural. Asi,
en Alemania ya en 1516 se elabord “La Ley de Pureza Bavara”, siendo la ley mas antigua
referida a bebidas y alimentos, considerada por la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) como una pieza intangible del patrimonio del
mundo. En esta, se la definia como una bebida alcohdlica hecha Unicamente de cereales

malteados, agua, lupulo y levadura (Spier et al., 2016).

Actualmente China es el mayor productor mundial con 492 millones de hectolitros, seguido de
Estados Unidos con 256 millones, Brasil con 140 millones y Alemania con 95 millones. Espafia

cuenta con una produccién de 34,96 millones (Murcia, 2017).
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2.5.2 Cebada como materia prima.

La cerveza es elaborada generalmente a partir de cebada. Como se observa en la Figura 2.7 del
anexo 1, la cebada (Hordeum vulgare), que pertenece a la familia de las gramineas Poaceae,
estd formada por una cascara que protege la estructura, por el pericarpio que es el fruto, la

testa, una capa de aleurona, el endospermo con el almidén y el embridn (Stewart, 2013).
En cuanto a sus componentes, los principales son:

Carbohidratos: Constituyen entre el 70 y el 80% del peso seco de la cebada, siendo el mas
abundante el almidén. El almiddén es la mezcla de dos polimeros de glucosa cuya funcién es
almacenar energia. Por un lado esta formado por amilosa, que es una molécula lineal de D-
glucosa que esta unida por enlaces a-1,4 glucosidicos y por amilopectina que es una molécula
ramificada unida por enlaces a-1,4 y a-1,6 de glucosa (Guerra et al., 2008). La razén por la que
se prefiere la cebada para la elaboracidn de la cerveza es porque contiene enzimas con alto
poder diastdsico, estas son capaces de degradar el almidén mejor que otros cereales como el
arroz, el sorgo y el trigo, y convertirlo en azlcares que participaran en la fermentacién. Este
poder diastasico es el término para describir la actividad conjunta de las enzimas enddgenas
de la malta, que son la a-amilasa, la 8-amilasa, |la dextrinasa limite y la a-glucosidasa, las
cuales produciran glucosa, maltosa y maltotriosa (Gous y Fox, 2017). El poder diastasico esta
influenciado por la integridad del grano o la topografia del suelo de cultivo de la cebada (Fox et

al., 2019).

Proteinas: Forman parte de la matriz de los granos de cebada y constituyen los tejidos de las
células, su contenido oscila entre el 10 y el 17% de su peso seco (Guerra et al., 2008). Son
hidrolizadas constituyendo una fuente de nitrégeno y alimento para las levaduras y participan
en el sabor, en la formacién de espuma, en el color y en la sensacidn en boca que se produce
en la cerveza final. Sin embargo la cebada con alto nivel de proteinas, puede ocasionar una
falta de estabilidad y una elevada viscosidad, dando lugar a una cerveza turbia (Vinje, Duke y

Henson, 2020).

Lipidos: Su contenido es de un 3%, estos seran degradados durante el proceso por la accién de
las lipasas y de las lipoxigenasas. La actuacién de estas enzimas podria ser indeseable
afectando al sabor y a la espuma final, sin embargo no es preocupante ya que son
desnaturalizadas, debido a su inestabilidad térmica, antes de producir efectos adversos en la

cerveza final (Bamforth, 2009).

13



Polifenoles: Se encuentran en pequefia cantidad, pero gracias a estos la cerveza tiene
propiedades antioxidantes. Participan en la formacién del color del mosto pero pueden formar

complejos junto con las proteinas produciendo turbidez (Bamforth, 2009).
2.5.3 Enzimas comerciales

En esta revisién se describe la optimizacién del proceso a nivel industrial, en el que las enzimas
juegan un papel importante. Aparte de las propias enzimas enddgenas de la malta que
intervienen en el proceso, la adicidon de enzimas comerciales esta permitida, lo que mejora su
rendimiento (Briggs et al., 2004). Aunque la producciéon de estas enzimas sea costosa, su
aplicacion ayuda a reducir el uso de agua, de materias primas y de la energia utilizada en el

proceso, por lo que contribuye a reducir el impacto ambiental (van Donkelaar et al., 2016).
2.6 Cerveza libre de gluten
2.6.1 Concepto, sintomatologia e incidencia de la enfermedad de la celiaquia

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia crénica inmunomediada que afecta al intestino
delgado cuando este estd expuesto a una dieta con gluten. Se trata de una intolerancia hacia
las proteinas del gluten provenientes del trigo, del centeno, de la cebada y probablemente de
la avena. Los individuos que padecen esta enfermedad presentan una sintomatologia intestinal
con diarrea, malnutricion y pérdida de peso (Navaléon-Ramon, Juan-Garcia y Pinzdn-

Rivadeneira, 2015).

La incidencia ha aumentado en un 7.5% durante las ultimas décadas (King et al., 2020).
Actualmente la prevalencia de la enfermedad a nivel mundial es del 1,4% estando Europa ala
cabeza con un 0.8% La forma mas eficaz para acabar con la sintomatologia es llevar a cabo una
dieta libre de gluten. Debido a que el prondstico con respecto a esta enfermedad es que
seguird creciendo, el mercado se plantea nuevos horizontes para la creaciéon de alimentos
libres de gluten que satisfagan las necesidades de la poblacidn. Ya no solo de las personas con
celiaquia sino de todas aquellas que por motivos médicos o de creencias llevan una dieta sin
gluten. Otro ejemplo lo componen las personas que han sido diagnosticadas con el sindrome

del intestino irritable de las que hay una incidencia cercana al 6% (Singh et al., 2018).
2.6.2 Legislacion de alimentos libres de gluten

El Codex Alimentarius establece un limite definido para los alimentos libres de gluten. La
Norma relativa a los alimentos para regimenes especiales destinados a personas intolerantes al
gluten define alimentos sin gluten como aquellos con un nivel de gluten que no excede los

20mg/kg en total. Sin embargo el etiquetado libre de gluten varia en su aplicacion. Segun la
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Administracion de Alimentacion y Medicamentos (FDA) en EEUU el limite también esta en los
20mg/kg. Sin embargo, en Australia y Nueva Zelanda los alimentos sin gluten no deben de
tener ningun nivel detectable de gluten (FAO y OMS 2019). La normativa del etiquetado de
alimentos en Espafia y en Europa obliga a indicar en los alimentos envasados si contienen
cereales que con gluten (trigo, centeno, cebada, avena, espelta, kamut o sus variedades

hibridas) (AECOSAN, 2019).
2.6.3 Composicion y estructura del gluten

Las proteinas del gluten estdn presentes en el trigo, en la cebada, en el centeno y en la avena.
Se producen en el endospermo almidonado del propio grano suponiendo el 80% del total de
las proteinas. Su principal funcidn es servir de suministro de nitrégeno y aminodcidos para el
germen. Poseen un contenido en glutamina del 26 al 53% y de prolina del 10 al 29%. Dentro de
cada cereal las proteinas reciben un nombre distinto; en el trigo prolaminas y glutelinas,
secalinas en el caso del centeno, prolaminas en la avena y hordeinas en la cebada. Las enzimas
gastrointestinales como la pepsina, la tripsina y la quimotripsina son las encargadas de
degradar esas proteinas de manera que en el caso de los celiacos estas proteinas son
resistentes a las enzimas y provocan la intolerancia. Las estrategias de produccién de
alimentos sin gluten van enfocadas a la degradacién de estas proteinas, en el caso de la
cerveza se buscara el método enzimatico para la degradacién de las hordeinas (Scherf, Wieser

y Koehler, 2018).
2.6.4 Evolucion de la produccion de alimentos y cerveza sin gluten

Debido a la incidencia de la enfermedad se ha observado que el porcentaje de los nuevos
lanzamientos de productos sin gluten ha aumentado en un 40% en las Ultimas décadas. Mas
concretamente, en la cerveza supuso un aumento del 0.6% en 2010 al 2.1% en 2016 (Kerpes et
al., 2016). Aunque la cerveza no es considerada un producto de primera necesidad, debido a
su alto consumo a nivel mundial, resulta interesante considerar la idea de elaborar cerveza sin

gluten.

La legislacion establece que una cerveza con un contenido en gluten de 19 ppm seria
considerada libre de gluten, la problematica surge cuando no se conoce el nivel de aceptacion
de consumo al dia de gluten por parte de las personas celiacas, estableciendo que podria estar
en torno a los 50 mg/ dia (Hager et al., 2014). Por esto y por las discrepancias en la legislaciéon
a nivel mundial, desarrollar mejoras en la tecnologia enzimatica para conseguir disminuir lo
maximo posible el contenido en gluten, permitird obtener un producto mas competitivo y

seguro, respetando la calidad de la cerveza tradicional (Watson et al., 2019).
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2.7 Cerveza “light”

Segun la Organizacion Mundial de la Salud llevar una mala alimentaciéon basada en un exceso
de calorias en la dieta puede conllevar la aparicion de enfermedades como la obesidad o
enfermedades cardiovasculares como el infarto de miocardio y un aumento de la hipertension
arterial. Segun esta organizacién, 1900 millones de adultos tiene sobrepeso, y esto se
considera cuando el indice de masa corporal no corresponde a la relacién al peso-altura,

siendo mayor del que deberia (OMS, 2020).

Resulta por lo tanto interesante la elaboracidn de productos bajos en calorias como la cerveza.
De hecho se ha observado un crecimiento exponencial en el consumo de la cerveza “light”
debido a la concienciacion de los consumidores de este problema con la busqueda de
alimentos mas saludables. Se estima un aumento de la produccién en un 20% en 2025,
teniendo en cuenta que en algunos paises como Estados Unidos el consumo de cerveza “light”

representa un 10% del total (White, Oliffe y Bottorff, 2014).

Reducir el nimero de calorias en una cerveza implica disminuir su contenido en carbohidratos,
gue ademas no tienen gran valor nutricional. Sin embargo la mayoria de las calorias provienen
del alcohol por lo que las cervezas “light” tendran a su vez menor contenido en alcohol.
Mientras que una cerveza normal tiene un contenido de entre 4,5 y 5% de alcohol, las “light”

tienen entre un 2y un 3% (Blanco et al., 2014)

Segun “Las Declaraciones Nutricionales de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricion Esparfiola autorizadas en el anexo del reglamento (CE) 1924/2006” para que un
alimento sea considerado de valor energético reducido, tiene que verse como minimo
reducido en un 30% del valor energético total del alimento. Una cerveza de 330 mL de
promedio contiene aproximadamente 140 Kcal, mientras que una cerveza “light” tiene

aproximadamente 30 kcal por cada 100 gramos (USDA, 2018).

La produccidon de una cerveza baja en calorias aparte de utilizar métodos fisicos como la
destilacion o la evaporacién que reduce el contenido en alcohol, utiliza enzimas comerciales
gue optimizan el proceso. Estas enzimas son las amilasas, las pululanasas y las glucoamilasas

las cuales reducen el nimero de carbohidratos y por lo tanto de calorias (Blanco et al., 2014).
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3 JUSTIFICACION Y OBIJETIVOS

Las enzimas son moléculas organicas de naturaleza proteica que actian como catalizadores de
reacciones quimicas acelerando la velocidad de reaccién, de forma que estdn presentes en
todas las reacciones del metabolismo de las células y juegan un papel importante para que

estas puedan llevarse a cabo.

Las enzimas intervienen de forma esencial en la industria alimentaria siendo notable su
utilizacion en la industria de las bebidas, pudiéndose distinguir diferentes tipos segun la
funcién que desempenfan o la bebida industrial que se vaya a producir. Dentro de la aplicacidn
de las enzimas en la industria de las bebidas, su uso en el sector cervecero es indispensable
para conseguir el producto final con las caracteristicas requeridas. Gracias a las diferentes
investigaciones realizadas y el conocimiento que se tiene de ellas, en la actualidad se estdn
investigando el desarrollo de nuevas tecnologias que mejoren la funcionalidad y aplicacion de
las enzimas para conseguir optimizar el proceso productivo. Estos estudios incluyen el analisis
tecno-econdmico de las posibles ventajas y/o inconvenientes que suponen la incorporacion de
las enzimas en las distintas etapas del proceso. El avance en el desarrollo de la tecnologia
enzimdtica va enfocado a la produccién de alimentos con propiedades que satisfagan

necesidades actuales del consumidor.

La finalidad de este trabajo es clasificar los diferentes tipos de enzimas que intervienen en el
procesado industrial de las bebidas y profundizar en su mecanismo de actuacién. De forma
mas detallada, este trabajo se centra en el sector de la cerveza y cdmo afectan los diferentes

parametros del proceso productivo a su actividad.

Se comenzara por definir el concepto de enzima de forma global explicando su mecanismo de
actuacién, su estructura, su importancia a lo largo de la historia y en la actualidad.
Posteriormente se llevara a cabo una clasificacion de los diferentes tipos de enzimas,
describiendo el tipo de reacciones que catalizan y qué tipo de enzimas intervienen en la

industria de las bebidas.

Se profundizara en el sector de la cerveza para analizar cdmo actuan a lo largo de las
diferentes etapas del proceso productivo y cémo se ven influenciadas por las condiciones en la
que se lleva a cabo dicho proceso. El trabajo analiza como la innovacién en el campo
enzimatico en el sector de la cerveza abre la puerta a la comercializacién de nuevos alimentos
con propiedades que satisfacen las necesidades actuales. En concreto, se analizard cémo las
enzimas intervienen en la fabricacion de productos como la cerveza sin gluten, o la cerveza

baja en calorias.
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4 METODOLOGIA

En un trabajo de revisidn bibliografica una busqueda detallada y planificada del tema tratado
es fundamental para seleccionar la informacién mas relevante en el campo. La seleccién de
esta informacién debe garantizar que las fuentes utilizadas son fiables y basadas en un
conocimiento cientifico. Para llevarlo a cabo se han seguido una serie de pautas recomendadas
en el curso online de “Guia de herramientas y pautas para un buen TFG: Ciencia y Tecnologia
de los Alimentos 2019-2020” (Biblioteca de la Universidad de Zaragoza, 2018), documento

aportado por la Biblioteca de la Facultad de Veterinaria.
4.1 Fuentes bibliograficas consultadas

AlcorZe: Es una herramienta de busqueda en la cual se accede a partir de la Biblioteca de la
Universidad de Zaragoza (2018). Esta base de datos permite acceder a diferentes articulos de
revista, tesis doctorales, informacidn juridica, estadisticas, etc., las cuales estan en la coleccion
de la Biblioteca de la Universidad de Zaragoza en fuentes internas tanto en el catdlogo de la

biblioteca, como en el repositorio institucional Zaguan.

ScienceDirect: Es un sitio web que proporciona acceso por suscripciéon a una gran base de
datos en investigacidn cientifica y médica. Alberga mas de 12 millones de contenidos de 3500
revistas académicas y 34000 libros electrénicos. La fecha de lanzamiento fue en marzo de
1997. Los formatos disponibles son libros, publicaciones y revistas académicas. El productor es

Elsevier.

Web Of Science: Es una plataforma basada en la tecnologia Web que recoge las referencias de
las principales publicaciones cientificas de cualquier disciplina del conocimiento, tanto
cientifico como tecnoldgico, humanistico y sociolégico desde 1945, esenciales para el apoyo a
la investigacién y para el reconocimiento de los esfuerzos y avances realizados por la
comunidad cientifica y tecnolégica. Permite acceso a las bases de datos mas utilizadas por la

comunidad cientifica y tecnolégica (Fundacidn Espafiola para la Ciencia y Tecnologia, 2019).

SCOPUS: Segun la Biblioteca de la Universidad de Zaragoza (2018) es una base de datos
bibliografica de resimenes y citas de articulos de revistas cientificas de areas de ciencia,

tecnologia, medicina y ciencias sociales. Esta editada por Elsevier.
4.2 Metodologia de blisqueda bibliografica

La revisidn bibliografica se hizo de forma estructurada y planificada siguiendo una serie de
pautas que han permitido organizar la informacion de forma precisa, para lo que se llevaron a

cabo diferentes etapas:
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Busqueda inicial: Esta permite tener una visidon mas global gracias a una busqueda general del
tema en cuestidn. Para ello se consultan en Internet herramientas como AlcorZe o el catdlogo
de ROBLE proporcionadas por la Universidad de Zaragoza. Posteriormente se consultaron las
bases de datos ScienceDirect, SCOPUS y Web of Science las cuales permitian obtener
informacién mas detallada. La consulta de algunos organismos como AESAN (Agencia Espafiola
de Seguridad Alimentaria y Nutricion) ayudd a recabar datos utiles para esta revision
bibliografica. Dentro de la busqueda realizada, algunas de las palabras clave utilizadas fueron
“Enzymes” and “kinetics”, “Enzymes” and “Beverage”, “Enzymes” and “Brewing”, “Enzymes”
and “gluten free beer”, "Enzymes" and "light beer". Todas ellas se introdujeron en las bases de
datos previamente mencionadas para obtener las publicaciones obtenidas a lo largo del

tiempo.

En la figura 4.1 se muestra el nUmero de articulos publicados a lo largo de los afos en la base
de datos ScienceDirect utilizando las palabras claves “Enzymes” and “Beverage”, obteniéndose
en total 38.861 resultados. Se hizo lo mismo con otra de las busquedas claves, en el sector de
la cerveza, utilizando las palabras clave “Enzymes” and “Brewing” obteniéndose 13.762
resultados, (Figura 4.2). En ambos casos se observa un crecimiento exponencial en los ultimos

anos.
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Figura 4.1. Numero de publicaciones anuales que incluyen las palabras “Enzymes” and
“Beverage” en la base de datos ScienceDirect.
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Figura 4.2. Numero de publicaciones anuales que incluyen las palabras “Enzymes” and
“Brewing” en la base de datos ScienceDirect.

Busqueda sistematica: Las palabras clave se utilizaron en funcion de la descripcién de los
diferentes apartados del trabajo, teniendo en cuenta los conceptos fundamentales en dichas
partes. Todas estas palabras claves pueden verse en las tablas 4.1, 4.2 y 4.3 ubicadas en el

Anexo 2.

Busqueda interna: A partir de los articulos encontrados se selecciond en ellos las citas y la

bibliografia mds relevantes para realizar una ultima seleccion.

Debido a la gran cantidad de articulos obtenidos en estas bases de datos, se redirecciond la
busqueda para que esta fuera mas especifica. Para poder acotar la busqueda se utilizaron una
serie de filtros como la seleccién del tipo de documento, si es un articulo, una revisién o un
capitulo de un libro. También se acotd seleccionando la opcién de utilizar articulos de acceso
abierto o la mds utilizada de ellas especificando el rango de afios en el que se realiza la
busqueda, siendo de mds interés los publicados en la Ultima década. En las tablas 4.1, 4.2, 4.3
ubicadas en el Anexo aparecen las bases de datos ScienceDirect, Web of Science y SCOPUS con
las palabras clave y los filtros utilizadas en cada una de ellas. Se utilizé una combinacidn de las

palabras para poder acceder a un mayor nimero de documentos del tema a tratar.

Cuando todos los documentos fueron leidos y resumidos para un mejor manejo de estos, se
utilizé un gestor bibliografico lamado “RefWorks”. Esta aplicacion ha permitido gestionar toda
la informacién obtenida y la organizacion de dichos documentos en carpetas vy facilitando la

elaboracion de la bibliografia y la creacion de citas para la redaccion.
5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Proceso de elaboracion de la cerveza
En este apartado se presentan los resultados obtenidos en cada una de las etapas del proceso de

elaboracion de la cerveza mostrado en el esquema 5.1.
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Cerveza Lager
(18-27°C, 5-7d)
(Harrison y Albanese,

2017)

Cerveza Ale (6-
15°C, 7-12d)

(Harrison y Albanese,
2017)

CEBADA

REMOIJO
(10-15°C, 1-3 d, 45% HR)
(Briggs et al., 2004).

GERMINACION

(14-16°C, 5d)
(Stewart, 2013).

SECADO

(55-62°C, 6-8d, 4%HR)
(Gous y Fox, 2017).

MACERACION
12 50°C 15min
292 62°C 30 min

39 78°C 15-20 min
(Stewart, 2013).

Esquema 5.1.

EBULLICION DEL MOSTO
100°C, 1-2h
(Briggs et al., 2004).

CLARIFICACION, ENFRIAMIENTO Y
AIREACION DEL MOSTO

FERMENTACION

MADURACION
(Acondicionamiento-1°C, 3d)

(Harrison y Albanese, 2019)

ACABADO

(Pasterizacidon, Carbonatacion y
filtracidn)

R —

N—
7z

MALTEADO

PROCESADO
DEL MOSTO

Diagrama del proceso de elaboracién de la cerveza
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5.1.1 Malteado

El malteado es el proceso en el que la cebada se convierte en malta. El objetivo de esta etapa
es conseguir un espectro adecuado de proteinas y azUcares mas sencillos, que sera utilizado en
el posterior proceso de la fermentacidn. Para ello, se produce la degradacién de las proteinas
gue constituyen la pared celular del grano y en menor cantidad la degradacion de los
carbohidratos contenidos en este. Ambos procesos son llevados a cabo por enzimas. El
malteado se divide en 3 fases: Remojo, germinacion y secado (Espinosa-Ramirez, Pérez-Carrillo

y Serna-Saldivar, 2014).

Remojo: Su principal objetivo es la activacion del metabolismo enzimatico. Para ello, se remoja
el grano entre 1y 3 dias a una temperatura de entre 10 y 15°C, con ello aumenta la humedad
llegando a ser proxima al 45% (Briggs et al., 2004). La dureza del endospermo va a influir en la
absorcion del agua, de forma que un endospermo blando permite obtener una humedad mas
Optima, facilitando asi el acceso y acumulacién de las enzimas hidroliticas. La seleccién del
grano de cebada va a ser clave para asegurar la calidad del proceso de malteado, prefiriéndose
granos con bajos contenidos en B-glucanos y arabinoxilanos presentes en la pared celular, y

gue constituyen el principal factor de dureza (Gupta, Abu-Ghannam y Gallaghar, 2010).

Germinacion: Comienza con la aparicién de la radicula que es una pequefia raiz que sale del
grano. En esta etapa, los granos se distribuyen durante 5 dias en bandejas perforadas a una
temperatura de entre 14 y 16°C. Se produce un intercambio de aire a través del grano,
acompafiado de un volteo para que el embridn respire adecuadamente. Durante este periodo
la materia glutinosa y mucilaginosa se reduce y se produce la acumulacién de enzimas
hidroliticas que producirdan un cambio fisico en el grano, debilitdndolo y reblandeciéndolo aun
mas (Stewart, 2013). Esta acumulacidn va a estar condicionada por la aparicién del 4acido
giberilico, el cual es un fitoregulador del crecimiento de accién hormonal que estimula el
desarrollo de las plantas y que promueve el crecimiento y la produccién de enzimas alrededor
del endospermo. Estas hormonas se producen en el embrién y se liberan durante la

germinacién (O’Brien, Fowkes y Bassom, 2010).

Secado: Tras la germinacion el grano aun fresco se pasa al horno, en esta etapa la humedad
inicial del 45% se reducird a un 4% con el objetivo de estabilizar la malta reduciendo la
probabilidad de crecimiento microbiano. Para ello, se lleva a cabo un secado gradual a una
temperatura de entre 55 y 62°C durante 6 y 8 dias, en funcién del tipo de malta requerido. Es
importante controlar la temperatura, ya que la malta adn no es fermentable por las levaduras
y la hidrdlisis debe continuar en la siguiente etapa, de manera que un tratamiento intenso

puede provocar su desnaturalizacién e impedir su actividad (Gous y Fox, 2017). Durante el
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secado, el aire asciende a través de los granos y tras esto adquiriran una coloracion marrén
debido a la reaccion de Maillard. Por ultimo la malta se enfria y se eliminan las raices (Spier et

al., 2016).
o Enzimas que intervienen en el proceso de malteado

Enzimas gue actuan sobre las proteinas del grano

Conocidas como proteasas, hidrolizan las proteinas convirtiéndolas en péptidos y aminoacidos
libres. Durante la germinacion y el secado de la malta la actividad de las proteasas aumenta en
5y 6 veces, produciéndose la mayor parte de los procesos proteoliticos durante el malteado

(Benesova et al., 2017).

Las enzimas proteoliticas pueden ser endopeptidasas y exopeptidasas. Las endopeptidasas
catalizan la ruptura de los enlaces peptidicos internos C-N, mientras que las exopeptidasas
descomponen los aminoacidos simples de los extremos de las proteinas. La hidrdlisis de las
proteinas se produce en una serie de fases, primero actlan las endopeptidasas sobre grandes
moléculas de proteinas como albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas dando lugar a la
mayor produccién de aminoacidos durante esta fase. Las primeras proteinas degradadas son
aquellas que constituyen el escutelo y la aleurona. Tras esto las proteasas contribuyen a la
degradacion de las paredes celulares de los granulos de almidén en el endospermo, actuando
sobre las hordeinas y las glutelinas que son las proteinas de reserva. Sobre estas actuan las
Ilamadas proteasas de cisteina, que son consideradas las endoproteasas mas importantes de la

malta, donde el 90% de su actividad radica en la malta seca (BenesSova et al., 2017).

En la siguiente fase actlan las enzimas exopeptidasas, las cuales se pueden dividir en
aminopeptidasas y carboxipeptidasas. Las aminopeptidasas estan presentes en la malta y
actuan sobre los extremos amino de los aminodcidos de las proteinas, mientras que las
carboxipeptidasas se desarrollan durante el remojo y atacan a los extremos carbonilo. De
todas las enzimas proteoliticas de la malta, las exopeptidasas son las mas termorresistentes
con una temperatura dptima de entre 45 y 50°C e inactivdndose a temperaturas superiores de

70°Cy con un pH dptimo de entre 3.9 y 5.5 (Bamforth, 2009)

En el malteado, la degradacién de las proteinas va a constituir la principal fuente de nitrégeno
soluble, produciendo alrededor de un 35-40% del total, el cual servira a la levadura como
nutriente contribuyendo en el proceso de fermentacion (The Brewer International,2002). El
contenido de proteinas degradadas en el mosto va a influir sobre la formacién de espuma, de
forma que un contenido de proteinas de cebada por encima del 11% mejora el poder de

formacién de espuma, mientras que por debajo del 9,5 %, la reduce. La degradacién de las
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proteinas va a afectar al sabor de la cerveza y al cuerpo final que va a tener. Sin embargo una
insuficiencia proteolitica puede causar problemas de filtrabilidad y originar turbidez en Ia

cerveza final (Benesova et al., 2017).

Enzimas gue actuan sobre la pared celular del grano

Estas enzimas son hidrolasas que van a actuar sobre la pared celular del grano de cebada. Este
estd constituido por polisacaridos sin almidén como son los B-glucanos, la celulosa y los
arabinoxilanos. Su accién conduce a la movilizacidn del almiddn, lo que permite que la segunda
categoria de enzimas hidrolicen el almidén en dextrinas, maltosa y glucosa (Cornaggia et al.,

2019).

Las B8-glucanasas junto con las proteasas son las primeras enzimas en actuar degradando la
pared celular del endospermo del almiddn, la cual estd constituida por un 75% de B-glucanos
(Guerra et al., 2008). Estas enzimas van a actuar sobre los enlaces B-1,4 y B-1,3 que mantienen
unidos los B-glucanos. Una falta de la degradacion de los B-glucanos puede ocasionar
problemas posteriormente como una menor recuperacion del extracto, alta viscosidad en el

mosto, problemas de filtracion y de turbidez (Cornaggia et al., 2019).

Las xilanasas actUan sobre los arabinoxilanos que constituyen al igual que los B-glucanos la
pared del endospermo. Sin embargo estos constituyen un menor porcentaje que los
anteriores, de forma que se considera la 6-glucanasa la enzima mas responsable de la
degradacion de las paredes celulares. Para una hidrélisis completa actuaran la 8-glucanasa y la
xilanasa en conjunto (Hu et al., 2014). Ambas actian a una temperatura éptima de 56°C y un

pH éptimo de 6.0 (The Brewer International, 2002).

Enzimas que actuan sobre el almiddn

Estas enzimas tienen alto poder diastdsico. Durante el malteado estas enzimas hidroliticas
causan la erosién tan solo superficial de los granos de almiddn, siendo mucho mdas notable su
actividad en la siguiente etapa de maceracién. Durante el remojo y los dos primeros dias de
germinacién, la a-amilasa se sintetiza en la capa de aleurona del grano germinado,
produciéndose los mayores cambios de los granos de almiddn en el proceso de malteado,
apareciendo microoperforaciones. Sin embargo, al final de este proceso, el grano se mantiene
casi intacto y la principal aportacién es la acumulacién de estas enzimas hidroliticas, que

actuaran en las etapas posteriores. (Contreras-Jiménez et al., 2019).

La cebada ya malteada contiene un 70-85% de carbohidratos totales, 10.5-11% de proteinas,
2-4% de materia inorganica, 1.5-2% de grasa y 1-2% de otras sustancias (Steiner, Becker y

Gastl, 2010).
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5.1.2 Maceracion

La maceracion es un proceso fisico, cuyo objetivo es completar la hidrélisis del almidén para
extraer azUcares fermentables que posteriormente utilizard la levadura durante Ia
fermentacién. Para llevar a cabo esto, primero se tritura el grano de cebada, de forma que el
endospermo queda expuesto facilitando el acceso de las enzimas hidroliticas. Como resultado
se obtiene una fraccién soluble mucho mayor a la obtenida en el proceso de malteado, la cual
contiene carbohidratos fermentables y no fermentables, proteinas y otros compuestos
orgdanicos e inorgdnicos. Esta fraccidén soluble obtenida al final del proceso de malteado se

denomina mosto (Sammartino, 2015).

Durante la maceracién se produce un incremento de la temperatura, el cual puede realizarse
de diferentes formas, pero es el denominado “programa de infusion” uno de los mas
utilizados. A lo largo de este programa se aumenta la temperatura y se mantiene constante
durante ciclos establecidos (Figura 5.1). Esto se lleva a cabo con la finalidad de alcanzar Ila
temperatura éptima para cada una de las enzimas (Stewart, 2013). Ademas, mediante este
método de infusién se produce mayor cantidad de azlcares fermentables con respecto a otras

técnicas de maceracidn utilizadas, optimizando el proceso (Fox et al., 2019).

A parte del control de la temperatura, para conseguir un buen rendimiento se debe de
controlar el pH, siendo el pH éptimo de 5.0-5.7 para la mayoria de enzimas que participan en
esta etapa. Se mide el pH con un pH-metro, de forma que si sale un valor demasiado alto se

puede controlar afiadiendo acido fosférico, dcido lactico o 4cido citrico. (Sammartino, 2015).

Programa de infusién

Como se observa en la figura 5.1 el programa de infusidn se lleva a cabo en diferentes fases
gue son descritas a continuacion:

To lauter tun
or mash filter

Saccharification at 65°C -

Protein and
(:lucan conversion
at 52-55°C

Tem peraiure (%)

0 10 20 kI 40 50 &0 70
Time (min)

Figura 5.1 Programa de infusion tipico, con incrementos de temperatura establecidos en la
maceracion (Stewart, 2013).
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12 50°C— La mezcla se calienta para llegar a la protedlisis

Durante este periodo las proteasas, carboxipeptidasas, aminopeptidasas, glucananasas y
xilanasas provenientes de la malta alcanzan su temperatura éptima a 50°C. Estas enzimas que
empiezan a realizar su funcidon durante el malteado, contindan actuando en la maceracién.
Degradan las proteinas del endospermo, las cuales son indeseables porque pueden precipitar y
causar problemas de filtraciéon, prestando principal atencidon a la presencia de 8-glucanos. Esta
temperatura se mantiene durante 15 minutos aproximadamente, ya que una degradacién

excesiva de las proteinas puede reducir el nivel de espuma en la cerveza final (Stewart, 2013).

22 65°C — Gelatinizacidn, licuefaccion del almiddn y sacarificacidn

En esta etapa la mezcla se calienta hasta una temperatura de 62°C, a la cual se gelatiniza el
almidon (Spier et al., 2016). El tamafio de los granulos de almidén que se han formado
después del malteado va a influir, de forma que los granulos pequefios se gelatinizan antes
que los grandes a altas temperaturas, esto es debido a que tienen mas relacidn superficie-
volumen. Esta etapa va a durar 30 minutos cuando se alcanza la temperatura dptima de las
enzimas amiloliticas (Gupta, Abu-Ghannam y Gallaghar, 2010). Estas enzimas que se habian
sintetizado previamente durante la etapa de germinacién, comienzan a realizar su funcidn
hidrolizando el almidén que ha quedado expuesto tras la degradacion de las proteinas y de los
B-glucanos (Stewart, 2013). Se denomina sacarificacion porque se producen los azlcares

fermentables que daran lugar a un mosto mas dulce.

. Enzimas amiloliticas que participan:

» a-amilasa: Es una enzima que comienza a hidrolizar de forma aleatoria los enlaces a-
1,4 glucosidicos de la amilosa dando lugar a glucosa y maltosa (Figura 5.2). La
aleatoriedad del ataque de estas enzimas en el almiddn hace que se produzca de forma
relativamente rapida (Stewart, 2013).

» B-amilasa: Es una enzima que hidroliza los enlaces a-1,4 glucosidicos de los extremos no
reductores de la cadena de Amilosa (Figura 5.2). Se libera el disacarido fermentable de la
maltosa, otros no fermentables como la maltotriosa y oligosacaridos no fermentables
llamados dextrinas (Spier et al., 2016). La 8-amilasa es la principal enzima que degrada

el almiddn y tiene el mayor poder diastasico (Vinje, Duke y Henson, 2020).

Sin embargo entre estas dos enzimas la temperatura dptima varia. La temperatura éptima de
la B-amilasa es de 62°C mientras que la de la a-amilasa es de 67°C. Esto quiere decir que

durante esta etapa es fundamental encontrar un equilibrio, de forma que la a-amilasa actuara

26



a una temperatura menor a su temperatura dptima, por lo que no alcanzard su actividad
madxima. Un aumento de temperatura podria provocar la desnaturalizacion de la 8-amilasa.
Llegar al equilibrio entre la a-amilasa y la 8-amilasa en la maceracién es un reto para producir
productos iguales, de forma que una buena opcién seria utilizar una temperatura de 65°C

(Sammartino, 2015).

» a-glucosidasa: Esta enzima hidroliza los enlaces a-1,4 de los extremos no reductores
para producir glucosa (Figura 5.2).Sin embargo, esta enzima es mas termolabil, por lo
que su actividad esta mas limitada durante la maceraciéon y no contribuye en gran
medida a la degradacion del almidén (Hu et al., 2014).

» Dextrinasa limite (LD): Provoca la hidrdlisis de los enlaces a-1,6 de las dextrinas de la
Amilopectina (Figura 5.2). Sin embargo aparece de forma inactivada porque esta unida a
un inhibidor que se encuentra en el endospermo, solo cuando se separa del inhibidor es
cuando se promueve la digestién del almidén y aumenta la formaciéon de azlcares
fermentables. La mejor técnica para eliminar el inhibidor es por la accién de otra
proteasa exdgena. Un contenido de dextrinas excesivo puede provocar problemas de
filtracidon ya que las dextrinas no seran fermentables por las levaduras. Tiene un pH
O6ptimo de 5,5 y una temperatura éptima de 50 °C y es desnaturalizada a 62 °C por lo
gue actua en menor medida (Gous y Fox, 2017).

a). Amylose Chain

a-amylase
p-amylase
a-glucosidacse

Glucose molecule
a-{1,4) glycosidic bonds

b). Amylopectin Chain

Iso-amylase
Limit dextrinase

a-{1,4) glycosidic bonds

Figura 5.2 Actuacién de las enzimas hidroliticas sobre los enlaces de las cadenas de Amilosa 'y
Amilopectina (Gous y Fox, 2017).

32 78°C —Inactivacion de las enzimas del malteado

En la Ultima etapa se calienta la mezcla a una temperatura de entre 75 y 80 °C con la finalidad
de asegurar la inactivacién de todas las enzimas que han participado durante el macerado, ya
gue si su actuacion continua, podria tener efectos negativos en la calidad de la cerveza

(Stewart, 2013).
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5.1.3 Mosto

1. Separacién y ebullicidon

El primer mosto obtenido es turbio pero se filtra a través de un lecho de particulas para que se
vuelva brillante, y se mantiene a 76°C. Este mosto dulce se traslada a un recipiente donde se
hervira junto con el lapulo durante 1 o 2 horas (Briggs et al., 2004). El lipulo es una planta que
contiene un 2% de monosacaridos y un 15% de proteinas y se afiade a la cerveza con la
finalidad de aportar el amargor y los aromas caracteristicos. Tras la ebullicién se manifiestan
estos cambios y se produce la coagulacidn de las proteinas. Ademas con esta etapa se asegura

la destruccion de los microorganismos (Kirkpatrick y Shellhammer, 2018).

2. Clarificacidn, enfriamiento v aireacién del mosto

Al final de la ebullicién el mosto contiene fléculos debido a la composicién del Idpulo, por ello
se filtra para obtener un mosto mds claro. Se enfria y aparecen complejos de proteinas y
polifenoles junto con algunos lipidos asociados. Por ultimo el mosto se airea para proporcionar

oxigeno a la levadura en las etapas iniciales de la fermentacion (Briggs et al., 2004).

5.1.4 Fermentacion

En esta etapa las levaduras actian como catalizadores en la fermentacién pero sin formar
parte del producto final. Las levaduras mediante una respiracidon anaerdbica, utilizan los
azucares generados en las etapas anteriores para liberar energia en forma de ATP y producir
etanol con un contenido final de un 4-5%. Primero se utiliza el monosacarido de la glucosa y
una vez consumido este se utiliza la maltosa, el cual es el disacarido mas abundante en el
mosto, descomponiéndose en las dos moléculas de glucosa que lo forman. Por ultimo participa
el trisacarido de la maltotriosa, sin embargo este fermenta tan sélo parcialmente y mas

lentamente que los anteriores (Harrison y Albanese, 2017).

Las levaduras necesitan azlucares fermentables y un contenido de nitrégeno de tipo amino
soluble (FAN) que les sirva de alimento. El pardmetro FAN es la suma de todos los aminodacidos
individuales, iones de amonio y pequenos péptidos presentes en el mosto. Se necesita un

contenido de 160 mg/L para realizar la fermentacion (Curtis Steve, 2002).

Las actuacién de las levaduras esta condicionada por parametros como la tasa de inoculacién,
el nivel de contaminacion microbiana, la humedad del mosto, la temperatura de transicién, el
disefio del fermentador vy si la fermentacion es en lotes o continua, siendo la continua mas

rapida y reduciendo problemas de manejo (Harrison y Albanese, 2017).
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La levadura que se utiliza para realizar la fermentacion de la cerveza es Saccharomyces, sin
embargo la cepa utilizada va a depender del tipo de cerveza que se vaya a producir,
clasificandolas en dos tipos. La cerveza de tipo “ale” se produce a partir de una fermentacion
superficial a una temperatura de entre 18 y 27°C durante 5 y 7 dias realizada con S. cerevisae.
Mientras que en la de tipo “lager” se produce una fermentacién profunda a una temperatura
de 6 y 15°C durante 7 y 12 dias, y realizada por S. pastorianus. La fermentacién se realiza en
condiciones de temperatura y humedad controladas en tanques de acero inoxidable cerrados
disminuyendo el riesgo de contaminacion. Durante esta etapa, las levaduras tienden a
asentarse en la parte inferior del tanque y pueden reutilizarse para futuras fermentaciones.

(Harrison y Albanese, 2017).

Existen diferencias entre las cervezas “ale” y “lager”. Las cepas de S.pastorianus utilizan la
maltotriosa mas eficientemente que las cepas de S.cerevisae, mientras que la fermentacion de
la maltosa no depende del tipo de cepa cervecera. Sin embargo las levaduras no van a poder
hidrolizar determinados compuestos como las dextrinas y los B-glucanos. En la tabla 5.1 del
anexo 1 se explica la diferencia de densidad de los fléculos formados en una cepa y otra, el

rango de temperatura éptimo para el crecimiento de ambas o la habilidad para esporular.

5.1.5 Maduracion

Al final de la fermentacién la “cerveza verde” se separa del sedimento y se transfiere a un
depdsito de madera, de acero revestido o de vidrio. La cerveza se almacena entre 0 y 2°C
pero las cervezas “lager” son maduradas durante periodos ligeramente mas largos que las
“ale”. Este paso proporciona a la cerveza el desarrollo del color, aroma y de las caracteristicas
de cuerpo finales. Sin embargo, muchos cerveceros afiaden un periodo de acondicionamiento
después de la fermentacién, este acondicionamiento se hace a temperaturas de -1°C durante
al menos 3 dias, permitiendo un mejor desarrollo de las caracteristicas organolépticas finales.
La maduracidn puede durar en algunos casos hasta 5 afos pero depende siempre del resultado

gue se quiere conseguir (Harrison y Albanese, 2017).

Durante la maduracién se presta atencion al diacetilo formado en la fermentacion. El diacetilo
es un subproducto del metabolismo de los aminoacidos que se forma por la descarboxilacion
oxidativa del a-acetolacto durante la fase de crecimiento exponencial de la levadura. Es un
producto desagradable en la mayoria de los casos ya que aporta sabor a mantequilla o a
caramelo (Sammartino, 2015). Sin embargo controlando las condiciones de temperatura
durante la fermentacién y la maduracion, el diacetilo es reducido a acetoina la cual no causa

ningun efecto sobre el sabor de la cerveza (Krogerus y Gibson, 2013).
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5.1.6 Acabado

1. Pasterizacion

La pasterizacién es un proceso optativo pero recomendable para aumentar la vida util. Se
puede llevar a cabo a 62°C durante 20 minutos, aunque también se utiliza la pasterizacion
rapida a 71-75°C durante 15-30 segundos. La pasterizacidon puede afectar a la pérdida del
sabor, por lo que si se decide no pasterizar, la cerveza serda almacenada a temperaturas de
refrigeracion. Las cervezas industriales tienen fecha de consumo preferente de

aproximadamente un afio (Harrison y Albanese, 2017).
2. Carbonatacion

El nivel de didxido de carbono se ajusta entre un 0.45% y un 0.52%. El método mdas comun de
carbonatacién que se basa en la adicion de didxido de carbono al producto, con lo que se

puede producir una fermentacion secundaria de forma natural (Harrison y Albanese, 2017).
3. Filtracidn o clarificacion

La filtracidn es el proceso en el que se eliminan las particulas que quedan en suspensién en la
cerveza (Pinguli et al., 2018). La turbidez se forma a partir de varios componentes: proteinas
(40-75%), polifenoles (en combinacidn con proteinas) y en menor proporcion los carbohidratos
(2-15%). Se ha demostrado que son las proteinas ricas en prolina las que mas van a causar los
problemas de turbidez. Los glucanos pueden influir en la formacién de precipitados si no se

degradan durante el malteado o durante la maceracién (Steiner, Becker y Gastl, 2010).

Dentro de los procesos para controlar la filtracién estdn la sedimentacion, la centrifugacion, la
estabilizacién y la adicion de floculantes y clarificantes. La centrifugaciéon es un buen método
pero es caro, ademds aumenta el riesgo de contaminacién y oxidacidn al mismo tiempo. Si la
cerveza tiene una gran viscosidad se recomienda utilizar enzimas comerciales que controlen la

cantidad de carbohidratos y proteinas (Pinguli et al., 2018).

5.1.7 Enzimas comerciales

Aparte de promover las condiciones ideales para que se desarrollen las enzimas endégenas de
la malta, una ayuda para mejorar el rendimiento del proceso es mediante la adicién de
enzimas exdgenas. Las enzimas se afiaden generalmente de forma libre y provienen de fuentes
como bacterias, hongos y plantas. En funcion de la fuente proveniente tendran unas
caracteristicas u otras y se utilizardn para funciones diferentes, tal y como se describe en la

Tabla 5.2 (Briggs et al., 2004).
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Tabla 5.2 Enzimas comerciales que se utilizan durante el proceso de elaboracién de cerveza

ENZIMA FUENTE T2 (2C) pH FUNCION
Hidroliza los enlaces a-1,4 de la amilosa y de la
amilopectina. Se afiade durante la maceracién y tiene
. mayor temperatura de desnaturalizaciéon que el resto,
Bacillus . L . .
. . . 75-92 5-6 por lo que continuara hidrolizando los carbohidratos
licheniformis . . .
durante mds tiempo produciendo menor turbidez.
Ayudard a producir mayor cantidad de azucares
g fermentables (Okolo et al., 2020).
= Si se utilizan cereales que no se van a maltear, esta
E . enzima se afiade con la finalidad de degradar el
\ Aspergillus 5,0- s .
3 s 55-60 65 almidén en las primeras etapas del proceso, o en el
PP ’ caso de que la cebada tuviera menos enzimas
hidroliticas (Briggs et al., 2004).
Bacillus Es estable a mayor temperatura, se afiade durante el
subtilis de 70 5,7- | macerado y tiene la capacidad de licuar el 35- 40% del
amylo- 5,9 | almidén. Actia a una temperatura de hasta 85-90°C
liquefaciens (Briggs et al., 2004).
Hidrolizan los enlaces B-1.4 y B-1.3 que mantienen
5 unidos los p-glucanos. Durante el proceso de
2 Bacillus elaboracion estos pueden no haber sido hidrolizados
S subtilis 5,0- | por completo de forma que producen problemas en la
] . 50-65 . ., . .
% Aspergillus 6,5 filtracién, causando turbidez en la cerveza final. Para
o spp evitar esto se afiade esta enzima en la etapa de
maceracion la cual reducird la viscosidad un 9.6 % vy el
tiempo de filtracion un 34,5% (Liu et al., 2020).
Estas enzimas se afiaden durante el malteado y la
maceracion para producir la hidrdlisis de las proteinas
3 que constituyen el grano de cebada. Estas son
S Bacillus 5.5- | responsables de problemas de filtracién y de causar
S . 45-53 . X . .
3 subtilis 6.0 | turbidez. Ademas en mostos con un bajo contenido en
e FAN producen mayor cantidad de grupos de nitrégeno
libres que seran esenciales para las levaduras durante
la fermentacién. (Okolo et al., 2020).
Se afiaden durante la maceraciéon junto con B6-
glucanasas para degradar los arabixinoxilanos que
S forman la pared celular. Estos también son
wv . .
S 5,5- | responsables, aunque en menor cantidad, de producir
< H. Insolens 45-53 ! P ’ q! . ,depr
S 6,0 | problemas de turbidez. La adicién de esta enzima es
x interesante cuando se utilizan cereales diferentes a la
cebada, como el trigo que es mas rico en estos
compuestos (Bamforth, 2006).
o S Cataliza la via no oxidativa de descarboxilacion del
'g S Bacillus spp diacetilo y su paso de a-acetolacto a acetoina la cual
§ _§ Brevi- 50 5,5- | no produce efectos indeseables en el sabor y en el
S bacterium 6,0 aroma de la cerveza. Sin embargo una vez formado el
E § acetylicum diacetilo en alta cantidad esta enzima no actuara
s (Bamforth, 2006).
\g Se afiade durante el almacenamiento y elimina los
s Carica papaya 50 3-6 polipéptidos que producen turbidez mejorando la
'S estabilizacion de la cerveza (Bamforth, 2006).
S o . Se afade durante el almacenamiento de la cerveza
S8 Aspergillus . , . .
QO3 . para eliminar el oxigeno del espacio de cabeza, y evitar
ST niger, P. 50 5,5-6 .
3 g oxidaciones que pueden alterar el sabor y el aroma de
O o | chrysogenum

esta (Briggs et al., 2004).
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5.2 Cerveza libre de gluten

5.2.1 Evolucion del contenido de gluten en el proceso tradicional de elaboracion de la
cerveza
A lo largo del proceso de elaboracion de la cerveza las hordeinas van a degradarse de forma

natural debido a la actividad de las proteasas provenientes de la propia malta (Fanari et al.,

2018).

Tal y como se observa en la Figura 5.3, las hordeinas se degradan de forma notoria durante el
proceso de malteado. En este, las proteasas actlan sobre las proteinas que conforman la
pared celular, entre las que se encuentran las hordeinas, provocando cambios trascendentales
en la estructura del grano. Sin embargo la degradacion de las hordeinas continta a lo largo de
las siguientes etapas. En la etapa de maceracidn tras la formacién y enfriado del mosto, se
produce la precipitaciéon de parte de estas proteinas ricas en prolina, siendo aun alto su
contenido tras la maduracion. Aunque tras la filtracién el contenido de gluten se ha reducido
en un 40% es todavia insuficiente para considerar a la cerveza final como libre de gluten (Di

Ghionno et al., 2017).
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Figura 5.3 Evolucion del contenido de hordeinas durante el proceso de elaboracion de la

cerveza (Di Ghionno etal., 2017)

La actividad de estas proteasas enddgenas estd condicionada por los parametros de
germinacién, en un principio se planted la idea de aumentar el tiempo de germinacién hasta 8
dias para maximizar la actividad de estas enzimas. Sin embargo este aumento no consiguié que
la cerveza final tuviera un contenido de hordeinas por debajo de los 20 ppm requeridos en la

legislacidon, y ademas provocd una mayor pérdida de extracto de la malta (Taylor et al., 2018).
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5.2.2 Técnicas para la elaboracién de una cerveza libre de gluten
Tras comprobar que la degradacién de las hordeinas durante la elaboracidn tradicional de la
cerveza era insuficiente para obtener un producto libre de gluten, se han desarrollado otras

estrategias:

Elaboracion a partir de otros cereales que no contengan gluten

Actualmente la tendencia es la elaboracion de estas cervezas a partir de cereales como el
arroz, el mijo, el sorgo, el maiz o pseudocereales como la quinoa, el alforfén y el amaranto los
cuales son libres de gluten por naturaleza (Hager et al., 2014). Sin embargo la elaboracidn a
partir de este tipo de cereales presenta algunas desventajas. Entre ellas destaca la dificultad en
la adaptacion de estas especies a las instalaciones tradicionales de elaboracién de cerveza, ya
que el tamafio de los granos varia con respecto a los de la cebada. Los parametros de
malteado cambian, se necesitan mayores tiempos de germinaciéon o incluso mayor
temperatura para la gelatinizacion del almidén. Ademas el poder de las enzimas diastasicas es
menor y el nivel de alcohol que se va a producir también es menor (Kerpes, Fischer y Becker,
2017). Sin duda, la principal desventaja es la calidad de la cerveza final, la cual discierne mucho
con respecto a la tradicional. En esta los aromas son planos, los colores palidos y disminuye el
contenido de lipidos y de grupos nitrégeno libres, reduciendo la producciéon de espuma

(Ceccaroni et al., 2019)

Utilizacidon de la endopeptidasa de prolina procedente de Aspergillus Niger

La adicién de enzimas exdégenas, mas concretamente de la Prolil endopeptidasa, procedente
de Aspergillus Niger (AN-PEP), se convierte en una buena estrategia para reducir el contenido
de gluten. Esta enzima descompone la fracciéon de prolamina rica en prolina del gluten. Actua
hidrolizando las proteinas desde el extremo carboxilico de los residuos de prolina, pudiendo
hidrolizar péptidos de hasta una longitud minima de 3 aminodcidos (Knorr, Wieser y Koehler,

2016).

Esta enzima se aplicé de forma libre durante la etapa de germinacién. El contenido final de
hordeinas tras 5 dias de germinacion en la cerveza tratada con la endopeptidasa de prolina era
de 15 mg/kg mientras que en la cerveza sin tratar era de 28mg/kg (Figura 5.4). La degradacion
era mayor al final del dia 5 que en el dia 3, esto es debido a que a medida que avanza la etapa
de malteado y las paredes celulares se descomponen, se facilita la penetracion de la enzima en

el grano de cebada. Aunque la reduccidon era mayor que en la cerveza sin tratar, los valores
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gue se obtuvieron de gluten eran todavia altos para poder denominarla como cerveza libre de

gluten (Taylor et al., 2017).
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Figura 5.4 Contenido de hordeinas durante la germinacidén en una cerveza tratada con AN-PEP

y en otra sin tratar (Taylor et al., 2017).

Ya que el contenido final de hordeinas obtenido tras la actuacion de la enzima aun era
elevado, se utilizd un tratamiento adicional de filtracidn junto con un gel de silice. Este gel de
silice es un estabilizador coloidal cuya superficie esta formada por grupos silanol (SiOH) que
interactian con los grupos carbonilo de las proteinas y los péptidos. Las hordeinas que se
encuentran en la cebada son ricas en prolina, de forma que el gel se une a esta prolina
disminuyendo su contenido y estabilizando la cerveza. Se aplica en forma de polvo blanco en
los barriles en los que se deposita la cerveza tras haber sido filtrada (Taylor, Jacob y Arendt,
2015). Esta combinacién consiguié el 99% en la reduccion del contenido de gluten,

consiguiendo un contenido menor a 10 ppm (Watson et al., 2019).

Se utilizé la enzima en otras etapas del proceso, comprobando que cuando se afiadia al mosto
tras la maceracion, las condiciones de fermentacion influian en su actividad. De esta forma se
encontraron diferencias entre una fermentacion realizada a 22°C y una realizada a 12°C.
Mientras que en la primera se obtenia una reduccién de hasta el 67% en el contenido de
gluten final, en la segunda tan solo se obtenia un 16%. La enzima tiene una temperatura
Optima de 50°C por lo que su actividad disminuia con la temperatura, siendo por lo tanto

menos eficaz en la elaboraciéon de cervezas ale (Watson et al., 2019).

Para optimizar este proceso, se investigd la aplicaciéon de la inmovilizacion enzimatica. Esta

técnica permite reutilizar la enzima durante varios ciclos de elaboracidn, reduciendo los costes
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de elaboracién y generando menos subproductos, lo que ayuda en la sostenibilidad del medio
ambiente. Mediante el uso de un soporte, en este caso de perlas de quitosano A, se confina la
enzima en un reactor de lecho fluidizado continio obteniendo una elevada superficie
catalitica. Tras esto se alcanzd una concentracidn final de gluten 15mg/kg después de 10 horas
de tratamiento. A pesar de los resultados satisfactorios obtenidos, la adaptacién de esta
técnica al proceso tradicional de cerveza aun es complicada, por lo que se necesitardn mucho

mas estudios al respecto (Benucci et al., 2020).

Las caracteristicas sensoriales obtenidas en la cerveza final son las que van a determinar la
aceptacion del consumidor, por lo que es importante garantizar la calidad de factores como la
espuma, el aroma y la sensacién en boca. La espuma estd compuesta por gas carbonico
procedente de la fermentacidn alcohdlica. Debido a la tension superficial del liquido no se
deshacen rapidamente gracias a elementos como las proteinas y los acidos del Idpulo. La
endopropil peptidasa actua degradando las proteinas, por lo que se pensaba que su adicién
afectaria a la estabilidad de la espuma, sin embargo se demostrd que tras el uso de esta
enzima no se observaban alteraciones con respecto a la tradicional. La razén era porque a
pesar de que las proteinas ayudan a la estabilizacion de la espuma, las proteinas con residuos
de prolina, que son las que degradan esta enzima, no participan en dicha estabilizacion.
(Fanari et al., 2018). El resto de caracteristicas organolépticas como el aroma y la sensacién en
boca, no se veian alteradas tras su aplicacion. El uso de esta enzima permitié obtener unas

caracteristicas organolépticas similares a una cerveza con gluten. (Watson et al., 2019)

5.3 CERVEZA “lLight”
Para conseguir una cerveza “light” o baja en calorias el principal objetivo es la reduccién del

contenido de carbohidratos presentes, ya que estos van a formar parte de las calorias de la
cerveza final. Para este propdsito hay diferentes enzimas que se pueden afiadir al proceso y

gue pueden ser utiles:

5.3.1 Glucoamilasa
Esta enzima metaboliza los carbohidratos residuales, mas concretamente las dextrinas,

transformandolos en subproductos fermentables. Las dextrinas pueden encontrarse en un 20-
25%. Esta enzima proveniente de Aspergillus Niger, Aspergillus awamori y Rhizopus oryzae,
tiene un pH éptimo de 3.5-4.5 y una temperatura dptima de 60°C. Se afiade durante la
maceracion e hidroliza a su vez los enlaces glucosidicos a-1,4 de los residuos de glucosa,
produciendo principalmente glucosa e hidrolizando las dextrinas. Se anade durante la

maceracion para que pueda desnaturalizarse, ya que si se afiade en la fermentacién como son
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estables al calor continuaria actuando una vez embotellada la cerveza, dando lugar a

fermentaciones no deseadas y a un sabor mas dulce (Blanco et al., 2014)

5.3.2 Pululanasa
Se afiade durante la maceracion e hidroliza los enlaces que mantienen unidas las dextrinas. Las

dextrinas no son capaces de ser fermentadas por las levaduras de forma que pueden aparecer
residuos en la cerveza final causando problemas de turbidez y de filtracion (Bilal y Igbal, 2019).
Actua sobre el enlace a-1,4 y a-1,6 hidrolizando la unién presente en la Amilopectina. Estas
enzimas se obtienen de Klebsiella planticola y Bacillus spp y tienen una temperatura optima

45-552C y un pH éptimo de 5.5-6.6 (Singh, Singh y Pandey 2019)

Evaluacién sensorial de las cervezas “light”

Sin embargo los carbohidratos y el alcohol participan en las caracteristicas sensoriales en la
cerveza final, de forma que en estas cervezas se produce una falta de cuerpo y de sensacién en
boca dando lugar a una falta de plenitud, afectando por lo tanto a la percepcién de los
consumidores. Presentan menos estabilidad en la formacién de la espuma dando lugar a una

sensacion acuosa. (Blanco et al., 2014)

6  CONCLUSIONES

Tras hacer un estudio en profundidad del término “enzima” asi como de su mecanismo de
reaccién y de su papel en el mantenimiento vital y en el medio ambiente, se observa un

creciente interés de su aplicacion en el sector de las bebidas.

Tras analizar cémo influyen las enzimas en la elaboracién de la cerveza, apartado 5.1, se
concluye que su funcidn es esencial e insustituible para la obtencién de un producto final de
alta calidad. Ademas, la aplicacién de enzimas comerciales permite optimizar este proceso,
obteniendo mejores rendimientos en la produccién, minimizando ademas la aparicion de

problemas ambientales derivados de este proceso.

El desarrollo de la tecnologia enzimatica permite crear nuevos productos complementarios a la
cerveza tradicional. En el caso de la elaboracion de la cerveza sin gluten, la utilizacién de la
Prolil endopeptidasa proveniente de Aspergillus Niger, acompafiada de una tecnologia
especifica de filtracion, ha permitido obtener un producto con un contenido en gluten menor a
20 ppm, tal y como esta establecido en la legislacion. Ademas, gracias a esta tecnologia, se
obtiene un producto final con una calidad similar a la cerveza tradicional, presentando unas

caracteristicas organolépticas muy similares. En el caso de la cerveza “light”, mediante la
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aplicacion de las enzimas glucoamilasa y pululanasa se consigue hidrolizar las dextrinas
disminuyendo el contenido de residuos no fermentables. Estas enzimas permiten reducir el

contenido de carbohidratos en la cerveza final y por lo tanto, el de calorias de la bebida.

CONCLUSIONS

Following an in-depth study of the term "enzyme" as well as its reaction mechanism and its
role in life support and the environment, there is growing interest in its application in the

beverage sector.

An analysis of the influence of enzymes on beer production, section 5.1, leads to the
conclusion that their function is essential and irreplaceable for obtaining a high-quality end
product. Furthermore, the application of commercial enzymes allows this process to be
optimized, obtaining better production yields and also minimizing the appearance of

environmental problems arising from this process.

The development of enzyme technology makes it possible to create new products that
complement traditional beer. In the case of gluten-free beer production, the use of Prolyl
endopeptidase from Aspergillus Niger, accompanied by specific filtration technology, has made
it possible to obtain a product with a gluten content of less than 20 ppm, as established by
legislation. Furthermore, thanks to this technology, a final product is obtained with a quality
similar to that of traditional beer, presenting very similar organoleptic characteristics. In the
case of "light" beer, by applying the enzymes glucoamylase and pululanase, dextrins are
hydrolyzed, reducing the content of non-fermentable residues. These enzymes make it
possible to reduce the content of carbohydrates in the final beer and, therefore, that of

calories in the drink.

7 VALORACION PERSONAL

El desarrollo de este Trabajo de Fin de Grado me ha resultado una experiencia gratificante y
enriquecedora, la cual me ha permitido desarrollar aptitudes que pueden ser Utiles para
complementar los estudios de este grado y de cara al futuro. Durante la elaboracion de este,
he aprendido a utilizar bases de datos con rigor cientifico asi como aprender a seleccionar y
gestionar dicha informacién. Esto me ha permitido poder madurar intelectualmente y a nivel
personal, siendo mds consciente de mi capacidad para trabajar de forma auténoma y de
organizarme. He podido disfrutar de adquirir mayor conocimiento sobre aspectos de la
enzimologia y descubrir como su investigacion abre puertas a nuevas posibilidades, en este

caso tratadas en el sector de la cerveza. Dar respuesta a las necesidades del consumidor,
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como la demanda de una cerveza sin gluten o baja en calorias, mediante esta tecnologia

eficiente y sostenible me despierta un gran interés en el tema.
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