Levaduras y biotransformacion:

Utilizacion de una levadura hibrida natural para liberar el potencial de las
interacciones entre el lupulo v la levadura

por LALLEMAND BREWING

Las levaduras cerveceras son centrales metabdlicas que se han adaptado para producir una
amplia gama de metabolitos a partir de una gran variedad de sustratos. Muchos de estos
metabolitos contribuyen al perfil sensorial caracteristico de los estilos de cerveza histdricos y
modernos, en particular las IPA y otros estilos con altos indices de lupulado.

Estamos especialmente interesados en la capacidad de diferentes cepas de levadura para liberar
compuestos sensorialmente activos a partir de precursores sensorialmente inactivos presentes
en el mosto, en concreto terpenos y tioles polifuncionales, que pueden aportar aromas y sabores
florales, afrutados y tropicales a la cerveza terminada. Estos atributos sensoriales son clave en el
perfil de muchos estilos modernos de IPA.

é¢Qué son los terpenos?

Los terpenos son hidrocarburos de cadena insaturada de longitud variable que suelen
introducirse en el flujo de mosto o cerveza a través del lipulo. Estos también pueden sufrir
modificaciones para incorporar distintos grupos funcionales. Cominmente encontrados en la
fraccion de aceite esencial de las flores (contenido en el lipulo en las glandulas de lupulina, ver
Figura 1), los mas agradables de estos compuestos pueden tener perfiles sensoriales descritos
como florales, citricos y dulces (por ejemplo, geraniol, linalool, beta-citronelol, limoneno).
También hay terpenos que tienen caracteristicas mas polarizadas, como "lefioso", pino y resinoso
(por ejemplo, cariofileno, pineno y mirceno).
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Figura 1. Seccidn transversal de un lupulo.

Estos terpenos pueden estar presentes en forma "libre" o "ligada", esta ultima glicosilada (unida
a una molécula de azucar). Algunas cepas de levadura de cerveza pueden producir la enzima beta-
glucosidasa, que puede romper el enlace terpeno-azucar, liberando una molécula de azlcar para

gue la consuma la levadura, asi como una molécula de terpeno de gran actividad sensorial (ver
Figura 2 i Figura 3).
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Figura 2. Mecanismo enzimdtico de la beta-glucosidasa.
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Figura 3. Representacion de las multiples reacciones de biotransformacion (Takoi, 2017)

Las levaduras varian en la cantidad de enzima beta-glucosidasa que pueden crear y, por tanto, en
el potencial liberador de terpenos. Nos interesan estos compuestos debido a su baja
concentracién necesaria para la actividad sensorial. Por ejemplo, el umbral sensorial para el
geraniol es de 100-200 pg/L (Instituto Siebel) y se ha informado que es tan bajo como 6 pg/L; en
comparacion, el acetaldehido es de 10 000-20 000 pg/L. Esimportante destacar que los terpenos
también contribuyen a la intensidad general del lUpulo y a la capacidad de potenciar la percepcion
de otros atributos sensoriales positivos, como el "tropical" de los tioles?.

éQué son los tioles?

En términos quimicos, un tiol polifuncional (o simplemente tiol) es una molécula que contiene un
grupo -SH terminal. Lo mas probable es que los cerveceros ya estén familiarizados con al menos
un tiol, el 3-metil-2-buteno-1-tiol (3MBT), que es el responsable del sabor desagradable de las
cervezas ligeras.

Muchos tioles tienen olores extraordinariamente fuertes que van desde el ajo, el sudor y la
cebolla hasta las frutas tropicales, el vino y los citricos. Debido a sus impactantes aromas, a
menudo se utilizan como odorantes; por ejemplo, el olor del gas natural se afiade en forma del
tiol etanotiol. Los tioles tienen un umbral sensorial increiblemente bajo, en la regiéon de los
nanogramos por litro. La razén por la que se afiade etanotiol al gas es que podemos olerlo a
niveles cien millones de veces inferiores a los del etanol. No es de extraiar, pues, que si se crean



demasiados tioles libres se puedan obtener algunas caracteristicas mas indeseables, como frutas
vegetales, sudorosas, gomosas y demasiado maduras en la cerveza.

Al igual que los terpenos, los tioles pueden estar presentes en dos formas: libres (aromaticos) o
moléculas precursoras unidas (inodoras). Para los cerveceros, el reto fundamental es liberar el
tiol ligado a su forma libre. En la S. cerevisiae no modificada genéticamente, se cree que la enzima
B-liasa producida por el gen IRC7 puede escindir un pequeno porcentaje de los tioles unidos a la
cisteina, liberdndolos potencialmente para su liberacion en la cerveza (ver Figura 4). Los tioles
ligados al glutatién también pueden liberarse, pero normalmente con menor eficacia que los
aductos de Cys3. Sin embargo, dado que los tioles unidos al glutation suelen constituir una reserva
inicial mayor en la malta y el lGpulo, siguen siendo de gran interés.
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Figura 4. Mecanismo enzimatico de la b-liasa.

Optimizacion de los compuestos responsables de los aromas de la cerveza

En su forma mds simple, los cerveceros deberian seleccionar una cepa de levadura con un buen
potencial para liberar terpenos o tioles ligados y cargar el mosto con sus formas ligadas derivadas
del lupulo.

El lupulo puede introducirse mediante un uso intensivo en la produccidon de mosto o mediante
lupulizacién en seco temprana. El objetivo es que estos precursores estén disponibles para la
levadura en el momento o justo después del pico de recuento celular para la maxima liberacién
posible . La complicacion es que los terpenos y tioles liberados son volatiles, por lo que cuanto
antes se creen, mayor serd el potencial de depuracion por fermentacién activa. Tenga en cuenta
también que la beta-glucosidasa como enzima es reprimida por el azucar simple (glucosa) en el
mosto, por lo que un mosto con mayores cantidades de azucar simple puede ser menos eficaz en
la liberacién potencial de terpenos.

El siguiente diagrama de flujo ofrece una guia practica para maximizar la liberacidén de terpenos
y la expresion final en su cerveza. Ademas de la liberacion de terpenos ligados, también existen



pruebas de la creacidon de novo de terpenos en las fermentaciones, y de la conversion de
geraniol/linalool en beta-citronellol, que se percibe como un agradable citrico*>.

How to boost terpenes in your beer flowchart — ingredient selection

Step 1: Select hop varieties high  step 2: Select LalBrew Step 3: Select hop variety
Which terpene do you in bound terpene Premium strain for max high in free terpene for late
want to boost? (Whirlpool or early dry hop) freeing dry hopping
Geraniol Hops: Motueka, Amarillo,  BRY-97, Belle Saison, Votueka. Bravo, US
i, Chinook, Mosaic, Comet, New England, Voss otueka, Bravo,
. & Cascade, Mosaic,
Hallertau Blanc, Vic Kveik AB Vickers ) -
Secret, Polaris, Summit, ! Sorachi Ace, Citra
Aromazyme
Cascade
Hops: Amarillo, Glacier, BRY-97, Belle Saison, Motueka, Southern Cross,
Mt. Hood New England, Voss Amarillo, Mt Hood,
Kveik, AB Vickers Hallertauer Tradition, Sorachi
Aromazyme Ace, Coriander Seed
Step 1: Select hop varieties high ~ Step 2: Select LalBrew Step 3: Select hop variety
in free Geraniol Premium strain for max with free terpene for late
{coel whirlpoal or early dry hop) biotransformation dry hopping
B-Citroneliol Hops:
Created through Motueka, Bravo, US Motueka
biotransformation of Cascade, Mosaic, Pomona

jar I Sorachi Ace, Citra

La seleccidn de la levadura desempefiia un papel clave en la liberacién de tioles, y algunos estudios
cientificos recientes demuestran que la liberacién de tioles ligados por las cepas de levadura es
compleja y no se conoce del todo bien. Se descubrié que, en un mosto de 12°P elaborado con
malta Pilsner al 100 %y lupulizado en tetera con una cantidad moderada de Cascade (origen EUA),
diferentes levaduras liberaban diferentes cantidades y tipos de tioles ligados®.

Este estudio incluyd muchas cepas de levadura LalBrew Premium, y esta informaciéon se ha
incorporado al diagrama de flujo de seleccion de ingredientes que figura a continuacién. Este
diagrama puede utilizarse como herramienta para adaptar la seleccion de levadura y [dpulo con
el fin de lograr un perfil de tioles y unos resultados sensoriales especificos en la cerveza
terminada:



How to boost thiols in your beer flowchart — ingredient selection

Step 1: Select malts/hop varieties Step 2: Select LalBrew Step 3: Select hop
Which thiol do you want high in bound thiol Premium strain for max variety high in free thiol
to boost? (Whirlpaol or early Dry Hop) freeing for late dry hopping
FelB BT Diamond Apallo, Galaxy,
ops: Viotueka, saaz, Nottingham Simcoe, Citra,
Cascade, Citra, F h Mosaic
Hallertau Blanc armhouse
Hops: Hallertau Blanc o
. Nelson Sauvin, Ekuanot,
Nc\,,tt":’gh:m Hallertau Blanc, Mosaic
erdan
Hops: Nelson Sauvin, .
Aramis, Strisselspalt, \{oss Nn_elson Sauvin, Apol-lo,
Mandarina Bavaria, NO?tlngham Citra, Galaxy, Mosaic,
SirnEes Diamond Simcoe
Add high free 35H hops Farmhouse
9 at this stage-for- Nottingham None
~ transformation into

3SHA

Ahora que ya sabemos qué son los terpenos y los tioles, é qué combinaciones de ltpulo y levadura
deberia utilizar un cervecero en una cerveza? La tabla 1 resume algunos de los compuestos de
interés, en qué variedades de lUpulo pueden encontrarse en altas concentraciones y qué
levadura puede utilizarse para liberar su potencial. Junto con los diagramas de flujo anteriores,
puede utilizarse como herramienta para adaptar las recetas en funcién de su potencial de
biotransformacién.



Tabla 1

Thiols
3I5H Apollo, Galaxy, Hops: Motueka, Diamond, Nottingham, 6,7,8
Simcoe, Citra, Polaris, Amarillo, Farmhouse
Mosaic, Saaz, Citra,
Hallertau Blanc,
Barbe Rouge,
Cascade
Malt: Pilsner/lightly
kilned base malt
ISHA (yeast- None None Farmhouse, Nottingham 9
esterified 35H)
AMSP Melson Sauvin, Melson Sauvin, Voss, Nottingham, 10, 11
Apollo, Citra, Aramis, Diamond
Galaxy, Mosaic, Strisselspalt,
Simcoe Mandarina Bavaria,
Simcoe
ISAMP Melson Sauvin, Hallertau Blanc Voss, Nottingham, Verdant 12
Apollo, Ekuanot,
Hallertau Blanc,
Mosaic
Terpenes
Geraniol Motueka, Bravo, US  Motueka, Amarillo,  BRY-97, Belle Saison, New 13
Cascade, Mosaic, Chinook, Mosaic, England, Voss Kveik, AB
Sorachi Ace, Citra Comet, Hallertau Vickers Aromazyme
Blanc, Vic Secret,
Polaris, Summit
Linalool WMotueka, Southern Amarillo, Glacier, BRY-97, Belle Saison, New 13

Cross, Amarillo, Mt

Hood, Hallertauer

Tradition, Sorachi
Ace

Mt. Hood

Una Nueva Levadura Hibrida IPA - LalBrew® Pomona™

England, Voss Kveik, AB
Vickers Aromazyme

Con el objetivo de producir una levadura comercial Unica en forma seca activa con mayores
capacidades de biotransformacién, Lallemand se ha asociado con Escarpment Labs para lanzar
LalBrew® Pomona. Esta cepa de levadura hibrida ha sido creada mediante una combinacion de
técnicas de cria y evolucion adaptativa de laboratorio para poseer un alto potencial de



biotransformacion, resaltando las notas de fruta de hueso y citricos del lupulo. Algunas de las
principales caracteristicas de esta levadura, a continuacién:

e Levadura para estilos tipo IPA muy versatil con notas de melocotdn, citricos y frutas
tropicales

e Alto potencial de biotransformacidn resalta las notas de fruta de hueso y citricas del lupulo

e Haze-positivo para la formacidn de una turbidez estable

e Excelente eficacia en la fermentacion y tolerancia al alcohol

El equipo de microbidlogos de Escarpment Lab utilizd técnicas avanzadas de obtencién de
levaduras para cruzar una cepa muy aromatica con otra robusta y fiable.

A continuacion, utilizaron un proceso denominado Evolucién Adaptativa en Laboratorio para
desarrollar una cepa que utilizara las condiciones de fermentacion Unicas de las IPA, mejorando
especialmente la biotransformacidn, la turbidez y la tolerancia al alcohol. En el diagrama 1, a
continuacion, se presenta un resumen de este proceso:

Diagrama 1

Strain Design Step 1 - Parental Hybrid

2nParent1  2n Parent2 Parent 1 ’ sterling

e Developed using rare g| I e Scottish/British genetic
mating technique of :

s Loss o : background
éeasl' reecln?) ,,:;5;,; e Tetraploid
e Sterling x Cerberus | ke 4 e \Very efficient fermentation,

hybrid I }
e Sterling sporulated first > =
to make 2n spore clone

low aroma formation
Parent 2: Cerberus
e “Beer 2" genetic background

* Resulting hybrid Is | e STA1 positive (diastatic),
tetraploid m POE-
i ¢ Diploid
4n Hybrid

Rare mating Excellent aroma formation

Consideraciones sobre el proceso de fermentacion

El proceso de fermentacidn es otro aspecto clave que los cerveceros deben tener en cuenta. El
ajuste del proceso implica considerar qué forma de tioles aflade cada Idpulo y en qué punto del
proceso se utilizan mejor para su retencién y maximo impacto en la cerveza final. Véase la tabla
2 como referencia.



High Free

High Bound

LalBrew Premium strains
with potential for max
freeing

35H

3SHA (yeast-
esterified 35H)

4MSP

354MP

Apollo, Galaxy,
Simcoe, Citra,
Mosaic,

None

Melson Sauvin,
Apollo, Citra,
Galaxy, Mosaic,
Simcoe

Melson Sauvin,
Apollo, Ekuanot,
Hallertau Blanc,

Mosaic

Hops: Motueka,
Polaris, Amarillo,
Saaz, Citra,
Hallertau Blanc,
Barbe Rouge,
Cascade

Malt: Pilsner/lightly
kilned base malt

MNone

Melson Sauvin,
Aramis,
Strisselspalt,
Mandarina Bavaria,
Simcoe

Hallertau Blanc

Diamond, Nottingham, 6,7,8
Farmhouse
Farmhouse, Nottingham g
Voss, Nottingham, 10, 11
Diamond
Voss, Nottingham, Verdant 12

Geraniol

Linalool

Muotueka, Bravo, US
Cascade, Mosaic,
Sorachi Ace, Citra

Motueka, Southern

Cross, Amarillo, Mt
Hood, Hallertauer

Tradition, Sorachi

Ace

Motueka, Amarillo,
Chinook, Mosaic,
Comet, Hallertau
Blanc, Vic Secret,

Polaris, Summit

Amarillo, Glacier,
Mt. Hood

BRY-97, Belle Saison, New 13
England, Voss Kveik, AB
Vickers Aromazyme

BRY-97, Belle Saison, New 13
England, Voss Kveik, AB
Vickers Aromazyme

Por ultimo, dado que los compuestos tidlicos se liberan intracelularmente, se recomienda un
periodo de maduracién post-fermentativa con la levadura aun en contacto con la cerveza para



liberar los tioles libres de nuevo en la cerveza terminada (de 3 a 5 dias post-fermentacién a >4°
C parece ser lo éptimo>’). Los efectos de enmascaramiento de las cepas que producen caracter
fendlico (POF+) y la adsorcién de aceites de Iupulo en las células de levadura y su posterior
eliminacidn de la cerveza pueden causar cierta confusion. La parte fundamental de los tioles esta
unida al glutatién y no a la cisteina®. La dificultad para los cerveceros es que, aunque
tedricamente existe una reserva abundante de tioles, como ya se ha mencionado, es dificil
acceder a ellos o "liberarlos" debido a los pasos enzimaticos adicionales necesarios en la
conversioén del conjugado glutation-tiol en tioles libres.

Principales conclusiones:

1. Para maximizar la biotransformacién, considera un enfoque holistico:
a. La seleccion del lupulo y la levadura, asi como el momento, seran factores
clave.
2. Los terpenos libres ofrecen una fuerte columna vertebral aromatica para potenciar el
aroma general.
3. Los tioles son dificiles de liberar y cuantificar en la cerveza.
a. Gran parte de la investigacidon en tioles procede del vino, la investigacién en
cerveza/matriz del mosto cervecero estd en curso.
b. Muchos lupulos contienen tanto la forma libre como la forma ligada de los
tioles
i. La levadura, la seleccidn del lupulo y las consideraciones relativas al
proceso ayudaran a liberar los tioles ligados para obtener resultados
sensoriales.
4. Lla sensorialidad de los compuestos del Idpulo es muy compleja y se hace mas
interesante por la interacciéon entre terpenos, tioles, lactonas, ésteres y otros
compuestos de la cerveza.
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Diagramas 1, 2

Fuente: Escarpment Labs, utilizado con su permiso



