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1. Introduccion

El aroma de la cerveza se encuentra entre los mas com-
plejos que existen en la naturaleza por diversas razones.
En primer lugar, por el gran numero de sustancias volati-
les que se encuentran formando parte de su composi-
cién quimica, en segundo lugar por la naturaleza cam-
biante de dicha composicion debida a la propia evolu-
cion de la cerveza, en tercer lugar por la gran variedad
de cervezas que podemos encontrar, y por Ultimo por-
que, en la mayor parte de las cervezas, su aroma carac-
teristico no es debido a un compuesto impacto, sino a la
accion de varios componentes quimicos actuando con-
juntamente.

El objetivo de este articulo es mostrar la secuencia ope-
rativa que la Quimica del Aroma plantea cuando preten-
de elucidar quimicamente la naturaleza de la percepcion
olfativa. Esta secuencia servird como guia para mostrar
los conocimientos actuales sobre el andlisis del aroma
de la cerveza, incidiendo en las posibilidades disponi-
bles y presentando también las dificultades asociadas al
analisis.

2. Buscando las moléculas del aroma

La primera etapa en la elucidacion del aroma de un pro-
ducto es la identificacién de los compuestos que son
capaces de contribuir a la sensacion organoléptica que
perciben nuestros sentidos. Esto no es una tarea facil, en
el caso particular del aroma de la cerveza existen cientos
de compuestos volatiles [1], pero sélo una pequefia frac-
cion de ellos son relevantes para la percepcion sensorial.
Puesto que todas las moléculas del aroma son méas o
menos volatiles, la técnica que a priori es mas adecuada
para cribar los volatiles aromaticamente activos del resto
de moléculas, es la Cromatografia Gas con deteccion
Olfatométrica (GC-O). Esta técnica utiliza la nariz humana
como detector para los compuestos que eluyen de la
columna cromatogréfica (Figura 1), normalmente una
columna capilar de silice fundida [2]. Existen diferentes
versiones en la forma en que la sefial es registrada y pro-
cesada en la GC-O, pero los resultados normalmente
dependen mas de como se ha preparado la muestra que
del tipo de sefal obtenida. En este sentido es fundamen-
tal tener en cuenta que el éxito de esta operacion depen-
derd principalmente de que la muestra sea representativa
del aroma que queremos estudiar y también que la pre-
paracion de la muestra previa a la GC-O mantenga dicha
“‘representatividad”. Hablando de forma general, el propo-
sito fundamental de la GC-O es listar y jerarquizar los aro-
mas presentes en la matriz de acuerdo con su potencial
importancia en el aroma del producto. Es importante des-
tacar que se trata de una lista de “potenciales” contribu-
yentes al aroma, ya que dicha importancia debera ser
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comprobada posteriormente mediante estudios de
reconstitucion del aroma mediante combinaciones de los
odorantes encontrados con la GC-O.

La primera aproximacion de forma sistematica a la eva-
luacion sensorial de la contribucion de los diferentes
volatiles individuales al aroma de la cerveza fue realiza-
da por Meilgaard hace 35 afios [3, 4]. En dicho estudio
calculé los valores de actividad de aroma (OAVs: con-
centracion divida entre umbral de olfaccion) de 239
constituyentes de la cerveza en funcion de datos cuanti-
tativos y umbrales de olfaccion determinados en cerve-
za. Los resultados indicaron que, aparte del etanol y el
dioxido de carbono, varios ésteres (p.ej. acetato de iso-
amilo y hexanoato de etilo), alcoholes superiores (p.ej.
alcohol isoamilico), diaquil sulfuros (p. ej. dimetil sulfuro),
y &cidos grasos de cadena corta (p.ej. acido butanoico)
eran esenciales para el aroma de las cervezas nortea-
mericanas tipo lager.

En un estudio del aroma de una cerveza pale lager Bava-
ra, Schieberle [5] encontré que entre los 22 odorantes
identificados, la B-damascenona mostraba la actividad
odorante mas intensa. Otros compuestos encontrados
que tenian altos OAVs eran butirato de etilo, alcohol iso-
amilico, hexanoato de etilo y 2-feniletanol, lo cual suge-
ria que eran compuestos importantes para el aroma.
Comparando con la cerveza pale lager, el OAV del fura-
neol (olor a azlcar quemada) en una cerveza negra y el
OAV del 4-vinilguaiacol (olor a clavo) de una cerveza de
trigo eran significativamente mas altos. El autor atribuyo
a estos odorantes la diferencia en aromas entre estos
tipos de cervezas [5]. En 2002 Gijs aplicé la GC-O a un
extracto preparado con cervezas lager comerciales,
confirmando la importancia del 2-feniletanol, y sugirien-
do que el 3-metil-2-buten-1-tiol (MBT), dimetil trisulfuro y
0 aminoacetofenona eran igualmente compuestos clave
en el aroma de la cerveza [6].

En 2005, Schieberle aplicd de nuevo la técnica, en este
caso al aroma de una cerveza Bavara tipo pilsner. En
esta ocasion la GC-O encontré 40 odorantes, entre los
cuales octanoato de etilo, B-damascenona, &cido isova-
lerianico y furaneol mostraron la mayor intensidad [7].
También en 2005, Guyot-Declerck utilizé la GC-O para
estudiar la influencia del pH y el envejecimiento en las
propiedades organolépticas. Sus conclusiones fueron
que a pH mas alto del normal, la aparicion de notas tipo
“carton” era menos intensa con el envejecimiento,
aumentaba la nota “coco” y no habia cambios respecto
a la nota “coliflor” [8]. En 2006, Vermueulen y colabora-
dores aplicaron la GCO para evaluar la presencia de los
tioles polifuncionales en cervezas lager recién prepara-
das reportando 11 tioles polifuncionales, 6 de ellos iden-
tificados por primera vez en la cerveza [9]. Mas recien-

temente, Bravo y colaboradores han aplicado la GC-O al
-

XLVIII(2), 190, 2011, 44-49



estudio de la formacion -dicarbonilos durante el almace-
namiento de cervezas pilsner. Mediante el uso de la GC-
O encontraron que el envejecimiento forzado de la cer-
veza provocaba un aumento en las cantidades de fura-
neol, E-2-nonenal y fenilacetaldehido [10].

También se ha aplicado la GC-O para estudiar la con-
tribucion aromatica del lupulo al caracter de la cerveza.
Séanchez y colaboradores compararon los volétiles aro-
maticamente activos en cervezas cony sin lUpulo usan-
do GC-O. Los siguientes compuestos se percibieron
mas intensamente en el puerto de olfaccion en las cer-
vezas con lupulo que en las sin lupulo: linalool, citrone-
llol, acetato de 2-feniletilo y 2- feniletanol [11]. En un
estudio con cervezas preparadas usando dos IUpulos
diferentes, Lermusieau publicé que, en particular, 2-
metil-3-furantiol, dimetil trisulfuro, linalool, y- nonalacto-
na, B-damascenona, etil cinamato, humuladienona, vy
algunos compuestos sin identificar mostraban una
intensidad superior en GC-O en la cerveza producida
con lupulo Saazer [12]. Los mismos autores encontra-
ron que el lUpulo Challenger era parcialmente respon-
sable de un mal olor encontrado en la correspondiente
cerveza. En un estudio similar pero con otros lupulos,
Kishimoto encontré 27 odorantes en la cerveza relacio-
nados con el lupulo. De estos los mas importantes por
su intensidad fueron linalool, geraniol, 2-metilbutirato
de etilo, 3-metilbutirato de etilo e isobutirato de etilo
[13]. En un estudio mas selectivo para encontrar el
compuesto responsable del caracter “especiado” de
algunos lupulos, Marriot localiz6 mediante GC-O un
olor que posteriormente identificé como 14-hidroxi-3-
cariofileno [14].

Igualmente, el grupo de Schieberle comparé mediante
GC-0O el aroma de cinco lupulos diferentes. El estudio
reveld que linalool y mirceno estaban presentes en todos
los extractos de lupulo en mayor intensidad, seguidos
por 2-isopropil-3-metoxipirazina, acido isovalerianico y
geraniol. Lo que es mas interesante del estudio es que
algunos compuestos alcanzaron intensidades altas solo
en ciertos lUpulos. Por ejemplo, (5Z)- octa-1,5-dien-3-
onay germacreno B en Hersbrucker Spét, (3E,52)-unde-
ca-1,3,5-trieno en Hersbrucker Spat y Cascade, y nona-
nal en Cascade [15].
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Figura 1. Sistema GC-O.
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3.Técnicas para el aislamiento e identificacion de las
moléculas del aroma

El resultado del proceso de criba de la GC-O son listas
jerarquicas de zonas odorantes ordenadas por su impor-
tancia sensorial potencial en funcién de la intensidad de
olor registrada. En este punto del analisis, la Unica iden-
tidad que se tiene es la naturaleza del olor y su tiempo
de retencion. El siguiente paso es identificar el com-
puesto quimico responsable del olor de cada zona odo-
rante. A continuacion se plantea un esquema general
que permite elucidar la naturaleza quimica de los odo-
rantes.

1. Estandarizacion de los tiempos de retencion. Los
tiempos de retencion de las zonas odorantes son nor-
malizados en funcion de los tiempos de una serie de
n-alcanos utilizados como estandares. Estos valores
se denominan Indices de Retencién Lineal (LRI) y su
gran utilidad se fundamenta en que permiten una
comparacion de tiempos de retencién entre compues-
tos cromatografiados en diferentes sistemas [16]. La
comparacion de los LRIs de los odorantes obtenidos
por GC-O con los LRIs tabulados en las diferentes
bases de datos permite la identificacion tentativa en
muchos de los casos.

2. Cromatografiar los extractos en un sistema de Croma-
tografia Gas con deteccion mediante Espectrometria
de Masas (GC-MS) en modo barrido, utilizando una
columna similar a la utilizada en el experimento de
GC-0O.

3. Compilar y cotejar los datos de espectros de masas,
LRIs y naturaleza del odorante buscando coinciden-
cias en las tres categorias. De aqui se obtiene una
lista de candidatos para cada zona odorantes.

4. Confirmacioén de los candidatos. Para ello se necesita
la inyeccion del patron puro en los sistemas GC-O vy
GC-MS. La similitud en intensidad y calidad del olor,
asi como el espectro de masas deben ser los criterios
de confirmacion.

Después de este proceso, la identidad de la mayor parte
de los odorantes estara confirmada satisfactoriamente.
Sin embargo, algunos de los odorantes mas importantes
de la cerveza pertenecen a la categoria de compuestos
dificiles de analizar (compuestos en concentraciones del
orden de los ng/L o poco estables quimicamente) y por
tanto requeriran un mayor esfuerzo para la identificacion.
En este punto caben dos posibilidades, que no son exclu-
yentes, invertir mas tiempo en la preparacion de muestra
(realizar fraccionamientos, seleccionar técnicas mas ade-
cuadas para familias especificas) o utilizar la cromatogra-
fla gas multidimensional (MDGG) para aumentar la capa-
cidad de separacion de nuestro sistema.

La propiedad que define la cromatografia gas multidimen-
sional es el requerimiento de que todos los analitos de
interés sean sometidos a dos etapas de separacion inde-
pendientes y que los analitos permanezcan separados
hasta que se complete todo el andlisis. Esencialmente, lo
que esto significa es que el efluente de la primera colum-
na cromatografica es reanalizado por una segunda colum-
na con un fase estacionaria de diferente selectividad. En
el caso de la cromatografia gas multidimensional conven-

cional o heart-cut (GC-GC) solo parte del efluente de la
-
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primera columna es cromatografiado en la segunda,
mientras que en la cromatografia gas multidimensional
comprensiva o completa (GCxGC) todo el efluente de la
primera columna es cromatografiado en la segunda.

En la Figura 2 puede observarse la configuracion basica
instrumental para llevar a cabo la GC-GC, consiste en un
sistema cromatogréafico compuesto de dos hornos inde-
pendientes, cada horno con una de las columnas anali-
ticas, y varios detectores. La configuracion tipica, es un
detector FID en el primer horno y un espectrometro de
masas en el segundo cromatdgrafo. También es conve-
niente para una mayor seguridad en la identificaciéon de
olores, afiadir puertos de olfaccion al final de las dos
columnas. La pieza clave del sistema es el dispositivo
que permite la conexion de las dos columnas En el caso
mas habitual se trata de una valvula tipo Deans [17], que
mediante el control de los flujos y presiones del sistema
permite el envio selectivo de fracciones de efluente
desde la primera hacia la segunda columna. También
puede ser necesario, segun las configuraciones, un
punto de criofocalizacion al inicio de la segunda colum-
na para favorecer el estrechamiento de las bandas cro-
matograficas.

Son escasos los autores que han aplicado la GC-GC a la
cerveza. En 1999, se utilizo esta técnica para el segui-
miento de la evolucion de ciertos compuestos ligados al
envejecimiento [18]. Un afio més tarde, Sakuma y cola-
boradores la aplicaron a la identificacion de defectos
olfativos en la cerveza y materiales empleados para ela-
borarla. Con esta técnica pudieron concluir que un olor a
desinfectante era provocado por el 2,6-diclorofenol [19].
Mas recientemente, Lusk aplicando la MDGC ha pro-
puesto dos compuestos, no descritos previamente en la
cerveza, con aromas similares a los provocados por el
MBT [20]. En 2010, Sasamoto ha propuesto un nuevo
sistema GCGC de facil configuracion en el que demues-
tra las posibilidades de esta técnica en la cerveza con la
identificacion y cuantificacion de la B-damascenona en
cerveza [21].

Una evolucioén légica de la GC-GC es la GCxGC. Como
se ha comentado mas arriba, la GCxGC implica que todo
el efluente de la primera columna sea cromatografiado
en la segunda. Sin embargo, unir simplemente las dos
columnas no es suficiente para conseguir la separacion
deseada, ya que en realidad equivaldria a mezclar las
fases estacionarias. Para que el acoplamiento suponga
realmente un incremento en la capacidad de separacion
se debe incorporar un sistema modulador entre las dos
columnas que permita el aislamiento de zonas del
efluente de la columna 1y el paso posterior a la colum-
na 2. Este modulador es la pieza clave de un sistema
GCxGC (Figura 3). A medida que la tecnologia madura-
ba el modulador ha ido evolucionando a sistemas mas
robustos como los disponibles comercialmente a dia de
hoy, que en su mayor parte se basan en sistemas de
criofocalizacion doble [22]. La separaciéon puede reali-
zarse en unico horno cromatogréfico ya que la segunda
columna es una columna ultrarrapida. Otro punto de vital
importancia para realizar una separacion GCxGC con
éxito, es que las fases estacionarias de las dos columnas
sean lo mas diferentes posible para conseguir la maxima
separacion. Si estos requisitos se cumplen, en teoria, la
capacidad de separacion del sistema se multiplica y
pasamos a obtener un cromatograma tridimensional (o
incluso cuadrimensional si se emplea un espectrometro
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de masas como detector). La desventaja en este caso es
que esta técnica no es adecuada para combinarla direc-
tamente con la olfatometria por ser los picos cromato-
gréficos demasiado réapidos.

La potencia de la GCxGC también ha sido aplicada al
aroma de la cerveza. En nuestro conocimiento existen
dos publicaciones, ambas sobre el aceite esencial de
[Upulo. En 2004, Roberts y colaboradores desarrollaron
un método basado en GCxGCTOF- MS para evaluar el
perfil de los compuestos volatiles en el aceite esencial.
Pudieron identificar 119 componentes, 45 de ellos por
primera vez, demostrando la gran habilidad de esta téc-
nica para separar y caracterizar muestras altamente
complejas [23]. La otra publicacion fue comentada al
hablar de la GC-O en el apartado 2, ya que se trataba de
una investigacion mas selectiva dirigida a la identifica-
cion de los compuestos responsables de las notas
maderizadas [14]. En este caso la combinacion de GC-
O, GCGC y GCxGC con la espectrometria de masas per-
mitié asignar dichas notas al ya mencionado 14-hidroxi-
B-cariofileno. Otros compuestos importantes identifica-
dos fueron geraniol, linalool, B-ionona y eugenol.

Crom
de Gases 2
Codumna spolar

Cromzbigraic
ce Cag=g |
Calumna pelar

Espectrimetio
de Mazas

Columna | Columes

E'.'iF.'li':‘f.'Er"ﬁr'F‘ elro
de Masas

TOF o Q rapida

Cromatégrafo
de Gases

Figura 3. Configuracion instrumental de un sistema GCxGC.
-
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4. Determinacion cuantitativa de los odorantes de la
cerveza

La siguiente etapa en el proceso de estudio del aroma es
la determinacion de la concentracion en la que se
encuentran los odorantes identificados en la etapa ante-
rior. Dados los diferentes niveles de concentracion en los
que los se encuentran en la cerveza los odorantes acti-
vos, es completamente necesario utilizar un variado con-
junto de métodos analiticos para su determinacion. Los
volatiles mayoritarios (concentraciones superiores a 0,2
mg/L), tales como alcoholes de fusel, acidos grasos y
sus etil ésteres, pueden ser determinados directamente
por GC-FID empleando diversas técnicas de preconcen-
traciéon como la inyeccion directa, microextraccion con
un solvente, Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE), espacio
de cabeza dinamico (DHS) o microextraccion en fase
sélida (SMPE). Los volatiles minoritarios (aquellos cuya
concentracion se encuentra entre 0,2 mg/L y 0,05 mg/L)
también pueden determinarse mediante GC-MS utilizan-
do una serie de técnicas de preparacion de muestra
similar. Los resultados que se obtienen con las diferentes
técnicas de preparacion de muestra difieren en el rango
de analitos analizables con suficiente fiabilidad y en el
nivel de automatizacion del método. Con este Ultimo cri-
terio, las técnicas sin solvente completamente automati-
zadas como la SBSE, SPME o las mas recientes basadas
en sorbentes en agujas (Needle Trap, ITEX, Magic Need-
le), presentan innegables ventajas, ya que son muy faci-
les de usar y relativamente baratas. Sin embargo, desde
el punto de vista del rango de analitos analizables, no
pueden competir hoy en dia con las amplias posibilida-
des de la extraccion en fase sélida (SPE). Las técnicas
basadas en el espacio de cabeza fallan en el analisis de
compuestos menos volatiles, y la SBSE en su actual for-
mato, también tiene problemas extrayendo adecuada-
mente algunos compuestos polares.

Sin embargo, no es el andlisis de los volatiles minoritarios
el que todavia presenta dificultades. Con el nivel de sen-
sibilidad y automatizacion de las técnicas analiticas, la
determinacion de muchos odorantes al nivel de los pg/L
es relativamente simple. La dificultad aparece cuando
los analitos de interés no pueden ser determinados facil-
mente utilizando una preconcentracion no selectiva. Esto
ocurre cuando los analitos son dificiles de extraer debi-
do a que son muy polares o no muy volatiles (o ambas
cosas), 0 cuando se encuentran en concentraciones
muy bajas. El nivel de concentracion al que el andlisis de
un compuesto volatil se convierte en dificil esta relacio-
nado con su polaridad y con la calidad de su espectro
de masas. Por ejemplo, el analisis de 2,4,6- tricloroanisol
a unos 20 ng/L no es un analisis muy dificil en la cerve-
za, porque la molécula es bastante apolar (facilmente
extractable, relativamente volatil) y tiene un espectro de
masas con abundantes iones de altas relaciones m/z.
Por el contrario, el analisis de furaneol a 1 ug/L es bas-
tante dificil porque se trata de un compuesto muy polar
(dificil de extraer, no muy volatil) y su espectro de masas
no tiene fragmentos especialmente notables. Para estos
analitos de alta dificultad, algunos de los cuales son
importantes aromas en la cerveza, se deben desarrollar
estrategias especificas para su determinacion:

¢ Aldehidos: El analisis directo de algunos carbonilos rele-
vantes como E- 2-nonenal, 2-metilpropanal o fenilacetalde-
hido, aunque puede llevarse a cabo, no es una técnica
muy conveniente por su alta inestabilidad. Se han pro-
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puesto diferentes alternativas, la mayor parte de ellas
basadas en la formacion de los derivados con pentafluoro-
benzil hidroxilamina (Figura 4) [24], pentafluorobenzil hidra-
zina [25], o 2,4 dinitrofenilhidrazina [26]. El empleo de los
dos primeros reactivos es preferido para cromatografia
gas, por permitir la determinacion de los analitos utilizando
la espectrometria de masas con lonizacion Quimica Nega-
tiva (NCI) que proporciona mucha mayor sensibilidad. Una
alternativa menos costosa es el empleo de detectores de
captura electrénica (ECD). La derivatizacion se debe com-
binar con otra técnica de concentracion como puede ser la
SBSE [27], la SPME [24, 28-30] o la SPE [31].

e Compuestos azufrados muy volatiles (p.ej. dimetil sulfuro
o etanotiol). Por su alta volatilidad este tipo de compues-
tos se determinan mejor analizando el espacio de cabeza
y suele ser una buena eleccion emplear detectores espe-
cificos de azufre (PFPD, SCD, AED). Aungue los métodos
propuestos en los afios 80 y 90 se basaban fundamental-
mente en la técnica de purga y trampa [32-36], en la
actualidad la técnica que parece mas adecuada es la
SPME realizada sobre el espacio de cabeza[37-40].

e Mercaptanos polifuncionales. Los mercaptanos polifun-
cionales se encuentran entre los odorantes mas potentes
conocidos en la naturaleza, y deben ser cuantificados a
niveles extremadamente bajos. Por ejemplo, se han
reportado niveles umbrales para el MBT de hasta 1 ng/L
[41]. Los métodos desarrollados para su determinacion
hacen uso de una separacion selectiva mediante la for-
macion de un aducto con p-hidroximercuribenzoato [42,
43]. La escasez de referencias de métodos de andlisis
en la literatura cientffica da fe, tanto de la dificultad de su
andalisis como de la poca importancia que el campo del
aroma de la cerveza ha dado a estos compuestos.
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Figura 4. Reaccion de derivatizacion de E-2-nonenal con penta-
fluorobenzil hidroxilamina.

5. Evaluando la importancia sensorial de los odorantes

La ultima etapa en la secuencia de elucidacion del
aroma es evaluar el papel que los compuestos identifi-
cados y cuantificados pueden desempenfar. La teoria
clasica de la Quimica del Aroma establecia que los com-

puestos quimicos influian en el aroma si su concentra-
-
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cion estaba por encima del valor umbral de percepcion
en la matriz (esto es, si su OAV>1). A dia de hoy, este
razonamiento esta superado porque se sabe de la exis-
tencia de diferentes efectos (aditivos, sinérgicos, anta-
gonicos) y por la misma naturaleza multivariante del
fendmeno de la percepcion organoléptica. La estrategia,
sin duda mas rigurosa, que se debe seguir es la cons-
truccion de modelos basados en los datos cuantitativos
obtenidos, y posteriormente someter estos modelos de
mezclas de odorantes al juicio de paneles de andlisis
sensorial. Es 1o que Hughes denomina percepcion holis-
tica del aroma [41].

En lo que se refiere al aroma de la cerveza, son muy
escasos los modelos propuestos para explicar como se
produce la percepcion de lo que se reconoce como el
sabor/aroma de la cerveza. Sin duda, existen compues-
tos quimicos individuales que explican defectos olfativos
simples (p.ej. el MBT causante del lightstruck), pero ape-
nas se conoce nada sobre como los odorantes interac-
cionan entre si y con la matriz. Por esta razén, son meri-
torios los trabajos realizados por Schieberle en la recons-
titucion completa de una cerveza [7] o Takoi modelando
la contribucién de los terpenoles del, lupulo al aroma
final [44].

6. Resumen y conclusiones

En este articulo se ha tratado de mostrar de forma sistema-
tica como la Quimica del Aroma aborda el problema de elu-
cidar el aroma de un producto, en este caso la cerveza. Al
mismo tiempo se ha intentado mostrar las contribuciones
cientificas no de manera exhaustiva, sino las mas intere-
santes segun el criterio de los autores. A la vista de lo
expuesto, no cabe duda que todavia queda mucho por
hacer en este campo, pero también es cierto que el aroma
de la cerveza, como objeto de estudio cientifico, sigue sien-
do ciertamente un desafio apasionante.
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