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Resumen

Las maltas caramelo son maltas especiales que ofrecen color, aroma y sabor a
las cervezas. La caracterizacion del producto malta caramelo elaborado en Malterias
Unidas S.A. mostré que la determinacion de su color es critica para la estandarizacion
de su produccién y se elaboré un modelo para su estimacion con un dispositivo RGB
Color Analyzer.

Los componentes activos del perfil organoléptico de las maltas caramelo son
atribuidos a la Reacciéon de Maillard, siendo 3-metilbutanal uno de los compuestos
volatiles mas importantes en el aroma caracteristico de maltas base y maltas
especiales. El desarrollo de 3-metilbutanal y otros compuestos volatiles no identificados
fue estudiado en mostos con 10% de malta caramelo de color promedio 135 EBC
evaluando maltas caramelo que presentaron niveles de desagregacion protéica y
amiolitica elevados y bajos, y regimenes de tostado de intensidades elevadas y bajas.
Para ello se utilizé cromatografia de gases (GC) con detector FID. El impacto de estos
parametros también se evalud en cervezas elaboradas con un 10% de malta caramelo
con ayuda de un panel sensorial seleccionado.

Los resultados mostraron que para maltas caramelo 120 EBC el nivel de dos
compuestos volatiles fue influenciado por la temperatura de curado y el tiempo total de
la duracién del proceso. Maltas caramelo que fueron elaboradas con regimenes mas
intensos (mayor temperatura en menor tiempo) presentaron menor cantidad de
componentes volatiles, en particular de 3-metilbutanal, lo que indic6 un consumo de
estos compuestos volatiles - componentes intermedios de la Reacciéon de Maillard -,
hacia la formacion de compuestos coloreados (melanoidinas). Por otro lado el nivel de
3-metilbutanal no fue influenciado por el grado de desagregacion de la malta verde
antes de ser convertida en malta caramelo. Por otro lado maltas con un menor nivel de
desagregaciéon mostraron concentraciones mayores de los volatiles que eluian a los
5,75 min, 12,33 min y 26,27 min en GC con columna GS-Q bajo el programa de
temperatura empleado. Estos compuestos no fueron identificados, sin embargo la
diferencia de concentraciones de estos volatiles no se manifesté en cervezas con 10%
de malta caramelo lo que implicaria que los componentes no son primordiales para el
perfil caracteristico de una cerveza con malta caramelo.

El nivel de desagregacion de la malta verde afectaria el perfil quimico de volatiles
de cervezas cuando se ocupa un 10% de malta caramelo 135 EBC pero no
necesariamente su perfil organoléptico. El impacto de 3-metilbutanal no se evalud
sensorialmente en cervezas, pero dados los reportes de su importancia en el aroma de
las maltas y productos a base de malta se proponen medidas para poder evaluar 3-
metilbutanal de forma sensorial y asi evaluar el impacto de la no estandarizacion de los
regimenes de tostado en maltas caramelo.



A F. Ortega C.

... que de seguro hubiera leido y escuchado, con gran interés, esto una y mil veces...
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1. Introduccion General

1.1.Malterias Unidas S.A.

Malterias Unidas S.A. (Maltexco) es una empresa cuyo rubro es la fabricacion de
cebada malteada. Elabora productos para la industria de alimentos y bebidas a partir
de este producto. La cebada malteada o malta es la materia prima base de la cerveza.
Es una fuente de almiddn, el cual se degrada a azucares reductores que son
fermentados por levaduras para producir etanol, obteniéndose una bebida con bajo a
moderado grado alcohdlico.

El presente desarrollo de tema de memoria se llevdé a cabo en la empresa Malterias
Unidas S.A., en su Departamento de Ingenieria y Desarrollo. EI departamento ha
impulsado el avance de productos de alta calidad mejorando los procesos internos de la
planta. Esto, en conjunto con una permanente actualizacion en el rubro, pretende abrir
nuevas oportunidades de negocio, por ejemplo, para extracto de cebada tostada y
extensores de cacao, productos derivados de la cebada y cebada malteada
respectivamente.

Malterias Unidas S.A. también ha impulsado el desarrollo de la microcerveceria y
cerveceria artesanal en Chile y la region latinoamericana participando y promoviendo
actividades como el Chilean Beer & Drink Experience (Andes Wines, 2011), Copa de
las Cervezas de América (Alma Cervecera, 2011) y la Cena Mensual de Cerveceros
(Baserga, 2012). Este sector industrial esta en crecimiento y es un nicho donde
conocimientos de la biotecnologia confluyen con los avances en tecnologias de secado
y trasferencia de calor, filtracion y procesos de separacién, fermentacion entre otros.

1.1.1. El mercado de las cervezas

El mercado de las cervezas se divide segun volumen de produccion en cerveceria
casera, microcerveceria, brewpub, Regional Craft Brewery, entre otros (Trivelli, 2010).
La elaboracién de cervezas ha tenido una creciente expansion. En Chile el consumo de
esta bebida aument6é un 36% en 5 afos llegando desde los 25,4 litros por persona el
2002 a 34,5 litros el 2007, subiendo a 39 litros por persona el afio 2011 (Todo Vinos,
2008; Alma Cerveza, 2011; Saavedra, 2007). A nivel mundial la produccion ha
mantenido un alza permanente siendo hoy alrededor de dos mil millones de hectolitros
(Apostol, 2009).

En Chile la principal malteria es Maltexco - Malterias Unidas S.A. la cual aporta
anualmente 100.000 toneladas de cebada malteada ademas de extracto de malta,
maltas especiales, harina de malta y otros derivados de la cebada, para el mercado
nacional e internacional. Dentro de su proceso de expansion hacia mercados externos,
Maltexco firmé el afio 2009 un acuerdo de distribucion exclusiva de maltas especiales
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en el mercado de Craft Brewers' con la empresa Brewers Supply Group, principal
proveedor de materias primas y accesorios para cerveceria en Estados Unidos (Trivelli,
2010). Para poder competir, la empresa necesita estandarizar sus productos y poder
aumentar su oferta en cantidad y variedad. Es por esto que es importante estudiar el
impacto de la malta en la calidad de la cerveza, en particular este trabajo se enfocé en
la malta de tipo caramelo y su impacto en la elaboracion de cervezas.

1.2.La malta

La malta corresponde a cebada parcialmente germinada detenida en su proceso por
deshidratacion. El proceso completo se denomina malteo. En Chile se obtiene a partir
de cebada de dos filas?. Los granos de malta poseen un contenido de humedad bajo (2
al 5 % p/p) y elevado poder diastasico (poder enzimatico otorgado principalmente por a-
y B-amilasa ademas de proteasas).

La malta es la principal fuente de almidon en el proceso cervecero, el cual es
hidrolizado enzimaticamente en la maceracion (etapa del proceso cervecero) y
fermentado por las levaduras produciendo etanol. Ademas es fuente de proteinas
involucradas en la estabilidad de la espuma de la cerveza, sabores y ciertos resultados
no deseados como la turbiedad (Hough, 1982). Existen 5 tipos de maltas denominadas
maltas base, estas son las Maltas Pilsen, Pale Ale, Vienna, Munich, y Belgian Munich,
diferenciadas principalmente por el rendimiento de azucares extraibles como resultado
de la degradacién del almidén y por su coloracion (Alvarez, 2011). Maltexco fabrica
malta Pilsen.

1.2.1. El almidén

El almidon es la reserva energética en los vegetales como el glucogeno es para los
animales. Estas moléculas son compuestas sélo por monémeros de glucosa y por tanto
son homopolimeros. La formula general del almidon es (CsH100s), ¥y se organiza de dos
maneras: como polisacarido lineal — amilosa — representa el 20% del almidén; y como
polisacarido ramificado — amilopectina — representa el 80% del almidon (Carey, 2010;
Hough, 1982, Briggs, 1998). La Figura 1 representa esquematicamente esta
organizacion.

El mondmero de glucosa corresponde a una aldosa de 6 carbonos (aldohexosa). Posee
dos grupos funcionales, un grupo carboxilo y un grupo carbonilo, que son capaces de

! Mercado conformado por el segmento Microbrewery (produccién menor a 15 mil barriles), Brewpub (cervecerias-
restaurant) y Regional Craft Brewery (produccién entre 15 mil y 2 millones de barriles) (Trivelli, 2010)
? Una cebada de dos filas o carreras posee dos hileras de granos, uno a cada lado de un tallo central o axis y que en
conjunto con filamentos que brotan de él forman la espiga de la cebada. También las hay de 6 filas (Hough, 1982).
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reaccionar entre si y producir una ciclacion denominada piranosa (Carey, 2010). Esta
forma es energéticamente mas estable y es como comunmente se encuentra en la
naturaleza (D-(+)-glucosa o dextrosa), una figura del proceso puede verse en el anexo
A. Cuando forma parte del almidén, en su forma de amilosa, cada mondémero de
glucosa esta unido al siguiente por un enlace glucosidico a(1-4) haciendo que el grupo
reductor ubicado en la posicion 1 pierda su funcionalidad por ser parte del enlace. Asi
una larga cadena de monodmeros de glucosa tiene el mismo poder reductor que un solo
monomero de glucosa. Este poder reductor fundamente el nombre de “azucares
reductores” a los polimeros producto de la hidrolizacién del almidén. En la amilopectina
las ramificaciones presentes se deben a un enlace a(1-6) entre los monomeros. El
prefijo ay B indican las esteroquimica del enlace. El resto de la cadena de amilopectina
conservan los enlaces a(1-4) igual que en la amilosa como se observa en la Figura 2
(Carey, 2010; Hough, 1982).

Glicégeno

Figura 1 — Organizacion de mondmeros de glucosa en homopolimeros de amilosa, amilopectina y glucégeno. La amilosa y
amilopectina conforman en conjunto el almidén.
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Figura 2 — (a) Estructura ciclica de la glucosa indicando la numeracion de los carbonos. (b) Representacién de los enlaces
glucosidicos a(1-4) y a (1-6) encontrados en la estructura del almidon.

La hidrdlisis de almidon realizada durante la maceracion produce una serie de
oligosacaridos de distinto peso molecular. Esta degradacion se debe a actividad
enzimatica del propio grano de malta en donde las enzimas tienen como sustrato un
enlace especifico de la cadena de glucosa, las mas importantes son la a y B-amilasa.
Endo y exoenzimas enzimas hidrolizan sélo enlaces en una cadena lineal mientras que
otras permiten hidrolizar las ramificaciones. La maltosa es un producto de esta hidrdlisis
y corresponde a un dimero de la glucosa. Su nombre se deriva precisamente de la



malta ya que es el azucar reductor mas abundante al ser hidrolizada esta por actividad
de la a y B-amilasa (Briggs, 1998). Posee un sabor dulce, aunque menor poder
endulzante que la sacarosa, ya que esta ultima es un dimero de glucosa-fructosa,
siendo la fructosa mas dulce que la glucosa (Carey, 2010).

1.2.2. Estructura del grano de cebada

El almidon y otras estructuras forman parte del grano de cebada. El conocimiento los
cambios de su estructura se ocupa como indicador de los procesos bioldgicos internos
que vive el grano, procesos que se controlan en el malteo y que determinan su calidad
como producto cevecero.

El grano de cebada es elongado y conico en sus extremos como se muestra en la
Figura 3. La cascara es rota o truncada en el punto donde antes estaba adosado al
resto de la espiga cuando aun no era cosechado (extremo proximal). Por debajo de la
cascara (constituida por la lemma y palea) existe una variedad de estructuras que
envuelven al grano. Del exterior al interior existe el pericarpio, testa, aleurona, region
subaleurona, y region central, estas dos ultimas forman el endospermo amilaceo el cual
contiene al almidon, de interés para el proceso cervecero. La testa delimita el interior
del exterior, posee polifenoles (proantocianidas) o comunmente llamados taninos los
cuales son indeseados en la cerveza pues producen turbiedades. La testa restringe la
transferencia de sustancias solubles como aminoacidos, azucares, sales y proteinas
para todo el grano excepto para el embrion, el cual esta separado de las reservas de
nutrientes por un epitelio (epitelio escutelo). Existen varias estructuras que en conjunto
conforman el embrion (ver Figura 3), estas estructuras forman el eje del embrion que
aparece como un apice cuando la germinacion comienza (Briggs, Boulton, Brookes y
Stevens, 2004; Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion, 2005; De Francesco,
Gonzalez, 2000; Hough, 1982).

Regién sub-aleurona

Lema o glumilla dorsal Aleurona

Lado dorsal

Extremo distal

Micropilo

S—
Palea o / Lado ventral

glumilla ventral

Pericarpio

Raquilla Epitelio escular

Endospermo amilaceo

Figura 3 — Seccion longitudinal de un grano de cebada. Se muestran las capas del grano y estructuras que forman al embrién,
las cuales sufren transformaciones durante el proceso de malteo. Modificado de Briggs et al., 2004 y Hough 1982.

4



Con excepcion del embrion, todas las estructuras del grano estan muertas (Briggs et al.,
2004) y las que estan al exterior de la testa, infectadas por poblaciones de
microorganismos, los que aportan también con actividad enzimatica para la
degradacion del almidon en la maceracion para la elaboracion de la cerveza. La mayor
parte del endospermo corresponde a células de pared delgada empacadas con
granulos de almidon en una matriz protéica. Existen granulos de almidén grandes (20
um £ 3,9), medianos (7,5 ym £ 2,9) y pequefos (2,3 um = 0,7), esta diferencia de
tamano y la cantidad de cada uno de ellos impacta en la facilidad para la hidrdlisis y el
aprovechamiento de la extraccion del almidon. Estos granulos poseen regiones
cristalinas y amorfas donde aparentemente la amilosa se halla en el centro, siendo el
resto amilopectinas (Hammond, van Waesberghe y Wheeler, 2007). Las paredes de las
células del endospermo poseen gran cantidad de carbohidratos como B-glucanos® y
hemicelulosa. La aleurona, que se encuentra en la periferia del endospermo
corresponde a una capa de células ricas en proteinas y exentas de almidon la cual
posee el grosor de 3 células delgadas®. Estas células poseen reservas de lipidos y
proteinas ademas de sus organelos funcionales. Tanto la aleurona y como el escutelo
secretan enzimas hidroliticas que degradan el endospermo produciendo azucares y
aminoacidos para sostener el crecimiento de la planta que se desarrollara del grano.
Ademas durante el crecimiento el embrion libera giberelina, una fitohormona que
estimula la sintesis de enzimas en la capa de la aleurona lo que acelera la degradacion
de las reservas nutritivas. Asi, las enzimas atacan al endospermo desde el extremo
proximal al distal de forma progresiva (Briggs et al., 2004; Hough 1982).

1.2.3. Gelatinizacion y licuefaccion

Los procesos de gelatinizacion y licuefaccion tienen influencia tanto en la maceracion,
para facilitar la accion enzimatica, como en el proceso de elaboracion de una malta
especial llamada malta caramelo. Cuando los granulos de almidén son sumergidos en
agua y elevada su temperatura de forma incremental, se alcanza un punto en que las
estructuras de la matriz protéica que los envuelven, y la estructura del granulo,
empiezan a perderse. El grano de cebada completo empieza a inflamarse de forma
irreversible. Se dice que la estructura ha gelatinizado cuando este fenbmeno ha
comenzado. En primer lugar los enlaces débiles entre las moléculas de almidon de las
regiones amorfas del granulo son interrumpidas y este empieza a hidratarse por el
ingreso de moléculas de agua entre las cadenas de amilopectina y amilasa. La
viscosidad se incrementa al maximo. La temperatura de gelatinizacion dependera del
tamano del granulo (pequeio, mediano, grande) el cual puede variar dependiendo del

* Polisacaridos de celulosa con enlace glicosidico B(1-3/1-4/1-6) en distintas posiciones del anillo de glucosa,
formando ramificaciones no necesariamente correspondientes a la del almidén.
* Estas células son basicamente paredes celulares presionadas entre si (Briggs et al., 2004)
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grado de germinacion de la malta y de su variedad. La temperatura de gelatinizacion
suele estar entre los 60 y 66°C para granulos medianos y grandes, mayor a 70°C para
los pequefios (Hammond et al., 2007). Esta disposicion abierta de las estructuras del
endospermo hace que las cadenas de polisacraridos y polipéptidos sean mas
vulnerables a la accion enzimatica (a- y B-amilasa ademas de proteasas), con ello se
hidroliza el interior de las cadenas de amilosa y amilopectina, las estructuras protéicas
se debilitan y la viscosidad disminuye. Se dice que el almidén ha licuado. Esta
licuefaccion permite la solubilizacion de azucares fermentables, dextrinas vy
aminoacidos, cruciales para el posterior proceso de fermentacion.

1.3.Proceso de elaboracion de malta (malteo)

El diagrama de la figura 4 muestra la secuencia de cada uno de las operaciones que se
llevan a cabo para producir malta, desde la recepcion y almacenamiento de la cebadas
hasta el almacenamiento y transporte del producto terminado. Las etapas donde la
materia prima sufre algun proceso de transformacion son Remojo, Germinacion y
Secado. Para detalles de cada etapa ver anexo B.

Recepciony Almacenamiento
Almacenamiento y Transporte

L/_’} ./

Figura 4 — Diagrama de bloques del proceso de elaboracién de malta denominado malteo. La materia prima, cebada, y el
producto terminado, malta, se someten a condiciones especiales de guarda mientras que las etapas de transformacién
corresponden a Remojo, Germinacién y Secado.

v
v

Durante la recepcion al llegar a las plantas de malteo, la cebada se somete a analisis
de viabilidad o capacidad germinativa, nitrogeno total, proteina total, friabilidad (medida
basada en la dureza del grano), tamafno, densidad aparente, humedad entre otros. El
parametro critico en esta etapa es el contenido de proteina total el cual es un
discriminante de la cebada apta para ser malteada (contenido proteico entre el 9y 13%)
de la que no. El bajo contenido protéico la hacen comparativamente idonea para la
produccion de cervezas respecto a otros cereales. A menor contenido de proteina
mayor es el de almidon y puede extenderse también a una menor presencia de
cascarilla (Hough, 1982; Sanchez, 2011), se potencia por tanto la extraccion de
azucares reductores mientras se disminuyen las proteinas que son causantes de
turbiedad e inestabilidad de las cervezas.

Durante el remojo el grano de cebada es rehidratado para activar al embrion. Comienza

la respiracidon celular y con ello el grano se prepara para la germinacion. La operacion

se realiza en grandes tinas, en Maltexco de 60 m?, obteniendo una humedad final del 42

a 45% (Hough, 1982). En la etapa de germinacion se controla la humedad y la

temperatura del grano de manera de mantener homogéneo el desarrollo de la cebada.
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La humedad se mantiene en 40% aproximadamente mientras que la temperatura en
15°C homogenizando reiterativamente lechos poco profundos donde se dispersa el
material (Hough,1982; Briggs, 1998). En esta etapa el grano comienza la degradacion
de sus reservas nutritivas sintetizando enzimas en la capa de la aleurona las cuales
hidrolizan el almidon y las paredes celulares del endospermo (Vriesekoop, Rathband,
MacKinlay y Bryce, 2010). El conjunto de estas reacciones bioquimicas se denominan
desagregaciones. En el secado el objetivo es detener la desagregacion y conservar la
actividad enzimatica del grano. Maltas con alto poder diastasico son producidas a bajas
temperaturas y tiempos prolongados de secado, viceversa para maltas mas oscuras
pero menor poder enzimatico (Hough, 1982; Vandecan, Saison, Schouppe, Delvaux F.
y Delvaux F.R., 2010). En Maltexco esto se realiza en hornos donde se sopla aire
caliente a temperaturas maximas de 80°C.

1.4.Maltas especiales

Las maltas especiales tienen baja o nula actividad enzimatica. Aportan colores, sabores
y aromas que la malta base no puede entregar. No son una fuente potencial para
extraer azucares reductores como lo es la malta base. Se ocupan en baja proporcion,
usualmente entre un 5y 10% del peso total de malta a utilizar para producir cerveza. El
color y la espuma son las primeras contribuciones que se notan en cervezas con maltas
especiales, seguidas por el aroma, estos factores contribuyen al sabor y la sensacion
en boca definen cada estilo de la cerveza (Gruber, 2001).

Las maltas caramelo y maltas tostadas son dos tipos de maltas especiales, diferentes
por su proceso de produccion. Son obtenidas con regimenes distintos de temperatura y
tiempo en equipos secadores de tambor rotatorio llamados tostadoras. Una malta
tostada se produce por la adicién de una etapa de tostado de la malta Pilsen elaborada
segun el esquema de la Figura 4, una malta caramelo en cambio, es una modificacion
de la etapa final de secado de la cebada germinada, tomandola directamente de los
lechos de germinacion (malta verde) y llevandola a la tostadora. Estas tostadoras
alcanzan temperaturas mas altas que el horno de secado de malta Pilsen, con ello se
produce un caramelizado del almidén y luego un oscurecimiento por tostacién. Un
esquema de este proceso puede verse en la Figura 5.



Horno de Tostador
secado

—> >4/

‘ Malta

v

TOSTADO Tostada

CARAMELIZADO Y Malta
TOSTADO Caramelo

Figura 5 — Diagrama de bloques de la elaboracién de malta base y maltas especiales.

Existe una amplia gama de maltas caramelo, diferenciadas principalmente por el color.
Las hay desde rojas palidas hasta pardos muy oscuros, practicamente negras. El
oscurecimiento también va acomparnado por cambios en su perfil organoléptico. Maltas
caramelo de colores cercanos al rojo palido poseen un sabor predominantemente dulce
(debido a la caramelizacién de los azucares provenientes del almidon), mientras que
maltas caramelo de colores de rangos oscuros (cercanas al pardo o negro) son mas
amargas. Analisis de color, medido en unidades EBC (European Brewery Convention),
y nivel de extracto son realizados para determinar el aporte en color y cuerpo a las
cervezas que las utilizan. También mejoran la estabilidad de los sabores en la cerveza
debido a la presencia de compuestos antioxidantes (Woffende, Ames y Chandra, 2001).

1.5.La cerveza

La cerveza es una bebida alcohdlica hecha con granos germinados de cebada (malta) y
otros cereales fermentados en agua con la adicién previa de lupulo. Esta combinacion
de materias primas se deriva de la denominada Ley de Pureza, declarada en Baviera
en 1516, pero su historia se remonta a mas de 5000 afios (Hough, 1982; Ibafiez 2011;
Azxoytia, 2010). Actualmente existen 3 tipos generales de cervezas diferenciadas por
las levaduras que se utilizan (Alvarez, 2011):

Cervezas tipo Ale: Asociadas a la tradicidn Inglesa y Belga, fermentadas con levaduras
que ascienden a la superficie durante el proceso de fermentacion (levaduras
denominadas “altas”, Saccharomyces cerevisiae), de sabor frutal pero con gran
amplitud de otros sabores.

Cervezas tipo Lager: Asociadas a la tradicion Alemana y del norte de Europa,
posteriormente expandidas a Estados Unidos. Fermentadas con levaduras que se
hunden en el proceso (levaduras denominadas “bajas”, Saccharomyces carlsbergensis)

y de sabores mas bien neutros y refrescantes.
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También existe las cervezas tipo Lambic, que se fermentan con levaduras “salvajes”, es
decir, mediante una fermentacion natural sin cepas especificas. Entre ales y lagers hoy
existen mas de 90 estilos distintos, caracterizados uno a uno por el Programa de
Certificacion de Juez Cervecero (Beer Judge Certification Program, BJCP). Uno de los
factores que permiten la gran gama de estilos es justamente la existencia de una gran
variedad de maltas bases y también de maltas especiales, estas ultimas responsables
del color y sabores caracteristicos de muchos estilos.

1.6.Proceso de elaboracion de cervezas

La elaboracion de cervezas cuenta con 6 etapas principales representadas en el
diagrama de bloques de la Figura 6. Para una descripcion de cada etapa ver anexo C.

MOLIENDA MACERACION FILTRADO

\ 4

Levadura

FERMENTACION MADURACION Cerveza

Figura 6 — Diagrama de bloques de un proceso cervecero. Se representan en amarillo las materias primas y en café las
operaciones unitaras y el producto final. Adaptado de Hough (1982).

Las materias primas son las mencionadas con anterioridad (malta, agua, lupulo,
levadura) y se agregan en momentos distintos del proceso. Este empieza con la
molienda y la rehidratacion del grano de malta reactivando las enzimas presentes las
que empiezan a degradar el almidén y estructuras protéicas que no habian sido
afectadas con anterioridad en la germinacidon. La molienda previa es para disminuir el
tamano de particula y favorecer la extraccion de los compuestos solubles. La etapa de
maceracion consiste justamente en dar las condiciones apropiadas (pH, temperatura y
cofactores principalmente) para favorecer una determinada accidn enzimatica por un
tiempo especifico. Las principales enzimas, que permanecen activas luego de la
deshidratacion de la malta, y que por tanto participan del proceso de sacarificacion son
la a-amilasa, la B-amilasa, la glucosamilasa, la dextrinasa limite y la invertasa
(Vriesekoop et al., 2010). Ademas también existe presencia de celulasas,
hemicelulasas, y enzimas proteoliticas (Hammond et al., 2007). A partir del almidén se
obtienen azucares fermentables y dextrinas (azucares que, por su tamafio, no son
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fermentables). También se obtienen aminoacidos que favoreceran el crecimiento celular
de las levaduras al inicio de la fermentacién. La Tabla 1 muestra las enzimas que
actuan, sus sustratos, productos y condiciones optimas.

La gelatinizacion y licuefaccion del almidon favorecen la accidn enzimatica sobre las
cadenas de almidon. También existe liberacion de polipéptidos presolubilizados vy
aminoacidos ademas de la liberacion e hidrélisis de (-glucanos, pentosanos y otras
moléculas de pared celular del grano. La diferencia de temperaturas éptimas entre las
distintas enzimas permite el uso de perfiles de temperatura versus tiempo para
favorecer determinada accion enzimatica, protedlisis o sacarificacion.

Del macerado se obtiene un mosto liquido con alto porcentaje de sustancias solubles y
sélidos correspondientes a los granos agotados. Una composicion tipica del mosto
dulce, luego de la filtracion para separar los solidos (granos agotados), puede
observarse en la Tabla 2.

Tabla 1 - Enzimas activas en la maceracion para el proceso de sacarificacion. La temperatura del proceso de maceracion se
determina para favorecer la accién enzimatica. Fuentes: (a) Alvarez, 2011; (b) Hough, 1982; (c) Vriesekoop et al., 2010; (d)

Rico, 1990; (e) MacGregor et al., 1994; (f) Basanta, 2009.

, Temperatura H
Enzima Reaccion Sustrato Productos , .p p .
Optima Optimo
Endohidrdlisis enlaces . Glucosa, 65-75°CS; b
. . Amilosa, orb 5,57;
a-amilasa | glicosidicos a(1,4) de . . maltosa, 70°C>;
. . ) amilopectina . | a 5,6-5,8
amilopectina y amilasa dextrinas 71-75°C
Exohidrdlisis penultimo Dextrinas
. enlace glicosidico a(1,4) de . ’ 60-65°C5; 5,2°
B-amilasa . . . amilosa, Maltosa b
amilopectina y amilasa por . . 60°C 4,7-5
amilopectina
extremo no reductor
Exohidrélisis enlace Maltosa,
Gluco- licosidico terminal a(1,4 dextrinas, 4,0-
: & ) ) ( ) ) Glucosa 35-40°C° d
amilasa de amilopectina y amilasa amilosa, 5,0
extremo no reductor amilopectina
Hidrdlisis de enlaces
Dextrinasa licosidicos B(1,6) (lugar de . . Dextrinas, 5,5-
e glicosIdic B(1,6) (lug Amilopectina 55-60°C* .
limite ramificaciones en maltosa 6,6
amilopectina)
s Glucosa
Invertasa Hidrodlisis de sacarosa Sacarosa y 33-35°C° 5,5f
Fructosa
B-glucanos
Glucanasas | Degradacién de B-glucanos B-glucanos de menor 35-45°C* 45
g g g peso 5,0f
molecular
Polipéptidos
, , . menores, . 4,8-
Proteasas | Degradacion de proteinas Polipéptidos ) . L. 45-55°C* b
oligopéptidos 5,5
y aa.
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Tabla 2— Composicidn porcentual de carbohidratos (CHO) y aminoacidos (Ad) de un mosto tipico obtenido mediante un
método de infusion simple. Modificado de Briggs, 1998; Stewart, 2009 y Coghe et al., 2005.

CHO [%] Ad [%] Ad [%] Ad [%] Aa [%]
Glucosa 10-15 Pro 22,6 Gln 5,9 Asn 3,5 Trp 2,7
Fructosa 1-2 Leu 7,8 Ala 5,7 Asp 3,3 His 2,7
Sacarosa 1-5 Arg 7 Tyr 4,9 Ser 2,9 Gly 1,8
Maltosa 45-60 Phe 6,8 Lys 4,3 Glu 2,9 Met 1,4
Maltotriosa 15-20 Val 6,8 lle 4,1 Thr 2,9

Dextrinas 20-30

La maltosa es el carbohidrato con mayor concentracion mientras que la prolina el
aminoacido con mayor presencia. Estos pueden ser parte de Reaccion de Maillard, la
cual se vera mas adelante.

Luego, durante la coccion se produce la concentracion, esterilizacion y precipitacion de
proteinas por denaturacion térmica; formacion de color debido la caramelizacion de
azucares y reaccion de Maillard (Buera, Chirife, Resnik y Wetzler,1987); y formacion de
compuestos que confieren sabor y aromas en el mosto. En el hervor se adiciona lupulo,
una flor perteneciente a la familia de las cannabixaceas, que entrega los sabores
amargos tipicos de la cerveza y componentes antioxidantes (Alvarez, 2011; Hough,
1982; Alvarez, 2007; Palmer, 1999). Se produce la clarificacion del mosto por la
formacion del trub, turbiedades precipitadas las cuales pueden ser separadas.

En la fermentacion los azucares presentes en el mosto hervido son metabolizados por
las levaduras para producir etanol y la consecuente liberacion de dioxido de carbono.
Los aminoacidos y compuestos nitrogenados son consumidos como nutrientes en el
crecimiento celular. En el mosto también estan presentes iones zinc (provenientes del
agua utilizada y su pretratamiento), los cuales actuan como cofactores en las rutas
metabdlicas de las levaduras. La temperatura de fermentacidon se mantiene en 20°C
aproximadamente para levaduras Ale (Saccharomyces cerevisae) y 15°C
aproximadamente para las tipo Lager (Saccharomyces carlsbergensis) (Alvarez, 2011;
Daniels, 1996; Hough, 1982, Palmer, 1999). Se obtiene un producto levemente
acidificado con pH aproximado de 4,5.

La maduracién se produce una precipitacion de sustancias no deseables como
proteinas y polifenoles, también se produce la gasificacion que cerveceria artesanal se
logra con la adicion de glucosa al recipiente final de la cerveza, produciendo una
segunda fermentacion y reteniendo el dioxido de carbono producido, el que se diluye
gasificando la bebida.
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2. Antecedentes

2.1.Elaboracion de malta caramelo en Malterias Unidas S.A.

El proceso general de elaboracion de maltas caramelo consiste en mantener a alta
temperatura la humedad del grano, produciendo una licuefaccion del contenido del
endospermo, obteniendo un liquido azucarado. Esta etapa se denomina
caramelizacion. Luego el producto es secado y el liquido solidificado en la etapa de
tostado. El endospermo queda convertido en una masa semicristalina rica en azucar y
de agradable sabor (Briggs, 1998). Para alcanzar distintos niveles de color el grano se
somete a etapas de tostado donde azucares reductores y grupos aminos reaccionan
para producir melanoidinas, compuestos pardos de alto peso molecular, en la Reaccion
de Maillard.

En Maltexco las maltas caramelo se venden por rango de color, siendo esta
caracteristica la unica que diferencia a un producto de otro en la linea de maltas
caramelo. Su proceso de produccion se lleva a cabo en dos equipos Leopad
originalmente disefiados para el tostado de café. Estas maquinas estan compuestas
principalmente por un tambor rotatorio en su cuerpo interno. La temperatura interna del
tambor es elevada con aire caliente proveniente de una turbina a gas. El tambor cuenta
con un extractor para separar raicillas y cascaras secas que se desprenden durante el
proceso. Existen valvulas que regulan el flujo de aire circulante, pudiendo tener un ciclo
cerrado de aire o diferentes porcentajes de purga junto con el ingreso de aire fresco.
Durante el proceso se controla la temperatura en puntos criticos, el tiempo de proceso y
los flujos de aire. Cuentan también con un enfriador para cuando el grano esta seco.
Figura 7 muestra una imagen de la interfaz de control de los equipos representando un
perfil del equipo.

F1- Auto F2-Semi | F3-Manual Descarga Chimenea | 22/12/2011 00:58:27
105.2 °C
Abertura Gas
550.0 °C 0%
T. CARAM.
0s| 0.0min /
F4- Iniciar F5-Ultimo Tosteo 0.0s| 0.0 min
39 %
CURNVA LOGOUT JT.TOST. .
1189 s| 19.8 min RAA BAR
IS IARID: 4500.0 s| 75.0 min 52 %

AGUA

0.0L A
90.0 L u 0%
A

Entrada Cilindro RAF
399.1 °C 420.0 °C
TG
S
250 [ Cilindro ..:.f{?i’;,;.f?igg Abeiluia Gas
=1"ao a . 335, 202
- 1122°C} 929°C Q Y
Esfriador Producto Salida Fogon_ I
_Z75C L AIE 726.0 °C
Salida Aire Esfriador 430.0 *'C
26.7 °C i e
== g Y

F11-Menu| PRODUCTO | CARGAR/DESCARGAR | GRAFICOS | RELATORIO | F3-Programacion| F10-Farmulss
| IMALTA CAFE | cURVA1 | 202min| PASSO9 | Auto

Figura 7 - Perfil longitudinal de un equipo de tostacién para malta caramelo y malta tostada utilizado en Malterias Unidas
S.A. Se muestra la interfaz del software de control de proceso.
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El inicio del proceso se da automaticamente cuando la temperatura interior del cilindro
alcanza los 180°C descargando el contenido de malta verde (900 kilos
aproximadamente con un 45% de humedad) al interior del tambor rotatorio. Durante la
primera etapa, la caramelizacion, el aire circulante se mantiene en un ciclo cerrado. La
turbina, o fogdn, indicado como una llama en la Figura 7, calienta el aire que luego
envuelve la capa exterior del cilindro que contiene los granos. Este tambor se mantiene
sellado calentando los granos sin que pierdan su humedad mientras ellos aumentan su
temperatura. La temperatura se mantiene en 80 grados aproximadamente durante 30
minutos. Con esto se produce una gelatinizacion del almidon debido a la entrada de
moléculas de agua a la red molecular del mismo, licuandolo promovido por la accién
enzimatica. Luego, el tambor se abre con lo que se extrae la humedad del grano. Existe
una purga de aire caliente el cual arrastra el vapor de agua, eliminandolo del sistema,
mientras se hace el ingreso de aire fresco a la seccion del fogon para calentarlo y luego
secar los granos. Esta etapa se conoce como tostado y consta de 3 fases caracterizada
cada una por tasas distintas de incremento de temperatura. En general las tasas son
crecientes para eliminar el agua remanente Asi el proceso de elaboracion de malta
caramelo tiene como parametros criticos el tiempo y temperatura de caramelizado vy,
para cada fase de tostado la temperatura inicial, temperatura final y duracion de esa
fase. Esta ultima etapa también se conoce como curado (Briggs, 1998).

Al finalizar el proceso se vierte agua sobre el tambor para enfriar su interior y se
traspasa su contenido al equipo enfriador. Este dispersa el grano sobre una superficie
amplia y, mediante ventiladores, disminuye la temperatura del grano seco bajo
permanente agitacion con paletas. Se producen alrededor de 500 kg de grano seco (5%
de humedad, aunque es cada vez menor a medida que aumenta el color) que son
depositados en contenedores de madera intermedios de 4000 kilos de capacidad cada
uno, en total existen 8. Luego la carga pasa a un tamizador para separar las impurezas
como raicillas aglomeradas tal que se pueda envasar el producto terminado.

2.2.Medicion de color en maltas caramelo.
2.2.1. Unidades de color en malta

Para la medicion de color en maltas y cervezas existen tres unidades: escala Lovibond
[°L], escala SMR y escala EBC. La escala Lovibond es una de las primeras medidas
utilizadas, elaborada por Joseph Lovibond en 1860 (Alvarez, 2011), actualmente se
utiliza en buena parte de Europa y Estados Unidos y es comun su encuentro en recetas
cerveceras provenientes de esos lugares. Es un método visual donde se compara, a
través de un cristal y contra una luz controlada, el color de un liquido (que puede ser
mosto o cerveza) con el color de un filtro (placa traslucida de color definido). Si bien es
un meétodo estandar, su realizacion se debe hacer por varias personas por vez y
acarrea errores que terminan por generar resultados con alta variabilidad (método
4.1.4.2.8.1 MEBAK). Un meétodo mas estandarizado es el Método de Referencia
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Estandar o SMR por sus siglas en inglés. Este método usa la espectrofotometria como
base de su medicidn y sus unidades (grados SMR) son lineales con los grados
Lovibond con un factor de 1 (Alvarez 2011; Daniels, 1996).

La escala EBC (European Brewing Convention) es el método con el que se informa el
color de los productos elaborados por Malterias Unidas S.A. y que esta ampliamente
aceptado como una forma de facilitar la creacion y transferencia de conocimiento en el
sector cervecero de Europa (EBC, 2011). El objeto a medir es un mosto. El método se
basa en la medicion de la extincién o absorbancia en espectrofotometro a una longitud
de onda 430 nm y la multiplicacion por 25 (método 4.1.4.2.8.2 MEBAK). Para maltas
base su rango de medicion es entre 3,6 y 25,3 unidades de EBC. Para maltas mas
oscuras el mosto se debe diluir y llegar a ese rango para luego multiplicar por el factor
de dilucion. Esto implica un problema para colores en maltas especiales de colores muy
oscuros, como las maltas tostadas, ya que se ha reportado que el decremento de color
no es lineal con la dilucion (Daniels, 1996). Para las maltas caramelo, en general, se
puede hacer la medicion sin diluir hasta los 130 EBC (método 4.2.3 MEBAK). Se mide
la absorbancia del mosto congreso de malta caramelo en una cubeta de 25 mm, se
calcula el color EBC y luego se multiplica por 2 (y por el factor de dilucién F en caso de
ser necesario), finalmente se resta el color de la malta pilsen que fue usada en el mosto
congreso. La Ecuacion 1 muestra el calculo.

Ecuacion 1

Color Malta Caramelo [EBC] = (ABS439 nm * 252+ F) — (Color Malta Base [EBC])

De acuerdo a este resultado las maltas caramelo se pueden clasificar segun la Tabla 3
(método 4.2.3 MEBAK).

Tabla 3 — Valores normales para el color de malta caramelo por tipo de malta caramelo (método 4.2.3 MEBAK)

Tipo de malta caramelo | Unidades EBC
Carapils 4a7

Carahell 50a70
Caramiinich 100a 130

En el laboratorio de calidad de Malterias Unidas se utiliza siempre un factor de dilucion
de 10 para maltas caramelo y los colores de los productos medidos van desde 35 a
mas de 650 EBC.

2.2.2. Problemas en la medicion de color en maltas caramelo

El uso de métodos espectrofotométricos para medir el color en maltas se basa en la
elaboracion del mosto. Para maltas especiales la metodologia estandar es la de la
elaboracion del Mosto Congreso, esta consiste en ocupar 50 gramos de malta total,
50% malta Pilsen (previamente caracterizada por color) y 50% malta especial (caramelo
o tostada). La molienda y equipos y la filtracion estan especificados en el método
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41.4.21y4.1.4.2.2 de los Métodos de Analisis Cerveceros (MEBAK) respectivamente.
Este procedimiento demora aproximadamente 3 horas ya que incluye el tiempo de
molienda, macerado Yy filtrado. Lo mismo ocurre con el uso de la escala Lovibond, la
cual necesita un medio liquido para hacer la comparacion de color (el mosto). Por otra
parte la produccion de maltas caramelo lleva aproximadamente 2 horas por batch, lo
que hace imposible un control del color en linea en el proceso acarreando problemas
como:

- Poca homogeneidad de los batch, ya que el término del proceso batch se hace
de manera visual, mediante la comparacién subjetiva con un patron, por el
operador de la tostadora

- Batch retenidos mientras no estan listos los analisis de calidad

- Mezcla de productos con diferencias de color

Debido a esto es que nace la necesidad de crear un método que mida el color sobre el
grano, no sobre el mosto, y que sea lo suficientemente preciso y objetivo como para
tomar decisiones del proceso en linea.

2.2.3. Dispositivo RGB Color Analyzer

Un dispositivo de medicion de color fue adquirido y probado para confeccionar un nuevo
método de medicion de color ajustado a las necesidades productivas existentes. El
equipo RGB Color Analyzer (Anaheim Scientific modelo H500, EE.UU.), Figura 8 a),
mide la cantidad de color Rojo, Azul y Verde (RGB) presente en un material, asi mismo
también entrega valores de Tono o Matiz (Hue), Saturacion y Luminosidad (HSL).

Los modelos RGB y HSL son espacios vectoriales utilizados para representar
matematicamente un color. La teoria del color empez6 con una rueda donde se podian
apreciar todos los matices (rojo, azul, verde, amarillo) y la transicion entre cada uno.
Luego evolucion6 al concepto de colores sélidos, que son representaciones
tridimensionales de los valores que representan un color como los mostrados en la
Figura 8 b) (Ford et al., 1998).

a) b) G L

Figura 8 — a) Modelo H500 RGB Color Analyzer con niveles de Matiz, Saturacion y Luminisosidad b) Representaciones
tridimensionales de las teorias de color RGB (red, green, blue) y HSL (hue, saturation, lightness) (Ford y Robert, 1998)
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El modelo RGB es un modelo aditivo, es decir que un color se compone como la suma
de las cantidades o intensidades de Rojo, Verde y Azul que refleja un material, asi el
negro se mide como (0,0,0) y, para el caso del RGB Color Analyzer, el blanco como
(1023, 1023, 1023). Este modelo es encontrado en el funcionamiento de la mayoria de
las pantallas de televisién y computacion. El modelo RGB no es lineal con la percepcion
humana y es dependiente del dispositivo, ademas la especificacion de los colores en un
hardware por la persona es semi-intuitiva al tener que ajustar la cantidad de cada uno
de estos colores para llegar al deseado. El modelo HSL es una transformacion lineal del
RGB, por tanto dependiente del dispositivo y no linear con la percepcion humana, la
ventaja que tiene es que es mas intuitivo a la hora de seleccionar un color eligiendo su
matiz o tono para luego variar el brillo y la saturacién. El Matiz o Tono es la composicion
de la longitud de onda espectral que produce los colores que se ven y sus valores van
en forma creciente junto con la percepcion desde el rojo al violeta. La Saturacion es la
pureza relativa del color sobre una escala de grises de igual luminosidad, y la
Luminosidad su cercania con el blanco o el negro (Ford et al., 1998). Para el caso del
dispositivo RGB Color Analyzer, los valores van de 0 a 1000.

2.3.Desarrollo de color, sabor y aroma en maltas caramelo
2.3.1. Reaccion de Maillard y caramelizacion

Las maltas caramelo aportan sabores dulces y amargos a las cervezas en donde son
ocupadas (Gruber, 2001). Los componentes activos de estos perfiles organolépticos se
atribuyen principalmente a intermediarios y productos de la Reaccién de Maillard. Esta
consiste en una cadena compleja de reacciones que lideran la formacién de sabor,
aroma y color, considerada importante en la industria de los alimentos (Davies y
Labuza, 1995). Un grupo carbonilo, proveniente de azucares presentes en las maltas,
reacciona con un grupo amino de aminoacidos libres o los disponibles en las proteinas,
para formar, en su primera etapa, una gilcosamina N-sustituida y luego, tras sucesivas
condensaciones, un Compuesto de Amadori y agua. En esta primera etapa no se
producen compuestos coloreados. La segunda etapa esta influenciada por el medio,
pero principalmente se produce una deshidratacion y fragmentacion del azucar. En
medio acido se produce una Base de Schiff ciclica, este compuesto es inestable por lo
que se libera el grupo amino. A altas temperaturas se produce una fragmentacién del
azucar. Los aminoacidos se degradan por la via de la Reaccion de Strecker,
especialmente a altas temperaturas formando aldehidos generados por
descarboxilacion oxidativa de los aminoacidos (produccion de CO,). Al final de esta
etapa aparecen compuestos que ofrecen color. En la tercera etapa ocurre una sintesis
de compuestos heterociclicos con nitrégeno con lo que principalmente se obtiene el
pardeamiento final del producto. A los compuestos coloreados se les conocen como
melanoidinas y tienen alto peso molecular (Davies y Labuza, 1995; van Boekel, 2006).
Los compuestos que mas aportan sabor y olor en maltas oscuras son moléculas
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intermediarias de bajo peso molecular de la reaccion de Maillard, los productos finales,
como las melanoidinas, son compuestos con baja actividad en el desarrollo de sabor y
aroma (Coghe, Martens, D’Hollander, Dirinck y Delavaux., 2004). La Figura 9 muestra la
representacion de la reaccion en general.

Factores que afectan a la cadena de reacciones son la concentracion de azucares
reductores y aminoacidos, la temperatura (que aumenta la tasa de reaccion con su
incremento), la cantidad de agua (que favorece la reaccién cuando ronda el 10 o0 15%
de humedad en el grano, y no a mayores pues se inhiben las reacciones de
deshidratacion) y el pH, ya que la reaccidn es favorecida en medios alcalinos (Barreiro,
Sandoval y Aleida, 2006; Herrera, Bolafios y Lutz, 2003; Ajandouz, Tchiakpe, Dalle,
Benajiba y Puigserver, 2001). La caramelizacion en si es otro conjunto de reacciones
producidas por efecto del calor que ocurre cuando los azucares son calentados sobre
su punto de fusion, donde, en condiciones acidas, condensaciones, arreglos y
ciclaciones de aldosas y cetosas originan furfural y otros compuestos aromaticos
(Barreiro et al., 20006).

En el estudio de la formacion de color en sistemas controlados de azucar y aminoacido
se ha encontrado que la caramelizacién de los azucares reductores en soluciones
acuosas calentadas a 100 y 55°C contribuye por si sola, e independiente a la Reaccion
de Maillard, a la formacién de color, entre un 10 y 36% para sistemas de fructosa-lisina
y entre un 25 y 43% en sistemas fructosa-glicina (van Boekel, 2006; Buera, 1987).
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Figura 9 — Esquema general de la Reaccion de pardeamiento no enzimatico. Implicadas estdn la Reaccién de Maillard y
Reaccion de Strecker. Adaptado de Hodge (1953), Davies (1995) y van Boekel (2006).

2.3.2. Identificacion de compuestos claves en el aroma y sabor

3-metilbutanal y 2-metilbutanal han sido reportados como componentes volatiles
responsables del caracteristico olor a malta en cebada malteada y como importantes en
el aporte de olor en extractos acuosos de maltas caramelo. Los niveles de estos
compuestos son incrementados durante el proceso de tostado alcanzando un maximo a
un color cercano a los 100 EBC para luego decrecer a medida que aumenta el color
EBC (Beal y Mottram, 1994; Woffenden, Ames y Chandra, 2001; Coghe et al., 2004,
Fickert y Schieberle, 1998). Para relacionar las concentraciones de estos compuestos
con su aporte en el aroma es usada la técnica de olfatometria (un tipo de analisis
sensorial descriptivo) acoplada a cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC/O/MS) (Saens y Araya, 1985). El flujo que eluye del GC es dividido en partes
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iguales al MS y a un puerto odorifero donde se vaporiza la muestra siendo posible
distinguir los distintos olores de los peaks a medida que se separan en la columna
capilar, luego cada olor se pude asociar a un peak o un conjunto de peaks identificados
por MS u algun otro detector (Oteiza, 2011).

La identificacion de 3-metilbutanal y 2-metilbutanal como compuestos importantes en el
aporte organoléptico de maltas, mostos y soluciones acuosas de malta hace
correspondencia con que los compuestos volatiles mas detectables compuestos
extraidos por Headspace dinamico es el grupo de aldehidos (aldehidos lineales,
insaturados, ramificados (como 2-metilpropanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal),
ramificados insaturados). Otro grupo es el que contiene compuestos con anillos
heterociclicos de oxigeno (furanos y furanonas) y trazas de anillos heterociclicos de
nitrogeno, como pirroles y pirazinas (Coghe et al., 2004).

La Figura 10 muestra el nivel de 3-metilbutanal y otros compuestos en mostos de
distinto rango de color EBC. Se aprecia que el nivel maximo de 3-metilbutanal es
alcanzado para mosto congreso elaborado con malta caramelo de color 150 EBC. Estos
antecedentes también son respaldados por los trabajos de Beal y Donald (1994) y
Wonffenden et al. (2001) donde la mayor concentracion de 3-metilbutanal se encuentra
a tiempos correspondientes a colores cercano a los 100 EBC (15 min antes de la
finalizacion de un proceso de tostado) y en soluciones acuosas con malta caramelo 72
EBC respectivamente. La presencia de 2-metilpropanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal
y otros aldehidos productos de la degradacion de Strecker, junto con compuestos
sulfurados, furanos, esteres, cetonas, alcoholes, compuestos nitrogenados, terpenos,
tiazoles y oxazoles han sido identificados en mostos en ebullicion no lupulados ((De
Schutter, Saison, Delvaux, Derdelinckx, Rock, Neven y Delvaux, 2008).

Color de la malta
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Figura 10 — Analisis de volatiles por medio de Headspace dinamico y GC/MS en mostos de distinto rango de color: 5 EBC -
mosto 100% malta Pilsen; 55, 150 y 300 EBC: mostos congresos con maltas caramelo de los respectivos colores (Coghe et al.,
2004).

Maltol (3-Hidroxi-2-metil-4-pirona) también ha sido reportado como responsable de

olores encontrados en cebada malteada y maltas caramelo. Su presencia ha sido

confirmada por GC/MS en mostos no lupulados (Beal y Mottram, 1994) y directamente
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en malta seca por medio de microextraccién en fase solida (SPME) y GC/MS. Aporta
principalmente sabores y olores a caramelo y esta presente en mayor concentracion en
maltas caramelo 150 EBC comparadas con la de 65 EBC o 1500 EBC siendo esta
ultima malta tostada (Vandecam, Saison, Schouppe, Delvaux, F. y Delvaux, F.R., 2010).
Su contribucién en el aroma también ha sido comprobada por Fickert y Schieberle
(1998) aunque puede no ser el unico responsable de la caracteristica de caramelo (Beal
y Donald (1994).

Por otro lado anillos heterociclicos con nitrégeno son importantes en la contribucion de
sabores tostados y sus niveles se encuentran en altas concentraciones en maltas
tostadas. Moléculas con geometria heterociclica planar con uno o dos nitrégenos en su
anillo son responsables de sabores quemados o tostados, descritos en ocasiones como
a tierra. Un grupo importante son las pirazinas, las cuales se encuentran en bajas
concentraciones en colores bajos en maltas caramelo. Aun asi 2-metoxi-3-
isopropilpirazina, 2,3,5-trimetilpirazina, y 2-etil-3,5-dimetilpirazina han sido identificados
en malta caramelo 117 EBC (Fickert y Schieberle, 1998) aportando cualidades
organolépticas a “tierra” o “granuloso”. Se ha confirmado también la presencia de 2-
metoxi-3-isopropilpirazina en malta en los trabajos de Vandecam et al. (2010),
confirmando ademas que este tipo de pirazinas en maltas tostadas se encuentran a
mayor concentracion que en las maltas caramelo. 2,5(o 6)-dimetilpirazina y metilpirazina
también han sido reportadas en maltas caramelo de 15, 23, 72, 148 y 440 EBC,
obteniendo 2,5(o 6)-dimetilpirazina un maximo doble en 72 y 440 EBC y metilpirazina
un maximo en 148 EBC (Wonffenden et al., 2001). Etilmetil y trimetilpirazina son
responsables de sabores tostados e incluso a “toffee” aun cuando son sometidos a
grandes factores de dilucion. De Shutter et al. (2008) reportd 13 pirazinas en el analisis
de volatiles producidos durante la ebullicobn de mosto Pilsen no lupulado. Los
antecedentes muestran que en general las pirazinas se presentan en mayor
concentracion a medida que el color de la malta aumenta ademas de que existen varios
tipos de pirazinas que se pueden detectar.

Analisis sensoriales en mostos muestran que parametros como carnoso, dulce, pan,
caramelo, amargo y quemado evolucionan de distinta forma a medida que son
utilizadas maltas caramelo mas oscuras en la fabricacion de mostos (Coghe et al.,
2004). La Figura 11 muestra este comportamiento.
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Figura 11 - Intensidad de sabor para varios atributos detectados en mosto por un panel de degustacién entrenado. 5 EBC:
mosto 100% malta Pilsen; Mostos 25, 60, 80, 120 y 300 EBC: mostos congresos con maltas caramelo de los respectivos colores
(Coghe et al., 2004).

Por su parte, la idea de que compuestos con una geometria similar puedan causar los
mismos efectos en la sensacion de sabor ha sido desarrollada desde 1977 y su estudio
se ha extendido hasta el dia de hoy (Swift, 2002).

2.4.Herramientas para el estudio de las maltas caramelo

Los antecedentes mostrados anteriormente se han realizado con la utilizacién de
metodologias instrumentales, identificando y cuantificando distintos compuestos
moleculares que estan presentes en el grano de malta caramelo e identificando el sabor
y aroma de los cuales son responsables estos compuestos. Esto se realiza con analisis
cromatograficos y analisis sensoriales respectivamente.

2.4.1. Cromatografia de gases (GC)

La cromatografia se utiliza para la separacion de los compuestos pertenecientes a una
muestra para su posterior identificaciéon y analisis. La base de la cromatografia es la
migracion diferencial de las moléculas de analito a través de una columna con una fase
que interactua selectivamente con ellos. Los componentes principales de la
cromatografia de gases para producir una separacion son la fase movil (gas portador),
la que transporta a las moléculas a separar, y la fase estacionaria, la cual posee
afinidad por los compuestos e interactua con ellos diferencialmente para separarlos. La
fase estacionaria es un polimero térmicamente estable y de alto peso molecular (Sadek,
2004). La interaccion entre estas dos fases se lleva a cabo en una columna. Estas
pueden ser empacadas o capilares. En columnas capilares el diametro interno es
menor a los 0,53 mm y la fase estacionaria recubre la superficie interna del capilar
formando una pelicula (film) fijada por medio de un soporte de silica. Figura 12 muestra
el corte transversal de una columna capilar (Agilent, 2007, Oteiza, 2011).
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Figura 12 - Estructura basica de una columna capilar para cromatografia de gases.

Durante el trayecto de la fase movil en la fase estacionaria de la columna capilar cada
molécula se adsorbe determinado tiempo en la fase estacionaria, luego es desorbida,
arrastrada por la fase movil nuevamente, colisionando con otras moléculas para luego
volver a adsorberse temporalmente en la fase estacionaria. Esto sucede miles de veces
a medida que las moléculas avanzan por la columna. Todas las moléculas relativas a
un compuesto especifico recorren la columna a una misma velocidad, distinta de la
velocidad de las moléculas de los otros compuestos, formando bandas de muestras. La
velocidad con que avanza cada banda depende de la estructura de ese compuesto, de
la estructura de la fase estacionaria y de la temperatura de la columna. A mayor
temperatura mayor es la velocidad de avance (Oteiza, 2011). El ancho de estas bandas
depende a su vez de las condiciones de operacion y de la dimensién de la columna. A
mayor largo las bandas disminuyen su ancho (Agilent, 2007). Para evitar el
solapamiento de las bandas es necesaria la seleccién de una columna apropiada y de
ajustadas condiciones de operacion para evitar también perturbaciones entre las
moléculas y evitar coelucidn de bandas. Estas bandas de compuestos salen (eluyen) de
la columna y son detectadas emitiendo una sefal proporcional a la cantidad de
moléculas que eluyeron, esta sefial se representa versus el tiempo de analisis en un
cromatograma. La Figura 13 muestra un perfil cromatografico tipo (Beal et al., 1994,
Oteiza 2011).
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Figura 13 — Cromatograma realizado con columna capilar para mostos. Cada peak representa un compuesto distinto. El
tiempo en que cada peak aparece en el grafico corresponde al tiempo de retencion de ese compuesto (tr) (Beal et al., 1994)

El tipo de sefal producida se depende del detector utilizado, los cuales pueden ser
especificos 0 no especificos y con distintos grados de sensibilidad (Tabla 4). Ellos
transforman las moléculas detectadas en un peak dado por un cambio de voltaje. En los
cromatograma cada peak tiene una forma gaussiana debido a los efectos de difusion en
la banda de la muestra. Lo ideal es que un peak sea simétrico pero pueden ocurrir
fendbmenos como la formacion de una cola a medida que avanza el tiempo de analisis
(tailing).

Tabla 4 - Clasificacion general de detectores para cromatografia de gases segun especificidad

Detectores

No especificos Especificos

Detector lonizacidn de Llama (FID) | Capturador de Electrones (ECD)
De Conductividad Térmica (TCD) Detector de Nitrogeno, Fésforo (NPD)

Espectrometro de Masas (MS) Detector Fotométrico de Llama (FPD)

Los detectores especificos solo responden a algunos tipos de enlaces o atomos y
poseen gran sensibilidad, mientras que los no especificos responden basicamente a
todo tipo de compuestos, poseen menor sensibilidad pero permiten analizar un rango
mayor de moléculas.

La puesta en marcha de un protocolo cromatografico tiene que tener en cuenta la
sensibilidad y reproducibilidad de los resultados y para su interpretacion es necesario
atender los siguientes conceptos explicados con detalle en el anexo D (Agilent, 2007,
Oteiza, 2011; Sadek, 2004).

- Tiempo de retencion (t,.): Tiempo que demora un compuesto es recorrer la
columna

- Tiempo de retencion de compuesto no retenido (t,,): equivalente al tiempo que
demora un volumen fijo de gas portador en recorrer la columna
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- Factor de separacion o selectividad («): medida de la separacion de las puntas
de los peaks

- Resolucion (Ry): medida de la separacién de los peaks considerando su ancho

- Factor de cola (T): efecto que produce asimetrias en los peaks

2.4.2. Headspace

Es una técnica se utiliza para realizar inyecciones de una muestra al cromatografo de
gases con alto grado de reproducibilidad. La técnica de Headspace (HS) corresponde a
una extraccion de volatiles sin la utilizacion de solventes. EI HS posee un horno en el
cual se introduce un vial con la muestra liquida. Dentro del horno la temperatura es
controlada durante un tiempo definido hasta alcanzar el equilibrio de los volatiles entre
la fase gas y la fase liquida. Se toma directamente el volumen del espacio de cabeza
del vial y se inyecta a la columna del GC para producir la separacion. Para detalles
sobre el fundamento y funcionamiento de esta técnica revisar anexo E.

2.4.3. Aplicacion en Laboratorio de Calidad - Malterias Unidas S.A.

En Maltexco se ha recuperado la implementacion de un protocolo para la determinacion
de dimetil sulfuro (DMS) en malta por medio de la cuantificacion por cromatografia de
gases acoplada a Headspace (HS/GC).

El DMS es un compuesto volatil que en concentraciones bajas contribuye positivamente
al sabor de la cerveza, especialmente en estilos cervezas lagers, pero que a
concentraciones sobre las 50-80 ppb se percibe como desagradable recordando a
sabores y olores de vegetales cocidos. Su generacion se debe a la descomposicidon
endotérmica de la S-metilmetionina (SMM), producida en los procesos de secado de la
malta, filtracion y ebullicion del mosto, o cuando las cervezas se someten a altas
temperaturas (especialmente durante su guarda). El nivel de SMM se ve influenciado
por el nivel de proteinas y este por la variedad de la cebada. El DMS es muy volatil
(punto de ebullicidn cercano a los 38°C) por lo que durante el secado gran cantidad de
este compuesto se pierde, pero otra parte se oxida formando DMSO (dimetilsulfoxido)
el cual es reducido nuevamente por la levadura en el proceso de fermentacion,
generando DMS en la cerveza. Maltas palidas tienen mayor concentracion de SMM que
maltas oscuras o maltas especiales. EI SMM que no se elimind en el proceso de secado
se transfiere al mosto que, durante el proceso cervecero, se hierve. En la coccién se
forma DMS que es volatilizado y eliminado al igual que en el secado. Presencia de DMS
en las cervezas frescas puede ser un indicador de mala calidad en la malta y/o
problemas en el proceso de cocido (Llorca, 1999). Un esquema de este proceso puede
verse en la Figura 14, donde las figuras geométricas indican presencia o ausencia del
compuesto correspondiente.
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Figura 14 — a) Reaccion general para la formacién de DMS y DMSO a partir de SMM b) Interaccion entre las presencia o
ausencia de SMM, DMS y DMSO en las etapas de produccién de mosto y cerveza y los factores que influyen en el desarrollo
final de DMS en exceso en cerveza.

El protocolo adoptado en Malterias Unidas S.A. determina el DMS libre y los
precursores (DMS-p) en una extraccion acuosa realizada con malta pilsen finamente
molida. Se utiliza el método de adicion de estandar para su cuantificacién. Para la
medicion de DMS libre se utiliza directamente el sobrenadante de la extraccién acuosa,
mientras que para DMS-p se realiza un pretratamiento térmico en rotavapor con la
adicién de hidroxido de sodio, esto convierte los DMS-p en DMS, luego la solucion se
mide con HS/GC utilizando una columna GS-Q (Anexo F). EI DMS total es la suma del
DMS libre y DMS-p.

2.4.4. Andlisis sensorial

El analisis sensorial es el conjunto de técnicas que miden propiedades de los alimentos
por uno o mas de los sentidos humanos para determinar su calidad sensorial, ya que
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los métodos instrumentales, por si solos y hasta el momento, no son suficientes para
explicar las respuestas que tiene el ser humano ante los productos alimenticios (Saens
y Araya, 1985). El desarrollo de estos métodos nace de la necesidad de utilizar al ser
humano como instrumento objetivo para la caracterizacion cualitativa o cuantitativa de
los alimentos.

Para interpretar las respuestas que tiene el ser humano frente a estos estimulos es
necesario conocer como el ser humano procesa esta informacion y como la expresa,
esto incluye (Saens y Araya, 1985):

- Percepcion del estimulo, fisioldgica como psicolégicamente
- Elaboracion de la sensacion
- Comunicacién verbal de la sensacion.

Por otro lado la calidad sensorial es el resultado de la interaccion entre el alimento, el
ser humano y su entorno, asi los aspectos que mas influyen en el proceso son:

- Las caracteristicas fisicas, quimicas y estructurales del alimento

- Las condiciones fisioldgicas, psicologicas y sociologicas de la persona
- El ambiente de testeo y

- El método o prueba sensorial utilizada.

Para un alimento (comestible o bebestible) existen tres atributos primarios que integran
su calidad sensorial. Se clasifican segun el sentido u 6rgano receptor que los capta:
Aspecto (vision — tamafo, forma, color), Sabor (gusto y olfato) y Textura (tacto —
sensacion en boca, viscosidad — y oido) (Mason y Nottingham, 2002).

En particular los resultados reportados en la Figura 11 se refieren al sabor. Este se
entiende como la interaccion entre olfato y gusto principalmente, también influye el
sentido del tacto (sensacion térmica, textura). La nariz tiene mas de 20 millones de
receptores mientras que en la lengua hay alrededor de 1000, esto hace que por el
sentido del olfato se perciba un amplio rango de sensaciones y que se necesite menor
cantidad de moléculas volatiles para generarlas. Por su parte el sentido del gusto
puede detectar 5 cualidades o sabores basicos: dulce, salado, 4cido, amargo y umami®.
La posicion de los receptores para los primeros 4 son indicados en la Figura 15.

5 . . . .
“Sabroso” o carnoso, puede redondear y equilibrar sabor de alimentos no dulces. Se debe a interaccidon de
potenciadores de sabor como glutamato monosddico, inosinmonofosfato y guanosinmonofosfato. Se encuentra
principalmente en comidas orientales, jamones y carnes ahumadas o saladas (Brewer, 2006).
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Figura 15— a) Localizacion de los receptores de la lengua para los sabores dulce, salado, acido y amargo en la lengua humana
(Mason et al., 2002) b) Metodologia general del analisis sensorial (Saens y Araya, 1985)

Umbrales de Reconocimiento, efecto de fatiga e interaccion de estimulos

La concentracion minima para la cual un individuo puede reconocer un sabor especifico
en una muestra se denomina Umbral de Reconocimiento. Una vez percibido el sabor, si
el estimulo persiste, ocurre un fendmeno de adaptacién y fatiga de los receptores, los
que pierden sensibilidad y dejan de percibir el estimulo con la misma intensidad que
antes. Por otro lado la interaccion de los estimulos considera supresion de sabores,
neutralizacion de un sabor por otro o intensificacion, asi por ejemplo la acidez suprime
el dulzor y sales como glutamato monosodico (umami) intensifican sabores neutrales
(Mason et al., 2002). Estos fendmenos son afectados por la temperatura de la muestra,
el estado de suefio de la persona, el hambre, la edad y el sexo, y pueden ser fuente de
errores en los resultados de un analisis sensorial (Kemp, Hollowood y Hort, 2009).

Con esta informacion general se ha planteado una metodologia para asegurar la
reproducibilidad de la informacion que se pueda obtener de un conjunto de personas
frente a un alimento en especifico. La Figura 15 b) esquematiza esta metodologia
(Saens y Araya, 1985) cuyos detalles pueden consultarse en el anexo G.
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3. Objetivos

3.1.0bjetivo General

Contribuir a la estandarizacién de la producciéon de malta caramelo producida por
Malterias Unidas S.A. estudiando sus caracteristicas de calidad y su comportamiento
en la elaboracion de cervezas de manera sensorial e instrumental para determinar los
parametros que mas impacto tengan en la caracterizacidon de la cerveza elaborada con
malta caramelo.

3.2.0bjetivos Especificos
Elaborar un método rapido para la medicion objetiva de color en maltas caramelo.

Caracterizar cualitativa y cuantitativamente la elaboracion de la malta caramelo en
Malterias Unidas y hallar variables criticas.

Montar y estandarizar un proceso cervecero a escala de laboratorio junto con los
analisis de calidad respectivo para la evaluacion de sus productos intermedios y finales.

Estudiar cualitativa y cuantitativamente el impacto de la malta caramelo en cervezas de
elaboracion propia a través de analisis sensoriales y analisis cromatograficos.

Relacionar resultados sensoriales y cromatograficos de evaluaciones cualitativas y
cuantitativas de mostos y cervezas con malta caramelo para determinar el impacto
organoléptico de compuestos moleculares individuales que estas maltas puedan
entregar.
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4. Metodologia

4.1.Metodologia general

El diagrama de bloques general utilizado para la metodologia se presenta en la Figura

16.

Caracterizacién Maltas Caramelo Analisis sensorial
Parametros
de calidad [ Planteamiento =P Planificacion l
Eleccion
Varisciones  =——teg»  Maltas
Caramelo T l.n:c:
mportancia — Produccion e Analisis
comercial cervezas
Perfiles
i cromatogicos
Montzje Capacitacion Montaje
> procesoescala cromatografia P protocolos
laboratorio gaseosa cG
Elaboraciéon de cervezasy
estandarizacion de metodologias Analisis cromatografico

Figura 16 — Diagrama de bloque general para la metodologia empleada.

El trabajo se realiz6 en cinco etapas.

Caracterizacion de maltas caramelo: Se estudi6 la cantidad y tipo de productos
elaborados, su proceso productivo y los principales equipos implicados. Las
maltas caramelo se caracterizaron segun parametros de calidad y se
identificaron aquellas variables que mas influian al desarrollo su color.
Elaboracion de cervezas: Para la evaluacion de los productos se adapté el
proceso cervecero artesanal (cerveceria casera y microcerveceria) a escala de
laboratorio.

Estandarizacion de metodologia para la medicion rapida de color en maltas
caramelo: Con el objetivo de disminuir los tiempos de medicién para poder hacer
comparaciones al instante con la sola utilizacion del grano seco.

Analisis sensoriales: Para evaluar el perfil organoéptico de las muestras de
malta seleccionadas y utilizadas para elaborar cerveza se estableciéo un panel
degustador y pruebas sensoriales especificas.

Analisis cromatografico: Para evaluar los compuestos volatiles de las maltas
caramelo seleccionadas con las cuales se elaboré cerveza se establecié un
protocolo cromatografico.
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4.2.Caracterizacion de maltas caramelo.

Para caracterizar las maltas caramelo se realizo la identificacion de las variables de
proceso que se controlaban y de las cuales se llevaba registro histérico, lo mismo para
las variables que definen la calidad final del producto terminado. Esto también se realizé
para las maltas Pilsen. Un vez identificadas, para estudiar su evolucion en el proceso,
se realiz6 un estudio de trazabilidad. El estudio se baso en 4 bases de datos diferentes:
Maltas especiales — Calidad en contenedores intermedios; Maltas especiales — Calidad
en envasado final; Maltas especiales — produccion; Malta Pilsen — produccion y calidad
final. Se enlaz6é a cada batch de malta caramelo con una malta Pilsen, esto pues las
maltas caramelo son una salida paralela de la materia prima usada para malta Pilsen.

Se realiz6é un analisis estadistico descriptivo de la calidad de las maltas caramelo y el
desempeino de las maquinas tostadoras versus el color de las maltas caramelo. Se
emplearon datos de calidad de malta caramelo nivel de contenedor intermedio por tener
menor mezcla de productos.

Para seleccionar las maltas caramelo a evaluar en las etapas de Analisis Sensorial y
Analisis Cromatografico se realizé un analisis de componentes principales (PCA) sobre
los indicadores de calidad y proceso. La comparacién necesito de un rango de color
acotado. Se propuso evaluar maltas de un mismo color que tuvieran caracteristicas de
proceso y calidad distintas. Para el trabajo descrito anteriormente se utilizé el software
grafico y estadistico Statgraphics Centurion VXI.

Se selecciond un color especifico de malta caramelo a estudiar de acuerdo a
informacion de los niveles de produccion y ventas. Las maltas seleccionadas estuvieron
en el rango de 130-140 EBC. El método RGB Color Analyzer fue utilizado para
encontrar en bodega de Laboratorio de Calidad maltas de ese rango de color que
tuvieran valores maximo y minimo de las caracteristicas seleccionadas (indice de
Kolbach, Friabilidad, Nivel de extracto y nivel de proteina, Temperatura final y tiempo de
proceso).

4.3.Elaboracion de cervezas

Distintas proporciones de maltas caramelo seleccionadas (130-140 EBC) fueron
utilizadas para la elaboracion de cervezas. Mostos de 10, 15, 20, 50 y 80% se
realizaron con los equipos de mosto congreso (80g de malta para 300-400 ml de mosto
filtrado — volumen pequefio) y usando un filtro a presion para mayor escala (500g de
malta 2800 ml de mosto filtrado).

La densidad a través de todo el proceso fue medida en grados Brix con la utilizacién de
un refractometro. El grado Brix es una medida de la sacarosa presente en una solucion.
Un grado Brix (1°Brix) representa a 1 gramo de sacarosa en 99 g de solucién, es por
tanto una concentracién porcentual peso-peso (% w/w).
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Para la elaboracion de las cervezas se siguié el diagrama de bloques de la Figura 6 y
las etapas descritas una a una en el anexo c. Maceraciéon: Se utilizé la curva de
maceracion tipo congreso para volumenes pequefios: 45°C por 30 min, subida de
1°C/min, 70°C por 60 min. Para volumenes de 2800 ml se usé una maceracion con la
siguiente curva de temperatura: 45°C por 10 min, subida de 1,7 £0,6°C/min, 68°C por
60 min. Filtraciéon: Se realizd la filtracion sin enfriar el mosto. Para volumenes
pequefios se utilizé una filtracion por gravedad en filtro de papel (300-200 mm de
diametro, tipo Schleider & Schuell N°597). Se utilizé un filtro a presion y compresor de
aire para volumenes de 2800 ml. El compresor no era utilizado a menos que la filtracion
pasara de 1 hora de proceso. Recirculacion: Para volumenes pequefios se
recircularon los primeros 200 ml de cada recoleccion y luego se dejaba transcurrir el
tiempo hasta recolectar 300 a 400 ml. Para volumenes grandes se recirculaban los
primeros 1000 ml o hasta que el liquido dejara de mostrar turbidez evidente. Lavado:
se adiciond agua caliente (<80°C) en ambos volumenes de filtracion hasta obtener el
volumen de recoleccion adecuados (300-400 ml para volumenes pequefios y sobre
2800 ml para volumenes grandes) o la densidad adecuada. Para volumenes pequefios
se lavd con adicion de volumenes fijos de 100 ml sin dejar nunca la torta expuesta al
aire. Se apunt6 a una densidad de 11°Brix. Para volumenes grandes se adicionaban
1500 ml total en volumenes de 500 ml y se recolectaban los primeros 2800 ml
obteniéndose densidades de 10+0,9°Brix. Coccidén: 4 recolecciones de volumenes
pequefios se mezclaban (volumen total de 1200-1600 ml) y se hacian hervir por
intervalo de 30 min. Mismo tiempo para volumenes grandes (2800 ml). No se adicion6
[Upulo en ningun caso. Enfriamiento: por medio de bafo con agua fria (temperatura
ambiente) y luego traspaso a refrigerador. Fermentaciéon: Para separar proteinas
insolubilizadas en la coccidn (trub frio y trub caliente), a costa de mantener condiciones
de esterilidad, se filtré el mosto hervido y frio (15°C) utilizando papel filtro (Schleider &
Schuell N°597). Para esterilizar nuevamente el mosto este se trasvasijo a matraces de
2000 ml y se hizo hervir por 15 min minimo. Se dejo enfriar, tapado, en bafio de agua
fria y se traspaso a refrigerador (0°C). Se utilizaron levaduras comerciales para
cerveceria Nottingham (Lallemand Inc., Canada) en proporcion 1:1 gramos de levadura
por litro de mosto. Luego de 10 dias de fermentacién a temperatura controlada a
20£2°C se embotelld la cerveza en botellas de 330 ml con adicion de glucosa para la
segunda fermentacion (5g de glucosa por litro de cerveza diluidos en 10 ml de agua y
hervido por 5 min. Adicion de 10 ml de solucion azucarada por botella). Para la
desinfeccion de las botellas se utilizd acido per-acético. Maduraciéon: La segunda
fermentacion se realiz6 en 3 dias a temperatura ambiente y oscuridad, luego las
botellas fueron conservadas a 0+5°C. Durante todo el proceso se midié el pH y la
densidad con pHmetro digital y refractometro refractometro respectivamente.

31



4.4.Medicion rapida de color en maltas caramelo.

Se ide6 una forma de poder usar el equipo RGB Color Analyzer (Anaheim Scientific’s
modelo H500) para medir color directamente sobre granos de malta caramelo, dado
que solo indica una medicion correcta sobre una superficie plana y homogénea. Se
definié la elaboracidn de una harina fina presionada sobre dos placas de cultivo. Se
contd con el uso de un molino de cuchillas para café (Fagor ML2006X) para producir
una harina con granulometria menor a la proporcionada por los molinos de rodillo
estandar utilizados en la metodologia EBC. La harina se dispuso sobre placas de cultivo
Petri y fue presionada con la tapa invertida de forma de disminuir el volumen interior.
Cuidando que la harina quede distribuida de manera homogénea, la pistola del RGB
Color Analyzer se presiona contra la placa. Usando el gatillo, luego de pocos segundos,
la pantalla muestra los valores RGB o HSL segun sea la configuracion. Aquellos valores
se registraron para mas de 78 muestras distintas de malta caramelo abarcando un
rango de color desde 43 a 859 EBC. Los resultados fueron analizados con la utilizacidon
del software Statgraphics Centurion XVI. Se realizé6 una eliminacion de outliers y se
probaron modelos lineales y no lineales para encontrar un ajuste de parametros factible.

4.5.Analisis sensorial para la evaluacion de cervezas con maltas
Se realizaron tres etapas:

- ldentificacion de personas con mayor capacidad de discriminacion de sabores.

- Caracterizacion de cervezas con malta caramelo/entrenamiento de
panel/mejoramiento de la herramienta de evaluacion.

- Evaluacion de maltas caramelo aplicadas en cervezas.

Las maltas caramelo fueron seleccionadas segun los resultados de la metodologia
planteada en la seccién 4.2 y sometidas a una elaboracion de cerveza de la forma
planteada en la seccidn 4.3. Cada una de las anteriores etapas se realiz6 basandose en
el esquema de la Figura 15 b) y los detalles planteados en anexo G.

4.5.1. Planteamiento

Objetivo general: Detectar diferencias en el perfil organoléptico de cervezas elaboradas
con una seleccion de maltas especiales fabricadas por Malterias Unidas S.A.
Parametros a medir: Sabores predeterminados por pautas de evaluacidén cervecera y
que sean significativos para los jueces segun pruebas sensoriales descriptivas. La
discriminacion de qué aspectos organolépticos evaluar se inicié con una lista de 15
sabores (caramelo, dulce, tostado, amargo, grano, nuez-almendra, frutal, chocolate,
acido, avinagrado, agrio, vegetales cocidos, papel-cartén, grasa-mantequilla, alcohol) y
3 sensaciones en boca (cuerpo, astrigencia, carbonatacién). Muestras: Debido al
contenido alcohdlico de las muestras, y a que no esta permitido ingerir bebidas
alcohdlicas al interior de Malterias Unidas S.A., se autorizé a la ingesta de maximo 300
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ml por persona por sesion. Para maltas caramelo de un determinado color se eligieron 4
parametros a evaluar: temperatura/tiempo de proceso; friabilidad; indice de Kolbach;
Extracto fino/proteina.

4.5.2. Planificacion

Seleccion de pruebas: Se utilizaron pruebas discriminatorias y descriptivas a detallarse
en los parrafos siguientes para la seleccion y adiestramiento de jueces y para la
realizacion de la evaluacion de las muestras. Seleccion y adiestramiento de jueces: Se
hizo un llamado desde la gerencia general hasta los cargos operarios para la
participacion voluntaria en los analisis sensoriales. Participaron 21 personas de las
cuales se seleccionaron las con el mejor desempefio en 2 sesiones de pruebas. Para la
seleccion de los jueces no se utilizo cerveza sino soluciones saborizadas con sacarosa
y un producto sustituto del café a base de cebada tostada (Café lItaliano Orzo). Las
concentraciones fueron 6 g/lt de sacarosa y 0,2 g/l de cebada tostada en agua
semidestilada, cercanas a los Umbrales de Reconocimiento de cada uno.

Prueba de Seleccion 1 (Prueba Duo-Trio): A cada persona se le presentaron 3
muestras y se le indicé que una de ellas es diferente a las otras dos. La persona debid
identificarla. La prueba se realiz6 para sabores DULCE y AMARGO por separado y en
duplicado para cada sabor. Total: 4 degustaciones por persona por sesion.

Prueba de Selecciéon 2 (Prueba de Ordenacion): A cada persona se le pidi6 que
ordenara 5 muestras por intensidad de un atributo en particular (DULCE o AMARGO)
dentro de la escala indicada en la Figura 1717. Se realiz6 la prueba de seleccion 2 para
DULCE y AMARGO, cada uno por si solo, y luego mezclas en donde un caracter se
dej6é constante y el otro se vario en escala. Total: 4 degustaciones por persona por
sesion.

Nada intenso I I I I I I Muy Intenso

Figura 17 — Escala de intervalo unipolar no estructurada para determinacién de intensidad de sabor

4.5.3. Realizacion

Aspectos ambientales: La sesiones se realizaron en el casino de la empresa Malterias
Unidas S.A. entre las 16 y 18 hrs a grupos de no mas de 4 personas simultaneamente.
La temperatura fue controlada con aire acondicionado y mantenida a 20°C
aproximadamente. Las muestras se mantuvieron refrigeradas en el lugar hasta justo
antes de presentarselas a los jueces. Aspectos informativos: Al inicio de cada prueba se
informo a los participantes la ubicacion de los receptores de los sabores basicos en la
lengua (Figura 15 a)) de manera que pudieran concentrarse en esos sectores para
distinguir los sabores particulares lo mas posible. El contenido de las muestras era
aclarado (cervezas no lupuladas con baja carbonatacion) y se explicd el como llenar la
hoja de la prueba. Para limpiar los sabores residuales de la boca y el paladar entre

33



muestras se mantuvo agua purificada fria y galletas neutras para cada juez. Aspectos
practicos: Se utilizé un disefio de bloques equilibrado completo con repeticion y muestra
de referencia como el mostrado en la Figura 18.

Juez Bloques

A B A B
1 Ref.
B A B A

Figura 18 — Disefio de bloques completos equilibrados con muestra de referencia

Para camuflar el color propio de las muestras se utilizaron vasos desechables de 120
ml de color café claro y opaco. Cada vaso contuvo como maximo 40 ml de muestra.

4.6.Analisis mediante cromatografia de gases
4.6.1. Reactivos

5 patrones fueron obtenidos de SigmaAldrich: 2,3,5-Trimetilpirazina (299%, FCC, FG;
W324418); Maltol (FCC, FG; W265608); 3-metilbutanal (297%; W269204); 2,5-
Dimetilpirazina (298%, FCC, FG; W327204); 2-etil-3,5-dimetilpirazina (W314900). Sus
temperaturas de ebullicion ordenadas en forma creciente se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5 — Temperaturas de ebullicién de los compuestos de interés

Temperatura de
Compuesto .

ebullicidn
3-metilbutanal ® 90 °C
2,5-dimetilpirazina ® 155 °C
Maltol ° 170 °C
2,3,5-trimetilpirazina * 171-172°C
2-etil-3(5 o 6)-dimetilpirazina (mezcla de isémeros) ® | 180 - 181 °C

a — Datos obtenidos de las fichas de seguridad del proveedor.
b — Fuente: Base de datos Chemblienk.

4.6.2. Equipos y procedimiento

Para la separacion de los componentes de mostos y cervezas se utilizd un
cromatografo de gases Clarus 500 (PerkinElmer, EE.UU.) con una columna GS-Q (J&W
Scientific Inc., N°1153432; 30m, 0,53 mm, 60 a 250°C) equipado con un detector FID. 3
ul de muestra se inyectaron con microjeringa (10 pl de capacidad). El programa de
temperaturas seguido y las condiciones de operacion establecidas se detallan en la
Tabla 6.

Los patrones fueron inyectados con distintos factores de dilucion para obtener simetria
de peaks e identificar su tiempo de retencion. Para la integracion y determinacion de las
areas de los peaks se utilizé el software TotalChrom 6.3 (PerkinElmer, EE.UU.).
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Tabla 6 — Condiciones de operacidn definidas para GC Clarus 500

Flujos Inyeccién Programa de temperatura
Helio 5 ml/min Split 1:100 70°C 1,5 min
Hidrégeno |45 ml/min Temperaturas Rampa 1 25°C/min
Aire 450 ml/min | Inyector 200°C Rampa 2 5°C/min
Detector |200°C Rampa 3 0,5°C/min
190°C 10 min
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5. Resultados y discusion
5.1.Influencia de parametros productivos y de calidad maltera en el
desarrollo de color de maltas caramelo.
5.1.1. Caracterizacion de los parametros de calidad de malta caramelo

Analisis multivariable

Para determinar la relacion entre las variables finales de una malta caramelo terminada
a medida que cambia su color se realizé un analisis multivariable con datos obtenidos
del registro de Control de Calidad de Malterias Unidas. Se considero6 el color de la malta
caramelo (Color MC), porcentaje de Humedad final (% Hum MC), porcentaje de extracto
fino en peso seco (% Ext. Fino MC), pH (pH MC), grado Plato tal cual (°P tc MC), peso
especifico (P. Esp. MC) y porcentaje de granos bajo 22 mm (Bajo 22 MC). Sus
resultados se muestran en la Figura 19 y en la Tabla 7. El porcentaje de extracto grueso
tal cual (tc) no se incorporo en el analisis puesto que es transformado en funcion de la
humedad al extracto en sustancia seca. Variables como la cantidad producida,
granulometria, porcentaje de fallas, granos partidos e impurezas no se incorporaron en
estos resultados debido a analisis exploratorios en una primera etapa los que permite
establecer independencia de estos parametros respecto al color.

Los resultados muestran comportamientos esperados y congruentes como la relacion
inversamente proporcional entre humedad y color (seccion 2.1). La humedad disminuye
a medida que el color de la malta caramelo aumenta (Coef. de correlacion de -0,78)
debido a que el régimen de tostado mas extremo (temperaturas mas altas y tiempos de
proceso mas extendidos) necesario para lograr un color mas elevado en la malta
significa a la vez una evaporacion mayor de agua. El peso especifico disminuye debido
a la pérdida de humedad del grano. Asi mismo el porcentaje de extracto fino y el grado
plato estan fuertemente relacionados entre si (coeficiente de correlacion lineal igual a
0,93) y medianamente relacionados de forma decreciente con el desarrollo del color
(coeficientes de correlacion lineal de -0,72 y -0,58 respectivamente). Las variables de
extracto fino y grado plato se refieren ambas a la cantidad de sdlidos solubles en el
mosto, sobretodo azucares fermentables. Se corrobora que a mayor color el porcentaje
de extracto fino disminuye posiblemente debido al consumo de los azucares en la
Reaccion de Maillard y la quema de otras sustancias solubles. Al existir menores
sustancias solubles, el grado plato, que es una medida de la densidad del mosto
correspondiente a esa malta, también disminuye. Esto puede tener impacto en el grado
de fermentabilidad del mosto pues el ocupar malta caramelo en exceso y/o malta
caramelo de colores muy altos (muy oscuras) puede ir en desmedro de la proporcion de
azucares fermentables en el mosto. Para el caso del calibre de los granos bajo 22 mm,
el coeficiente de correlacién lineal con el color de la malta caramelo correspondié a -
0,0526, indicando no tan sélo que no existe una linealidad con el color, sino que existe
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una independencia pues su p-valor, medido por un test de significancia estadistica, fue
de 0,28, rechazando la hipotesis nula de tener una correlacion distinta de cero. La
matriz de correlaciones se observa en la Tabla 7. Se marcan los p-valor de los pares de
variables donde se descarta una relacion lineal estadisticamente significativa. En
general, el porcentaje de grano de tamafios pequefios es independiente del resto de los
parametros de la malta caramelo mostrandose entonces como una caracteristica de la
materia prima y no modificable por el proceso de produccion de malta caramelo.
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Figura 19 — Analisis multivariable de parametros de calidad de malta caramelo. N = 416. Cada cuadrante corresponde a un
grafico Y vs X donde Y corresponde a la variable indicada en la columna del mismo cuadrante y X corresponde a la variable
indicada en la fila del mismo cuadrante.
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Tabla 7 — Matriz de correlaciones entre parametros de calidad de malta caramelo. N= 416. Por cada parametro se indican 2
filas correspondientes al nombre de la variable y su coeficiente de correlacion lineal y el p-valor resultado de un test de
hipétesis. Valores menores a 0,05 implican significancia en la correlacién lineal.

% % Ext. fino Grado Peso )
Color MC pH . Bajo 22
Humedad |ss Plato tc | especifico
Color MC -0,7765 -0,7172 -0,6555 -0,5773 |-0,671 -0,0526
p-valor 0 0 0 0 0 0,2841
% Humedad |-0,7765 0,4999 0,5391 0,2385 0,6018 0,1078
p-valor 0 0 0 0 0 0,0279
% Ext. finoss |-0,7172 |0,4999 0,4235 0,9256 0,4501 0,0037
p-valor 0 0 0 0 0 0,9395
pH -0,6555 |0,5391 0,4235 0,3244 0,569 -0,097
p-valor 0 0 0 0 0 0,048
° Plato tc -0,5773 |0,2385 0,9256 0,3244 0,346 0,0011
p-valor ® 0 0 0 0 0 0,9821
Peso especif. |-0,671 0,6018 0,4501 0,569 0,346 0,0358
p-valor 0 0 0 0 0 0,4667
Bajo 22 -0,0526 |0,1078 0,0037 -0,097 0,0011 0,0358
p-valor 0,2841 0,0279 0,9395 0,048 0,9821 0,4667

Una relacion medianamente fuerte también se observa entre el color y el pH de la malta
caramelo (Coef. correlacion lineal = -0,66). Maltas mas coloreadas tienen a ser
levemente mas acidas. Esta observacion tiene importancia en la cinética y tipo de
reacciones que se producen en el pardeamiento no enzimatico del grano (iniciando con
la Reaccion de Maillard) pues el medio mas acido o alcalino define rutas distintas de
reaccion. Asi maltas caramelo de colores bajos y altos no tan solo se diferencian por la
cantidad de compuestos moleculares presentes, sino también como el tipo de
compuestos, como lo sugiere Davies (1996) en su analisis de color. La aplicacion en
cerveceria también se ve influenciada ya que el conocimiento del pH de la malta
caramelo y su comportamiento con el color se puede usar para establecer el tipo de
agua a utilizar en la elaboracion de la cerveza para que en conjunto se favorezca la
actividad enzimatica en la maceracion sin control de pH.

5.1.2. Caracterizacion de los parametros de la malta verde y proceso de

elaboracion de malta caramelo

Analisis multivariable

La Figura 20 y Tabla 8 muestran las relaciones X vs Y entre las variables dias de
germinacion de la malta verde (Dias germin.), porcentaje de humedad de la malta verde
(% Hum. MV), duracién del proceso de caramelizado y tostado en minutos (Duracion),
temperatura final y temperatura maxima alcanzada (T °C final y T °C max) respecto al
color de malta caramelo (Color MC).
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En la Tabla 8 estan marcados los p-valor de aquellas relaciones de variables que no
muestran correlacidn alguna y los coeficientes de correlacion mas altos. Las
temperaturas final y maxima muestran una alta linealidad (coeficiente de correlacion
lineal de 0,9998). Esto se debe a que la temperatura final es aquella que se registra
cuando se decide poner fin al proceso mientras que la temperatura maxima se produce
cuando, al finalizar el proceso, se vierte agua para enfriar rapidamente el tambor de
granos al interior de la tostadora. La accidon produce vapor de agua que elevaen 1 0 2
grados la temperatura registrada por las termocuplas, asi la temperatura maxima es
siempre 1 o 2 grados mayor la temperatura final, aportando esta variables basicamente
la misma informacién.

Color MC

Duracién

T°C final /

—
: / T°C méx

Figura 20 — Andlisis multivariable de variables del proceso en tostadoras. N=2054. . Cada cuadrante corresponde a un grafico
Y vs X donde Y corresponde a la variable indicada en la columna del mismo cuadrante y X corresponde a la variable indicada
en la fila del mismo cuadrante.
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Tabla 8 — Matriz de correlaciones entre parametros de proceso de malta caramelo. N= 2054. Por cada parametro se indican 2
filas correspondientes al nombre de la variable y su coeficiente de correlacion lineal y el p-valor resultado de un test de
hipétesis. Valores menores a 0,05 implican significancia en la correlacion lineal.

Dias de|% Hum.|Duracidn |Temp. Temp.
Color MC ) i

germin. MV Proc. final °C max. °C
Color MC -0,0903 0,0069 0,251 0,5458 0,5468
p-valor 0 0,7549 0 0 0
Dias germinaciéon | -0,0903 0,1258 -0,0063 -0,0913 -0,0918
p-valor 0 0 0,7748 0 0
% Hum. MV 0,0069 0,1258 0,0396 0,0096 0,0097
p-valor 0,7549 0 0,0728 0,6639 0,6604
Duracién proceso |0,251 -0,0063 0,0396 -0,071 -0,0712
p-valor 0 0,7748 0,0728 0,0013 0,0012
Temp. final °C 0,5458 -0,0913 0,0096 -0,071 0,9998
p-valor 0 0 0,6639 0,0013 0
Temp. max. °C 0,5468 -0,0918 0,0097 -0,0712 0,9998
p-valor 0 0 0,6604 0,0012 0

Los dias de germinacion de la malta verde con la duracion del proceso de caramelizado
y tostado de la malta caramelo (Dias germin. vs Duracion) muestran una relacion lineal
nula (p-valor = 0,7748), se puede decir entonces que los cambios fisioldgicos ocurridos
en el grano (medidos solo por el numero de dias transcurridos en la germinacion) no
impactan en el proceso de elaboracién de maltas caramelo. Esto se debe a que con las
distintas velocidades u homogeneidades en la germinacion de la malta verde no se
puede asegurar que maltas con, por ejemplo, 6 dias de germinacion posean el mismo
grado de desagregacion del grano. Para determinar entonces si es que los distintos
niveles de desagregacion del grano impactan el proceso de produccion de la malta
Pilsen se deben buscar otros indicadores, distintos a los dias de germinacion. En
analisis de esas variables se muestra en la seccion 5.1.3 mas adelante.

La duracion del proceso muestra muy bajos valores de correlacion lineal con las
temperaturas (-0,071), pero con p-valor muy bajos también (0,001) por lo que no se
puede descartar una relacion lineal significativa entre estas dos variables aunque la
linealidad es deébil. Con esto queda manifestado que procesos de elaboracion de malta
caramelo cortos necesitan temperaturas levemente mas altas como lo indicado en la
seccion 2.1.

En cuanto al color la unica variable donde se descarta una relacion significativa es la
humedad inicial del grano antes de entrar al proceso (Color MC vs % Hum. MV) debido
a que su p-valor es mayor a 0,05 (0,7549). Para el resto de las variables se puede decir
que existe, al menos, una correlacién débil con el desarrollo de color. Las temperaturas
son las que mejor comportamiento tienen (0,55 para ambas) seguida de la duracién del
proceso (0,25). La Figura 21 y Figura 22 muestran estas relaciones en particular.
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Figura 21 - Relacion del color respecto a la temperatura final del proceso.
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Figura 22 — Relacion del color respecto a los tiempos de proceso de caramelizado y tostado. Modelo exponencial: y =
exp (4,20614 + 0,00649371 - x); R? = 7,31%. La alta densidad de datos bajo 200 EBC no permite ajustar modelos

convencionales por la alta variabilidad.

En las dos Figuras anteriores se aprecia una alta densidad para los valores bajo los 200
EBC. Esta mayor densidad responde a decisiones productivas y de ventas ya que en
ese rango de color esta el mayor volumen de producto vendido y es donde se
encuentran incluso diferencias mayores al 54% en la duracion del proceso (respecto a
la duracién mayor) para un mismo color (maltas de 155 EBC y procesos de produccion
de 71 min a 157 min). Para el caso de la temperatura, se observa una tendencia
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creciente levemente superior que para el caso de la duracion del proceso, pero la alta
densidad de datos bajo los 200 EBC, y su alta variabilidad, distorsiona cualquier posible
modelo a ajustar, por lo que los coeficientes de determinacion (R?) son muy bajos.
Teniendo los antecedentes de la influencia de estos parametros, los resultados
presentes solo muestran la poca estandarizacion del proceso. Asi, en Malterias Unidas
S.A., para la fabricacion de una malta caramelo de un color determinado, se requieren
condiciones de operacion temperatura vs tiempo significativamente distintas entre batch
y batch.

Por su parte la humedad sélo muestra una muy débil correlacién con los dias de
germinacion (% Hum. MV vs Dias germin .- Coef. Corr. = 0,13) y ninguna con el color
de la malta caramelo ni con la duracidn del proceso ni con la temperatura del proceso
(todos con p-valor mayor a 0,05 en Tabla 8). Se esperaba que a mayor humedad de la
malta verde al inicio del proceso mayor fuera el tiempo del proceso con tal de extraer el
agua y llegar a la humedad final del producto, pero lo que se observa es que, sin
importar la humedad inicial de la materia prima, el proceso opera a temperaturas y
tiempos independientes para obtener un color determinado de malta caramelo. Esto es
evidencia también de la no estandarizacion del proceso. Color y humedad inicial de la
malta verde son independientes y su relaciéon de muestra en la Figura 23.

1000F" " T T T T
800 . .
600 - e i

400

Color MC [EBC]

200

% Humedad Malta Verde

Figura 23 — Relacion del color respecto a la humedad de la materia prima a la entrada. Modelo no lineal; y = (11,8237 +
0,000296978 - xz)z; R = 0,12%. No se muestra una relaciéon de dependencia.

Una razon que explica este comportamiento es que la medida de la humedad registrada
no es la medida de la humedad real con la cual la malta verde entra a la tostadora. Una
vez el grado de germinacién es el indicado para poder procesarla, la malta verde llega a
una tolva de almacenamiento pulmdn, sin condiciones de temperatura ni humedad
controlada, luego pasa a las tostadoras. El tiempo de almacenamiento en la tolva puede
llegar a 8 u 12 horas, es decir la duracion de un turno de trabajo dependiendo del
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esquema que se esté utilizando, lo que implica que eventualmente las condiciones
registradas al momento de salir del cajén de germinacion, como la humedad, pueden
cambiar para el momento en que se inicia el proceso de caramelizado y tostado.

Analisis de componentes principales (PCA, principal components analysis)

Un camino formal para determinar qué factores de los analizados antes esta
mayormente relacionados con el color se puede hacer por medio de un analisis de
componentes principales.

Si se tienen p variables cuantitativas, mediante un PCA se pueden extraer k
combinaciones lineales de las p variables independientes (k<=p). Estas combinaciones
lineales se denominan Componentes Principales — CP — (Ganzo, 2004). El total de
componentes generados representa el la variabilidad total de los datos, y el numero de
componentes puede ser a lo mas el mismo numero de variables originales. Sin
embargo uno de los objetivos del PCA es justamente reducir el numero de variables a
analizar (dimensionalidad de los datos) para la simplificacion de un problema en
especifico: si las p variables estan altamente correlacionadas, se puede establecer una
dimensioén k, menor que p, como una dimension real de los datos (Villardén, 2006).
Cuando no necesariamente estan altamente correlacionadas, los CP se pueden
ordenar por importancia de acuerdo a la representacion de la variabilidad que cada uno
de ellos posee y luego seleccionar sélo algunos CP para el estudio del problema. La
variabilidad de los datos se entiende como la informacion que el conjunto puede
entregar, datos con alta variabilidad pueden aportar mas informacion que datos que
permanecen constantes para la mayor parte de las observaciones.

Cuando los datos tienen diferencias en sus magnitudes, la generacién de los CP puede
dejar de manifiesto simplemente esta diferencia de magnitud, siendo el CP1 la
combinacion lineal de todas las variables con ponderacidon mayor de aquellas que
poseen mayor magnitud (Carrasco, 1995). Para evitar esto los datos deben ser
estandarizados (tipificados®), con ellos obtener la matriz de correlaciones de los datos
tipificados, que se diagonaliza para obtener los valores propios. Valores propios nulos
muestran dependencia lineal entre las variables (Carrasco, 1995). Descartando estos
valores propios se generan las p combinaciones linealmente independientes (p
componente principales). La varianza asociada a cada componente se expresa en su
valor propio, asi los k componentes se ordenan de forma decreciente segun los valores
propios, es decir, de acuerdo a la variabilidad que explica cada uno (StatPoint
Technologies, 2009). Se generara el numero de componentes suficientes para explicar
el 100% de la variabilidad de los datos.

® Restar la media y dividir el resultado por la desviacién estandar
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Para el caso de las variables de temperatura (final y maxima, humedad de la malta
verde, dias de germinacién y duracion del proceso), el total de CP se muestra en el
anexo H. 5 componentes fueron generados ordenados segun la varianza explicada por
cada uno. La seleccion (extraccion) de ellos depende del criterio que se ocupe. Se
puede extraer un numero fijo de componentes, se pueden extraer tantos CP como para
explicar una varianza total fijja, o se pueden extraer CP hasta cuando la contribucion
marginal de cada componente deja de ser significativa, en general esto ocurre cuando
el valor propio es menor que 1 (StatPoint Technologies, 2009; Carmona, 2002;
Carrasco 1995). Se utilizé este ultimo criterio y los componentes extraidos para este
analisis se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9 — Componentes principales del proceso de caramelizado y tostado.

Componentes principales

Parametro CP1 CP2 CP3
Temperatura final 0,6982 0,0687 -0,0399
Temperatura maxima 0,6982 0,0684 -0,0398
Humedad inicial MV -0,0030 0,7373 -0,1047
Dias germinacion -0,1237 0,6569 0,3046
Duracién proceso -0,0984 0,1243 -0,9450
Valor propio (A) 2,03 1,12 1,00
Z’Xpﬁ;’a”anza aue 40,52%  |22,42%  |20,01%
% de varianza que 0 0 0
B Y ——— 40,52% 62,94% 82,92%

El componente principal 1 explica casi el doble de la varianza que el componente 2 y el
doble que el componente 3. En conjunto, el total de varianza explicada por estos 3
componentes es del 82,92%.

Los valores asociados en una fila a las variables son la contribucion que hace cada
variable a cada componente. Este valor se denomina “carga de los factores” esta
acotado entre -1 y 1, como restriccion en el método, y corresponde a la correlacion
entre la componente principal y la variable original tipificada (Carrasco, 2002; Villardén,
2006, Carmona, 2002). Se pueden interpretar de forma geométrica. Como se extrajeron
3 componentes es posible representar un espacio tridimensional donde proyectar las
variables (anexo H). El coseno del angulo generado que forma el vector de cada
variable con el eje del componente principal es una medida, aproximada, de la
correlacion entre la variable y el CP y es el valor del factor de carga. Una variable esta
muy correlacionada con el componente cuando su ponderacion sea cercana a 1 o -1,
asi, estos puntos son los que mas contribuyen a la formacién del eje y graficamente se
ven mas alejados del eje del componente (Carrasco, 2002). También a cada variable se
le puede calcular la “contribucidn relativa del factor al componente” elevandolo al
cuadrado (Villardén, 2006) de donde se obtiene la Tabla 10.

44



Tabla 10 - Contribucién de las variables de proceso para cada componente principal generado.

Parametro CP1 CP2 CP3
Temperatura final 0,4875 0,0047 0,0016
Temperatura maxima 0,4875 0,0047 0,0016
Humedad inicial MV 0,0000 0,5436 0,0110
Dias germinacion 0,0153 0,4315 0,0928
Duracién proceso 0,0097 0,0155 0,8930
Suma 1,000 1,000 1,000

La ganancia es que ahora todos los valores suman 1 y se ve de manera mas clara la
contribucion de cada variable a cada uno de los ejes. El conocimiento del proceso de
elaboracion de malta caramelo permite también nominar a cada componente (Carrasco,
2002): el CP1 corresponde especificamente a la temperatura; CP2 a la materia prima
(humedad y tiempo de proceso de la malta verde justo antes de entrar a las tostadoras);
y CP3 a la duracién del proceso.

Estos tres aspectos se manifiestan entonces de manera independiente. A destacar es el
caso que las temperaturas y la duracidn del proceso se manifiesten de manera
independiente, puesto que lo esperado es que a mayor temperatura final, menor sea la
duracién del proceso para desarrollar un color determinado. Esto se puede deber a la
gran variedad de colores producidos por ambas maquinas, donde las condiciones de
operacion para colores de los extremos del rango son muy distintas. Probablemente
también tenga influencia el criterio para la finalizacién del proceso, el cual, como se
explicd, depende del operador de turno en base a la comparacion visual que hace del
grano en proceso con una muestra de grano patron, disminuyendo al correlacion entre
la temperatura y la duracidn del proceso. Tomando este aspecto en cuenta se realizo
un estudio de las maquinas tostadoras donde se elabora la malta caramelo.

5.1.3. Comparacion de tostadoras

Las dos tostadoras fueron comparadas segun colores producidos, tiempos de proceso y
temperaturas finales alcanzadas. Ambas tostadoras producen una distribucidon similar
de colores, es decir que, definiendo solo a la malta caramelo por su color, pueden
fabricar los mismos productos. La Figura 24 muestra un histograma comparativo de las
dos maquinas tostadoras, el cual permite observar que la distribucién de colores en
cada maquina es similar.
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Figura 24 — Histograma comparativo de la frecuencia de produccién de cada color de malta por maquina tostadora. El eje X
indica el rango de colores cubiertos y el eje Y la frecuencia de producciéon durante el afio 2011. La producciéon de maltas
caramelo posee similar distribucion de color en ambas maquinas, por lo que ambas maquinas son capaces de fabricar los
mismos productos.

Realizando un analisis de cada maquina por separado se encuentra que el color
promedio producido por la maquina 1 fue 167 + 130 EBC mientras que para la maquina
2 fue de 175 + 137 EBC, es decir, practicamente los mismos colores, pero un analisis
comparativo de los tiempos de proceso y temperaturas finales demostré6 que las
maquinas se comportan de manera distinta. La Figura 25 da cuenta de aquello.

Para la duracién del proceso y la temperatura final alcanzada se encuentra que tanto
maquina 1 como maquina 2 muestran valores atipicos (marcados como puntos mas alla
de los “bigotes” del grafico). Se puede considerar que estos valores no provienen de la
misma distribucion de la muestra, pero a la vez la Figura 24 muestra que existieron
producciones de colores muy altos que se escapan de una distribucion normal, por lo
tanto, los valores atipicos de la Figura 25 probablemente correspondan a las
condiciones de operacidn necesarias para elaborar los colores mas altos de la
distribucion de color (sobre 500 EBC).
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Figura 25 — Diagrama de cajas y bigotes para la comparacion de la duracién del proceso de produccion de malta caramelo por
tostadora (N=1066) (a) y para la comparacion de la temperatura final alcanzada en el proceso de produccién de malta
caramelo por tostadora (N=1039) (b). La caja de color sélido muestra el recorrido intercuartilico (borde izquierdo Q1 y borde
derecho Q3). La linea vertical dentro de la “caja” corresponde al valor de la mediana (que a la vez corresponde al segundo
cuartil Q2). La media es indicada con un signo “+”. La linea horizontal recta que se extiende desde los bordes verticales de las
cajas marca el valor minimo (izquierda) y maximo (derecha) de la distribucién a menos que existan valores atipicos (outliers
points), los cuales son definidos como valores alejados mas que 1,5 veces el rango intercuartil (largo de la caja) bajo Q1 o
sobre Q3 (son marcados como un cuadrado). Valores que se alejen mas de 3 veces el rango intercuartil son denominados
valores atipicos lejanos (far outliers points) (marcados como un cuadrado con un “+” en el interior). La muesca en el borde
horizontal de la caja superior e inferior muestra el intervalo de confianza de la mediana al 95% de confianza (StatPoint
Techonolgies, 2009).

En la Figura 25 el desplazamiento que muestra una caja de la otra indica la diferencia
que existe entre las dos maquinas cuando se distribuye el 50% de los datos centrales
de la muestra. Analizando la duracidn del proceso, ambas maquinas presentan rangos
intercuartilicos similares (largo de la caja), lo que implica una distribucion similar, pero
desplazada, siendo los valores de la maquina 1 mas elevados que en la maquina 2
(procesos en maquina 1 demoran mas que en maquina 2). Lo inverso se observa para
el analisis de las temperaturas finales en cada maquina, donde la maquina 1 posee el
50% central de la distribucion de las temperaturas finales menores que la maquina 2
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(temperatura final en maquina 1 tiende a ser menor que en maquina 2). Para estos
casos, en que existen valores extremos muy altos es mejor comparar la mediana de los
datos dado que es menos sensible a los datos extremos. El test de hipotesis (Mann-
Whitney (Wilcoxon) W-test, 95% de confianza) comprobo que el valor de la mediana de
la duracidn del proceso y de la mediana de la temperatura final alcanzada es
significativamente distinta entre ambas maquinas. Esto también se puede ver de
manera grafica mediante la interpretacion de las “muescas” de las cajas. Estas
muescas corresponden al intervalo de confianza (al 95%) de la mediana, el promedio
(media) por su parte es marcado con un signo “+” al interior de la caja.

Para verificar la diferencia entre las medias de las dos maquinas para ambos
parametros, se realizd un test de hipdtesis (t-test) con hipotesis nula de “medias
iguales”. Para la duracion del proceso y para la temperatura final el p-valor fue O,
rechazando la hipoétesis nula y confirmando (con un 95% de confianza) que las medias
entre ambas maquinas son distintas tanto para temperatura como para duracion. Como
ambas maquinas son capaces de producir un mismo color, los resultados sugieren
entonces que aquella maquina que alcance temperaturas mayores, hara la produccion
de una malta de determinado color en un tiempo menor y viceversa. Esta
compensacion Temperatura-Tiempo también puede apreciarse en la Figura 25. La
maquina 1 tiende a tener procesos mas largos por alcanzar temperaturas finales
menores comparada con la maquina 2.

De forma analoga a la seccion 5.1.2, se estudio la relacién del tiempo de proceso y la
temperatura final con el desarrollo de color por cada maquina y los resultados se
muestran en el anexo I. El mismo comportamiento observado en la seccion 5.1.2 se
observa para cada maquina por separado. Esto es indicador de que si bien ambas
maquinas en promedio trabajan distinto, cada una por si sola tiene gran variabilidad, lo
que impide ajustar, mediante métodos de regresion y minimizacion de cuadrados, algun
modelo predictivo del color basado en estos parametros de proceso y disminuye
considerablemente su correlacion.

5.1.4. Eleccion de variables de proceso

La temperatura final y la duracion del proceso fueron elegidas para su estudio en
maltas. Los resultados del PCA mostraron que ambos parametros se comportan de
forma independiente. La temperatura en particular contribuye significativamente a la
explicacion de mas del 40% de la variabilidad de los datos, y dado que tanto el
componente 2 como el 3 explican cada uno el 20% de la variabilidad, se priorizé a la
duracidon del proceso como elemento importante de estudiar, teniendo por cierto una
contribucion al CP3 de 0,89, muy similar a lo contribuido por el par de variables “dias de
germinacion” y “humedad de malta verde” (0,97) (Tabla 10).

Con esto se decidi6 evaluar la “intensidad del proceso de tostado” de la malta caramelo.
Se estudid la relacion (Temperatura final/duracion de proceso) en las maltas caramelo
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para un color fijo. La Figura 26 muestra como se dispersan estos valores en todo el
rango de temperaturas indicando una alta densidad de valores bajo los 200 EBC y
mostrando a la vez gran dispersion de esta nueva variable respecto a un color fijo. Es
de interés entonces evaluar qué impacto pueden provocar las diferencias detectadas en
la relacion temperatura/tiempo en las cualidades de una malta caramelo.
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Figura 26— Grafico Color malta caramelo versus la relacion de temperatura final de proceso sobre el tiempo de proceso.

5.1.5. Relacion de los parametros de calidad de malta Pilsen con el color de
maltas caramelo

Se estudiaron los parametros de Calidad de malta Pilsen como una medida indirecta de

los parametros de calidad de la malta verde que se utilizé antes de ser transformada en

malta caramelo. Esto se puede hacer puesto que los productos malta caramelo y malta
Pilsen tienen una linea del proceso comun, como se indica en la Figura 5.

Analisis multivariable y PCA

27 parametros de calidad de malta Pilsen fueron sometidos a un analisis multivariable,
estas variables y su descripcidn puede encontrarse en el anexo J. Se descartaron
aquellos parametros que no mostraban correlacién con el color de la malta Pilsen o que
estaban incompletos, también se descartaron los parametros cualitativos, como la
variedad de la malta o el horno donde se elabor6 la malta Pilsen. Se eligieron solo 16
variables numéricas para realizar un analisis de componentes principales. Se extrajeron
5 componentes que en conjunto explican el 74,1% de la variabilidad de los datos. La

Tabla 11 muestra las contribuciones (cuadrado del factor de carga) de cada variable en
cada componente, el valor propio del componente (A) y el porcentaje de variabilidad que
explica cada uno.
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Tabla 11 - Contribucion de variables a los componentes principales extraidos para parametros de calidad de malta Pilsen.

Contribucidn de variables
Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
VZ 45 C° MP 0,1406 0,0000 0,0524 0,0038 0,0029
Ext. fino — Ind. Hartong 0,1369 0,0207 0,0324 0,0072 0,0026
N. soluble MP 0,1340 0,0310 0,0324 0,0888 0,0025
indice de Kolbach MP 0,1204 0,0562 0,0053 0,1089 0,0050
F.ANN MP 0,1005 0,0005 0,0117 0,1648 0,0027
Friabilidad MP 0,0980 0,0328 0,0471 0,0408 0,0870
Dif. extracto MP 0,0645 0,0003 0,0210 0,1936 0,0365
Color Mosto hervido MP 0,0497 0,0210 0,1998 0,0026 0,0237
Sacarificacion MP 0,0475 0,0035 0,0625 0,0000 0,1537
Color EBC MP 0,0331 0,0259 0,2333 0,0008 0,0008
Viscosidad MP 0,0272 0,0027 0,1303 0,1190 0,0240
% Ext. grueso MP 0,0269 0,2520 0,0067 0,0350 0,0159
% Humedad MP 0,0112 0,0001 0,0000 0,1568 0,4147
Proteina MP 0,0085 0,2611 0,0269 0,0012 0,0000
pH MP 0,0003 0,0081 0,1069 0,0681 0,2285
% Ext.fino MP 0,0000 0,2841 0,0320 0,0083 0,0000
Valor propio (A) 4,45 2,81 2,17 1,31 1,11
% de varianza que explica 27,80% 17,60% 13,60% 8,20% 6,90%
% de varianza que explica
acumulada 27,80% 45,40% 59,00% 67,20% 74,10%

La lectura de estos componentes, segun la contribucion de las variables en cada uno,
permite ver 5 grupos (Tabla 12). EI CP1 muestra variables que tienen relacion
prioritariamente con la actividad proteolitica, el contenido de aminoacidos libres y
nitrogeno soluble (producto de esa actividad) y el nivel de desagregacion de la malta, es
decir su friabilidad. Estos parametros son indicadores justamente de la disponibilidad de
reactivos para la generacion de compuestos coloreados segun la reaccion de Maillard
(anexo 0). Lo anterior se debe a que mientras mayor sea la actividad proteolitica y
amiolitica de una malta Pilsen, mayor sera la cantidad aminoacidos derivados de la
protedlisis de las reservas del grano y de azucares reductores provenientes de la
hidrdlisis del almidéon. Con ello se obtiene una malta potencialmente mas susceptible a
la generacion de color si es que se somete a las condiciones de calor, tiempo y pH
adecuadas. El CP2 esta compuesto por el porcentaje de extracto (fino y grueso), el cual
es medida de los sélidos solubles en el mosto, principalmente azucares, y del contenido
de proteina, parametros indicadores a una escala mayor de la presencia de grupos
carboxilos y aminos para la Reaccion de Maillard. EI CP3 se refiere al color de la malta
Pilsen en mosto y mosto hervido. Estas variables estan correlacionadas entre si ya que
el color del mosto tiene a subir 2 a 3 unidades EBC cuando se hierve (MEBAK, método

4.1.4.2.9), esto les confiere contribuciones similares en el CP3. La principal variable del
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CP4 es la diferencia de extracto. Cuando este valor es pequefio (nivel de extracto con
molienda gruesa se acerca a nivel de extracto con molienda fina) existe un alto grado
de desagregacion proteolitica y a la vez del endorpermo amiolético. EI CP5 habla de la
salida del proceso de secado de la propia malta Pilsen, la humedad final, y no muestra
relacidn directa con el proceso de obtencion de color de la malta caramelo.

Tabla 12 — Agrupacion de variables mas importantes (con mayor contribucién relativa) en cada componente principal.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
VZ 45 C° MP % Ext. fino MP Color MP Dif. extracto MP % Hum MP
Color Mosto

Ext. fino — ind. Hart Proteina MP
X INO n artong roteina herv. MP

% Ext. grueso

N. soluble MP
soluble MP

indice de Kolbach MP
F.A.N MP
Friabilidad MP

Ni el pH, ni el tiempo de sacarificacion ni la viscosidad contribuyen de forma importante
a ninguno de los componentes extraidos. Estos parametro no poseen gran variabilidad
en las maltas Pilsen, por lo que se puede decir que estan bien estandarizados en
Malterias Unidas S.A.

El conjunto de variables mostradas en la Tabla 12 aporta el 73% de contribucion en el
CP1, 80% en el CP2, 43% en el CP3, 19% en CP4 y 42% en CP5. Teniendo en cuenta
de que la eleccion de un determinado grupo de variables lleva la pérdida de informacion
de los datos, los valores anteriores permiten distinguir las variables que tiene relacion
con el nivel de desagregacion de la malta Pilsen, y por consiguiente de la malta verde
antes de ser transformada en caramelo, son los parametros que poseen la mayor parte
de la informacion (variabilidad). Esta variacion de valores eventualmente puede
impactar en las reacciones y compuestos finales que se desarrollen en la malta
caramelo cuando se procesen. Con el objeto de analizar unos pocos parametros y su
impacto en la malta caramelo se eligieron las variables mas importantes de los dos
primeros componentes.

Los parametros de indice de Hartong (VZ 45 C° MP), Nitégeno soluble (N. soluble MP),
indice de Kolbach, Compuestos aminonitrogenados libres (F.A.N MP) y Friabilidad, al
tener contribuciones similares en el CP1 implica que estan correlacionados y que por
tanto es factible obtener una que represente a las demas. Dado que la desagregacion
se puede medir segun la actividad amiolitica (degradacion del almidon) como
proteolitica (degradacion de estructuras protéicas) una variable para cada una fue
elegida, representando la disponibilidad de grupos aminos y disponibilidad de los
azucares reductores respectivamente.

El nivel de desagregacion total de la malta se puede medir con la Friabilidad, y dado
que el grano esta compuesto en mayor proporcion por almidon, la friabilidad por si sola
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indica el nivel de avance de la hidrélisis del almidon. Para la variable que represente a
los compuestos derivados de la protedlisis (liberando compuestos nitrogenados) se
elaboré una matriz de coeficientes de correlacion mostrada en Tabla 13. De ella se
obtiene que la variable con mayor correlacién lineal con las demas es el indice de
Kolbach (relacion proteina soluble/proteina total; evalua la desagregacion protéica), por
lo que fue elegido para el posterior estudio de impacto en las cervezas representando
una medida de la desagregacion proteolitica del grano.

Tabla 13 — Matriz de correlacion lineal para variables del componente principal 1

indice
VZ 45 C° | N soluble |Kolbach F.A.N. Friabilidad
VZ 45 C° 0,422 0,446 0,402 0,374
N. soluble 0,422 0,691 0,625 0,402
indice Kolbach | 0,446 0,691 0,653 0,490
F.A.N. 0,402 0,625 0,653 0,362
Friabilidad 0,374 0,402 0,490 0,362

Del grupo 2 se seleccionaron el nivel de proteina y el extracto fino como indicadores de
grupos amino y polisacaridos disponibles respectivamente. No se eligidé el extracto
grueso por ser una medida que depende del nivel de molienda, la que por si sola
constituye el mejor caso para extraer los componentes de la malta en la maceracion.
Extracto fino y proteina, al contribuir de igual manera en el CP2 estan correlacionados.
El analisis del contenido de proteina versus el extracto (Figura 27) refleja la relacion
esperada, es decir, a mayor cantidad de proteina, menor es el contenido de extracto.
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Figura 27 — Cantidad de extracto con molienda fina versus contenido de proteina para malta Pilsen. Modelo de dobles
reciprocos; y = 1/(0,0136927 — 0,0144288/x) ;R%=51,1%)

La Figura 27 muestra la relacion entre el nivel de extracto fino y el de proteina en una
malta Pilsen terminada. Se ve que son inversamente proporcionales. Esta relacion
justifica los criterios de seleccion que se tienen al hacer ingreso de cebada con bajo
contenido protéico (véase seccion 1.3 y anexo B) ya que asi se puede obtener un
producto final con mayor nivel de extracto, que es de interés para el productor
cervecero. Debido a esta correlacion, finalmente se tomoé la relacion Extracto
fino/proteina para realizar el estudio de su impacto de manera sensorial y
cromatografica en cervezas. Su relacion con el color de maltas caramelo elaboradas de
la misma materia prima se muestra en la Figura 28.
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Figura 28 - Grafico Color malta caramelo versus la relacion de extracto fino sobre el nivel de proteina de la malta Pilsen
proveniente del mismo cajén de malta verde base para la malta caramelo
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Es clara la dispersion existente para un mismo color, especialmente bajo los 200 EBC,
al igual que en la Figura 26, ya que bajo este color se encuentran los mayores niveles
de produccion como lo indican las distribuciones mostradas en la Figura 24. La gran
dispersidon comprueba nuevamente la no estandarizacion del proceso, dado que una
malta caramelo de un color determinado se ha de elaborar con maltas verdes que
poseen una relacién Extracto fino/proteina muy variable, midiéndose este valor a través
de la malta Pilsen. El impacto fue estudiado en lo que sigue de este trabajo.

5.1.6. Eleccion de color de maltas caramelo a evaluar

Los resultados de las secciones anteriores (5.1.2 a 5.1.5) definieron como importantes
ciertos parametros puesto que presentan gran variabilidad como indicadores de calidad
de la materia prima utilizada para elaborar malta caramelo y como parametros del
proceso de elaboracién de malta caramelo. Es de interés estudiar entonces qué
impacto tienen las diferencias detectadas para maltas caramelo de un color especifico.
Los parametros son los siguientes:

- Temperatura final/tiempo de proceso
- Friabilidad

- Indice de Kolbach

- % Extracto fino/% Proteina

La relacion de temperatura y tiempo de proceso representa no estandarizaciones a
nivel de condiciones de operacion del proceso, mientras que los parametros de
Friabilidad, indice de Kobach y relacién entre extracto fino y proteina, representan no
estandarizaciones a nivel de la materia prima utilizada para elaborar una malta
caramelo, medidos estos valores a través de la malta Pilsen producida de la malta
verde. Este ultimo punto es importante ya que los parametros de desagregacion de la
malta verde antes de ser procesada como malta caramelo se midieron indirectamente a
través de los parametros de calidad de la malta Pilsen, sustentandose en que los
regimenes de secado de la malta Pilsen en efecto no cambian sustancialmente las
propiedades de la malta verde (seccion 1.3 y anexo B).

Se eligié un solo color de malta caramelo a estudiar dado que se observaron grandes
diferencias para los parametros arriba indicados a un mismo color. Para decidir sobre
qué color trabajar se consultd al area comercial cual era la malta caramelo de mayor
salida al mercado. Para Estados Unidos la malta caramelo es la de color 120 y 150
EBC los cuales comprenden los rangos de color [110, 130 EBC] y [130,170 EBC]
respectivamente. Esto concuerda con los niveles de produccién de cada color
observados en la Figura 24 y que se muestra para ambas maquinas combinadas en la
Figura 29.
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DISTRIBUCION DE PRODUCCION DE MALTAS CARAMELO POR COLOR
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Figura 29- Distribucion de la produccién para las maltas caramelo segtin su color

Las medidas de tendencia central de los datos mostrados en la Figura 29 para el rango
de color 110-170 EBC se muestran en la Tabla 14. Se puede decir que las muestras
obtenidas en ese rango de color provienen de una distribucién normal, por lo que la
media es representativa de este subconjunto de color de malta caramelo.

Tabla 14 — Medidas de tendencia central para la produccién de maltas caramelo en el rango de color 110-170 EBC. La
asimetria estandar y la Curtosis estandar estan dentro de los valores esperados para una distribucion normal (-2,+2).

Promedio 135,16
Mediana 133,00
Desviacién estandar (o) 15,06
Coeficiente de variacion 11%

Asimetria estandar 1,69
Curtosis estandar - 1,55
N 129,00

Se decidié someter a evaluacidn maltas caramelo de colores cercanos a 135 + 15EBC
(media £ 0, donde se encuentra el aproximadamente el 68% de las observaciones) y
que tengan diferencias significativas en los parametros arriba mencionados
(Temperatura final/tiempo de proceso; Friabilidad; indice de Kolbach; % Extracto fino/%
Proteina).

5.1.7. Maltas especiales seleccionadas para analisis

Dentro del rango de color 110-170 EBC se encontraron maltas de colores similares que
representaban valores extremos (minimos y maximos locales) para cada uno de los
parametros enlistados en la seccidn 5.1.6. Se determinaron dos muestras de malta que
representan valores minimos y maximos de cada parametro para un color aproximado
de 135 EBC. Para los parametros de indice de Kolbach, Friabilidad y %Extracto
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fino/%proteina se denominaron las maltas A y B como minimo y maximo local de estas
variables respectivamente, mientras que para el parametro temperatura final/tiempo de
proceso se denominaron las maltas caramelo C y D como minimo y maximo local
respectivamente. Los valores de cada malta y el rango en el cual se encuentran
(acotado este para colores 110-170 EBC) se muestran en la Tabla 15y Tabla 16.

Tabla 15 — Maltas caramelo seleccionadas para analisis de indice de Kolbach, Friabilidad y Extracto fino/proteina. La malta A
representa valores minimos y la malta B representa valores maximos para el rango de valores encontrados en maltas
caramelo 110-170 EBC.

e 2 e Raln.go en 110—170/ E.BC
minimo maximo

indice de Kolbach (%) | 41,30 48,40 36,10 49,20
Friabilidad (%) 70,80 89,20 70,80 96,20
E. fino/prot 7,85 9,51 7,12 9,78
Extracto Fino (%) 80,90 83,20 80,40 84,40
Proteina (%) 10,30 8,75 8,50 11,30
Color (EBC) 140,00 137,00 110,00 168,00

Tabla 16 — Maltas caramelo seleccionadas para analisis de Temperatura final/tiempo de proceso. La malta C representa
valores minimos y la malta D representa valores maximos para el rango de valores encontrados en maltas caramelo 110-170

EBC.
Rango en 110-170 EBC
Malta C Malta D — —
minimo maximo
Temp./tiempo (°C/min) 0,82 1,56 0,56 1,56
Temperatura final (°C) 113,13 157,13 88,30 157,13
Duracién proceso (min) 140,50 102,63 91,33 169,00
Color (EBC) 117,42 120,22 110,00 168,00

Las maltas mostradas en la Tabla 15 y Tabla 16 fueron seleccionadas comprobando
que el color fuera lo mas similar posible. Para ello se utilizé un sistema de prediccion de
color sobre el grano seco de malta caramelo con la utilizacién del dispositivo RGB Color
Analyzer. El desarrollo del modelo predictivo se plantea en el capitulo siguiente.

El anexo K muestra los datos de las 4 variables seleccionadas para todas las maltas.
Se observa que la malta D posee menor indice de Kolbach que la malta A (siendo que
esta ultima se eligié como representativa del minimo de este parametro). La eleccion se
debe que las maltas A y D poseen colores distintos (140 y 117 EBC respectivamente) lo
que no permitiria evaluar la diferencia de este parametro para un color fijo. Si se
analizan de esta forma todos los parametros de todas las maltas se puede decir
entonces que:

- Todas las maltas son minimos y maximos locales, excepto la malta D, la cual es
maximo absoluto pata la razén Temp./tiempo
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- Malta A y malta B representan las mayores diferencias encontradas para el nivel
de desagregacion a un color fijo (138 EBC aproximadamente).

- Malta C y D representan las mayores diferencias encontradas para la intensidad
del régimen de tostado a un color fijo (119 EBC aproximadamente).

- La malta A poseen una intensidad de tostado (razén Temp./tiempo) menor que C
debido principalmente a un mayor tiempo de proceso.

- La malta B posee una intensidad de tostado media.

- La malta C no posee datos de la calidad de la malta verde desde donde fue
realizada, por lo que no se sabe su nivel de desagregacion.

- La malta D posee un nivel de desagregacion medianamente bajo. En particular
su indice de Kolbach es menor que A, y dado que tienen un nivel de proteina
similar, la malta D posee menor cantidad de compuestos nitrogenados soluble.

Estos aspectos fueron considerados en cuenta para la interpretacion de los resultados
sensoriales y cromatograficos.

5.2.Medicion de color en maltas caramelo

Con el objetivo de disminuir los tiempos de analisis de color y poder hacer
comparaciones al instante de distintas muestras con el grano directamente se
estandarizé una metodologia de medicion rapida de color en maltas caramelo con el
uso del equipo RGB Color Analyzer. Uno de los fines practicos es que el operador de
las tostadoras posea un método objetivo con el cual comparar el color del producto que
se esta elaborando con el patron que esté utilizando. La elaboracion de una tabla donde
el operador busque un valor para dar con el color es perfilado como un método sencillo
que cumple este fin.

5.2.1. Evolucion de los parametros RGB y HSL medidos con el dispositivo RGB

Color Analyzer respecto al color de malta caramelo

La Figura 30 y la Figura 31 revelan la evolucion de los parametros de los modelos RGB
y HSL respectivamente a medida que las maltas caramelo aumentan su color en
unidades EBC. El rango de valores que pueden tomar es de 0 a 1023 para RGBy 0 a
1000 para HSL (seccion 2.2.3). El modelo RGB muestra que a medida que aumenta el
color en las maltas caramelo sus valores de R, G y B van decreciendo y acercandose a
0, pasando al mismo tempo los granos de malta caramelo de colores amarillos y
anaranjados a rojos oscuros, pardos y negros por carbonizacion. Los tres parametros
tienen una evolucion similar hasta alrededor de los 670 EBC, donde la cantidad de rojo
(R) muestra una discontinuidad. Por su parte también, el valor de R siempre se muestra
superior, siendo el rojo siempre el color mas intenso. Esto es propio de la
caramelizacion del almidén, que genera compuestos rojos y pardos como el HMF (5-
hidroximetilfurfural) (Quintas, Brand&o y Silva, 2002). La importancia que también
muestra el verde (G) se puede asociar a las estructuras vegetales de la semilla (cascara
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y residuos del embrién) y a la evolucion de la presencia de color café, el cual es
combinacion de los tonos rojo y verde.
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Figura 30 — Evolucion de los parametro del modelo RGB con el aumento de color de maltas
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Figura 31 — Evolucion de los parametro del modelo HSL con el aumento de color de maltas

En la Figura 31 se ve codmo el valor de L (luminiscencia) tiene un comportamiento
similar a los parametros mostrados en la Figura 30, su disminucion de color indica su
camino hacia el negro. El nivel de saturacién describe una curva con un maximo
alrededor de los 376 EBC y disminuye parcialmente hacia los extremos del rango EBC
llegando a un valor de intensidad de 245, por lo que se mantiene en un nivel medio-
bajo, es decir mas cercano al gris de igual luminosidad. El valor de H se mantiene
practicamente constante a una intensidad promedio de 17,8 y una desviacion estandar
de 1,1. Este valor de Matiz esta muy cercano a la cota minima del equipo y por ende
cercano al rojo, manteniéndose asi para todos los tipos de maltas evaluadas. De
manera cualitativa se puede decir entonces que una de las componentes cromaticas
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mas importantes en el parametro de color es el valor del Rojo y que la principal
diferencia es la luminosidad, es decir, cuan negras o blancas son, informacion que
entregan claramente ambos modelos.

5.2.2. Determinacion de variables predominantes

Para la determinacion de un modelo predictivo del color del mosto de las maltas
caramelo se realizdé un analisis multivariable. La Tabla 17 muestra los coeficientes de
correlacion lineal de las variables con el color EBC.

Tabla 17 — Coeficiente de correlacion lineal de Pearson de las variables de cada modelo de color con la variable Color EBC
para maltas caramelo.

Variables del modelo R G B H S L

Coef. Correlacion lineal con el color de malta

-0,944 | -0,926 | -0,906 | -0,795 |-0,154 | -0,933
caramelo

El p-valor para cada una de los coeficientes fue menor a 0,05 lo que indica
correlaciones significativas con un 95% de confianza. Es claro ademas que la variable
con mayor correlacion lineal es R, es decir el nivel de Rojo como componente cromatico
mas importante en el grano de malta. Esto refuerza el analisis cualitativo de las Figura
30 y Figura 31.

Se recurrio a un Analisis de Componentes Principales (PCA) para reducir la
dimensionalidad del modelo. Sometiendo a PCA ambos modelos de color (RGB y HSL)
en conjunto se extrajeron dos componentes principales. La contribucion de cada
variable es mostrada en la Tabla 18.

Tabla 18 — Contribucién de cada variable para los componentes principales extraidos de un PCA para la totalidad de los datos
obtenidos de color de malta caramelo en el rango 43 a 859 EBC

Variables Componente 1 | Componente 2
G 0,208 0,001

B 0,208 0,000

R 0,207 0,006

L 0,203 0,007

H 0,172 0,109

S 0,003 0,876

Valor propio (A) 4,8017 1,1151

% de varianza que explica 79,978 18,560

% de varianza que explica (acumulada) | 79,978 98,537

El componente principal 1 explica el 79,91% de la variabilidad de los datos obtenidos
(valor propio igual a 4,8) mientras que el componente principal 2 explica el 18,54% de la
variabilidad (valor propio = 1,1). La tabla del anexo L da cuenta de todos los
componentes generados, del porcentaje de variabilidad que explica cada uno y del valor
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propio de los mismos. La interpretacion de las ponderacién de cada variable dentro de
cada componente indica que tanto R,G,B y L son sustancialmente importantes para
explicar el comportamiento de los datos (mayor ponderacion dentro del componente 1),
mientras que en el segundo componente principal se da importancia a la saturacion (S)
principalmente y en segundo lugar al matiz (H). Este comportamiento se puede ver
también como una separacion parcial de los modelos RGB y HSL. Como se mostro en
las Figura 30 y Figura 31, la mayor variabilidad se da cuando la malta se acerca al color
negro, es decir cuando R, G y B disminuyen (en el modelo RGB) lo que es equivalente
a perder luminosidad (L), también acercandose a negro (en el modelo HSL), razon por
la cual estos parametros se ponderan con valores relativamente altos dentro de la
componente principal 1.

Dados los fines practicos de la prediccion de color de mosto en maltas caramelo, es
que se hizo necesaria la confeccion de una tabla para que para el personal pueda
utilizar un solo valor, encontrarlo en la tabla y dar con una prediccion del color como
para tomar decisiones productivas, en particular decidir el momento de la finalizacion
del proceso . Es asi que se optd por ocupar un modelo de univariable y determinar un
rango de operacion mas acotado para el equipo. Ocupando los resultados de la en la
Tabla 18.

Tabla 18 la eleccidén de la variable se hizo comparando uno a uno modelos no lineales
para R, G, B y L dado que estos son los con mayor contribucion en el componente
principal 1. El anexo M muestra los graficos del color versus cada variable (R, G, By L)
de forma independiente. La Figura 32 muestra solo el caso del color de la malta
caramelo en funcion de la luminosidad (L) donde se observa una acumulacion de datos
antes del valor L = 100 (entre 600 y 800 EBC), denotado por un circulo. Este
comportamiento también se observa en el color respecto a las otras variables (anexo
M).
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Figura 32 — Color EBC de mosto versus la luminosidad de los granos. Se marca una acumulacién de puntos probablemente
resultado de errores experimentales.

La multiplicidad de valores en el eje x para colores sobre los 600 EBC puede deberse a
errores experimentales. Una malta sobre los 600 EBC es de color muy oscuro entonces
es probable que corresponda a una menor sensibilidad del dispositivo para maltas de
color muy alto por trabajar cercano a la cota inferior de su rango de operacion. Se
decidié por esta razén acotar el rango de prediccién a valores de EBC menores o
iguales a 570, que es el maximo valor medido que no representa el comportamiento
descrito anteriormente.

Para las variables R, G, B y L, cada una por separado, se ajusté un modelo lineal
(regresion lineal) de la forma y = a + bx para luego discriminar entre una serie de 27
modelos alternativos, lineales y no lineales, usando el método de minimos cuadrados.
El criterio para la seleccion fue el coeficiente de determinacion de cada uno (R?). El
modelo que mejor coeficiente de determinacion obtuvo fue basado en el reciproco de la
variable x de la forma y = a + b/x, donde y es el color en unidades EBC y x la
variable R, G, B o L. La Tabla 19 muestra los coeficientes de determinacién (R?) para
cada uno de ellos.

Tabla 19 — Resumen de los coeficientes de determinacion de un modelo basado en los reciprocos de la variable x (R, G, B o L)
para la prediccion de color de mosto de malta caramelo en el rango entre 43 y 570 EBC.

Variable Coef. de determinacion (R?)
R 94,56%
G 93,31%
B 92,26%
L 91,61%

La variable que mejor explica la variabilidad del color de los mostos con un modelo
sencillo, sin mayores procedimientos sobre los datos originales (sin eliminacién de
datos) es R. Asi fue seleccionado para la obtencidén del modelo final con la utilizacion de
un modelo basado en el reciproco de x.

5.2.3. Identificacion de outliers

Para el modelo basado en el reciproco de R (y = a + b/x) generado con la totalidad
de los datos para el rango de color elegido [43-570 EBC], con un R?=94,56%, se realiz6
una identificacion de outliers. La Figura 33 muestra la curva producto del ajuste de
parametros, su intervalo de estimacion y su intervalo de prediccion. La banda interna
corresponde al intervalo de la estimacion (o intervalo de confianza) al 95% de
confianza. La banda externa corresponde al intervalo de la prediccion. La diferencia
entre uno y otro se debe a que el primero es construido de forma que para cada valor
de R nuevo, se estime el valor del color de donde provino considerando la variabilidad
debida a que la curva estimada no representa exactamente la media verdadera del
color, mientras que el intervalo de la prediccion incluye en su calculo la variabilidad
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individual del color alrededor de la media verdadera y por ello es de mayo amplitud
(Anderson y Bancroft, 1952; Kelmansky, 2005).
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Figura 33 - Identificacion de puntos no representativos de la curva de R para la confeccion de un modelo predictivo del color.
Estos corresponden al color de malta caramelo 401 EBC, los que fueron eliminados. Modelo reciproco de x;
y= —163,205+107630/x ; R2=94,6%. La banda interna corresponde al intervalo de la estimacion y la banda externa al
intervalo de la prediccion.

Por inspeccion grafica se observa que existe un conjunto de puntos que esta fuera de la
banda de prediccién correspondientes todos al color de malta caramelo 401 EBC.
Todos estos valores provienen de una misma muestra de malta caramelo, por lo que se
considerd que es un error experimental. Se optd por su eliminacion para la construccion
de la curva ajustada.

Luego, fueron analizados indicadores robustos para outliers como las medidas de
tendencia central (media, mediana, media truncada (15%), media winzorizada (15%)) o
estimadores de escala (Desviacion estandar, MAD/0,6745, Sbi, Desviacion estandar
winzorizada). Sus valores estan en Tabla 20. Estos indicadores proveen informacion
acerca del impacto que tienen los datos del extremo del rango de color elegido.

Tabla 20 - Estadisticos robustos a outliers. Los valores mostrados son calculados para todos los datos de R obtenidos con las
mediciones de color de maltas caramelo. El truncamiento y winzorizado se realizé con el 15% de los datos mayores y menores

deR.
Medidas de tendencia central | # Estimadores de escala | #
Media de la muestra 328,145 | Desviacion estandar 90,3638
Mediana de la muestra 352,000 | MAD/0.6745 87,4722
Media truncada 333,548 | Shi 96,0099
Media winzorizada 329,783 | Desviacion winzorizada | 108,667
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Tabla 21 - Intervalos 95% de confianza para la estimacién de la media para los casos estandar y para cuando los datos son
winzorizados

Intervalo 95% de confianza para estimaciéon de media
de Color Malta Caramelo

Limite inferior | Limite superior
Caso estandar 319,478 336,812

Caso winsorizado 317,310 342,256

Cuando no existen valores atipicos que causen distorsiones en los estadisticos de la
Tabla 20, los valores de la columna izquierda (medidas de tendencia central) deberian
ser similares entre si, lo mismo debe ocurrir con los de la derecha (estimadores de
escala). Esto se cumple si es que los datos pertenecen a una distribucion normal. Se
realizé un test de normalidad y se rechazod, con 95% de confianza, la hipotesis de que
los datos provinieran de una distribucién normal (Test Shapiro-Wilk, W = 0,932853; p-
valor = 0,0). Cuando los datos son winzorizados se causa un leve impacto en los
intervalos de confianza para la media (Tabla 21) - en especifico para el limite superior
(que cambia 5,444 unidades (1,6%) mientras que el limite inferior cambia 2,168
unidades (0,68%)). Segun esto no se puede determinar con certeza si los datos de los
extremos son o no outliers, puesto que a pesar que el cambio en la media es pequefio
cuando se winzorizan los datos, el calculo esta basado en una distribucion normal, la
que fue rechazada. No se realizoé otro test para determinar que los valores extremos
fueran outliers, ya que los test disponibles basan su calculo en una distribucion normal.
Sin embargo la Figura 34 muestra que ningun valor de R estd mas alejado que 2
desviaciones estandar de la media, comportamiento analogo al de una distribucion
normal, en donde el 95% de los datos se encuentran en el rango [J + 20, U — 20].
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Figura 34 — Grafico de outliers con limites Sigma (o). Media: 328,145; Desviacion estandar: 90,36; n = 424. Ningun valor de R
esta alejado mas de 2 desviaciones estandar de la media.
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Segun esto ultimo no se considerd la eliminacion de mas puntos. En sintesis no se
encontré ningun outlier después de haber eliminado los valores de color 401 EBC. Se
decidié finalmente realizar un modelo con todos los datos de R recolectados para un
rango de color entre 43 y 570 EBC excluyendo a los de 401 EBC (5 puntos). Total de
datos: 419 valores.

5.2.4. Validacion del modelo

Con un total de 419 valores de R obtenidos a través del dispositivo RGB Color Anayzer
sobre harina fina de maltas caramelo producidas en Malterias Unidas S.A. durante el
afno 2011 se realizé6 un modelo para la prediccion del color dentro del rango 43-570
EBC. El modelo se especifica en la Ecuacion 2 y el detalle de la estimacion de sus
parametros con el método de minimos cuadrados se muestra en la Tabla 22.

Ecuacion 2

106019

Color [EBC] = —160,506 + —

Tabla 22 - Estimacion de parametros para modelo reciproco de x (y = a + b/x) del color en funcién de R.

. Estimacidn por minimizacién de | Error estandar
Parametro .
cuadrados [+ Unid.]
Intercepto -160,506 3,6645
Pendiente 106019 1.030,05
R? 96,2041 %
Error estandar de la estimacion 24,8817

El modelo de la Ecuacion 2 explica de esta forma el 96,2% de la variabilidad de los
datos, mejorando significativamente del utilizado con el total de datos (Figura 33). El
error estandar de la estimacion muestra que la desviacion estandar de los residuos es
24,88. El scatter plot se muestra en la Figura 35 donde se ve que los puntos se
dispersan en todo el rango y no representan patrones especiales alrededor de la
diagonal, lo que permite asegurar que el modelo provee de una curva adecuada. De
todas formas existen puntos que no se encuentran cerca de diagonal, indicando cierta
deficiencia en el modelo predictivo.
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Figura 35 — Scatter plot de modelo para la estimacién de color en maltas caramelo

La Tabla 23 muestra un analisis de varianza (ANOVA) con un analisis de falta de ajuste
(lack-of-fit).

Tabla 23 - Analisis de varianza y lack-of-fit para modelo de prediccion de color EBC en funcién del reciproco de R

Analisis de varianza con lack-of-fit
Fuente de Suma de Grados de ) L
varianza cuadrados libertad Media cuadrtica F P-valor
Model 6.558.590 1 6.558.590,000 | 10.593,78 0,0000
Residual 258.783 418 619,098
Lack-of-Fit® 165.616 213 777,540 1,71 0,0001
Error purOb 93.167 205 454,473
Total 6.817.380 419

® Variabilidad del promedio de Y alrededor del modelo ajustado
® Variabilidad de Y para un mismo valor de X

El analisis de lack-of-fit descompone la variabilidad de los residuos en dos
componentes: Lack of Fit y Error puro. El p-valor del la falta de ajuste (lack of fit) (p-
valor<0,05) sugiere (con un 95% de confianza) que el modelo no es adecuado para
representar la relacion de las variables observada y que uno mas complejo deberia ser
utilizado (StatPoint Techonologies, 2009). Este resultado puede deberse a que, si bien
el coeficiente de determinacion es elevado (96,2%), éste no es la unica medida de la
bondad de ajuste de un modelo. El coeficiente de determinacién (R?) es una medida de
la proporcién de la variacion de los datos estimados respecto a la media muestral (y —
y) sobre la variacién de los valores reales respecto a la media muestral (y —y) y es
altamente influenciada por el numero de observaciones utilizadas. Un numero elevado
de variables independientes x distribuidas a lo largo de todo el dominio eleva el
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coeficiente de determinacion (Martinez, 2005) como puede ser en este caso.  El
anexo N muestra los residuos (y — y) como el error que se comete al sustituir un valor
observado (y) con el estimado (y). Se observa en él que existe gran dispersién de los
residuos, lo que puede influir en la estimacion de la bondad de ajuste aun cuando el
coeficiente de determinacion es elevado.

Un factor que explica este comportamiento es que el color de las maltas caramelo que
fueron utilizadas es también una estimacion usando el método EBC del color real de la
malta caramelo, por lo que tiene asociado un error experimental. La Ecuacion 1
(seccion 2.2.1) muestra el calculo del color. Esta férmula es valida para colores de
hasta aproximadamente 500 EBC (si se toma el maximo valor de absorbancia para que
la medicion de color del mosto diluido sea 25,3 EBC13) y la medicion del color se suele
hacer para colores mas elevados. Por otro lado los implementos para la medicion de
color no son los adecuados segun el método EBC: en espectrofotometro se ocupan
cubetas de cuarzo de 20mm de ancho, cuando el método indica 25mm. Si bien esto se
puede hacer, la Ecuacion 1 necesita una correccion (multiplicacion por factor de
25/20=1,25) la cual no es realizada. Esto implica que los colores de las maltas caramelo
que son informados estan desviados aproximadamente 1,25 unidades (hacia abajo) de
lo que el método oficial informaria. La expresidén de estos resultados a la vez se realiza
s6lo con un decimal, por lo que se pudiera considerar como iguales maltas que el RGB
Color Analyzer si pudiera distinguir. Esto explica las variaciones del Color para un
mismo R que son observadas en el anexo 0.

Aun cuando los problemas de la medicion de color EBC no se solucionen, es importante
considerar entonces que, para los fines del método de estimacion rapida de color, los
valores obtenidos a través de este método son tan so6lo una guia y que los métodos
estandar (EBC) se deben realizar para el calculo del valor oficial del color. Asi, los
limites de prediccion de color son amplios para un mismo R, como se indica en el anexo
0. Sin embargo lo anterior, el modelo permite tener valores que permiten comparar
maltas caramelos y tomar decisiones en el proceso de forma mas objetiva de lo que se
estaba haciendo antes de la implementacion del método y es una poderosa herramienta
para la comparacion de maltas en términos relativos.

5.3.Analisis sensorial para la evaluacion de cervezas con maltas caramelo
seleccionadas

Para evaluar el perfil organoéptico de las muestras de malta seleccionadas y utilizadas
para elaborar cerveza se establecio un panel degustador y pruebas sensoriales
especificas.

66



5.3.1. Seleccion y entrenamiento de jueces

En la prueba de seleccion 1 (duo-trio) y de seleccién 2 (ordenacion) se atribuyd un
puntaje unitario para cada una de las respuestas correctas. Las dos pruebas tuvieron 4
repeticiones por lo que el puntaje maximo total a alcanzar por cada juez fue de 8. De las
21 personas que participaron voluntariamente solo dos alcanzaron el maximo. La Tabla
24 muestra los puntajes atribuidos por juez ordenados segun su desempefio de mayor
a menor. El formato va de amarillo para el mejor desempefio a rojo para el peor
desempeinio.

Tabla 24 - Desempeiio juez para cada prueba de seleccion. Amarillo: mejor desempeiio; Rojo: peor desempeiio.

juez | Duo-trio Ordenacién | Total

O | N[O UL W[IN|F
W W w PP

AlphplPlWW WlWWIW WD
D ||| | NN | N|N|ow|oo

Los resultados entre las pruebas 1y 2 fueron consistentes dado que las personas que
tuvieron mejor desempefio en la primera disminuyeron solo un punto, mantuvieron, o
mejoraron, su nivel de respuesta en la segunda prueba. Estas 12 personas son el
57,1% de la muestra y concentran 75% de los mejores resultados. En general los
individuos con este desempefo pertenecen a las areas de Produccion de maltas
caramelo, Control de Calidad, Desarrollo de productos y Comercializacion, es decir,
personas que tienen contacto directo con los granos de malta en distintos puntos de su
proceso y comercializacion y que poseen, dado su cargo, conocimientos especificos de
algun aspecto del grano. Personas pertenecientes a las areas Informatica,
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Administracion, Gestion de personas o Adquisiciones no mostraron, en general, un
mejor desempefio. Esto esta acorde con los antecedentes expuestos sobre la influencia
que tiene el entorno, el conocimiento y las caracteristicas de las personas en una
prueba sensorial (Saens, 1985). Se puede decir que los resultados que entreguen las
personas que obtuvieron mayor puntaje, no representaran a un consumidor promedio
chileno de cerveza, en cuanto a que el consumidor promedio no es un gran conocedor
de la cerveza ni de la terminologia empleada en su descripcidn, pero si podran dar
informacion sobre aspectos mas detallados de la calidad sensorial del producto. El
panel final fue conformado por las 12 personas que obtuvieron el puntajemas grande, 6
hombres y 6 mujeres de entre 23 y 45 afnos. En cada una de las pruebas realizadas en
el desarrollo de la tesis participaron aproximadamente 9 distintas personas.

5.3.2. Caracterizacion de parametros organolépticos en las cervezas con malta

caramelo

Existen 42 aspectos organolépticos evaluables sensorialmente en una cerveza, que se
pueden dividir 14 categorias generales mostrados en anexo P (Gruber, 2001). Ellas
comprenden parametros de aspecto, aroma, sabor y sensacion en boca (Beer Judge
Certification Program, BJCP). Se seleccionaron 18 parametros, 15 sabores y 3
sensaciones en boca, potenciales a ser desarrollados en cervezas con malta caramelo
segun lo expuesto por Gruber (2001), Alvarez (2011) y anélisis sensoriales realizados
por AndesWine (2011) tratando de abordar las 14 categorias expuestas. Los aspectos
organilépticos se indican en la Tabla 25.

Tabla 25 - Sabores y sensaciones en boca potenciales a ser desarrollados en cervezas con malta caramelo.

Sabores

Caramelo Nuez, almendra Agrio

Dulce Frutal Vegetales cocidos
Tostado Chocolate Papel, carton
Amargo Acido Grasa, mantequilla
Grano Avinagrado Alcohol

Sensacion en boca

Cuerpo Astrigencia Carbonatacién

Para evaluar el impacto de la malta caramelo se utilizaron concentraciones
relativamente altas respecto a las ocupadas normalmente en cerveceria. Este impacto
se contrasto con cervezas que no tuvieran malta caramelo, asi se elaboraron cervezas
con 0%, 15% y 20% de malta caramelo. La cerveza con 0% se us6 como muestra de
referencia elaborada s6lo con malta Pilsen. A cada juez se le dio de probar una cerveza
con cierto porcentaje de malta caramelo y se le pidi6 indicar si, para un parametro
particular (Tabla 25) existia diferencia entre esa cerveza y la referencia. Para aquellos
parametros en que si se percibia diferencia, segun el juez, se pidié dar un puntaje en
una escala unipolar no estructurada como la de la Figura 17 numerada del O al 10.
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Cada parametro obtuvo una puntuacion por cada juez y con ello se obtuvo un promedio
y una desviacion estandar. Los resultados del promedio de cada parametro se
muestran en el Figura 36 y de la variabilidad por parametro en la Figura 38.

- 15% malta caramelo ====-20% malta caramelo
CARAMELO
CARBONATACION 5 DULCE
l\
ASTRIGENCIA 4> TOSTADO
,,’
CUERPO ! AMARGO
ALCOHOL GRANO

NUEZ, ALMENDRA

GRASA, MANTEQUILLA

PAPEL, CARTON FRUTAL

VEGETALES COCIDOS CHOCOLATE

AGRIO ACIDO
AVINAGRADO

Figura 36 — Evaluacién de 18 parametros organolépticos en cervezas con 15 y 20% de malta caramelo. Cada valor es el
promedio simple de 10 evaluaciones. Numero de jueces: 10.

La Figura 36 muestra que en promedio se aprecia mas impacto de los atributos de
caramelo, dulce, tostado y grano pero ninguno de ellos es evidentemente importante en
términos absolutos para la cerveza pues no se sobrepasa el valor 4,5 en una escala
que va de 0 a 10. Las Figura 37 y Figura 38 muestran los valores promedios de la
evaluacion para cada parametro por cerveza y los coeficientes de variacion (desviacion
estandar sobre el promedio) para cada parametro por tipo de cerveza evaluada
respectivamente.

69



5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

B 15% malta caramelo

H 20% malta caramelo

CARAMELO
TOSTADO

CUERPO

ASTRIGENCIA
ALCOHOL
CARBONATACION
CHOCOLATE
VEGETALES COCIDOS
AMARGO

GRASA, MANTEQUILLA
AVINAGRADO

NUEZ, ALMENDRA
PAPEL, CARTON

Figura 37 — Valor promedio de cada atributo organoléptico por tipo de cerveza. De izquierda a derecha se ordena de mayor a
menor segun los resultados de la cerveza con 20% de malta caramelo (N=10)

350%
300%
250%
200%
150%
100%
° M 15% malta caramelo
50%
¥ 20% malta caramelo

0%

O W 00 0O« = zwW 2 v 000 <O < Z

Z 2222022528 g2 =xzz224g809

s 2 s 2353259 3252895 %5 z¢&

[a] n o 4« < O x © < < g <

< O 48 o0V Y8 E O o o = 2 2 < 3

< = < < O O < |_<§\

= Z T (%) > Z2 —

“ 2 S O Ll s <z

i = =< &g

< L <‘ 2
o G} % P
w
S =
)

Figura 38 — Coeficientes de variacién (desviacion estandar/promedio) para cada atributo. Los parametros de mayor valor
absoluto obtuvieron menor variacion entre los jueces.

Se seleccionaron aquellos parametros que presentaron mayor intensidad en ambas
cervezas: Caramelo, Dulce, Grano, Tostado. También se incluyo el parametro Amargo
puesto que tiene un coeficiente de variacion relativamente bajo en cervezas al 15% de
malta caramelo y es interesante de correlacionar con el tostado. Si bien se pudieron
seleccionar mas parametros, ya que no se muestran diferencias significativas en
muchos de ellos, se limitd la eleccion para poder realizar luego un analisis mas preciso
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de los parametros seleccionados. Una mayor cantidad de aspectos a evaluar puede
fatigar al juez y hacer que este disminuya su desempeno.

Esta etapa del procedimiento también cumplié los objetivos de entrenamiento
produciendo una familiarizacién con las pruebas, con las muestras y con el ambiente.
Mejoramiento de la concentracion y estimacion del tiempo requerido para la evaluacion.
A la vez la propia herramienta de evaluacion (hoja con escala) fue puesta a prueba en
claridad y eficiencia.

5.3.3. Evaluacion de cervezas elaboradas con 15% de malta caramelo.

Se elaboraron cerveza con 0%, 15% y 20% de malta caramelo, en duplicado para cada
una. El seguimiento de la densidad en el proceso cervecero mostrO que una
concentracion de 20% de malta caramelo disminuye la atenuacion durante la
fermentacion. La Figura 39 muestra la densidad en grados brix del mosto en las etapas
de filtracion, coccion y fermentacion.
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Figura 39 — Densidad de mosto y cerveza en las etapas de filtracion, coccion y fermentacion para elaboraciones con 20, 15y
0% de malta caramelo. Las cervezas con 20% de malta caramelo mostraron una densidad mayor al final del proceso.

La Figura 39 muestra el comportamiento tipico de la densidad durante el proceso
cervecero. Dada una densidad luego de la filtracién, durante la etapa de coccion se
produce la evaporacion del agua y la concentracion de los componentes del mosto, con
ello la densidad sube. En la fermentacién se produce el consumo de azucares y
aminoacidos por la actividad de las levaduras y con ello la densidad baja. La diferencia
de densidad antes y después de la fermentacion se denomina atenuacion y se utiliza
para el calculo de la cantidad de etanol de la cerveza. El grado Brix es una medida de la
sacarosa presente en una solucidon: Un grado Brix (1°Brix) representa a 1 gramo de
sacarosa en 99 g de solucion. Su medicion se hace con un refractometro y su utilizacion
en cerveceria se basa en que el mayor porcentaje de azucares en el mosto es la
maltosa (Tabla 2). La maltosa es un dimero de glucosa, el cual tiene una refraccion
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similar a la sacarosa, que es un dimero glucosa-fructosa, y se extrapola que
maltrotriosa y otros oligosacaridos de glucosa refractaran con un indice similar. Asi el
grado Brix es frecuentemente utilizado en cerveceria como una buena aproximacion de
la cantidad de azucares disueltos en mosto y cerveza.

La mayor densidad mostrada en cervezas con 20% indica que hubo un menor consumo
de azucar al final del proceso de fermentacion y por ende una menor produccién con
etanol. Esto sugiere que maltas caramelo usadas en altas concentraciones (20% en
este caso) afectan la velocidad de fermentacién debido a la inhibicién del metabolismo
de las levaduras por la presencia de componentes de la reaccién de Maillard como fue
indicado en el trabajo de Coghe et al. (2005). De ser asi, maltas mas oscuras, con
compuestos de Maillard en mayores concentraciones, podrian provocar efectos
similares a porcentajes de utilizacion mas bajos que 20%. Siendo que las cervezas con
15% se comportaron de forma muy similar a las cervezas Pilsen, se decidio evaluarlas a
ellas para que con la referencia (pilsen) fueran comparables.

Las maltas seleccionadas (A y B) en el capitulo 5.1.7 fueron sometidas a un analisis
sensorial por parte del panel seleccionado y semientrenado. Se elaboraron cervezas al
15% de malta caramelo para el analisis. La prueba correspondi6 a la ordenacion de 5
parametros de sabor en una escala de 0 (nada intenso) a 10 (muy intenso) no
estructurada. Los resultados (valores promedios) se muestran en la Figura 40.

Caramelo
6
5
4
3,<\
Grano Dulce = &= Pilsen (referencia)
=@ Cerveza 15% A
Cerveza 15% B
Amargo Tostado

Figura 40 — Analisis sensorial (valores promedio) de cervezas elaboradas con 15% de maltas caramelo A y B. Numero de
jueces: 6.

Los resultados mostrados no fueron los esperados puesto que las cervezas en las
cuales se utiliz6 malta caramelo mostraron sabores disminuidos respecto a la cerveza
referencia 100% malta Pilsen, a excepcion del amargor. La razon de estos resultados
se debe al nivel de acidez de las cervezas. Las pruebas sensoriales se realizaron en 2
sesiones separadas por 72 horas por razones de disponibilidad de jueces. Los jueces
de la segunda sesidn son causa de la desviacion encontrada en los datos pues el nivel
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de acidez era tal que no permitia distinguir una gama amplia de sabores. El pH medido
luego de la fermentacion en botella fue de 3,6 para las elaboraciones con malta
caramelo, por debajo de lo esperado en cervezas normales (pH = 4,2-4,5). Esto pudo
haber sido causa de contaminaciones en el proceso cervecero. Aun asi, el parametro
de amargor se mostrd superior en cervezas con malta caramelo respecto a las con solo
malta Pilsen. La razon de esto puede ser atribuida a la localizacién de los receptores de
sabor en la lengua (Figura 15 a)). Si bien los receptores se reparten por toda la
superficie de la lengua la mayor densidad para los de compuestos amargos se
encuentra en la parte trasera, alejados de los receptores de dulzor y con menor
interaccidn con los receptores de acidez. Estos ultimos (los receptores de acidez) se
encuentras en zonas compartidas con los de dulzor, razén que explica la supresién de
los sabores dulces cuando existe interaccion de estimulos dulces y acidos. Asi en
cervezas acidas se hace mas dificil percibir compuestos dulces aunque estos estén
presentes.

5.3.4. Evaluacion de cervezas con 10% de malta caramelo

Las pruebas anteriores rescataron de las evaluaciones sensoriales que la concentracion
de malta caramelo utilizada (15 y 20%) producia sabores desagradables, y dada la
premisa de que un juez que evalua algo desagradable disminuye su desempefio
(Saens, 1985) se decidi6 usar un porcentaje mas cercano a lo que usualmente se utiliza
en cerveceria, es decir 10%. Como resulté también de la prueba anterior que la acidez
puede ser importante en la percepcién del sabor se decidié incorporar este parametro a
las pruebas. Las maltas A y B fueron evaluadas en cervezas con 10% de malta
caramelo. Cada cerveza (A y B) se evalud dos veces por cada juez en presencia de una
referencia (Pilsen). 8 jueces participaron en una unica sesion. Se muestran los valores
relativos (cerveza caramelo + 1/cerveza Pilsen + 1) para cada parametro en la Figura
41.

Caramelo
2,5
2
o 75
Acido Dulce
1
0,5 ===Pilsen
0 —#—Cerveza 10% A
& Cerveza 10% B
Grano Tostado
Amargo

Figura 41 — Andlisis sensorial de cervezas elaboradas con 10% de maltas caramelo A y B. Valores relativos a la cerveza Pilsen.
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Los valores mostrados en la figura anterior se calcularon por cada juez como el valor
atribuido al parametro en la cerveza con malta caramelo dividido por el de la cerveza
Pilsen, ambos valores desplazados en uno (+1) para evitar indefiniciones. La
interpretacion de los valores permite decir cuantas veces la cerveza con malta caramelo
es mas intensa que la malta Pilsen en cierto atributo organoléptico. Asi los atributos con
mayor diferencia con la malta Pilsen fueron el caramelo, tostado, amargo y acido,
seguido por el dulce y finalmente el grano, el cual practicamente no presenta diferencia.
Aparte de los parametros que se esperaban que fueran potenciados (caramelo, tostado,
dulce y amargo) la utilizacion de maltas caramelo produjo una leve acidificacion de las
cervezas (mayor sensacion de acido). Esta observacion es importante para determinar
el impacto de las maltas caramelo en la estabilidad de las cervezas en guarda, donde
se ha encontrado evidencia de que el uso de maltas especiales, por un lado aporta
componentes antioxidantes, mejorando la estabilidad, pero por otro favorece
condiciones de acidificacion. El resultado ademas esta de acuerdo con lo expuesto en
la seccion 5.1.1, donde se mostré que maltas caramelo son mas acidas a medida que
aumentan de color (Figura 19).

En vista de que la diferencia entre las maltas A y B en su impacto en la cerveza no es
mayor (Figura 41) se realizé un analisis de diferencias significativas con el método LSD
a un 95% de confianza (Low Significant Difference). No se detecté ninguna diferencia
significativa del impacto que provocan las maltas caramelo A y B en cervezas
elaboradas con el 10% de malta caramelo. El analisis de varianza (ANOVA) tampoco
arrojo que las dos medias en cada parametro fueran distintas, los p-valor de cada
analisis se pueden observar en la Tabla 26. Si bien exhiben diferencias con la malta
Pilsen, el nivel de desagregacion de la malta verde antes de ser -procesada como malta
caramelo 110-170 EBC no impacta en el perfil organoléptico de las cervezas con 10%
de malta caramelo.

Tabla 26 - p-valor para la comparacion de la medias de cada atributo entre cervezas con malta caramelo Ay B a través de

ANOVA
Atributo p-valor (ANOVA)
Caramelo 0,59
Dulce 0,44
Tostado 0,68
Amargo 0,56
Grano 0,81
Acido 0,88

El analisis sobre cervezas con las maltas C y D no pudo ser realizado por problemas de
disponibilidad del panel cruzado con la disponibilidad de cervezas apropiadas para su
evaluacion.
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5.4.Analisis cromatograficos

El uso de patrones requiere la caracterizacion de sus tiempos de retencién para luego
poder identificarlos en los perfiles cromatograficos de las muestras a evaluar. Con
programas isotérmicos de temperatura se identificaron tiempos aproximados de
retencion para los compuestos patrones de la

Tabla 5. Con ello se discrimind qué patrones eran posibles de evaluar y qué factores de
dilucién se necesitaban para un buen rendimiento de la columna.

La Figura 13 muestra un perfil tipico en cromatografia de gases usando un detector
FID. Este se caracteriza por una gran cantidad de peaks ya que el detector no es
especifico. El anexo @ muestra un resultado de pruebas cromatograficas con cervezas.
Se aprecia que existe un unico peak en los cromatogramas, asi, todas las pruebas con
cerveza, no lograron multiplicidad de peaks como los de la Figura 13, lo que imposibilitd
el analisis de los compuestos patrones seleccionados. Esto se comprobd también con
cervezas comerciales con malta caramelo. La razon de esto es porque la cerveza esta
constituida en mas de un 90% por agua (Alvarez, 2011), lo que sugiere que cualquier
compuesto se encuentra en concentraciones muy bajas como para poder ser detectado
por el FID (Gonzalezz, 1999; Oteiza, 2011). El peak visto probablemente corresponde a
etanol (3 a 5% de la cerveza aproximadamente). Para la deteccion de mas compuestos
(identificacion de mas peaks) en las cervezas se hizo necesario probar procedimientos
de extraccion de manera de concentrar los componentes. Los procedimientos probados
(concentracion por evaporacion simple y uso de rotavapor) explotaron el caracter volatil
de los compuestos de interés y los distintos puntos de ebullicion, pero no lograron la
reproducibilidad ni la resolucion deseada (datos no mostrados). Se opt6 por el analisis
de mostos para un estudio comparativo de las maltas caramelo a evaluar.

La Figura 42 muestra los perfiles cromatograficos de mostos con distintas
concentraciones de malta caramelo. Para la obtencion de estos perfiles se utilizdé un
programa con una sola rampa de temperatura (2 min a 70°C; 25°C/min; 10 min a
190°C). A menor concentracion de malta caramelo se observa una separacion de peaks
alrededor de los 12 min. La respuesta del perfil a las distintas concentraciones de malta
caramelo dio pié a la determinacién de un programa que mejorara el rendimiento de la
separacion de los peaks identificados, especialmente entre los 4 y 12 min.
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Figura 42 - Perfil cromatografico para mostos con distintas concentraciones de malta caramelo. Columna GS-Q. Programa:
70°C (2 min), R=25°C/min, 190°C (10 min)
Se determin6 analizar mostos con 10% de malta caramelo por la mejor resolucion y
selectividad mostrada.

5.4.1. Identificacion de tiempos de residencia de patrones

Se uso un programa de temperaturas isotérmico para la identificacion de los tiempos de
residencia de los compuestos con miras a: determinar si estos patrones eran
detectados por el detector FID; determinar factores de dilucion apropiados para evitar
saturaciones del detector; y predecir el orden de elucion de estos patrones en mostos y
cervezas. Para el patron 3-metilbutanal se utiliz6 un programa isotérmico a 100°C,
mientras que para 2,3,5-trimetilpirazina/2,5-dimetilpirazina y 2-etil-
3(506)dimetilpirazina/maltol 180°C y 190°C respectivamente, es decir a lo menos 10°C
por sobre su temperatura de ebullicion en cada caso (Tabla 5). Los tiempos para los
cuales se producia una sefal (elucion del patrén) se reportan en la Tabla 27.

Para la obtencion de cada tiempo diluyeron los patrones hasta obtener peaks bien
definidos, que fueran en lo posible simétricos y que no existiera ruido o multiplicidad de
peaks. Para el caso de 3-metilbutanal y 2,3,5-trimetilpirazina esto se dio con un factor
de dilucion de 10, para 2-etil-3(506)dimetilpirazina de 50 y para 2,5-dimetilpirazina fue
de 500. Para el caso de maltol, este es poco soluble en agua, llegando a
concentraciones menores a 1 g/l. Su dilucion dio con que pasado los 80 min de
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cromatografia se logroé detectar una sefial en el detector FID. Estas sefiales no fueron
bien definidas. No se siguio su caracterizacion debido a los largos tiempos de analisis.

Tabla 27 - Tiempos de retencién aproximados para los patrones de compuestos volatiles bajo programa de temperaturas
isotermos basados en sus temperaturas de ebullicién

. Tiempo de retencion
Patron . .
aproximado [min]

3-metilbutanal 0,372

2,3,5-trimetilpirazina 1,424

2,5-dimetilpirazina 24,97
2-etil-3(506)dimetilpirazina | 0,86

Maltol >80

Los patrones que finalmente se consideraron para el analisis cromatografico fueron 3-
metilbutanal y 2-etil-3(506)dimetilpirazina. Las otras pirazinas y maltol, debido al largo
tiempo necesario para su deteccion, se descartaron como patrones que se trabajarian
en la caracterizacion cromatografica para invertir el tiempo en la eleccion de un
programa de temperaturas adecuado para la separacion de los compuestos en mosto.

5.4.2. Andlisis de mostos

Para mostos con 0 y 10% de malta caramelo se realiz6 un analisis cromatografico. Para
la obtencidn de los resultados se selecciond un programa adecuado de temperatura
para la separacidon de los compuestos. El criterio de seleccién fue la mayor resolucion
posible en un tiempo moderado de analisis, logrando un programa de aproximadamente
36 min con pendientes de temperatura leves en los sectores con gran elucién de
compuestos: 70°C (1,5 min); R1=25°C/min (hasta 122°C); R2= 5°C/ min (hasta 185°C);
R3=0,5°C/min (hasta 190°C); 190°C (10 min).

Para identificar los peaks del perfil cromatografico se verific6 como la temperatura
influencia a la linea base, luego se determinaron aquellos peaks que se conservaron en
mostos con 0 y 10% de malta caramelo para distintas maltas caramelo (A, B, C y D).
Las mediciones se realizaron por triplicado para cada mosto. Finalmente se
determinaron diferencias significativas con el método LSD (Minimas Diferencias
Significativas) y HSD de Tukey (Difenecias Honestamente Significativas) entre las areas
de los peaks conservados en los mostos.

5.4.3. Influencia de la temperatura y contaminantes

Temperatura

La Figura 42 muestra que los compuestos detectados en mostos poseen alturas muy
pequefias, entre 4,98 y 5,03 uyV, lo que hace importante la determinacion de pequenas
fluctuaciones en la linea base. Para determinar esta linea base, agua destilada fue
inyectada el cromatografo de gases bajo las condiciones de operacion seleccionadas.
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El anexo R muestra los cromatogramas resultados. Se observé un incremento del valor
de la sefial base registrada por el detector FID a medida que el tiempo transcurrié. La
Figura 43 muestra uno de estos perfiles cromatograficos en comparacion con el
programa de temperaturas utilizado.

Programa de temperatura
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Figura 43 - Variaciéon de la linea base del detector FID influenciada por el programa de temperatura del horno en
cromatografia de gases

La escala en el eje Y (sefal registrada) va aproximadamente de los 4,969 hasta los
4,981 uyV. Se registra a los 3,74 min un salto en la linea base, el cual eleva el valor de la
sefal produciendo un peak que decae en forma progresiva hasta llegar a estabilizarse
para luego subir conforme el aumento de temperatura ocurre. Esta perturbacion
coincide con el momento en que la tasa de incremento de temperatura pasa de
25°C/min a 5°C/min. La maxima capacidad de calentamiento que posee el equipo
cromatografico es precisamente 25°/C, razén que se mantiene por 2,08 min (de 70°C a
122°C). Este rapido aumento produce un pulso de calor a través de la columna. El gas
fluye por su interior a 5ml/min y demora 1,3 min en recorrer toda la columna (tiempo
teorico). La velocidad de transferencia de calor del exterior de la columna hasta el gas
portador, atravesando las distintas capas (Figura 12) sumado al recorrido del gas a
través de la columna, retrasa el pulso de calor produciendo una sefal al final de la
etapa de calentamiento a una tasa especifica. Mismo fendmeno se observa alrededor
de los 17,6 min pero en menor intensidad debido a que el aumento marginal de
temperatura es menor.

Contaminantes

Tanto el anexo s como la Figura 44 (analisis para mostos Pilsen) muestran un conjunto
de peaks muy aglomerados y de alturas dispares que eluyen antes de los 3 min. Estos
peaks poseen tiempos de retencion y areas variables (anexo s). Debido a que no se
repiten en los analisis fueron categorizados como contaminantes de la columna,
posiblemente debido a residuos en la misma, remanentes de analisis anteriores que,
dado el corto tiempo de analisis y la alta afinidad de aquellos compuestos con la fase
estacionaria de la columna, permanecen retenidos, por lo menos, de una corrida a otra.
La Figura 44 muestra el efecto que tienen estos peaks en el perfil cromatografico.
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Figura 44 — Cromatogramas para mosto Pilsen (0% malta caramelo). El primer conjunto de peaks indica residuos en la
columna, los cuales producen sefales falsas entre los 0y 2 min de analisis.

Sin embargo estos residuos no interfieren en ningun caso con los peaks que son
conservados entre los mostos, es decir, con los peaks que eluyen luego de los 3,7 min
y que se encuentran en cada una de las repeticiones de las pruebas. Como se vera
mas adelante, estos peaks conservados poseen desviaciones estandar pequenas en su
tiempo de retencion (Tabla 28) lo que implica que el método muestra buena
repetibilidad y que los compuestos que eluyen antes de los 3 min no interfieren con la
elucién de los demas compuestos.

5.4.4. Cromatografia de Mostos A y B (nivel de desagregacion)

La Tabla 28 muestra el tiempo de retencion promedio de los peaks en mosto 0% malta
caramelo (mosto Pilsen), 10% malta caramelo A y 10% malta caramelo , su desviacion
estandar, coeficiente de variacidon (desviacion estandar/promedio) y numero de
observaciones. El conjunto de peaks con tiempos de elucion menores a 3,7 min
corresponden a contaminantes y el peak a los 3,78 min es efecto de la temperatura
sobre la linea base (seccion 5.4.3).
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Tabla 28 — Tiempos de retencién promedio para cada tipo de mosto analizado: 0% malta caramelo (100% malta Pilsen) y 10%
de malta caramelo para el tipo A y el tipo B. Casilleros en blanco en columna “tiempo de residencia promedio” (tr) implica
que no se registré ningun peak cercano al tiempo indicado en cualquiera otra columna tr de la misma fila; en “desviacién
estandar” (02) implica que soélo se tiene un unico dato y por lo tanto no tiene desviacion; en “coeficiente de variacion” (Coef.
Var.) pues ese mosto en la misma fila no posee desviacion estandar (oz).

Mosto Pilsen Mosto caramelo 10% A Mosto caramelo 10% B
— ) Coef. — ) Coef. _ ) Coef.
tr o N tr o N tr o N
Var. Var. Var.
[min] | [min] | % # [min] | [min] | % # | [min] | [min] | % #
1,01 1 2
1,08 0,01 0,59% |2 1,10 1 |1,08 0,02 1,89%
1,13 0,01 0,50% |2
1,24 1 (1,29 1
3,78 0,01 0,31% |3 3,78 0,01 0,13% |3 | 3,78 0,03 0,83% |3
5,77 0,01 0,11% | 3 5,74 0,01 0,13% |3 | 5,75 0,00 0,03% |3
8,34 0,04 0,44% | 3 8,30 0,02 0,21% |3 | 8,28 0,02 0,21% | 3
9,98 0,01 0,06% |2 9,93 0,01 0,05% |3 |992 0,02 0,24% | 3
12,34 | 0,01 0,08% |3 12,33 | 0,01 0,12% |3 | 12,32 | 0,01 0,06% |3
13,87 | 0,02 0,14% | 3 13,86 | 0,01 0,08% |3 | 13,85 | 0,01 0,09% |3
16,04 1
17,02 | 0,01 0,08% |3 16,99 | 0,01 0,08% |3 | 16,99 | 0,01 0,06% |3
17,31 | 0,01 0,06% |3 17,18 | 0,03 0,18% |3 | 17,25 | 0,06 0,33% |3
18,70 1
23,16
26,45 | 0,03 0,10% |2 26,41 | 0,02 0,08% |2 | 26,37 | 0,01 0,03% |2
26,91 | 0,01 0,05% |3 26,86 | 0,02 0,08% |3 | 26,86 | 0,00 0,02% | 3

Los tiempos de retencidn de los peaks en las repeticiones de cada mosto son muy
precisos y poseen una variabilidad muy pequefa. En ningun caso, para peaks que no
correspondan a contaminantes o al por efecto de la temperatura, la variabilidad alcanza
a ser mayor que un 1% respecto al promedio. EI mayor valor es en los 8,3 min donde la
desviacion estandar corresponde a un 0,44% del promedio del tiempo de retencion.
Con esto se puede decir que, cualquiera sea el mosto (Pilsen o caramelo), se tiene un
perfil altamente reproducible en cuanto al tiempo en que eluye cada analito. El valor de
N indica cuantas veces, dentro de las tres repeticiones de cada mosto, se observo el
peak con el tiempo de retenciéon promedio (t,) de su misma fila. Para el caso del mosto
caramelo B existen dos peaks (t,= 16,04 min y t,= 18,70) los cuales sélo fueron
observados una unica vez en las repeticiones, por lo que no se consideraron
representativos del perfil de mosto caramelo B. Lo mismo ocurre en t,.=23,16 min en
mosto caramelo A.

Peaks conservados existen entre los 3,78 y 13,9 min, intervalo en el cual se registran 5
compuestos compartidos entre los tres mostos, obviando el primero pues es efecto de

la temperatura. Un peak a los 17 min es identificado como un compuesto altamente
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conservado en los 3 mostos, seguido de otro peak alrededor de los 17,2 min
aproximadamente. Luego viene un periodo donde no eluyen compuestos sino hasta los
26,4 y 26,9 min, donde eluyen dos que también son conservados en los tres mostos.

En total 9 peaks son compartidos entre los tres perfiles cromatograficos. Esto indica la
presencia de a lo menos 9 compuestos que permanecen en el mosto para estas tres
preparaciones. En consecuencia, la malta caramelo de 138 EBC (140 EBC en Ay 137
EBC en B) a un 10% de utilizacion en mostos, no aporta compuestos nuevos al mosto
cervecero que puedan ser identificados bajo este método. Este resultado indican que la
diferencia del perfil organoléptico entre mosto Pilsen y mosto caramelo, y entonces
entre cervezas Pilsen y cervezas con malta caramelo, se deba a una diferencia de
concentracion de compuestos volatiles y no la existencia de nuevos compuestos
cuando se ocupa malta caramelo. Una de las diferencias entre malta Pilsen y malta
caramelo es el nivel de extracto. Maltas caramelo aportan menos extracto
(componentes solubles, principalmente azucares) al mosto, pero ofrecen color, sabor y
aroma que la malta Pilsen no entrega. Estos compuestos no son azucares, puestos
que estos no son volatiles y no pueden ser analizado en cromatografia gaseosa
(Oteiza, 2011). Es importante entonces analizar las areas de los peaks, las cuales son
proporcionales a la concentracion de cada compuesto. Cada uno de estos 9 peaks se
identificd con una letra “P” y un numero (P#). La Tabla 29 muestra el tiempo promedio
de retencion para cada peak P#.

Tabla 29 — Denominacion para cada los peaks de compuestos conservados en mostos de malta caramelo A y B y malta Pilsen.
Los valores estan calculados sobre los datos totales y no como un promedio de promedios.

Peak t, o’ Coef.var. | N
P1 5,75 0,01 0,25% 9
P2 8,31 0,04 0,43% 9
P3 9,94 0,03 0,30% 8
P4 12,33 0,01 0,09% 9
P5 13,86 0,02 0,11% 9
P6 17,00 0,02 0,11% 9
P7 17,24 0,06 0,36% 9
P8 26,41 0,04 0,14% 6
P9 26,87 0,03 0,10% 9

La Tabla 30 muestra para cada mosto el area promedio de peak en cada uno de los
tiempos de retencion.
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Tabla 30 — Area promedio de cada peak para cada tipo de mosto analizado: 0% malta caramelo (100% malta Pilsen) y 10% de
malta caramelo para el tipo Ay el tipo B.

Mosto Pilsen Mosto caramelo 10% A Mosto caramelo 10% B
. ) Coef. . ) Coef. . ) Coef.
Peak | Area o N Area o N | Area o N
Var. Var. Var.
[uVs] | [uVs] | % # | [uvs] | [uvs] | % # | [uvs] | [uvs] | % #
P1 5,05 0,62 |12,22 |3 17,41 |4,58 |26,32 |3 |10,22 | 1,60 15,66 |3
P2 4,95 2,76 | 55,80 | 3 6,73 3,73 | 55,39 |3 |6,15 2,87 46,73 | 3
P3 2,80 0,88 | 31,312 4,33 0,45 | 10,49 |3 | 7,88 5,02 63,71 |3
P4 59,00 |5,39 |9,13 |3 95,49 | 16,49 | 17,26 | 3 | 63,50 | 11,69 | 18,41 |3
P5 11,72 | 5,27 | 44,94 |3 16,41 |3,72 |22,66 |3 |32,69 |37,04 |113,31 |3
P6 48,53 | 4,96 | 10,22 |3 34,92 | 7,10 | 20,34 |3 |3329 |11,35 |34,10 |3
P7 290,84 | 60,82 | 20,91 | 3 398,75 | 55,42 | 13,90 | 3 | 319,45 | 114,21 | 35,75 |3
P8 11,45 (4,74 | 41,46 |2 2,77 2,16 | 78,00 |2 (14,47 |17,59 | 121,58 |2
P9 362,40 | 33,83 | 9,33 |3 586,40 | 69,22 | 11,80 | 3 | 321,92 | 126,08 | 39,17 |3

Existen variabilidades importantes en las areas de los peak a un mismo tiempo de
retenciéon en un mismo mosto. La Figura 45 a) muestra los valores de los coeficientes
de variacion para cada uno de ellos. El mosto caramelo B muestra variaciones
importantes para los peaks P3, P5 y P8, le siguen el P6, P7 y P9, los cuales también
poseen una variabilidad mayor que sus pares en los otros mostos. La revision de cada
repeticion del mosto caramelo B dio cuenta de los valores que causaban la desviacion
encontrandose todos en la segunda repeticion (anexo T), por lo ésta se elimind de los
calculos. Los valores corregidos se representan en la Figura 45 b) y en Tabla 31.

= 120 J/ [l Mosto Pilsen
100 ) Il Mosto caramelo A

o0 J Il Mosto caramelo B

60

Coef. de variacion [%

_P1__ P2 P3 P4 __P5 P8 P7T P8 P9
120 4| ] Mosto Pilsen
100 1| Il Mosto caramelo A
| Il Mosto caramelo B corregido

b)

60
40 ]
20
o0

Coef. de variacion [%]

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Peak

Figura 45 — Coeficientes de variacién para las areas de los peaks cromatograficos en mosto Pilsen, caramelo A y caramelo B.
(a) El mosto caramelo B muestra variabilidades mucho mas grandes. (b) La eliminacion de una repeticion en mosto caramelo
B causé la disminucion de la variabilidad en P3, P4, P5, P7, P8 y P9.
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Tabla 31 — Area promedio de cada peak para cada tipo de mosto analizado: 0% malta caramelo (100% malta Pilsen) y 10% de
malta caramelo para el tipo A y el tipo B. Valores de desviaciones corregidos para mosto caramelo B. El peak P8 en mosto
caramelo B no posee desviacion por eliminacién de datos del conjunto de entrada, quedando sélo una observacion.

Mosto Pilsen Mosto caramelo 10% A Mosto caramelo 10% B
Peak | Area o’ Coef. | N | Area o’ Coef. | N | Area o’ Coef. | N

[uVs] [uVs] | Var. # | [uVs] [uVs] | Var. # | [uVs] [uVs] Var. #
P1 5,05 0,62 12,2% | 3 | 17,41 4,58 26,3% | 3 | 11,01 1,21 11,0% | 2
P2 4,95 2,76 55,8% | 3 | 6,73 3,73 55,4% | 3 | 4,68 1,90 40,5% | 2
P3 2,80 0,88 31,3% | 2 | 4,33 0,45 10,5% | 3 | 5,05 1,48 29,3% | 2
P4 59,00 5,39 9,1% 3 | 95,49 16,49 | 17,3% | 3 | 70,03 4,13 5,9% 2
P5 11,72 5,27 449% | 3 | 16,41 3,72 22,7% | 3 | 11,31 0,33 2,9% 2
P6 48,53 4,96 10,2% | 3 | 34,92 7,10 20,3% | 3 | 33,29 5,77 17,3% | 2
P7 290,84 | 60,82 | 20,9% | 3 | 398,75 | 55,42 | 13,9% | 3 | 319,45 | 10,00 3,1% |2
P8 11,45 4,74 41,5% | 2 | 2,77 2,16 78,0% | 2 | 2,03 1
P9 362,40 | 33,83 [ 9,3% |3 |586,40 | 69,22 | 11,8% | 3 | 392,52 | 43,49 11,1% | 2

Los valores de la Tabla 31 pueden observarse en la Figura 46. El mosto con malta
caramelo A posee mayor concentracion del compuesto con peak en P7 y P9, es decir,
del que eluye a los 17,2 y 26, 9 min, pero a la vez muestran una desviacion estandar
considerable.

700_. Il Viosto Pilsen
|| Il Mosto caramelo A

Il Viosto caramelo B

600 —

500 |
400 -
300

200 —

Area promedio [uVs]

Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

Peak

Figura 46 — Areas promedio de cada peak en mosto Pilsen, mosto caramelo A y mosto caramelo B. Las barras representan la
desviacion estandar como un porcentaje del promedio.

Un analisis estadistico (HSD Tukey al 95% de confianza) se realizd para corroborar el
nivel de significancia de las diferencias entre cada uno de los promedios de las areas.
Los graficos de cajas y bigotes (box and whisker plots) se pueden observar en el anexo
U. El anexo V muestra el valor de todas las diferencias. La Tabla 32 sefala los peaks
donde se encontraron diferencias significativas. El analisis realizado permite asegurar
que los valores de las areas de los mostos mostrados en la Tabla 32 son distintos con

un 5 % de riesgo de que no lo sean.
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Tabla 32 — Mostos y peaks que representan una diferencia significativa para las medias de sus areas. Método: Tukey HSD
(95%).

» Diferencia
Comparacion
[1Vs]
Area 1 Area 2 Area1- Area 2

P1 pilsen P1 mosto A | -12,3600
P4 pilsen P4 mosto A | -36,4933
P9 pilsen P9 mosto A | -224,0000
P9 mosto A | P9 mosto B | 193,8770

La interpretacion de los resultados permite decir que no existe diferencia entre la
concentracion de ninguno de los compuestos separados entre el mosto Pilsen y el
mosto caramelo B. Sin embargo el mosto caramelo A si presenta concentraciones
distintas en relacién al mosto Pilsen para los compuestos P1, P4 y P9, a la vez presenta
diferencias con el mosto caramelo B para el compuesto P9. Para los casos P1, P4 y P9
el mosto caramelo A tiene mayor concentracién que el mosto Pilsen. En particular para
el compuesto P9 también posee una concentracion significativamente mayor con el
mosto caramelo B. La malta A es la que tiene sus parametros de desagregacion de
malta a un nivel bajo, mientras que la malta B posee mayor nivel de desagregacion.

Los resultados indican que una malta verde con niveles de desagregacion bajos,
medidos a través del indice de Kolbach, Friabilidad y la relacion Extracto fino/Proteina,
produce mayor cantidad de compuestos volatiles posibles de detectar con el método
cromatgrafico empleado cuando la malta verde es procesada como malta caramelo 138
EBC. Para la identificacion de estos compuestos es necesaria la utilizaciéon de
moléculas organicas distintas a las seleccionada (Tabla 5) que tengan el mismo tiempo
de retencion que P1, P4 yP9 para poder usarlas como patrones (procedimiento que
podria implicar gran cantidad de pruebas para dar con el patron correcto) o la utilizacion
Espectrometria de Masas acoplada a la Cromatografia de Gases (GC/MS) para obtener
de forma mas certera y rapida la identidad de estas moléculas (Fickert y Schieberle,
1998).

5.4.5. Cromatografia de Mostos Cy D (condiciones de proceso)

La Tabla 33 muestra para mosto 0% malta caramelo (Mosto Pilsen), 10% malta
caramelo C y 10% malta caramelo D los valores promedio del tiempo de retencion de
los peaks, su desviacion estandar, coeficiente de variacion (desviacion
estandar/promedio) y numero de observaciones.

Al igual que para los analisis anteriores, las desviaciones en el tiempo de retencion son

muy pequefas, indicador del alto grado de reproducibilidad de la elucion de los peaks.

Esta caracteristica se debe atribuir a la columna capilar empleada (GS-Q) (anexos D y

F). Los efectos de la temperatura y de contaminantes nuevamente son apreciados,

siendo perturbaciones sistematicas en los analisis, pero que no afectan a los peaks de
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interés. Todos los peaks (que no sean contaminantes) se observan mas de una vez en
las repeticiones. A lo menos dos veces fueron observados los peaks después de los
3,7 min, por lo que se consideraron caracteristicos de perfil de los mostos. Estos peaks
poseen mismo tiempo de retencion que los casos analizados anteriormente (Tabla 28),
por lo que se denominaron “Q”, mas un numero (Q#). La Tabla 34 muestra los valores
promedio de los tiempos de retencion de cada peak.

Tabla 33 - Tiempos de retencion promedio para cada tipo de mosto analizado: 0% malta caramelo (100% malta Pilsen) y 10%
de malta caramelo para el tipo Cy el tipo D. Casilleros en blanco en columna “tiempo de retencién promedio” (tr) implica
que no se registré ninguln peak cercano al tiempo indicado en cualquiera otra columna tr de la misma fila; en “desviacién

estandar” (oz) implica que sélo se tiene un tnico dato y por lo tanto no tiene desviacion; en “coeficiente de variacion” (Coef.

Var.) pues ese mosto en la misma fila no posee desviacion estandar (02).

Mosto Pilsen Mosto caramelo 10% C Mosto caramelo 10% D
t, | o Coef. | N t, | o’ Coef. | N t, | o Coef. | N
[min] | [min] | Var. # [min] | [min] | Var. # [min] | [min] | Var. #
1,00 1
1,08 | 0,01 |0,59% |2 1,10 1 1,09 1
1,13 0,01 {0,50% | 2
1,16 1
3,78 [ 001 [(0,31% | 3 3,80 | 0,03 |0,76% | 3 3,79 0,02 |0,54% | 3
577 001 [(0,11% | 3 574 | 0,00 |0,08% |3 5,75 0,00 | 0,06% | 3
8,34 |004 (044% | 3 8,34 |002 |029% |2 8,32 0,00 | 0,03% | 2
9,98 |0,01 |[0,06% |2 994 |001 |013% | 3 9,93 0,00 | 0,04% | 3
12,34 |1 0,01 | 0,08% | 3 12,33 10,01 | 0,09% | 3 12,33 10,01 | 0,05% | 3
13,87 10,02 |0,14% | 3 13,86 | 0,01 | 0,10% | 3 13,86 | 0,00 | 0,02% | 3
17,02 10,01 | 0,08% | 3 17,00 | 0,01 | 0,05% | 3 17,00 | 0,01 | 0,04% | 3
17,311 0,01 | 0,06% | 3 17,24 1 0,04 | 0,24% | 3 17,27 1 0,02 | 0,12% | 3
26,45 | 0,03 | 0,10% | 2 26,43 |1 0,00 | 0,01% | 2 26,45 | 0,02 | 0,07% | 2
26,91 | 0,01 |0,05% |3 26,87 10,01 | 0,05% | 3 26,89 | 0,02 | 0,08% | 3

Tabla 34 — Denominacion para cada los peaks de compuestos conservados en mostos de malta caramelo A y B y malta Pilsen.
Los valores estan calculados sobre los datos totales y no como un promedio de promedios.

Peak t, o’ Coef.var. |N
Q1 5,76 0,01 0,23% 9
Q2 8,33 0,02 0,30% 7
Q3 9,95 0,02 0,20% 8
Q4 12,34 0,01 0,10% 9
Q5 13,86 0,01 0,09% 9
Q6 17,01 0,01 0,08% 9
Q7 17,27 0,04 0,21% 9
Q8 26,41 0,08 0,30% 6
Q9 26,90 0,03 0,11% 9
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La Tabla 35 muestra para cada uno de los peaks conservados el area promedio y su
desviacion estandar.

Tabla 35 — Area promedio de cada peak para cada tipo de mosto analizado0% malta caramelo (100% malta Pilsen) y 10% de
malta caramelo para el tipo Cy el tipo D.

Mosto Pilsen Mosto caramelo 10% C Mosto caramelo 10% D

Peak | Area o’ Coef. N | Area o’ Coef. N | Area o’ Coef. N
Var. Var. Var.

[uvs] | [uv] # [uvs] | [uv] # [uvs] | [uv] #
Q1 5,05 0,62 12,2% | 3 13,32 7,35 55,2% | 3 10,97 2,99 27,3% | 3
Q2 4,95 2,76 55,8% | 3 6,58 3,08 46,8% | 2 4,31 1,46 34,0% | 2
Q3 2,80 0,88 |31,3% | 2 2,81 1,42 50,6% | 3 2,92 0,82 | 28,0% | 3
Q4 59,00 | 539 [91% |3 89,83 | 28,78 | 32,0% | 3 4820 | 7,76 |16,1% |3
Q5 11,72 5,27 44,9% | 3 13,40 5,64 42,1% | 3 10,13 3,32 32,7% | 3
Q6 48,53 4,96 10,2% | 3 52,65 4,84 9,2% 3 34,73 1,62 4,7% 3
Q7 290,84 | 60,82 | 20,9% | 3 359,10 | 89,47 24,9% | 3 292,10 | 49,92 | 17,1% | 3
Q8 11,45 4,74 41,5% | 2 10,24 2,86 27,9% | 2 6,69 2,71 40,5% | 2
Q9 362,40 | 33,83 [ 9,3% |3 543,04 | 267,07 | 49,2% | 3 360,97 | 63,84 | 17,7% | 3

La Figura 47 muestra la relacion entre los coeficientes de variabilidad. Se observa que
las areas del mosto caramelo C poseen mayor variabilidad relativa en los casos Q3, Q4
y Q9. El andlisis caso a caso del mosto caramelo C dio con los valores que causaban la
desviacion. Estos no se encontraron en sélo una repeticion, si no que pertenecian a dos
muestras como se indican marcadas en anexo W. Se decidio eliminar so6lo esos valores
de los calculos y no la muestra completa pues se considerd que el resto de los valores
si eran representativos. El cambio de variabilidad relativa del mosto caramelo C se
puede observar en la Figura 47.

a) o0 /Il Mosto Pilsen
80 | [l Mosto caramelo C
70 | Il Mosto caramelo D

Coef. variacion (%)

b) 90 Peak

Coef. variacion (%)

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9
Peak
Figura 47 — Coeficientes de variacién para las areas de los peaks cromatograficos en mosto Pilsen, caramelo C y caramelo D.
(a) El mosto caramelo C muestra variabilidades mayores para Q3, Q4 y Q9. (b) La eliminacion de valores no representativos
causod la disminucion de la variabilidad en Q3, Q4 y Q9.
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La Figura 48 muestra los valores promedio de las areas. Para determinar la real
significancia de las diferencias y poder establecer qué peaks poseen areas
sustancialmente distintas a los otros de su mismo grupo Q, se realiz6 la construccion de
intervalos de confianza para cada media segun el procedimiento HSD de Tukey. Los
resultados se muestran en la Tabla 36..

1[Il Mosto Pilsen
500 1| [l Mosto caramelo D
1|l Mosto caramelo C

400 —

300

200

100 +

Area promedio [uVs]

Q1 Q2 Q@3 Q@4 Q@5 Q@ Q7 Q8 Q9

Peak
Figura 48 — Areas promedio de cada peak en mosto Pilsen, mosto caramelo D y mosto caramelo C. Las barras representan la
desviacion estandar como un porcentaje del promedio.

Tabla 36 — Mostos y peaks que representan una diferencia significativa para las medias de sus areas. Método: Tukey HSD
(95%).

» Diferencia
Comparacion
[1Vs]
Area 1 Area 2 Area 1 - Area 2
Q4 mosto C Q4 mosto D 25,4000
Q6 pilsen Q6 mosto D 13,7967
Q6 mosto C Q6 mosto D 17,9200

La comparacion entre mosto caramelo C y D para el compuesto Q4 arrojé que el area
del mosto caramelo D es menor que en C (25,4 [uVs] menor), de lo que se infiere que
posee menor cantidad de la molécula Q4. Lo mismo ocurre para Q6 comparando mosto
caramelo C y D. Un resultado no esperado es el de la comparacion entre mosto
caramelo D y mosto Pilsen, pues para Q6 el area en D es menor que en mosto Pilsen
en 13,8 unidades ([pVs]). Este resultado contradice lo esperado. Dado que los peaks
son conservados en mostos con malta Pilsen (50g en preparacion de mosto) y 10%
malta caramelo (5g caramelo + 45g pilsen en preparacion de mosto), como ya se
demostrd, la preparacion caramelo deberia tener a lo menos la misma cantidad de
compuestos que la Pilsen, si no, levemente inferior debido al reemplazo del 10% de
malta Pilsen por malta caramelo. Una forma de comprobar esto es elaborando un mosto
con menos malta Pilsen y sin malta caramelo. Las preparaciones evaluadas fueron

realizadas con 45g de malta Pilsen y 5g de malta caramelo, completando su peso a
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450g con agua después de la maceracion. Para la verificacion de esta hipdtesis el
mosto Pilsen “blanco” se debera elaborar con 45g de malta Pilsen y completar a 450g
después de la maceracion (mayor proporcidn agua:malta). Con esto el mosto Pilsen
deberia aportar por tanto una concentracion basal de estos componentes y las
preparaciones con malta caramelo deberian, a lo menos, mantenerlas en el nivel, si no,
aumentarlos. Asumiendo lo anterior no se consideré como representativo el resultado
de la Tabla 36 para la comparacion de mosto caramelo D y Pilsen. Recordar que existe
un 5% de error en declarar distintas dos medias iguales, por lo que este caso podria ser
una representacion de aquello. Se rescata, sin embargo, que la malta caramelo D tiene
menor presencia de los compuestos Q4 y Q6 (¢, =123 y t, = 17,01 min
respectivamente).

Este resultado indica que maltas caramelo 119 EBC poseen mayor cantidad de volatiles
cuando se procesan a una temperatura relativamente baja (113°C en C versus 141°C
en D) y a tiempos largos (157 min en C versus 102 min en D) para los compuestos con
tiempo de retencion en 12,34 y 17,01 min.

Los resultados de la cromatografia de gases para ambos grupos de maltas muestran
hasta el momento como peaks interesantes para maltas A y B los que eluyen a los 5,75
min; 12,33 min y 26,87 min; mientras que para maltas C y D son interesantes los peaks
a los 12,34 min y 17,01 min. Notar que el compuesto que eluye a los 12,3 minutos
muestra diferencias para los dos grupos de parametros evaluados (desagregacion y
condiciones de proceso). Posiblemente su generacion o consumo se vea influenciado
por los factores vistos hasta el momento, aunque su impacto en el perfil organoléptico
de cervezas no fue observado segun los resultados del analisis sensorial, donde no se
encontraron diferencias significativas entre las cervezas con malta A y B (que evaluan
desagregacion).

5.4.6. Identificacion de peaks con uso de compuesto patron

Para dilucidar la identidad de los compuestos correspondientes a los peaks que
muestran diferencias se utilizé uno de los patrones adquiridos en Sigma Aldrich: 3-
metilbutanal. Un analisis exploratorio dio con que 3-metilbutanal posee un tiempo de
retencién cercano a los 16,7 + 0,07 min bajo el programa de temperaturas utilizando
una columna GS-Q, posible de comparar entonces con los peaks P6 y Q6 de los
analisis de los mostos, los cuales tiene tiempo de retencion de 17 min (Tabla 29 y Tabla
34). El analisis se realizdé con un factor de dilucion de 10 en agua destilada y 100 en
mosto Pilsen. La Tabla 37 indica los valores de las areas calculadas del peak
correspondiente a 3-metilbutanal y una correccion asumiendo linealidad entre el area y
la concentracion.
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Tabla 37 — Valores de area de peak patrdn (3-metilbutanal) en agua destilada (F=10) y mosto (F=100). Se muestran las areas
corregidas por el factor de dilucion asumiendo linealidad con la concentracion

Agua destilada + Patrén Mosto + Patron

F 10 F 100
Tiempo | Area Tiempo | Area
[min] [nVs] [min] [nVs]
16,843 43.936,04 16,948 12.903,68

Areas corregidas por F

Agua destilada + Patrén Mosto + Patron

Tiempo | Area Tiempo | Area

[min] [LVs] [min] [LVs]
16,843 439.360,40 16,948 1.290.368
Diferencia de areas corregidas [uVs] | 851.007,60

El valor del area corregida en el mosto “Pilsen + Patrén” es mayor que para el “Agua +
Patron”. Esto es indicador de que el propio mosto Pilsen posee 3-metilbutanal. El valor
de la diferencia de area (851.008 pVs) deberia ser proporcional a la concentracién de 3-
metilbutanal en mosto Pilsen, pero las pruebas realizadas en la comparacion de mosto
Pilsen y mostos caramelos A,B,C y D estan lejos de ese orden de magnitud para el area
de los peaks P6 y Q6, que tienen un tiempo de retencidén cercano a los mostrados en la
Tabla 37.

Para dilucidar la identidad de los compuestos correspondientes a los peaks que
muestran diferencias se utilizé uno de los patrones adquiridos en Sigma Aldrich: 3-
metilbutanal. Un analisis exploratorio dio con que 3-metilbutanal posee un tiempo de
retencién cercano a los 16,7 + 0,07 min bajo el programa de temperaturas utilizando
una columna GS-Q, posible de comparar entonces con los peaks P6 y Q6 de los
analisis de los mostos, los cuales tiene tiempo de retencion de 17 min (Tabla 29 y Tabla
34). El analisis se realizdé con un factor de dilucion de 10 en agua destilada y 100 en
mosto Pilsen. La Tabla 37 indica los valores de las areas calculadas del peak
correspondiente a 3-metilbutanal y una correccion asumiendo linealidad entre el area y
la concentracion.

Por otro lado los peaks P7 y Q7 poseen areas mas elevadas (Tabla 31 y Tabla 35),
pero en tiempos levemente mas distantes (¢, = 17,24 y t, = 17,27 min
respectivamente). Para estudiar la presencia de 3-metilbutanal en mosto Pilsen re
realizé un analisis cromatografico de mostos Pilsen sin adicion de 3-metilbutanal y con

adicion a un F=100, los resultados se muestran en la Figura 49.
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Figura 49 — Perfil mosto Pilsen con y sin adicién de 3-metilbutanal. Al afiadir patrén en mosto pilsen con un F=100 se forma
una envolvente para los peaks que eluyen a los 17,02 y 17, 31 min en mosto Pilsen.

De la Figura 49 se infiere que la poca dilucion del compuesto patron en mosto Pilsen
(F=100) hace que el peak, en su base, muestre un tailing que cubre o envuelve la
aparicion de otros peaks en el mismo tiempo. Para eliminar este efecto se realizaron
pruebas en triplicado para agua destilada y mosto Pilsen diluyendo 1000 veces el
patrén (F=1000) mostrando resultados sin este problema de interferencia.

Se identifico que el compuesto 3-metilbutanal produce dos peaks los cuales eluyen, en
promedio a los 17,064 y 17,394 min respectivamente (R1 y R2 en Tabla 38). En el
anexo X y Y se encuentran los cromatogramas de las 3 pruebas para agua destilada y 3
pruebas para mosto Pilsen con adicion de patron. Se observd cdmo se pierde
resolucidn y selectividad cuando se ocupa el mosto Pilsen como base para la dilucidon
del patron (los peaks son mas anchos y el punto el inflexion que los separa se
encuentra mas arriba). Debido a que el mosto posee una propia concentracion de 3-
metilbutanal, cada peak se ensancha y la separacion entre ellos es de menor calidad.

Tabla 38 — Valores de tiempo de retencion promedio para 3-metilbutanal en mosto y agua (F=1000)

— ) Coef.
t, o N
Var.
Peak - -
[min] [min] %
R1 17,064 0,02 0,123
R2 17,394 0,11 0,656

Los resultados sugieren que los peaks R1 y R2 corresponden a los identificados como
P/Q6 y P/Q7 en mostos Pilsen y mostos caramelos evaluados anteriormente (Tabla 29
y Tabla 34). Los valores de las areas promedio en cada caso (uso de agua o mosto
para la dilucion) se muestran en la Tabla 39.
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Tabla 39 — Areas promedio de 3-metilbutanal en agua y mosto Pilsen (F=1000)

Agua + patron Mosto Pilsen + patron Diferencia
Peak . ) Coef. . ) Coef. .
Area o) Area o A Area
Var. Var.
[1Vs] [1Vs] % [1Vs] [1Vs] % [1Vs]
R1 235,28 57,70 24,53 251,15 43,84 17,46 15,87
R2 68,71 12,54 18,24 194,84 57,75 29,64 126,13

El area del primer peak (R1) es mayor que en el segundo (R2). Este aspecto también
se observa en los anexos X y Y y es inverso a lo que ocurre con mostos Pilsen y
caramelo puros (Figura 44 y Figura 49) donde el segundo peak (P/Q7) es mayor que el
primero (P/Q6). También se observa que los valores de las areas en el mosto “Mosto +
Patron” son mayores que en “Agua + Patron”. Esto indica directamente la presencia de
3-metilbutanal en mosto Pilsen. Si para un R#, al area de “Mosto + Patron” se le sustrae
el area de “Agua + Patrdn”, se obtendra un estimado del area de 3-metibutanal que es
intrinseco al mosto Pilsen. En efecto, la columna A Area de la Tabla 39 muestra esta
diferencia y la relacion entre sus areas (Area AR2/AR1 = 7,9) es similar a la razén entre
las areas del mosto Pilsen (Area Pilsen P7/P6 = 6,0) (Tabla 31 y Tabla 35). La
diferencia entre estas razones probablemente se deba a efecto de Tailing y por tanto a
que la relacién Area vs Concentracion no sea lineal (Oteiza, 2011).

Si bien un analisis estadistico comparando las diferencias entre los tiempos de
retencion Ri con Pjy Qj (i=1 o 2; j=6 o 7) no permite asegurar que correspondan a los
mismo compuestos (HSD de Tukey, 95%; anexo z). La forma y el comportamiento de
las areas de los peaks que eluyen aproximadamente en 17 min y 17,3 min en mostos
sin adicion de patron comparado con las diferencias de areas entre los peaks de 3-
metilbutanal en mosto y agua destilada permiten sugerir que se trata del mismo
compuesto.

Se logré identificar asi un compuesto especifico (3-metilbutanal) en mostos caramelo y
Pilsen, logrando su medicidn para analisis s6lo comparativos, y no cuantitativos en
términos absolutos. Para su cuantificacion se hace necesaria la realizaciéon de una
curva de calibracion usando el método de adicion de estandar en cromatografia de
gases para determinar la linealidad de la relacién area-concentracion o, en caso de que
no sea lineal, ajustar la curva mas adecuada.
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6. Discusiones generales

La malta caramelo es un producto de alto interés comercial. El desarrollo de la industria
cervecera, especialmente de la microcerveceria o cerveceria artesanal, la posiciona
como un ingrediente muy valorado, por cuanto la calidad de este producto y su
caracterizacion se hacen importantes. El principal atributo que es explotado es el aporte
de color que hace en la preparacion de cervezas, por ende la produccion de colores
estandar y homogéneos a escala industrial se vuelve un punto critico. Sin embargo en
Malterias Unidas S.A. la medicidén de color de maltas caramelo, y maltas especiales en
general, posee etapas que no se condicen con lo expuesto anteriormente, existiendo
problemas durante el proceso de fabricacién de la malta caramelo y durante la medicion
del color que cataloga a la malta caramelo.

Problema en el proceso de elaboracién de malta caramelo

Al fabricar una malta caramelo, uno de los parametros que se selecciona en la
tostadora es la curva de temperatura vs tiempo que seguira el equipo. Existe
multiplicidad de curvas para un mismo producto y curvas para rangos de color que se
superponen. Los parametros a controlar en ellas son el tiempo y temperatura de cada
etapa (caramelizado y 3 fases de tostado). Durante el funcionamiento del equipo estos
valores pueden ser modificados con libertad por el operador, quien ocupa su
experiencia para alargar o acortar cada etapa y eventualmente cambiar las
temperaturas. Por ser una accién subjetiva no se puede asegurar que los criterios de
las modificaciones sean los mismos en cada ocasién por lo que no necesariamente
maltas de un mismo color van a ser tratadas de forma pareja si es que son producidas
en turnos distintos, aun cuando toda la produccion tenga un mismo destino (cliente en
especifico). Ademas no existe un documento donde el operador pueda revisar las
condiciones con las cuales opera la maquina, por lo que el conocimiento se entrega de
forma oral. La finalizacion del proceso de tostado de la malta caramelo se basa
principalmente en el criterio del operador y/o supervisor, independiente del programa de
temperatura que se esté utilizando.

De forma subjetiva también, para discernir acciones a tomar antes y durante el proceso
de la malta caramelo, se hacen apreciaciones respecto a la humedad inicial del grano
como malta verde antes de entrar a los equipos de tostacion, su tamafio de grano, la
variedad y la maquina tostadora que se utilizara. Estos factores son ocupados para
prever problemas que la experiencia ha dicho que suceden: humedad inicial alta
requiere de tiempos de caramelizacion mas cortos para evitar la sobrelicuefaccion del
almidon, provocando que el grano se reviente y se pegue a las paredes internas del
tambor rotatorio para terminar quemandose; cargas de granos con tamafios pequefios
producen un tostado dispar y por lo tanto hacen que el producto no sea homogéneo en
su color; la variedad influye en el tamafo del grano, la presencia de cascara (lo que
dificulta, o no, la licuefaccion), y esto impactaria como fue mencionado antes; y la
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maquina que se utilice, ya que se sabe que no funcionan de forma pareja y por lo tanto
hay que hacer modificaciones manualmente para poder igualar desempefio (se modifica
la razén de aire puro y aire recirculado).

Por otro lado existe la no seguridad del estado en el que se encuentra la malta verde
cuando ingresa a la linea de maltas caramelos: la carga de malta verde es una fraccion
del contenido total del lecho de germinacion, por lo que cuando se extrae una cantidad
especifica para que sea procesada como malta caramelo se dejan de seguir los
parametros de germinacion, en particular se deja de tener control sobre la temperatura
y aireacion del grano.

Estos factores son posibles causas de no homogeneidades en el color de la malta
caramelo. Su impacto verdadero no fue medido antes de este trabajo, pero
independiente de cuales sean las causas de la no homogeneidad de las producciones,
el impacto se disminuye realizando mezcla de productos de distintos colores, altos y
bajos, para lograr un color intermedio especifico.

Parametros representativos los factores aparentemente problematicos fueron
analizados para poder evaluar su impacto en la malta caramelo y cdmo se traducen en
cervezas confeccionadas con estas maltas.

Determinacion del color de la malta caramelo

La implementacion del sistema RGB Color Analyzer dio cuenta de faltas en los
procesos de medicion de color ya que no se sigue estrictamente el procedimiento
estandarizado. En el método EBC, durante la medicion espectofotométrica, se utilizan
cubetas de 20 mm para la medicion de color en mostos congreso cuando el método
indica cubetas de 25 mm de espesor. Esta desviacion se puede corregir agregando un
factor multiplicativo a la lectura del espectrofotbmetro, pero esto no se realiza,
implicando que los colores estimados estan desviados (hacia abajo) por un factor
aproximado de 1,25 tanto en maltas caramelo como en maltas tostadas (Ecuacion 1). El
impacto de esto deberia ser apreciado en especial en maltas caramelo de muy bajo
color (30-50 EBC EBC) y es de esperar que decrezca conforme el color aumente
debido a que esta desviacion se vuelve marginalmente decreciente. Sin embargo para
colores muy altos de malta caramelo existe otro problema ya que el método se utiliza
para medir colores sobre el rango especificado, el cual llega hasta los 500 EBC
aproximadamente (25,3*2*10-Color Pilsen). Esto implica que las mediciones de maltas
caramelo sobre este limite superior no se encuentran dentro de los parametros
estandarizados con los cuales se construy6 el método oficial EBC. Esto explicaria el
comportamiento de las medidas de R,G,B y L para valores sobre los 600 EBC (figura 33
y anexo M)

Teniendo presente los problemas anteriores y tomando maltas caramelos de la mayor
cantidad de colores posibles, el método RGB fue construido para un rango de 43 a 570
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EBC. La eleccion de una unica variable (R) para predecir el color de las maltas posee
ventajas y desventajas. El método es facil de entender y operar para la gente que esta
en permanente contacto con el proceso, operadores y supervisores, ya que se debe
poner atencion en sélo un parametro. Esto a la vez permite la confeccion de tablas
donde los valores estimados puedan ser buscados dado un valor medido de R, lo que,
dada la portabilidad del dispositivo, permite su uso no tan solo en las maquinas
tostadoras si no también en cualquier punto de la planta donde se necesiten comparar
maltas caramelo o derivados de ellos, como es en la produccién de harinas, sin
necesidad de software que procesen los datos. Esto se traduce en menores costos de
implementacion. La desventaja es que los analisis estadisticos sobre la bondad de
ajuste arrojaron que el modelo construido no explica de la mejor manera el
comportamiento de los datos, por lo tanto se debe tener en cuenta de que el modelo es
sélo referencial y en ningun caso puede sustituir al método oficial EBC. Aun asi, se
propone como una muy buena herramienta para la comparacion de dos maltas
caramelo, por ejemplo, en batch consecutivos para asegurar una mayor homogeneidad
del producto de salida. En su defecto, cuando haya que mezclar batch de maltas
caramelo para llegar a un color especifico, este método puede dar apoyo en la eleccidon
de los colores a mezclar (se pueden hacer varias mezclas de productos en cantidades
pequefias y estimar un color final). Si bien en su estado actual el método es especifico
para maltas caramelo, es de relativa facilidad construir una curva similar para maltas
tostadas y asi ampliar la aplicacion de la herramienta.

Otros parametros de calidad de la malta caramelo

Se estudiaron otros parametros de calidad de la malta caramelo y su evolucién con el
color. Los parametros de calidad de la malta caramelo a lo largo de todo el rango de
color se comportaron como lo esperado durante el afio 2011 y parte del 2012. En
particular la humedad, la cantidad de sustancias solubles (extracto) y pH disminuyen
conforme el color aumenta. Caracterizar el nivel de extracto de la malta caramelo segun
su color es fundamental para la elaboracion de recetas a nivel microcervecero y disefio
de nuevas cervezas (Alvarez, 2011, Daniels, 1996; Palmer, 1999). Un nivel de pH bien
caracterizado por color también aportara al microcervecero, 0 a procesos cerveceros de
mayor escala, cuando se realicen maceraciones con poco o nulo control de este
parametro, su conocimiento puede prever mayor o menor actividad enzimatica
(proteolitica o amiolitica) permitiendo ajustar las curvas de maceracion.

Si bien todas estas variables se miden en mosto congreso, lo que permite su
comparacion con cualquier otro tipo de malta caramelo, el uso de métodos de
elaboracion de mostos y cervezas mas acordes a lo utilizado en la industria permitiria la
obtencion de informacidén especifica de interés para los clientes de Malterias Unidas
S.A. Para ello la implementacion de una planta cervecera a escala piloto en la empresa
podria entregar las condiciones apropiadas para reproducir aplicaciones especificas
gue sean solicitadas.
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Cuantificacion de las variabilidades en la materia prima y el proceso de la malta
caramelo

La caracterizacion de las maltas caramelo verific6 que Malterias Unidas S.A. posee un
problema con la estandarizacién de la produccion y el control en linea del color. Este
problema sin embargo no ha sido dimensionado en términos comerciales y monetarios,
por lo que solo se puede hablar de problemas de materia prima y procesos.

Para detectar los factores que explicaban el mayor porcentaje de las variabilidades de
los datos encontrados, las principales herramientas fueron analisis multivariables y
analisis de componentes principales (PCA). Se encontré que existe alta variabilidad en
las condiciones y productos intermedios necesarios para producir maltas caramelo de
un rango de color especifico. El grado de desagregacion de la malta verde utilizada, el
nulo control sobre su humedad de entrada a las tostadoras y el desempefio dispar entre
los equipos de tostacion utilizados con este fin, destacan como variables no
estandarizadas. Esta variabilidad no permite hacer un ajuste de parametros adecuado
para un modelo predictivo de color segun estos parametros de proceso a lo largo de su
cadena de produccion.

Para atacar el problema y dados los antecedentes de la importancia de los regimenes
de temperatura en el proceso de caramelizacion y tostacion, se evaluaron las maquinas
tostadoras. Se corroboré un desempefio dispar mediante el analisis de los datos
historicos de produccion en los equipos de tostacién durante el aino 2011. A la vez, en
cada una de ellas, los programas de temperaturas (set points) no eran alcanzados en el
tiempo de proceso, revelando deficiencias en el control de la dinamica del proceso. Esto
puede ser atribuido a sensores no calibrados, malas practicas y softwares de control en
formato de version de prueba observados durante el desarrollo del trabajo. Para lograr
mejoras se debe invertir en la estandarizacion por separado del desempefio de las
maquinas tostadoras. Esto no es operar a los equipos con las mismas condiciones de
operacion, sino que, dado su funcionamiento, fallas intrinsecas y dinamica de
transferencias de calor, ajustar las condiciones de operacion de forma independiente
para obtener un desempefio comparable en ambas maquinas. Existen trabajos de
modelizacion al respecto que podrian ser ocupados como punto de partida (Llorca,
1999).

Ademas de estos parametros de proceso, para estimar la calidad de la materia prima,
malta verde, antes de ser procesa como malta caramelo se estudié a la malta Pilsen.
Esta estimacion se puede hacer basandose en que la propiedad del secado de la malta
Pilsen es conservar de forma integra las caracteristicas de la malta en germinacion,
especialmente su actividad enzimatica, y limitar el nivel de DMS. Debido a que las
enzimas no son fuertemente afectadas se puede decir que la estabilidad del resto de
las proteinas, y luego, del resto los componentes de la malta son alterados en forma
minima. El analisis de componentes principales y el conocimiento de las variables de
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calidad permitieron identificar que la mayor variabilidad era explicada por parametros
que tenian relacion con el nivel de desintegracion de la malta.

Asi se seleccionaron los parametros de Temperatura final/tiempo de proceso,
Friabilidad, indice de Kolbach y % Extracto fino/% Proteina. Todos estos parametros
mostraron una gran dispersion para un color de malta caramelo fijo. Se identificé un
rango de color acotado para estudiar el impacto de la diferencia de estos parametros. El
rango [110-170 EBC] es el con mayor volumenes de produccién y venta por lo que se
utilizaron maltas lo mas cercana a la media del intervalo, 135 EBC.

Maltas seleccionadas para comparar las variables

Se buscaron, dentro de las producciones almacenadas en la empresa, maltas que
representaran puntos extremos de las variables elegidas para un color cercano a los
135 EBC. Dado que se diagnosticaron problemas en el método de medicién de color
estandar, se utilizé también el modelo de estimacion de color RGB Color Analyzer para
asegurar similitud de colores. Se seleccionaron 4 tipos de malta identificadas como A,
B,CyD.

El elegir valores minimos y méximos de Friabilidad, indice de Kolbach y % Extracto
fino/% Proteina se traduce en elegir una malta con bajo grado de desagregacion (Malta
A — 140 EBC) y con alto grado de desagregacion (Malta B — 137 EBC) respectivamente.
Dadas las caracteristicas del grano, la desagregacién implica la biodisponibilidad de,
particularmente, aminoacidos y azucares reductores provenientes de la hidrélisis del
almidon. Esta disponibilidad se esperaria que afectara al desarrollo de color segun la
reaccion de Maillard y su cadena de reacciones rio abajo, en especial la degradacion
de Strecker la cual produce aldehidos como el 3-metilbutanal, de interés por su reporte
como compuesto principal que contribuye al aroma caracteristico de maltas y maltas
caramelo. El grado de desagregacion de la malta caramelo puede afectar el nivel final
de componentes de Maillard, pero la velocidad de la reaccion se ve afectada por la
aplicacion de temperatura durante un tiempo determinado. La relacidn Temperatura
final/tiempo también evalué el impacto en la formacion de productos intermedios y
finales de la reaccion de Maillard. El pH también influye en los caminos que la reaccion
toma, pero este aspecto no fue estudiado debido a en maltas Pilsen el pH esta
estandarizado, mostrando pocas variabilidades, lo que no lo hace ser un contribuidor
importante en ninguno de los componentes principales extraidos en el estudio. Como el
pH es levemente acido implicaria que durante la caramelizacion y tostado de la malta
caramelo, la reaccion de Maillard estaria favorecida hacia la ruta que forma
hidroximetilfurfural y furfural (Figura 9), lo que explicaria el incremento de este ultimo
compuesto en los resultados de analisis de volatiles para maltas caramelo que van de 5
a 300 EBC (Figura 10), donde a su vez, a mayor color, mayor acidez (Tabla 7) y
aumento del nivel de furfural, asi, maltas caramelo de colores mas oscuros poseen
mayor nivel de furfural. El analisis de este compuesto en funcién del pH de las maltas
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verdes podria llevarse a cabo con las maltas caramelo de Malterias Unidas S.A. y se
esperaria que su nivel fuera dependiente solo del color de la malta caramelo final.

Las maltas caramelo C (117 EBC) y D (120 EBC) reflejan distintos regimenes de
proceso. Su valor minimo y maximo se usé como reflejo de la intensidad del proceso de
tostado de malta caramelo. Un valor alto implica una elevada intensidad de tostado, con
altas temperaturas de curado y/o bajos tiempos de proceso. La malta D en particular
posee la temperatura de proceso mas elevada para la elaboracion de una malta
caramelo entre 110 y 170 EBC y una duracion de proceso tan solo 10 min superior que
el minimo, (el rango para la duracién del proceso — diferencia entre cortos y largos — es
de 78 min). Esto hace que su valor Temperatura final/tiempo sea el maximo global para
maltas caramelo 110-170 EBC, lo que permitié ver con mayor claridad el impacto de la
intensidad del tostado.

Es importante tener claro que se eligieron dos grupos de maltas (A-B y C-D) para
representar dos grupos de variables (Desagregacion y Proceso respectivamente). El
analisis podria ser directo si para la variable estudiada, todo el resto permaneciera
constante para los dos grupos de maltas, pero esto no es asi. Se detect6 que la malta
A, la utilizada para evaluar la menor desagregacion, tuvo un régimen de tostacion
menos intenso que a malta C (malta C evalua la menor intensidad de tostado), y sin
embargo el color de A es mayor que el de C (anexo K). Esto podria indicar que una
menor desagregacion en la malta verde (Malta A) favoreceria la formacion de color
necesitando una intensidad de tostado mas baja a que si se ocupara una malta con
mayor nivel de desagregacion. Para poder sugerir esto con mas propiedad son
necesarias repeticiones del caso debido a la variabilidad del color respecto a la
temperatura final y el tiempo. Por su parte se detect6 también que la malta D (mayor
intensidad de tostado) posee un indice de Kolbach menor que A, (siendo A la estudiada
para representar el minimo de indice de Kolbach), lo que implica menor cantidad de
nitrégeno soluble en D (el nivel de proteinas en ambos es similar, 10,3% en Ay 9,8%
en D para un intervalo entre 8,5y 11,3%). El color de A también es mayor que en D, por
lo que la formacion de color en D pudo haber estado limitada por la cantidad de
compuestos con grupo amino disponible para llevar a cado la cadena de reacciones
implicadas en la Reaccidon de Maillard y la consecuente formacién de color por
melanoidinas (Figura 9). Si se asume que la temperatura en D es lo suficientemente
alta como para consumir la mayor parte de los reactivos en el corto tiempo del proceso,
se sugiere entonces que para una malta con bajo contenido de nitrégeno soluble se
limita la formacién de color ajustandose a las investigaciones sobre los mecanismos de
la reaccion de Maillard (Hodge, 1953). Si suposicién realizada es incorrecta, a lo menos
se puede sugerir que se limita la formacion de color o por la corta duracion del proceso
o por la falta de reactivos intermediarios (grupos aminos de compuestos nitrogenados
solubles). Cualquiera sea el caso, esta limitacion de color implicaria que la malta D
posee una mayor acumulacion de compuestos intermedios, o que ofreceria mas sabor
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y aroma basandose son los compuestos intermediarios y no finales (melanoidinas) las
implicadas en el desarrollo de sabor y aroma (Coghe et al., 2004).

La evaluacion de mostos y cervezas elaboradas con maltas seleccionadas

El impacto de las variables seleccionas a evaluar se estudi6 por medio de
cromatografia de gases para mostos y por medio de analisis sensoriales para cervezas.
No se pudo analizar cromatograficamente a las cervezas ya que para las pruebas
realizadas el método cromatografico implementado no mostro la capacidad de distinguir
componentes distintos al etanol. Para esto es necesaria la implementacién de un
sistema de recuperacion y concentracion de los compuestos volatiles. Las técnicas mas
utilizadas para ello son (Gonzalez, 1999): Extraccion por solvente, extraccion liquido-
soélido, técnicas de espacio de cabeza (Headspace), destilacion y desmixtura.

En la extraccion liquido-liquido se utiliza un solvente no miscible, como dietil éter, éter
pentano o dicloropentano, para concentrar compuestos volatiles. Esto se ha utilizado en
vinos y cervezas (Fickert y Schierberle, 1998; Gonzalez, 1999). La extraccién liquido-
sélido es adecuada para extraer compuestos volatiles muy diluidos, donde se emplea
un adsorbente a través del cual pasa la dilucion. Una de estas técnica mas utilizada
para el estudio de mostos y cervezas es la Microextraccion en Fase Sdélida (SPME)
(Saison et al., 2001; Vandecan et al., 2010; Saison et al., 2009; Furukawa, 2011;
Schutter et al., 2008). Para el caso de la destilacién la técnica mas interesante en
Extraccidon-Destilacion Simultanea (SDE), con precedentes en vinos y suspensiones
acuosas de malta (Gonzalez, 1999; Beal et al., 194). La técnica de desmixtura consiste
en la adicion de sal a la muestra liquida lo que aumenta la volatilidad de algunas
sustancias. Se ha utilizado en vinos, whiskies y cervezas en combinacion también con
otras técnicas (Saison, 2008; Gonzalez; 1999).

Por su parte los procedimientos con Headspace se dividen en dos: dinamico y estatico.
El primero (HS-dinamico) también se denomina sistema de Purga y Trampa y ha sido
utilizado para la evaluacion de volatiles en centeno (Heinnio et al., 2003) y diluciones
hechas con maltas especiales (Woffenden et al., 2001; Beal et al., 1994). HS-estatico
ha sido ocupado para la extraccion de volatiles en cervezas lager rubias y cervezas ales
con maltas especiales (Tian, 2010; Coghe et al., 2005) mediante un equipo HS-40
(Perkin Elmer, EE.UU.) como el que posee el laboratorio de calidad de Malterias
Unidas. Esto ultimo hace factible la implementacion de un método de analisis que si sea
capaz de evaluar componentes moleculares de las cervezas en Malterias Unidas S.A.,
para ello hace falta acoplar un detector FID existente actualmente en la empresa al
sistema cromatografico que esta en funcionamiento.

Evaluaciéon cromatografica de mostos con malta caramelo

Todos los tipos de mostos con malta caramelo (A, B, C y D) fueron contrastados con un
mosto elaborado con malta Pilsen y su resultado fue que, bajo el método
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cromatografico utilizado, no se detectaron diferencias en los tipos de compuestos
volatiles que poseen, por consiguiente esto sugiere que maltas caramelo en un rango
acotado de color [120-140 EBC] no aportan nuevos componentes volatiles a las
cervezas. La diferencia entre los mostos de cada uno entonces se debe principalmente
al color (melanoidinas de alto peso molecular) y al nivel de componentes solubles
(azucares y aminoacidos/proteinas) en el mosto, cuyas moléculas no son volatiles
(Oteiza, 2011). Para la cuantificacion de estos parametros un buen método seria la
utilizacién de cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Dado que no existe la presencia de algun compuesto que sea distinto entre las maltas
caramelo y las maltas Pilsen, se estudi6 la diferencia de concentracién de los
compuestos detectados por medio del analisis de sus areas en los perfiles
cromatograficos. El uso de un patron puro permitié identificar la presencia de 3-
metilbutanal en todos los mostos analizados.

El analisis sobre las maltas caramelo A y B arrojé que se puede asegurar que al menos
un compuesto posee concentraciones distintas en cada una. Este compuesto fue
identificado como P9 y posee el mayor tiempo de retencion del total de compuestos
separados en los mostos (Tabla 29). Por su parte para los compuestos P1, P4 y P9 el
mosto con malta caramelo A (mosto A) muestra mayor concentracion que el mosto
Pilsen usado como referencia. Para el mosto B sin embargo no se encontraron
diferencias entre la concentraciéon de sus compuestos con el mosto Pilsen (Tabla 32).
Esto implicaria que un menor nivel de desagregacion en la malta verde permitiria la
produccion de mayor cantidad de compuestos volatiles en las maltas caramelo respecto
a una malta caramelo que se elabor6 de una malta verde mas desagregada.

Si bien se identificé que 3-metilbutanal esta presente en las maltas Pilsen y maltas
caramelo, la diferencia de concentracion entre los dos tipos de malta caramelo (A y B)
no fue significativa. Se puede decir entonces que 3-metibutanal no esta directamente
relacionado con el nivel de desagregacion inicial de la malta verde. Tampoco se detecto
diferencia significativa entre la concentracion de ambos mostos caramelo y la del mosto
Pilsen. Esto puede deberse a la no generacién de 3-metilbutanal durante la produccion
de la malta caramelo 140 EBC o a la produccién y posterior consumo de 3-metilbutanal
en otras reacciones durante el proceso de malta caramelo.

Aquellos compuestos que si presentaron significativamente diferencias de
concentracion entre las maltas A y B permanecen desconocidos, pero es posible
realizar un analisis se sus propiedades de acuerdo a sus afinidades con la columna
capilar (anexo F), utilizacién del indice de retencion (anexo D) y/o la incorporacion de
mas patrones en cromatografia de gases. Esto queda planteado para futuros
desarrollos.

Las maltas C y D mostraron diferencia en uno de los peaks que representa a 3-
metilbutanal (Q6) (Tabla 36). La malta D (mayor intensidad de tostado) mostr6 menor
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concentracion de 3-metilbutanal que la malta C. EI compuesto Q4 mostré el mismo
comportamiento. La malta D, ademas de ser la malta con mayor intensidad de tostado,
posee una desagregacion media (friabilidad 88% de un inérvalo 70-96%; Extracto fino
83% de un intervalo 80,4-84,4%) por lo que la diferencia de concentraciones de 3-
meilbutanal y Q4 con la malta C puede ser atribuida con mayor razén al régimen de
tostado. Esto es indicador de que el régimen temperatura-tiempo utilizado en las
maquinas tostadores si produce diferencias aun cuando se obtenga un mismo color
final de malta caramelo.

La identidad de Q4 es desconocida pero se pueden realizar analisis se sus propiedades
de acuerdo a la afinidad con la columna capilar (anexo F), utilizacion del indice de
retencion (anexo D) y/o la incorporacion de mas patrones en la cromatografia de gases.
En las maltas A y B (que tuvieron intensidades de tostado muy bajas y media
respectivamente (anexo K)) permanecid constante e igual a la concentracion de la
malta Pilsen por lo que su menor presencia en D posiblemente se deba al consumo
generado por el incremento de la cinética de alguna reaccion donde esté implicado.

Se sugiere que 3-metilbutanal es afectado mas por el régimen de temperatura
empleado para la fabricacion de maltas caramelo que por el nivel de desagregacion de
la malta verde. Dado los antecedentes de que 3-metilbutanal alcanza un maximo a
colores cercanos a los 100 EBC (Coghe et al., 2004; Beal y Donald 1994; Wonffenden
et al.; 2001), el réegimen usado en la malta D produjo un consumo de 3-metilbutanal en
reacciones que conducen a la formacion de color y su nivel decrece a medida de que el
color aumenta. Los resultados de 3-metilbutanal para las maltas A y B también pueden
ser explicados en términos de consumo dado que su color es incluso levemente mas
altoque Cy D.

Considerando estos resultados se puede decir que controlando la temperatura de
curado y tiempo del proceso de tostado se podrian realizar maltas caramelo que solo
aporten color (alta temperatura de curado y menor tiempo de proceso) o maltas
caramelo que, aportando aproximadamente la misma cantidad de color, provean de
aromas mucho mas intensos (menor temperatura de curado en tiempos de proceso
mas largos) dados principalmente por 3-metilbutanal. Luego, variando el color se puede
lograr una amplia gama de productos. El principal desafio de esto es el control de las
maquinas de tostado dados los problemas discutidos anteriormente.

Como se mostré6 que el nivel de 3-metilbutanal es independiente del nivel de
desagregacion de la malta, entonces se hace factible tomar malta verde que, sin
importar en demasia el nivel de germinacidén, podria ser explotada como malta
caramelo, aromatica o no. Con ello se podrian solucionar eventuales problemas de
proceso, como el destino de cajones sobregerminados, liberar cajones de forma
anticipada (con menor germinacidn) para cargar nuevos ranos que vienen de la etapa
de remojo, destinar a productos comerciales batchs de malta verde que estén fuera de
especificacidon de ciertos clientes, etc.
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El compuesto 3-metilbutanal ha sido reportado como uno de los mayores contribuidores
de aromas en maltas, por lo que su diferencia eventualmente causara un impacto en el
producto final. A la vez también juega un papel importante en productos como cafe, vino
y quesos entre otros. Su determinacién ha sido materia de estudio en los ultimos afios
ocupando variedad de métodos para su extraccion. Este trabajo muestra un método
rapido de determinacion de 3-metilbutanal que podria ser implementado también para
otros productos de Malterias Unidas S.A u otras empresas.

El mejoramiento de la herramienta de cromatografia de gases es factible para realizar
un analisis mas acabado de estos compuestos. Durante el desarrollo de este trabajo
existié la limitante de no poder utilizar a la columna capilar a su temperatura maxima
(250°C). De ser posible, se podria implementar un método tal que los compuestos
eluyan mas rapido y se podria verificar la presencia de pirazinas y maltol en el mosto.

Evaluacion sensorial de cervezas con malta caramelo

Para analizar el impacto final de las diferencias detectadas entre la concentracion de
volatiles de las maltas caramelo, se elaboraron cervezas con mostos con la misma
concentracion de malta caramelo que los mostos usados en cromatografia, 10%,
acercandose por arriba al nivel utilizado en el mercado de las cervezas con malta
caramelo.

La utilizacién de analisis sensoriales para la caracterizacion de la calidad sensorial no
es una herramienta nueva en el ambito de los alimentos y su desarrollo ha manifestado
que existen muchos factores, internos y externos, que pueden afectar los resultados. La
capacidad sensorial que tenga la persona que se utilizara como juez es importante, y
dado que lo que se quiere realizar es la obtencion de una informacion objetiva, es
necesaria la utilizacion de muchas personas. Para este estudio se puso esfuerzo en
seleccionar a personas que tuvieran una alta, si no la mejor encontrada, capacidad de
discriminacion organoléptica. Se trataron de controlar todos los demas aspectos
(ambientales y practicos) para disminuir los errores o malas interpretaciones que se
pudieran cometer en la recoleccién de los resultado.

El desarrollo de analisis sensorial fue evolucionando conforme la informacion fue siendo
recopilada. La disposicion de las personas, herramientas utilizadas y muestras
analizadas al inicio de las pruebas sensoriales fueron distintas a las utilizadas al final.
Esto pudo tener un impacto en las etapas primeras del proceso, en especifico en la
caracterizacion de los principales aportes organolépticos de las maltas caramelo en las
cervezas (evaluaciones con 20% y 15 % de malta caramelo). Aun asi, los atributos
organolépticos clasificados como importantes fueron los esperados.

Debido a que las personas que conformaron el panel degustador no poseian un
entrenamiento previo respecto al analisis sensorial, se evaluaron sabores y no aromas,
puesto que para ello se necesita gente con mayor grado de especializacion (Saens,
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1985; Kemp, 2009). Esto hace menos directa la relacion con los resultados en
cromatografia de gases.

Sabores dulces-caramelo, representando la etapa de caramelizado del proceso, y
sabores amargos-tostados para representar a las etapas de tostado del proceso de
elaboracion de malta caramelo. El sabor a grano, considerado como a “cereal” o
‘cascara” pudo haber sido considerado como importante para los jueces debido
posiblemente a que la etapa de seleccién de sabores fue realizada con cervezas con
15% y 20% (proporciones altas) de malta caramelo, proporcién que luego se disminuyo
para el analisis final.

Se lograron fabricar cervezas aptas para su evaluacion con malta caramelo al 10%,
pero también otras tantas cervezas sufrieron problemas de contaminacion. Esto termind
por afectar la coordinacion con los analisis sensoriales. Se logré evaluar a las maltas A
y B en su aplicacion cervecera, no asi las maltas C y D.

Los resultados sensoriales no indicaron diferencias significativas entre las maltas A y B.
Si bien existian diferencias significativas en el nivel de desagregacién de la malta verde
al ser procesada como malta caramelo, estas diferencias no se evidenciaron en las
cervezas. El proceso de caramelizado y tostado pudo haber encubierto estos aspectos.
Otra posible razén de que no se hayan encontrado diferencias significativas entre las
cervezas con malta A (cerveza A) y cerveza B que es el nivel de concentracion de los
componentes traspasados de la malta a la cerveza no haya sido el suficiente como para
alcanzar la concentracion umbral y ser detectado por los receptores de sabor de los
jueces (Saens, 1985). Esto se verificd con el analisis cromatografico, el cual si encontrd
diferencia entre las maltas A y B. Por lo tanto los compuestos generados en la malta A
que poseen mayor concentraciéon que en la malta B (P1, P4 y P9) no impactaron el
perfil organoléptico de las cervezas. Solo las cervezas con malta caramelo se
destacaron sobre las cervezas con malta Pilsen sobre los valores de caramelo, tostado,
amargo, dulce y acido independiente de la malta caramelo color 120 EBC que se haya
utilizado. Las maltas C y D no pudieron ser evaluadas en su aplicacion cervecera.

La percepcion de amargor en las cervezas fue importante aun cuando las cervezas
estaban alteradas (bajos pH). Se rescatd que el nivel de amargor de las cervezas era
en muchos casos apropiado. Las cervezas fueron confeccionadas sin lupulo, el cual
atribuye importantes perfiles de amargor. Su ausencia no hizo desmedro del amargor
en las cervezas ya que la malta caramelo aporté con este atributo. La causa del
amargor se debe a la presencias de pirazinas, pero estas no pudieron ser cuantificadas
en los mostos con malta caramelo. Se hace importante entonces el tener caracterizado
los compuestos amargos en las maltas caramelo y con ello el aprovechar los recursos
cromatograficos (HS/GC) disponibles en Malterias Unidas S.A. El desarrollo de las
ideas propuestas en este trabajo también puede ser aplicado para la linea de productos
de extracto de malta que posee Malterias Unidas en su planta Temuco, de gran interés
comercial en la industria de los alimentos.
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7. Conclusiones

El principal objetivo de este trabajo fue caracterizar a la malta caramelo producida en la
empresa Malterias Unidas S.A. y evaluar su impacto cuando se utiliza para la
elaboracion de cervezas. El parametro que diferencia a un producto de otro es el color y
por tanto se elaboré un modelo de estimacién rapida de color para maltas caramelo. La
principal ventaja que posee es la simplicidad y el tiempo necesario para obtener valores
referenciales de color y tomar decisiones de proceso. Es posible que se puedan
construir modelos mas complejos para obtener una mejor bondad de ajuste a los datos,
pero el modelo explica gran porcentaje de la variabilidad de los datos, por lo que se
concluye que es valido para la estimacién de color segun los fines para los que fue
construido pero que no remplaza del todo al método oficial. Su aplicacion puede ser
llevada facilmente a otros productos de la empresa que no sean maltas caramelo. Para
mejorar esta herramienta es posible realizar acciones como un ajuste de parametros
por rangos de color, de manera de que, en vez de abarcar el rango completo con una
sola funcion, se ocupen modelos especificos para cada subconjuntos de color. La
determinacién de como dividir el rango de color y el planteamiento de las restricciones
para producir continuidad para el rango completo de color, queda propuesto para
trabajos posteriores. A la vez, la toma de datos a partir de muestras de malta caramelo
con colores medidos tomando las correcciones para el método EBC también pueden
contribuir a mejorar la bondad del ajuste.

Se caracterizaron las maltas caramelo producidas por Malterias Unidas S.A. de acuerdo
a parametros distintos al color. Esto es importante para la aplicaciéon cervecera del
producto, ya que a medida que se va desarrollando el mercado, es posible encontrar
maltas especiales que tengan cualidades especificas y que sean requeridas por ello. Se
concluye que las maltas caramelo siguen los comportamientos esperados a una malta
caramelo estandar y que ello es la base para potenciar cualidades de valor agregado en
el producto. A la vez su conocimiento permite evaluar la aplicacion en alimentos o
bebidas no alcohdlicas como extensor de cacao, agregado o sustituto de café o
colorante natural entre otros.

La caracterizacién de la malta caramelo dio cuenta de aspectos no estandarizados en
su produccion y este trabajo evaludé el impacto que tienen en la aplicacidon final del
producto. Estos problemas también se pueden evaluar desde el punto de vista de
costos y operacion, cuantificando energia utilizada, consumibles como agua o
combustible, tiempos de proceso, produccién de riles, nivel de stock, etc.

Se detectaron principalmente variaciones en el nivel de germinacion de las maltas
verdes usadas para fabricar maltas caramelo y en los procesos de caramelizado y
tostado a los cuales era sometida. La causa de lo primero puede ser atribuida al poco
control que existe de la malta verde una vez que es extraida de los lechos de
germinacion a la espera de ser procesada como malta caramelo. Esto a su vez afecta a
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la malta Pilsen también, porque la extraccion de la porcion de malta verde rompe con
las condiciones de germinacion de ella antes de ser ingresada al horno secador, en
especial en su nivel de aireacion ya que la extraccion de una porcion de malta verde
puede dejar al descubierto las lineas de aire que se encuentran bajo el lecho,
produciendo que el resto de la linea pierda presion y deje de oxigenar a la malta que
queda. Esto puede favorecer condiciones anaerdbicas produciendo acido acético en el
grano. Se concluye que podria ser evaluada la construccion de lechos pequefios
exclusivos para la malta que sera procesada como malta caramelo. La evaluacién de la
necesidad de este proyecto puede ser estudiada a futuro.

Se demostrd, a través de datos historicos, que una malta caramelo de un color
determinado puede ser elaborada con condiciones de operacion relativamente distintas:
tiempos largos para temperaturas de curado bajas y viceversa. Sin embargo no se
estudid la cinética de la formacion de color en las maquinas tostadoras. Se propone
para ello tomar muestras punto a punto a medida que el caramelizado y el tostado
avanzan para muchas producciones en las tostadoras. El uso del modelo de estimacion
de color puede usarse para el seguimiento en linea de este parametro. Con esto se
podria realizar un estudio del comportamiento cinético de la reaccion de Maillard en
cada tostadora por separado.

Las diferencias de desagregacion de una malta verde y de la intensidad del tostado
cuando es procesada como malta caramelo solo tuvieron impacto a nivel
cromatografico en mostos con 10% de malta caramelo 135 EBC. Los parametros
evaluados no produjeron diferencias perceptibles por el grupo de jueces seleccionados
para el analisis sensorial, posiblemente a que si bien existian diferencias de
concentracion de ciertos compuestos, ninguno superd su umbral de reconocimiento, por
lo que no eran perceptibles por los jueces.

Maltas caramelo 135 EBC con menor grado de desagregacion y menor intensidad de
tostado contienen una mayor cantidad de compuestos volatiles que maltas producidas a
altas temperaturas y mayor grado de desagregacion. Se concluye que los componentes
responsables de estos perfiles son compuestos intermediarios de la reaccién de
Maillard ya que tanto la mayor temperatura como la mayor presencia de reactivo
aumentaran la cinética de formacion de estos compuestos para luego pasar a etapas
posteriores de consumo o pérdida por volatilizacion, como ocurre con el DMS.

Se sugiere que 3-metilbutanal es consumido en maltas caramelo 120 EBC cuando
estas fueron sometidas a temperaturas sobre los 157°C y tiempo de proceso de 102
min. A la vez, su produccion/consumo es independiente del nivel de desagregacion de
la malta verde al inicio del proceso. Se puede decir que se puede potenciar la presencia
de 3-metilbutanal en las maltas caramelo de la empresa si se logra un proceso
controlado de caramelizado y tostado. Ademas, como este compuesto se considera uno
de los mas importantes en el aroma de las maltas de todo tipo, se considera oportuno

poner atencién en los parametros que influyen en su concentracion en las cervezas.
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Para ello se necesitarian perfeccionar las técnicas y los implementos para elaborar
cervezas, perfeccionar al panel de jueces seleccionado, implementar protocolos
definitivos para cromatografia de gases y estudiar la influencia de la temperatura y el
tiempo de proceso.

La primera accion se puede obtener mediante la especializacion de un laboratorio, o
seccion laboratorio, para fabricar mostos y cervezas, y que no interfiera con los analisis
que hace el laboratorio de Calidad. Se concluye que se podria instalar una
microcerveceria en el laboratorio de Desarrollo de Malterias Unidas S.A. para evaluar,
no tan solo los productos de malta caramelo, sino también los de malta base, tostada y
extracto de malta.

El panel degustador puede ser permanentemente entrenado y se podrian incorporar a
mas personas para obtener resultados estadisticamente mas significativos. La
elaboracion de un programa de analisis sensorial seria lo adecuado para llevar un
control interno de la calidad sensorial de los productos de la empresa, no tan solo malta
caramelo.

Se debe acoplar el detector FID que existe en el laboratorio de Calidad al cromatografo
de gases del lugar para poder evaluar compuestos especificos de mostos y de
cervezas, ya que también se aprovecharia la reproducibilidad y la capacidad de
extraccion del Headspace estatico que existe en la empresa. Todo esto permitiria
aprovechar capital que tiene poco movimiento y que se ocupa con el fin exclusivo de
determinacién de DMS.

La modelacién de los equipos de tostacién y la implementacion de un control de
temperatura rapido y con pocas oscilaciones puede ser necesario para la explotacion
de los aspectos propios de las maltas caramelo de Malterias Unidas S.A.

La globalidad de todo permite ver desarrollo en el ambito de la biotecnologia aplicada a
procesos industriales de importancia econdmica en el pais, como es la agroindustria de
los cereales en un pais productor agricola, donde, por ejemplo, se podria estudiar el
efecto de la adicion de enzimas exdgenas a las etapas de remojo o germinacion del
malteo. Situacion similar ya se esta estudiando en la empresa en su linea de extracto
de malta. También sobre el entendimiento de los procesos de secado, de donde se
pueden aplicar conocimientos y experiencias locales nacionales como los de la industria
de celulosa y de la industria del papel, con ello se aplicaria tecnologia a procesos que
parecen sencillos pero que a escala plantean desafios de ingenieria. Por ultim,o este
trabajo puede contribuir al desarrollo de la cerveceria nacional, especialmente de la
microcerveceria, sector que en el resto del mundo se ha desarrollado de forma exitosa
y que Chile, teniendo las condiciones climaticas y estratégicamente geograficas como
para desarrollar maltas de calidad, debe aprovechar, para ser no tan solo un pais
mundialmente conocido por sus vinos, sino también por sus cervezas.
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8. Anexos

A. Esquema de la ciclacion de una molécula de glucosa

(a) CHO
H——+—OH H
HO—}—H ¢
H—4—OH N
H—+—OH
CH,OH
. (c) .
HOCH, HOCH,
H
(./
4 ——
\()
H  OH H  OH H  OH

B-D-glucopiranosa a-D-glucopiranosa

Figura 50 — Proyeccion de Harworth para a- y B- piranosa de la D-glucosa. Modificado de Carey, 2010. (a) El grupo hidroxilo
C5 interviene en la formacion del anillo. (b) Al no tener la orientacion adecuada rota en direccidn anti-horaria. (c) La posicion
del grupo hidroxilo en el carbono uno diferencia a la forma a dela B.

B. Proceso de elaboracion de malta (malteo)
Recepcion y almacenamiento de la cebada.

La cebada es un cereal que debido a su alto contenido de almidén y su bajo contenido proteico lo hacen
apto para la produccion de cervezas (Hough, 1982). Al llegar a las plantas de malteo, la cebada se somete
a andlisis de viabilidad o capacidad germinativa, nitrégeno total (TN), proteina total (TN-6,25),
friabilidad, mallaje, densidad aparente®, humedad entre otros. El pardmetro critico en esta etapa es el
contenido de proteina total el cual es un discriminante de la cebada apta para ser malteada (contenido
proteico entre el 9 y 13%) de la que no. A menor contenido de proteina mayor es el de almidén y puede
extenderse también a una menor presencia de cascarilla (Hough, 1982; Sanchez, 2011). Para la limpieza
del grano existen detectores magnéticos que separan pequefios metales cuando el cargamento llega a la
fabrica. También se descartan también granos muy grandes pues su tiempo de rehidratacion es mayor lo
gue perjudica la germinacion uniforme (Hough, 1982).

’ El factor 6,25 es un promedio del contenido de nitrégeno en las proteinas (MEBAK, método 2.5.2.1)
® La friabilidad corresponde a una medida de dureza de grano; el mallaje al tamafio; la densidad aparente a la
densidad del conjunto de granos en un volumen determinado.
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La cebada se almacena en silos. En ese estado, y si es que existe humedad, la temperatura interior de silo
tiende a aumentar localmente por efecto de la actividad de microorganismos e insectos, llegando incluso
a niveles con peligro de incendio. La temperatura se mantiene por homogenizacién cambiando de uno a
otro silo grandes cantidades de grano.

Remojo

El principal objetivo es la rehidratacién del grano de cebada. Esta se vierte en tanques cilindricos de
fondo plano parcialmente llenos de agua. El contenido de agua de los granos aumenta rdpidamente
después de la inmersiéon pero disminuye progresivamente su velocidad en el tiempo. El proceso
completo dura de 24 a 48 horas con interrupciones por drenaje del agua dos o tres veces para ofrecer un
descanso al aire. El grano queda cubierto por una fina pelicula de agua a través de la cual puede difundir
mas rapidamente el oxigeno del aire del entorno. Esto permite que el embridn se reactive y ponga en
funcionamiento el metabolismo preparandose para la germinacién. La humedad final del grano llega de
42 a 45%. El proceso permite controlar, a través del tiempo de residencia en las tinas de remojo, el nivel
de humedad final del grano (Hough, 1982).

Germinacion

Los granos humedos son trasladados a lechos poco profundos de aproximadamente 1 metro de altura.
En ellos la humedad y la temperatura permanece constante. Se provee de un ambiente para el desarrollo
germinativo de la semilla desde la cual brotan las raicillas desde el micrépilo (Figura 3). Para mantener la
temperatura constante se utilizan homogenizadores que trasladan los granos del fondo del lecho, mas
frios (12°C aproximadamente), hacia la parte superior donde se encuentran los granos mas calientes
(17°C aproximadamente), con esto se pretende mantener la temperatura cercana a los 15°C, eliminar el
dioxido de carbono producido por la respiracion del embridn, proporcionar oxigenacion a los embriones
y evitar que las raicillas se entrelacen (Hough, 1982; Briggs, 1998).

El endospermo comienza su degradacion debido a la accidon de las enzimas provenientes de la capa
aleurona. Degradan el almiddn y las paredes celulares del endospermo. En caso de que la cebada tome
mas del tiempo estimado en germinar, se puede hacer una adicion externa de acido giberélico
(girebelinas) (Hough, 1982; Briggs, 1998). Estas degradaciones bioquimicas en su conjunto son conocidas
como desagregaciones. El proceso de germinacién dura entre 4 a 7 dias y el nivel de desagregacion
puede controlarse mediante la temperatura y el tiempo de germinacion. Las enzimas que participan en
la degradacién del almidén son la a-amilasa, B-amilasa, glucosamilasa, dextrinasa limite, e invertasa
ademas de proteasas que degradan las cubiertas protectoras y permiten el crecimiento de las raicillas
(Vriesekoop, Rathband, MacKinlay y Bryce, 2010). El porcentaje de humedad del grano llega hasta el
40%.

Secado

El objetivo del secado es remover la humedad para detener la actividad enzimatica y por tanto la
desagregacion del grano. La malta verde, granos de cebada germinados y humedos provenientes de los
lechos de germinacidn, es llevada a hornos que bajan su humedad hasta de un 5% aproximadamente.
Deshidrataciones a bajas temperaturas y prolongadas en el tiempo favorecen la obtencidon de maltas con

alto poder diastdsico, mientras que una deshidratacion rapida y altas temperaturas rinde maltas mas
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oscuras y con un poder enzimatico disminuido por efecto de denaturacion (Hough, 1982; Vandecan,
Saison, Schouppe, Delvaux F. y Delvaux F.R., 2010).

Perfiles de temperaturas versus tiempo determinan las caracteristicas finales de la malta. Se sopla aire
caliente no saturado al horno. El proceso comienza con temperaturas entre 50 y 60°C. Cuando se ha
eliminado la mayor parte del agua (60%), se debe aumentar la temperatura y disminuir el flujo de aire,
esto permite la evaporacién del agua residual que adn permanece en los granos y que es dificil de
eliminar por su caracter hidroscépico®. Se puede seguir disminuyendo el flujo y aumentar la temperatura
llegando incluso hasta los 100°C (Hough, 1982). En Maltexco la temperatura maxima alcanzada para su
malta Pilsen es de 80°C aproximadamente.

Almacenado y transporte

Una vez seca, la malta pasa por un cernido que elimina restos desprendidos de las semillas y otras
impurezas. Se lleva a silos de almacenamiento pasando por una desramificadora la cual corta el extremo
del grano que tiene las raicillas secas. Luego, se envasa en sacos de polipropileno con bolsa interior de
polietileno de 25 o 50 kilos netos. También se vende a granel en camidn, contenedor o bodega de barco.
Manteniendo condiciones de guarda en ambientes de baja humedad y temperaturas bajas, la malta
conserva sus propiedades por meses.

C. Proceso de elaboracion de cervezas

La informacién que se presenta es propia de un proceso cervecero artesanal y no de uno industrial. Una
de las principales diferencias que se pueden distinguir en el proceso de elaboracién a medida que
aumenta la escala de produccidén es el uso de materias primas y tecnologia. A niveles de produccién altos
se suelen ocupar, junto con la malta, otros cereales que aporten almiddn, llamados adjuntos, como el
arroz o el trigo, debido a que poseen menor costo que la cebada malteada. Es técnica y econdmicamente
factible también reutilizar tanto los lechos filtrantes como las levaduras. En la microcerveceria (o
cerveceria artesanal) se respetan los ingredientes originales de las recetas que se ajustan a las
tradiciones cerveceras y la reutilizacion de insumos puede no darse por razones
tecnoldgicas/econdmicas.

Molienda

La malta se somete a un proceso mecdnico de molienda que cumple los objetivos de desintegrar o
triturar en pequefias fracciones el endospermo del grano, aumentando el area superficial para la
extraccion sdlido-liquido que vendra después, la maceracion, y desprender la cascarilla del grano lo mas
entera posible para que luego actie como lecho filtrante (Alvarez, 2011; Hough, 1982; Palmer, 1999).

El proceso de molienda es importante pues es un determinante de los rendimientos de extracto que se
obtendran. Desde el punto de vista de la transferencia de masa, debido a la accidén enzimatica, es

? Agua que queda adherida por efecto de capilaridad (Prieto,2004)
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preferible que las particulas del endospermo se muelan lo mas pequefias posible (optimizando su razén
area/volumen), pero esto produce problemas de aglomeracién y compactacion en la filtracién, que
termina en una lenta liberacién de mosto (Hammond et al. 2007). Se utilizan molinos de rodillo y existen
las opciones de molienda seca y humeda, esta ultima flexibiliza la cascarilla haciéndola mas resistente a
la trituracion (Hough, 1982).

Maceracion

El objetivo de esta etapa es convertir el almidén en azucares fermentables por las levaduras. Las fuentes
de almiddon pueden ser la malta base (Pilsen) o adjuntos. Los polimeros de almidén (amilosa vy
amilopectinas) son degradados por las enzimas presentes en la malta en pequefios oligosacaridos
produciendo dextrinas, maltosa, fructosa y glucosa (Hough, 1982; Vriesekoop et al., 2010; Jaén y Roman,
2010), este proceso se denomina sacarificacion. Las principales enzimas, que permanecen activas luego
de la deshidratacién de la malta, y que por tanto participan del proceso de sacarificacién son la a-
amilasa, la B-amilasa, la glucosamilasa, la dextrinasa limite y la invertasa (Vriesekoop et al., 2010).
Ademads también existe presencia de celulasas, hemicelulasas, y enzimas proteoliticas (Hammond et al.,
2007).

En la maceracién se produce una gelatinizaciéon y licuefaccion del almidéon favoreciendo la accién
enzimatica sobre sus cadenas produciendo azucares fermentables y dextrinas. Existe liberacion de
polipéptidos presolubilizados y aminoacidos ademds de la liberacién e hidrdlisis de B-glucanos,
pentosanos y otras moléculas de pared celular del grano. La diferencia de temperaturas éptimas entre
las distintas enzimas permite el uso de perfiles de temperatura versus tiempo para favorecer
determinada accién enzimatica, protedlisis o sacarificacion.

Existen tres métodos de maceracion: infusién simple, decoccidon y doble maceracién (Hough, 1982;
Alvarez, 2011). En todos ellos los perfiles de temperatura son incrementales. En cerveceria casera y
microcerveceria se suele utilizar infusion simple, esto es la maceracion por alrededor de una hora a 68°C.
Esta temperatura se utiliza para favorecer la accién tanto de la a-amilasa como de la B-amilasa. Esta
decision favorece la actividad de sacarificacion y permite que las proteinas no sean degradadas
completamente reduciendo la extraccién de B-glucanos y carbohidratos presentes en la cascarilla del
grano que tienden a formar compuestos tipo gel cuando estan en solucion (Hammond et al. 2007). La
accién de la B-amilasa esta en cierto grado supeditada a la de la a-amilasa pues esta ultima es la que
genera extremos no reductores en donde puede actuar la B-amilasa.

Para detener la accidon enzimatica al final del proceso se adiciona agua a 78°C como maximo. Esta accién
se denomina mashout. El aumento de temperatura tiene por objeto denaturar las enzimas y detener su
accién. Un mashout a mayor temperatura puede producir la extraccién de taninos de la cascara (testa)
(Palmer, 1999).

Del macerado se obtiene un mosto liquido con alto porcentaje de sustancias solubles y sélidos
correspondientes a los granos agotados. Una composicion tipica del mosto dulce, luego de la filtracion
para separar los solidos, puede observarse en la Tabla 2. En condiciones normales las levaduras son
capaces de utilizar sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa y maltotriosa (en este mismo orden) para su
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desarrollo, aunque pueden ocurrir superposiciones. Maltotetraosa y otras dextrinas no son fermentadas

debido a que la levaduras no poseen la capacidad para procesarlas (Stewart, 2009).
Filtrado

El objetivo es separar el extracto azucarado obtenido, mosto, de las cascarillas e impurezas alcanzando
una claridad especifica con un minimo de dilucién de sus componentes. El método ocupado en
cerveceria se denomina lautering y consiste en el mashout, recirculacién y lavado (Hammond et al.,
2007). Generalmente el mismo contenedor donde se realizé la maceracion posee un fondo falso (rejilla)
y una valvula en su base. En la rejilla del fondo falso quedan retenidas las cascarillas mientras se abre la
valvula de fondo. El flujo de mosto es liberado desde la parte baja del estanque de maceracion vy
recirculado a su parte superior con el cuidado de no formar turbulencia. La recirculacién permite
compactar el material insoluble en el fondo y formar un lecho filtrante (torta). Luego de 10-20 min de
recirculacién se obtiene una compactacion adecuada del lecho, el mosto se deja fluir y es recolectado.
Para aumentar el rendimiento de la extraccion se afiade agua caliente no superior a 78°C para evitar la
lixiviacion de taninos. Durante el lavado se debe verificar que el lecho filtrante esté cubierto siempre por
al menos 1 cm de agua para evitar contaminacidn por microorganismos aerdbicos y reacciones de

oxidacién, especialmente de lipidos (Alvarez, 2011).
Coccion y adicion de lupulo

El objetivo de esta etapa es la concentracion, esterilizacion, precipitacion de proteinas por denaturacién
térmica, formacion de color, sabor y aromas en el mosto. Este se deja hervir por lo menos una hora y se
adiciona lUpulo el que entrega los sabores amargos tipicos de la cerveza, pero mas importante aun,
entrega componentes antioxidantes que permiten que la cerveza sea estable durante su guarda (Alvarez,
2011).

El lupulo (Humulus Lupulus), pertenece a la familia de las cannabicaceas. Las plantas femeninas poseen
un cono que posee glandulas de lupulina, las cuales son ricas en aceites esenciales y resinas amargas
como humulonas o a-acidos (isovaleril). Estos compuestos isomerizan por accién del calor a compuestos
solubles y amargos. Los aceites esenciales tienen poco aporte en el sabor pues por su caracteristica
volatil son facilmente arrastrados por el vapor durante la ebullicion del mosto. También posee taninos
que son extraidos en el proceso (Hough, 1982; Alvarez, 2007; Palmer, 1999).

La coagulacidn protéica es influenciada por la presencia de taninos, la temperatura, el pH (especialmente
cuando estd cerca de su punto isoeléctrico) e iones multivalentes. Las resinas del ldpulo tienden a
absorberse en estos agregados moleculares y se pierden como componentes que permanezcan en el
mosto liquido, por lo que existe la adicién de lipulo en distintos momentos de la coccidén para producir
diferentes tasas de liberacién y pérdida de sus compuestos determinando caracteristicas en el amargor,
sabor y olor a lupulo de la cerveza final. Se produce la clarificacion del mosto y la formacion del trub el

cual es conformado por todos las turbiedades precipitadas.
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El trub proteico es separado del resto del mosto mediante filtracion®®, strainer'™ o whirpool, siendo este
ultimo el mas utilizado a nivel artesanal y microcervecero. Consiste en una centrifugacion en un
estanque donde el mosto se ingresa a alta velocidad de forma tangencial produciendo que el sedimento
llegue al centro. Se puede causar el mismo efecto con una agitacién, continua y circular.

Fermentacion

En esta etapa los azlcares presentes en el mosto hervido son metabolizados por las levaduras para
producir etanol y la consecuente liberacion de diéxido de carbono. Los aminodacidos y compuestos
nitrogenados son consumidos como nutrientes en el crecimiento celular. En el mosto también estén
presentes iones zinc (provenientes del agua utilizada y de su pretratamiento), los cuales actian como
cofactores en las rutas metabdlicas de las levaduras.

Para que las levaduras actien el mosto caliente después de la coccion debe enfriarse hasta la
temperatura de fermentacién, alrededor de 20°C para levaduras tipo Ale (Saccharomyces cerevisiae) y
15°C para las tipo Lager (Saccharomyces carlsbergensis). Se utilizan serpentines de cobre sumergidos en
el mosto (batch de 20 a 50 litros) o, para escalas mayores, intercambiadores de placas. Se necesita una
oxigenacion del mosto para permitir el crecimiento inicial de la levadura facilitando la formacion de los
acidos grasos y esteroles de la membrana celular. Esta transferencia de oxigeno puede hacerse con las
exposiciones en el trasvasije de coccién a fermentacién o inyectando O, puro o aire purificado vy
esterilizado para evitar contaminaciones.

La temperatura de la fermentacion debe mantenerse constante en el proceso para no afectar el
rendimiento de las levaduras. Segun el grado alcohdlico que se pretende obtener en la cerveza se puede
hacer la eleccién entre las levaduras comerciales, segin su actividad y grado de atenuacion® que
posean. Durante el proceso ademas de formarse etanol se forman otros compuestos que determinan los
principales aromas y sabores de la cerveza final, como ésteres, isobutanol y diacetilo. Para finalizar el
proceso se realiza un golpe de frio que inactiva las levaduras y que produce que sedimenten al fondo del
fermentador. Estos fermentadores suelen ser cilindricos de fondo coénico lo que permite una facil
extraccidn de las levaduras (Alvarez, 2011; Hough, 1982).

Maduracion

En esta etapa tiene lugar la precipitacién de proteinas inestables, polifenoles y otras sustancias no
deseables. Se modifica el sabor y aroma, se estandariza el color y se estabiliza en términos de turbidez.
Como complemento se produce la carbonatacion, la cual puede ser llevada de forma natural con una

10 ™ . . , s . P

Se utiliza lecho filtrante de los residuos de lupulo. Hoy es mas masivo el uso de pellets de lupulo por lo que la
técnica no tiene aplicacién.
11 . . . P . . . .y

Se descarga el mosto a un tornillo inclinado y se lavan los lUpulos con agua caliente. No tiene aplicacion por el
uso de pellets de lupulo.
12 . . P .

El grado de atenuacion es una medida de los azucares fermentables que fueron convertidos en alcohol. Se calcula
como la diferencia relativa de las densidades antes y después de la fermentacion
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segunda fermentacion llevada por la adicién de glucosa y reactivacion de la actividad de las levaduras
reteniendo el CO, generado, o artificial, con la inyeccion de CO, puro.

D. Conceptos en cromatografia de gases
Para la interpretacidn de los resultados es necesario tener en cuenta los siguientes conceptos.

Tiempo de retencion (tr)

El tiempo de que demora un compuesto especifico en salir de la columna y generar una sefial se llama
Tiempo de retencidén y depende de factores como analito, fase movil, estacionaria y temperatura

principalmente.

Tiempo de retencidon de compuesto no retenido (tm)

Es el tiempo que demora un compuesto que no interactua con la fase estacionaria en salir de la columna.
Su velocidad es la misma que la del gas portador y es el mismo tiempo en que un volumen fijo del gas
portador demora en recorrer la columna completa.

Factor de capacidad (k)

Es una medida de la retencién de los analitos en la fase estacionaria. También se conoce como particién
o factor de retencién, se trata de la relacién de la cantidad de tiempo que el analito pasa en la fase
estacionaria y en la fase mévil. Un compuesto con k=6 posee tres veces mas retencidon que uno con k=2.

Un compuesto no retenido tiene k=0.

Ecuacion 3
(tr —tm)
 tm
|- (‘ >N\
'0
f—
Inyeccion A1 w
Tiempo -

Figura 51 — Representacion del tiempo de retencion para un compuesto con retencion (tr) y sin retencion (to) para el calculo
del factor de capacidad

Factor de separacién o selectividad (a)

Es una medida del tiempo o distancia existente entre los valores maximos de dos peaks. Si a =1 existe
coelucién. Un valor de @ mayor a 1 refleja una buena separacién. La selectividad puede entenderse
como la capacidad de la fase estacionaria de distinguir dos analitos distintos entre si en funcion de sus
propiedades quimicas o fisicas.
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Ecuacion 4

Rendimiento de la columna (N)

O numero de platos tedricos (haciendo la analogia a la separacién en columnas de destilacidn). Es una
medida indirecta del ancho de un peak a un tiempo de retencion determinado.

Ecuacion 5

2

tT
N = 5,545 (—)
Wp

N: Numero de platos tedricos
t,: Tiempo de retencion
wp,: Ancho de peak a la mitad de su altura

N elevado corresponde a una columna muy eficiente lo que significa un peak mas estrecho a un
determinado tiempo de retencidon que otra columna con un N menor. La eficiencia de la columna
depende de la longitud, diametro y film de la misma, asi como también del tipo de gas portador, su
velocidad de flujo y por ultimo del compuesto y su retencién. El nimero de platos por metro (N/m) se
suele utilizar para comparar columnas con las mismas condiciones de temperatura y retencion. El célculo
tiene como restricciones el uso de programas de temperatura isotérmicos y factores de capacidad (k)
mayor que 5 (Agilent, 2007).

indice de retencidn (1)

Este indice es una medida de la retencidn del analito respecto a la retencién de hidrocarburos lineales
(alcanos). Elindice retencidn para un alcano es 100 veces su numero de carbonos, asi el n-decano posee
I= 1000. La Ecuacién 6 se utiliza para condiciones isotérmicas, mientras que la Ecuacion 7 para
condiciones variacién en la temperatura (rampas de temperaturas). Si un compuesto posee [=1150
significa que su elucion sera después del n-decano pero antes del n-undecano. Esto sirve para comparar
sistemas cromatograficos distintos.

Ecuacion 6

log (t —log (t
[ = 100y n 100(Z_y) g( r(x)) g( r(y))
log (tr(z)) - lOg (tr(y))

Ecuacion 7

Lr(x) — tr(y)

Ir =100, + 100

y (z-y)
trz) —tr(»)
t,: Tiempo de retencion
x: Analito de interés
y: Numero de carbonos de un alcano lineal que eluya antes que x
z: Numero de carbonos de un alcano lineal que eluya antes que x
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Resolucidn (Ry)

Es una medida del grado de separacion de dos peaks. Una resolucion grande disminuye los
solapamientos entre peaks. La selectividad (a) sélo mide la separacién entre los maximos de los peaks,
R considera también su ancho. El mejor caso es cuando los peaks estan separados en su linea base. Esto
se da para Rg mayores a 1,5 (aunque no se ve linea base entre las bases de los dos peaks consecutivos).
R mayores a 1,5 indican mayor distancia entre los peaks (existe una visible linea base entre ellos) y
R; menores a 1,5 indica cierto grado de solapamiento (los peaks se juntan o superponen por encima de

la linea base del cromatograma).

Ecuacion 8

t,;: Tiempo de retencién del peak i (primero o segundo)
Wpi: Ancho en la base del peak i (primero o segundo)

Factor de cola (T)

Es una medida de la asimetria de un peak. Es usual la aparicion de colas debido a problemas de
degradacion de la fase estacionaria (sangramiento®). También es signo de empalmes mal instalados, lo
gue implica exposicion al oxigeno y degradacion prematura de la columna. También se puede producir
por bases y acidos inorganicos o minerales en la columna o por acumulaciéon de contaminacion por
compuesto no volalites o semivolatiles, los cuales cubren la columna interfiriendo con la interaccion
entre la fase movil y estacionaria. Una gran cantidad de analitos también puede dar como resultados
colas por saturacién de la columna.

Ecuacion 9

Wp

"=

wp: Ancho en la base del peak
f: Ancho del peak en su base desde el lado izquierdo hasta la vertical que llega al punto mas alto

Tiempo -
Figura 52 — Representacion de los factores para el calculo del factor de cola. a) Peak con T=1 (simétrico) b) peak con T>1
(tailing) c) peak con T<1 (fronting)

13 . . .. . .
El sangramiento se refiere al desprendimiento de la fase estacionaria de su soporte. Generalmente se va
produciendo en los extremos de la columna conforme avanza su uso.
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E. Fundamento y funcionamiento de un Headspace (HS)

El fundamento es el coeficiente de particién (K) del analito, el cual es influenciado por la temperatura y
por la concentracién de sales disueltas en la muestra.

Ecuacién 10

Cu corresponde a la concentracion del analito en la muestra y (4 a la del analito en la fase gas. Cuando
el sistema gas-liquido llega al equilibrio, cada uno de los analitos estd en equilibrio segin su propio
coeficiente de particion, luego, el analisis del gas es representativo de las concentraciones de los
compuestos en la muestra si se conocen los analitos. A mayor temperatura el K disminuye, lo que
implica mayor presencia de los compuestos volatiles en la fase gas. La concentracion de sal también es
inversamente proporcional al coeficiente de particion.

La operacién del HS esta marcada por una serie de intervalos de tiempo. Durante el tiempo de reposo el
vial estd sellado con una septa en el interior del horno del HS. Hay una aguja que esta calefaccionada y
lista para extraer un volumen predeterminado del espacio de cabeza del vial (cuando esta en equilibrio).
La aguja es purgada constantemente con gas portador. En el tiempo de presurizacion la aguja atraviesa la
septa, el gas portador ingresa al vial y se produce una presurizacién del sistema (vial, aguja y linea
transportadora al GC). Esto mejora mucho la repetibilidad de los resultados. Durante el tiempo de
muestreo mediante vélvulas de corte el gas portador no entra al vial, la purga esta cerrada y el volumen
de la muestra gaseosa ingresa a la aguja por diferencia de presion. El tiempo de retroceso permite que el
volumen adquirido del vial viaje por la linea de transferencia arrastrado por el gas portador mientras la
aguja permanece en el interior del vial con flujo de gas portador. El analisis cromatografico inicia en ese
momento. Finalmente la aguja vuelve a la zona de calefaccion en la posicién de reposo quedando lista
para un nuevo muestreo. La Figura 53 muestra la secuencia de pasos descritos (Oteiza, 2011).

=
Ty

Ly

—‘I

Figura 53 — Secuencia de muestreo con Headspace. De izquierda a derecha se muestra el reposo, presurizacién, muestreo,
retroceso y nuevamente reposo. La automatizacion de este sistema permite altas reproducibilidades.
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F. Columnas tipo PLOT: GS-Q
Columnas PLOT

Las columnas tubulares abiertas de capa porosa (porous layer open tubular; PLOT) son fabricadas para la
separaciéon de solutos muy volatiles siendo necesaria una temperatura menos fria para su separacion
que en el caso de ocupar otro tipo de columnas. Separaciones que necesitan temperaturas menores a
los 30°C podrian realizarse a mayor temperatura. Son ideales para separar compuestos que son gases a
temperatura ambiente.

Las fases estacionarias de las columnas PLOT son sélidas y consisten en particulas porosas pequefias fijas
a la pared interna del tubo capilar por medio de un ligante (no se aplica el concepto de tamafio de film).
Se produce un fendmeno de adsorcion de los analitos en los poros diferencidandose por sus propiedades
de adsorcion, tamano y forma. En el mercado existe gran variedad de ellas. GS-Alumina separan
hidrocarburos C1-C10. HP-PLOT Q separa mejor hidrocarburos C1-C3, pero muestra tiempos de
retencién extremadamente largos y peaks muy anchos para aromaticos e hidrocarburos C6 y superiores.
Esta columna separa gases de azufre. Para gases nobles la columna HP-PLOT tiene buen rendimiento.
También existen columnas mixtas que combinan propiedades de varias columnas PLOT (Agilent, 2007;
Oteiza, 2011).

Columna GS-Q

En Malterias Unidas S.A. se utiliza una columna GS-Q para la determinacion de los precursores de DMS
en malta. Esta columna es una del tipo PLOT similar a las HO-PLOT Q o PoraPLOT Q-HT. Este tipo de
columnas se emplean para la separacién de hidrocarburos C1-C7, metano, aire/CO, agua, disolventes
polares y compuestos azufrados, en estos uUltimos es donde se encuentra el DMS. En especifico la GS-Q
es util para separar distintos gases, como freones y sulfuros a excepcion de SO,. Inyecciones acuosas no
dafan la columna, auque no es lo mas adecuado.Puede separar etano, eteno y etino (acetileno). Esta
compuesta de un homopolimero poroso de divinilbenceno. Su rango de temperaturas de operacién va
de -60 a 250°C (Agilent, 2007)

G. Metodologia para un analisis sensorial
Planteamiento

En la etapa de Planteamiento se aborda el objetivo general del trabajo, la amplitud del estimulo que se
quiere estudiar (pardmetros a medir) y el nimero y caracteristicas de las muestras. Los parametros a
medir pueden ser la calidad sensorial total, un atributo bdsico en particular o un conjunto de atributos
dados por interaccién de muchos estimulos.

Planificacidn
Seleccion de pruebas

Existe un variado numero de pruebas sensoriales que sirven para fines especificos y que se clasifican
segun la informacidon que pueden entregar. Se definen tres tipos de pruebas: pruebas discriminatorias,
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pruebas descriptivas y pruebas de preferencia/aceptacion. Las dos primeras suelen utilizarse para el
control de calidad o el desarrollo de nuevos productos, mientras que la ultima para estudios de mercado.
Un detalle de ellas se puede encontrar en la Tabla 40.

Tabla 40 - Clasificacion de las pruebas sensoriales, funcion, aplicaciones y ejemplo (Saens, 1985).

Tipo de prueba | Objetivo Aplicaciones Ejemplos de pruebas
Detectar - Influencia de variacion en materia Comparacion pareada
Discriminatoria | . . prima, proceso, almacenamiento, etc. | Duo-trio
diferencias

- Seleccién y adiestramiento de jueces

Triangular

Descriptiva

Establecer la
direccion de
las diferencias

- Tipo de influencia de variacion en
materia prima, proceso,
almacenamiento, etc.

- Clasificaciéon previa de muestras por
grupos

Comparacion pareada
Ordenacién

Determinar la
magnitud de
las diferencias

- Estudio de parametros que influyen
en calidad sensorial

- Relacién estimulo-respuesta

- Validez de métodos instrumentales

- Seleccién y adiestramiento de jueces

Escala simple
Escala multiple

- - . Perfil
Describir el - Describir calidad del producto e .
., Anilisis descriptivo-
producto - Comparacion de productos L
cuantitativo
. Conocer la -,
Preferencia- . . Comparacion pareada
., opinion del - Estudios de mercado ., .
aceptacion . Ordenacién hedodnica
consumidor

Seleccion y adiestramiento de jueces

El objetivo es aunar criterios, capacitar a la gente y estandarizar la forma en que la informacion se va a
entregar. De esto depende la validez de los resultados que se obtengan. La informacién debe reflejar de

manera objetiva las cualidades del producto.

Existen dos grupos de jueces, los jueces no entrenados, aquellos que no poseen mayor conocimiento
sobre métodos de catas ni estan familiarizados del todo con los sabores del producto, y los jueces
entrenados o adiestrados, aquellos que poseen un amplio conocimiento sobre el producto y han
desarrollado una capacidad superior para la distincién de sabores. La utilizacion de uno u otro grupo
depende del objetivo del estudio. Grupos muy entrenados, bajo condiciones ambientales controladas, no
pueden representar al consumidor promedio pero si pueden entregar informacion mas detallada sobre
un atributo en particular (pruebas discriminatorias y descriptivas), mientras que grupos no adiestrados,
pero en mayor numero, pueden hablar de la preferencia o aceptacién de un producto por el consumidor
promedio (pruebas de preferencia o aceptacion). El grupo final seleccionado dependera también de la
disponibilidad de las personas, de la motivacién que posean y de los incentivos que se entreguen, asi
como también de la cantidad de muestra disponible, del espacio donde se realizaran las pruebas y otros
aspectos practicos.
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Disefio estadistico

La presentacion de las muestras y su orden influye en los resultados de los analisis. El disefio estadistico
se refiere a la determinacién de la secuencia de presentacién de determinado nimero de muestras a un
grupo de jueces, también define el nimero de repeticiones en que una prueba debe hacerse. El objetivo
es obtener alguna configuracion sencilla que permita extraer la mayor cantidad de informacidn. Existen

cuatro modelos generales:

- Disefio de bloques completos equilibrados: En una sesién cada juez prueba todas las muestras.
Ademads una muestra particular se presenta en todas las posibles permutaciones. Puede, o no,
incluir repeticiones.

- Disefio de bloques completos-incompletos: Para numeros de muestra pequefios y/o con
caracteristicas de la muestra que la permitan evaluar varias veces en una misma sesién. Sirve
para separar el error de juez por la posicién de la muestra del error experimental.

- Disefio de bloques incompletos equilibrados: Para cuando la cantidad de las muestras, o las
caracteristicas de ellas, hacen que un juez no pueda analizar todas en una misma sesién (por
ejemplo el grado alcohélico).

- Disefio de bloques incompletos equilibrados con muestra de referencia: Disminuye las
desviaciones por la falta de uniformidad de las opiniones de los jueces, por ejemplo para un
numero elevado de muestras o repeticiones en sesiones muy distantes en el tiempo.

Realizacion
Aspectos ambientales

Son aspectos independientes del grado de entrenamiento de los jueces y de las pruebas seleccionadas.
Las condiciones externas del analisis influyen directamente en él. La luz ambiental puede afectar la
apariencia, la temperatura afecta la volatilizacion de aromas incluso el efecto en el tacto de los liquidos.
Se deben tener las condiciones ambientales normalizadas y para ello la locacion es determinante. En los

analisis sensoriales de alta exigencia se construyen salas solo para este fin.
Aspectos informativos

Antes de la realizacién de la prueba, los jueces deben recibir la informacién necesaria para facilitar la
tarea, por ejemplo, la especificaciéon de que si se debe masticar y/o tragar la muestra. También se
especifica el tiempo disponible para el analisis, si se puede probar una muestra varias veces, el intervalo

minimo entre degustaciones y cdmo eliminar el sabor residual.
Aspectos prdcticos

Se deben considerar los aspectos que afectan a la presentacion de las muestra, dada la importancia que
ella tiene. Platos, vasos, su forma y material influyen en cdmo se percibe la muestra, el lugar de cada
elemento, la homogeneidad de las muestras, etc., todo debe estar planificado para que la realizacion de
la prueba no tenga inconvenientes y, mas importante aun, para que no se alteren las propiedades de las
muestras.
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Estudio e interpretacidon de datos

Dependiendo del tipo de prueba realizada (discriminatoria, descriptiva o de preferencia/aceptacidn) se
deben realizar los analisis estadisticos apropiados para la interpretacion de la informacién obtenida. Se

realizan andlisis de varianzas, analisis factorial, representaciones graficas y test de hipdtesis con este
objetivo.

H. Total de componentes principales para la temperatura (final y maxima,
humedad malta verde, dias de germinacion y duracion del proceso

Tabla 41 - Total de componentes principales generados para Temp. Maxima, Temp, final, Dias de germinacion, % humedad
de la malta verde al inicio del proceso de caramelizado y tostado y duracion del proceso.

Component Percent of |Cumulative
Number Eigenvalue [Variance [Percentage
1 2,02592 40,518 40,518
2 1,12054 22,411 62,929
3 1,00051 20,010 82,939
4 0,852884 17,058 99,997
5 0,000151121 (0,003 100,000

inacion

3

(& L
Dura?:i?:

AL 0,6

0.2
0,67 g7 0 Component 2

Component 1

Figura 54 —Representacion grafica de las variables Temp. Maxima, Temp, final, Dias de germinacion, % humedad de la malta
verde al inicio del proceso de caramelizado y tostado, y duracién del proceso para el subespacio generado con los primeros 3
componentes principales extraidos de un PCA.
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I. Relacion de la temperatura final y duracion de proceso con el color de la

malta caramelo separado por maquina tostadora

MAQUINA 1
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Figura 55 — Relacion de los parametros de proceso de malta caramelo (duracion y temperatura final) por maquina tostadora
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Tabla 42 — Modelo que minimiza el coeficiente de correlacion (R®) para la relacion de color de malta caramelo vs temperatura
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J. Parametros productivos y de calidad maltera
Algunos de los parametros mas importantes son (basado en los métodos MEBAK):

- Friabilidad: Grado de disgregacidn de la malta o condiciéon de cuerpo harinoso, esto es basado
en el peso de la fraccion de harina fina obtenida para granos de maltas que fueron friccionadas
contra un tamiz cilindrico (Friabilimetro Pfeuffer GMbH)

- Extracto fino: cantidad de componentes de la malta que se encuentran en solucién durante el
proceso de maceraciéon estandarizado utilizando malta finamente molida (1 mm de separacién
de discos en molino DLFU Biihler GmbH)

- Extracto grueso: cantidad de componentes de la malta que se encuentran en solucién durante el
proceso de maceracion estandarizado. Malta con molienda mas gruesa que la molienda fina (10
mm de separacién de discos en molino DLFU Biihler GmbH)

- Diferencia de extracto: (%Extracto fino en base seca) — (% Extracto grueso en base seca). Es
indicador del novel de desagregaciéon de la malta. Valores menores a 2 indican alta
desagregacion.

- Tiempo de sacarificacion: o Normalidad al yodo. Es un tiempo que da cuenta de la rapidez
amiolitica o la velocidad de hidrélisis del almidén durante el curso de la maceracidn.

- pH: Influye en los procesos de desagregacion enzimaticos durante la maceracion y determina la
solubilidad de proteinas, de los componentes amargos del ldpulo y la coloracion durante la
coccion del mosto. Tiene relacion con el pH de la cerveza terminada. Cervezas de pH altos son
consecuencia de coagulacion deficiente de proteinas en el cocimiento y por tanto mas sensibles
a la turbidez.

- Viscosidad: Es una medida para la resistencia de un sistema liquido frente a fuerzas mecanicas
de deformacion. Es un indicador de la desagregacion de la malta y da indicios del tiempo de
filtracion.

- Nitrégeno Total: o Proteina Cruda. Es importante para la fabricacion de la cerveza dado que un
aumento en las proteinas va acompafiado de una reduccion del contenido de extracto.

- Nitrégeno soluble: Cantidad de compuestos de nitogeno que se solubilizan bajo las condiciones
del mosto congreso

- indice de Kolbach: Medida de la desagregacién proteolitica de la malta y entrega informacién
sobre el contenido de enzimas proteoliticas.

- Aminonitrégeno libre (FAN): Los aminoacidos (compuestos de nitrégeno de bajo peso
molecular) influyen en el proceso de fermentacion y formacion de subproductos de la
fermentacion. Influyen en el potencial redox, color y aroma de la cerveza.

- Poder diastasico: Actividad enzimatica que depente principalmente de la a-amilasa y B-amilasa.

- indice de Hartong: Suministra indicios sobre el trabajo de remojo y final de malteado,
actividades enzimaticas que no sean de la a-amilasa y desagregacion de proteinas. Para su
calculo se requiere de una maceracién de 1 hora a 45°C y determinar el extracto de ese mosto.

La Tabla 43 muestra los parametros que se registran para malta caramelo y malta Pilsen en el laboratorio
de control de calidad de la empresa. Ambas listas de pardmetros son analizadas segun los métodos de
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analisis cerveceros (MEBAK) los cuales tienen especificaciones para cebada, maltas caramelo, maltas

tostadas y maltas Pilsen, asi como también para las cervezas elaboradas con estas maltas. Se da cuenta

de que, los parametros de calidad de la malta caramelo hablan sobre el color, porcentaje de extracto,

granulometria y apariencia de los granos, aspectos importantes en una malta especial. No se indican

parametros como poder diastasico, F.A.N. u otros indices relacionados como nivel de proteinas,

aminoacidos o poder proteolitico puesto que son nulos o poco significativos respecto a lo encontrado en

una malta Pilsen, y dado que las maltas especiales se ocupan en cantidades pequeiias en la elaboracion

de cervezas (del 3 al 10 % del peso total de malta) no son de interés practico para el cervecero.

Tabla 43 - Parametros medidos y registrados para la produccién de maltas especiales y para la calidad final de maltas
especiales y base en Malterias Unidas S.A.

Parametros
Producciéon

Parametros de calidad final del producto

Parametro | Unid. | Maltas caramelo Maltas Pilsen
Curva s/u Parametro | Unid. | Parametro Unid. | Parametro Unid. Parametro | Unid.
Tipo
A Producir | [kg} A p'l' . (a) Sobre 2528 % Batch # VZ 45°C %
nalisis
Batch n Fecha Pro. | fecha | Sobre 28 % De Cajon N° | # Proteina %
Cajon n Pulmén(a) | # Sobre 25 % Horno nombre | N. Soluble %
Maquina |102 |Color [EBC] | Sobre 22 % Toneladas [ton] ind. Kolbach | %
Producido | [kg] |Cantidad |[kg] |Bajo 22 % Variedad nombre | F.A.N. [mg/100g]
Humedad Humedad ] ]
L % Humedad |% Restos % i % Viscosidad | mPa*s
inicial final
Elect. la e 2 . I
S KWh |pH " Suma % Sacarificacion | [min] Friabilidad |%
nicia
Elect. Ext. Fino ]
- KWh T [%] Falla % Rango Sacar. |[min] Blancos
ina C
Consumo Ext .Fino Tiempo . .
) KWh [%] Impurezas % ] . [min] Amarillos
Eléct. ss filtracion
Peso
Gas Inicial {m3 | P.E.Fino [s/u Partidos % pH lal4 ) [gr]
Hectolitro
) Grado Germin. O -
Gas Final |[m3 °pP Aplastados % Color [EBC] #
Plato tc 1/4
Consumo 3 P. / Cost % Color Mosto [EBC] Germin. 1/4 "
m s/u ostras
Gas Especifico 0 hervido -1/2
Duracion (min] Sabor sio |Granos o Extracto f o Germin. 1/2 "
min xtracto fino
Proceso Quemado | no Pelados 0 0 -3/4
Temp. ] Sabor sio |Granos % Extracto % LP B "
.Prom.Desa
Final extrafio no Blancos 0 grueso 0
Temp. Granos Granos .
i [°C] % % Dif. Ext. %
Max. guemados Acaramelados

(a) Calidad en envasado final o en contenedores intermedios
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K. Parametros de calidad y proceso para cada una de las maltas seleccionadas

Tabla 44— Especificaciones de las 4 maltas seleccionadas para la evaluacién de las diferencias de parametros de calidad y
proceso en cervezas.

Parametro Malta A Malta B Malta C Malta D

Temperatura final [°C] 110,29 130,00 113,13 157,13
Duracién del proceso [min] 147,57 109,00 140,50 102,63
Temp. final/Duracién [C°/min] 0,76 1,19 0,82 1,56
indice de Kolbach [%] 41,30 48,40 | s/d 37,87
Friabilidad [%] 70,80 89,20 | s/d 87,87
Extracto. Fino ss [%] 80,90 83,20 | s/d 81,10
Proteina [%] 10,30 8,75 | s/d 9,80
Ext. Fino/Proteina 7,85 9,51 | s/d 8,28
Color [EBC] 140,00 137,00 117,42 120,22

s/d: Sin dato. Bases de datos incompletas.

Las maltas A y B representan, para un color similar, un minimo y maximo respectivamente de los
pardmetros indice de Kolbach, Friabilidad y Ext. Fino/proteina. Las maltas C y C representan, para un

color similar, un minimo y maximo del parametro Temp. Final/Duracidn.

L. Componentes principales generados con las variables R (Red), G(Verde),
B(Azul), H(Hue), S(Saturation) y L(Luminosidad).

Tabla 45 - Total de componentes principales generados mediante un PCA a las variables R, G, B, H, S y L. Se extrajo un total
de 2 (valor propio mayor o igual a 1)

Componente . % de varianza|% de varianza
) Valor propio . i

Numero que explica [acumulativa

1 4,80517 79,978 79,978

2 1,1151 18,560 98,537

3 0,0869251 1,447 99,984

4 0,000952919 0,016 100,000
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M. Color de malta caramelo versus R (Red), G(Verde), B(Azul) y
L(Luminosidad).
Color Malta Caramelo vs R Color Malta Caramelo vs G
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Figura 56 — Evolucion del color de malta caramelo respecto a los parametros R, G, B y L medidos con el dispositivo RGB Color

Analyzer.
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N. Residuos del modelo ajustado para la estimacion de color

Residual Plot
Color EBC = -160,506 + 106019/R
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Figura 57 — Representacion de los residuos del modelo elaborado para la prediccion de color de maltas caramelo a partir del
parametro R

0. Modelo final del color de malta caramelo en funcion del valor de R

Plot of Fitted Model
Color EBC =-160,506 + 106019/R
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Figura 58 — Representacion grafica del modelo final para la prediccion de color de malta caramelo a partir de R
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P. Rueda de los sabores de las cervezas

Body (watery.
satiating, !

seak Bunios ‘e P Alcoholic (spicy, vinous)O
(7650 Gene apuins A4

Figura 59 — Representacion de la “Rueda de los sabores en cerveza”, basada en el trabajo de Morten Meilgaard (Gruber,
2001).
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Q. Perfil cromatografico de cervezas con malta caramelo
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Figura 60 — Cromatograma de cerveza con 10% malta caramelo en programa isotérmico a 100°C
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Figura 61 — Crromatograma de cerveza con 10% de malta caramelo en programa 70°C(2 min);R1=25°C/min; 190°C (10 min)
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Figura 62 — Cromatograma de cerveza comercial (Austral Pale Ale) en programa 70°C (1,5 min); R1= 25°C/min hasta los 100°C ;
R2=10°C/min; 190°C (10 min)
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R. Cromatogramas de la linea base

Prueba 1
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Figura 63 — Cromatogramas de la inyeccidn de agua destilada (3ul) para la determinacion de la linea base. Programa: 70°C (1,5
min); R1=25°C/min (hasta 122°C); R2= 5°C/ min (hasta 185°C); R3=0,5°C/min (hasta 190°C); 190°C (10 min)
S. Datos cromatograficos para evaluacion de mostos Pilsen

Tabla 46 — Tiempo de retencion, area y altura para los peaks detectados en cada repeticidon de analisis cromatograficos para
mostos Pilsen.

Mosto malta pilsen
1 2 3
t, Area Altura t, Area Altura t, Area Altura
[min] [uVs] (V] [min] [uVs] (V] [min] [uVs] (V]
1,084 178,66 16,24 1,075 3,46 1,97
1,124 54,50 5,39 1,132 2,23 1,31
3,771 25,78 1,87 3,791 15,31 1,77 3,792 24,22 1,83
5,777 4,46 1,16 5,764 5,69 1,43 5,772 4,99 1,22
8,297 7,65 0,99 8,361 5,07 0,60 8,360 2,13 0,37
9,975 3,42 0,61 9,984 2,18 0,47
12,348 54,11 4,05 12,341 64,77 4,89 12,328 58,11 4,22
13,884 16,25 2,59 13,872 12,98 2,23 13,845 5,94 1,13
17,028 47,72 4,39 17,031 53,84 4,88 17,005 44,02 4,19
17,317 350,91 22,09 17,304 292,32 18,96 17,295 229,30 14,81
26,464 14,80 1,36 26,428 8,09 0,95
26,917 323,83 19,15 26,911 387,05 21,28 26,892 376,31 18,11
TOTAL 903,43 63,65 1.025,96 | 73,70 750,71 49,16
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T. Datos cromatograficos para mosto caramelo B (10%)

Tabla 47 - Tiempo de retencion, area y altura para los peaks detectados en cada repeticiéon de analisis cromatograficos para
mostos con 10% de malta caramelo B.

Mosto Caramelo 10% B
1 2 3
t, Area Altura t, Area Altura t, Area Altura
[min] [mVs] [nv] [min] [mVs] [nv] [min] [mVs] [nv]
1,097 7,42 2,37 1,068 482,34 44,95
1,291 5,92 3,38
3,777 39,01 2,06 3,748 12,8 1,62 3,811 13,88 1,6
5,751 11,86 2,35 5,748 8,66 2,18 5,751 10,15 2,34
8,271 6,02 0,74 8,261 9,08 1,7 8,295 3,34 0,6
9,911 6,09 0,72 9,944 13,55 2,57 9,897 4,00 0,71
12,331 67,11 4,83 12,324 | 50,43 2,98 12,317 | 72,95 4,61
13,861 11,54 2,02 13,851 | 75,46 12,14 13,837 | 11,07 1,74
16,041 | 35,83 2,71
17,001 37,37 4,19 16,981 | 14,94 1,99 16,985 | 29,21 3,56
17,231 326,52 23,22 17,309 | 516,89 34,3 17,197 | 312,38 22,53
18,701 | 8,61 0,88
26,364 2,03 0,29 26,377 | 26,91 2,42
26,857 361,77 22,53 26,864 | 180,73 12,11 26,857 | 423,27 22,03
TOTAL 882,66 68,70 1.400,40 | 119,84 916,08 62,43

U. Diagramas de cajas y bigotes de cada peak conservado (P#) en mosto

Pilsen, mosto caramelo A (10%) y mosto caramelo B (10%)
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Figura 64 - Diagrama de cajas y bigotes de la comparacién de cada uno de los peaks conservados en mosto Pilsen, mosto
caramelo A (10%) y mosto caramelo B (10%)
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V. Diferencias significativas para peaks conservados en mosto Pilsen, mosto
caramelo A (10%) y mosto caramelo B (10%).

Tabla 48 — Determinacion de diferencias significativas (HSD Tukey; 95%) para peaks conservados en mosto Pilsen, mosto
caramelo A (10%) y mosto caramelo B (10%). Se marcan aquellos pares de peaks que si presentaron diferencias segun el test

realizado.
Comparacion Diferencia Significativa
P1 pilsen P1 mosto A -12,3600 *
P1 pilsen P1 mosto B -5,9583
P1 mosto A P1 mosto B 6,4017
P2 pilsen P2 mosto A -1,7800
P2 pilsen P2 mosto B 0,2700
P2 mosto A P2 mosto B 2,0500
P3 pilsen P3 mosto A -1,5333
P3 pilsen P3 mosto B -2,2450
P3 mosto A P3 mosto B -0,7117
P4 pilsen P4 mosto A -36,4933 *
P4 pilsen P4 mosto B -11,0333
P4 mosto A P4 mosto B 25,4600
P5 pilsen P5 mosto A -4,6867
P5 pilsen P5 mosto B 0,4183
P5 mosto A P5 mosto B 5,1050
P6 pilsen P6 mosto A 13,6100
P6 pilsen P6 mosto B 15,2367
P6 mosto A P6 mosto B 1,6267
P7 pilsen P7 mosto A -107,910
P7 pilsen P7 mosto B -28,6067
P7 mosto A P7 mosto B 79,3033
P8 pilsen P8 mosto A 8,6800
P8 pilsen P8 mosto B 9,4150
P8 mosto A P8 mosto B 0,7350
P9 pilsen P9 mosto A - 224,000 *
P9 pilsen P9 mosto B -30,1233
P9 mosto A P9 mosto B 193,8770 &
Metodo: Diferencias Honestamente Significativas de Tukey (Tukey HSD)
(95%)
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W. Datos cromatograficos para mosto caramelo C (10%)

Tabla 49 - Tiempo de retencion, area y altura para los peaks detectados en cada repeticidon de analisis cromatograficos para
mostos con 10% de malta caramelo C.

Mosto caramelo 10% C
1 2 3
Tiempo | Area Altura Tiempo | Area Altura Tiempo | Area Altura
[min] [nVs] [nv] [min] [nVs] [nv] [min] [nVs] [mv]
1,097 7,12 2,14
3,832 21,02 1,51 3,797 22,43 1,69 3,775 19,06 1,48
5,739 16,08 4,50 5,748 7,89 2,27 5,741 10,39 2,29
8,321 8,75 1,05 8,355 4,40 0,48
9,955 4,01 0,87 9,931 1,24 0,42 9,935 3,17 0,60
12,339 122,29 9,62 12,321 79,78 5,86 12,341 67,42 4,91
13,872 19,28 3,22 13,844 8,04 1,49 13,864 12,88 2,08
17,000 53,60 6,62 17,004 56,94 5,57 16,989 47,41 4,82
17,192 453,98 32,44 17,271 276,27 18,28 17,255 347,04 23,01
26,432 12,26 1,21 26,437 8,22 0,38
26,875 834,07 47,99 26,857 488,67 25,10 26,881 409,36 23,15
1.545,34 | 109,03 948,38 62,82 929,35 63,20

X. Cromatograma: agua destilada + 3-metilbutanal

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 2 2% 2 30 32 EZ

Figura 65 — Cromatogramas de tres repeticiones de la dilucion de 3-metilbutanal en agua destilada (F=1000). Programa: 70°C
(1,5 min); R1=25°C/min (hasta 122°C); R2= 5°C/ min (hasta 185°C); R3=0,5°C/min (hasta 190°C); 190°C (10 min). Los tres
cromatogramas para una misma prueba poseen la misma escala entre si, pero no necesariamente entre la prueba con agua y
la prueba con mosto Pilsen.
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Y. Cromatograma: mosto pilsen + 3-metilbutanal
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Figura 66 — Cromatogramas de tres repeticiones de la dilucién de 3-metilbutanal en mosto pilsen (F=1000). Programa: 70°C
(1,5 min); R1=25°C/min (hasta 122°C); R2= 5°C/ min (hasta 185°C); R3=0,5°C/min (hasta 190°C); 190°C (10 min). Los tres
cromatogramas para una misma prueba poseen la misma escala entre si, pero no necesariamente entre la prueba con agua y
la prueba con mosto Pilsen.
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Z. Anadlisis de diferencias significativas en tiempos de retencion de peaks

P/Q/R6yP/Q/R7

Tabla 50 — Determinacidon de los tiempos promedio de los peaks en P6, Q6 y R1 junto con sus intervalos de confianza (HSD de
Tukey, 95%).

e | Tiempo de retencién | Error Limite Limite
ea
promedio estandar inferior superior
P6 9,00 17,00 0,005634 16,99 17,01
Q6 9,00 17,01 0,005634 17,00 17,02
R1 6,00 17,06 0,006901 17,05 17,08
Means and 95,0 Percent Tukey HSD Intervals
17,09
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17,05
c
3
=
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17,01 = I
16,99 —

P6 Q6 R1

Figura 67 — Representacion de los tiempos promedio de los peaks en P6, Q6 y R1 junto con sus intervalos de confianza (HSD
de Tukey, 95%). Se observa que no se puede asegurar que R1 tenga el mismo tiempo de retencién que P/Q6.

Tabla 51 — Determinacidon de los tiempos promedio de los peaks en P7, Q7 y R2 junto con sus intervalos de confianza (HSD de
Tukey, 95%).

e | Tiempo de retencion | Error Limite Limite
ea
promedio estandar inferior superior
P7 9 17,24 0,0232425 |17,20 17,29
Q7 17,27 0,0232425 |17,23 17,31
R2 17,39 0,0284661 |17,34 17,44
Means and 95,0 Percent Tukey HSD Intervals
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Figura 68 — Representacion de los tiempos promedio de los peaks en P7, Q7 y R2 junto con sus intervalos de confianza (HSD
de Tukey, 95%). Se observa que no se puede asegurar que R2 tenga el mismo tiempo de retencién que P/Q6.
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