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La produccién de cerveza continta siendo un arte
aun después de su industrializacién. Mantener los
pardmetros de calidad y aceptacién sin variar el sa-
bor tnico de cada marca es el mayor reto para la
industria cervecera.'

El mosto es el liquido que provee los nutrientes
asimilados por la levadura durante la fermentacién
alcohdlica. En este proceso, el etanol y el diéxido de
carbono son los principales productos. Sin embar-
go, junto a éstos se generan subproductos, los cuales
tienen efecto sobre la calidad sensorial de la cerveza.
Entre otros, destacan los compuestos voldtiles de azu-
fre (CVA): el sulfuro de hidrégeno (H,S), el diéxido
de azufre (SO,) y el dimetil sulfuro (DMS).

Los CVA son de los pardmetros mds dificiles de
controlar, ya que su composicién y concentracién
varfa en funcién de los componentes del mosto, con-
diciones de manejo de la levadura, variables de fer-
mentacién y tipo de cepa.”

La formacién de H_S estd relacionada con el me-
tabolismo de la levadura. El ién HS" es un interme-
diario metabdlico necesario en la reduccién de sulfato
o sulfitos para la biosintesis de compuestos orgdni-

cos azufrados como metionina, cisteina o S-adenosil-

* Universidad Auténoma de Nuevo Leén, FCB.
** Cervecerfa Cuauhtémoc Moctezuma.
Contacto: benito.pereyraal@uanl.edu.mx

CIENCIA UANL / ANO 17, No. 67, MAYO-JUNIO 2014



JESSICA G. HERRERA G., CLARA S. LEAL G., ESMERALDA PEREZ O., LUIS C. DAMAS B., JUAN C. CABADA, LUIS J. GALAN W., BENITO PEREYRA A.

metionina; asimismo, tripéptidos como el tiol
glutatién, los cuales son requeridos para la sintesis
de proteinas. La concentracién de algunos de estos

aminodcidos afecta la formacién de sulfuro de hi-
drégeno (H,S) y diéxido de azufre (SO,) durante la
fermentacién.?>?

Ademis de las caracteristicas genéticas de la leva-
dura que determinardn la forma en que metabolizardn
los aminodcidos, algunas practicas cerveceras pue-
den favorecer la produccién de CVA: la maceracién
de la malta, la nutricién de la levadura, las altas tem-
peraturas de fermentacion, la autolisis de levadura
en el medio, la pobre eliminacién del gas diéxido de
carbono, entre otras.*

Debido a su contribucién aromdtica, la forma-
cién de estos compuestos en bebidas fermentadas ha
sido sujeto de interés, ya que puede modificar las
propiedades sensoriales del producto, dependiendo
de su identidad y concentracién.’

La levadura requiere la activacién de ciertos ge-
nes que codifican las enzimas necesarias para la in-
corporacién del i6n HS a distintas vias metabdlicas,
tal es el caso de los genes relacionados con la asimila-
cién de sulfatos (MET3, MET14, METI6), asimila-
cién de sulfitos (MET5, MET10, MET25, MET2,
STR4, STRI), o bien, sintesis de algunos aminodci-
dos azufrados (MET6, MET13, SAM1, SAM?2).6

Se ha demostrado que el tipo de cepa de levadu-
ra, y por consiguiente su carga genética, es una varia-
ble importante en la produccién de H,S, ya que res-
ponden de diferente forma bajo ciertas condiciones
medioambientales y fisiolégicas.”

Por consiguiente, existe la necesidad de un ma-
yor conocimiento sobre la expresién de genes rela-
cionados con compuestos de azufre bajo diferentes
condiciones de operacién. Mds adn, la caracteriza-
cién de los niveles de expresion de estos genes ayu-
darfa en gran medida a optimizar el proceso cervece-

ro, permitiendo predecir o regular la produccién de

compuestos que impacten las caracteristicas finales

de la cerveza.
MATERIALES Y METODOS
Biolégicos

Las cepas de levadura usadas en este estudio fueron
Saccharomyces sp. 790 y 820, tipo “Lager”, propor-
cionados por Cervecerfa Cuauhtémoc Moctezuma

(CCM).
Mosto

Los mostos se prepararon en la planta experimental
de CCM. Se utilizaron dos formulaciones con dife-
rentes porcentajes de malta y adjuntos. Para el mos-
to 1 se utilizd una concentracién de malta menor a
50%; y para el mosto 2, mayor a 50%. Cada mosto
tuvo una concentracién de extracto fermentable de

aproximadamente 17 grados plato (°P).
Concentracién de nutrientes en mostos

Los mostos fueron muestreados asépticamente para
la determinacién de nitrégeno libre asimilable (FAN),

siguiendo el protocolo Wort-12 de la ASBC.
Fermentaciones

En condiciones asépticas, los mostos fueron oxige-
nados a una concentracién de 1 ppm/°P, e inocula-
dos con 1.2X10° cel/ml por °D, para todas las condi-
ciones. Las fermentaciones se llevaron a cabo en
probetas estériles de 2 L, por siete dias, a una tempe-
ratura inicial de 11°C + 1°Celdia 1,ya 16°C + 1°C
los dias posteriores. La levadura fue cosechada y se
analiz6 la viabilidad celular por la técnica de

microcultivo. Para el andlisis de cuantificacién por
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PCR cuantitativa (QPCR), se utilizé un disefio
factorial de dos niveles con dos factores (cepa y mos-
to), por duplicado, y se generaron asi ocho fermen-

taciones en total.
Andlisis transcripcional global

Al segundo dia de fermentacién se extrajo el ARN
total de las células en suspensiéon de ambas cepas con
el protocolo de extraccién de Schmitt ez 2/.® El andli-
sis del transcriptoma se realiz6 mediante
microarreglos de ADN con las matrices de Saccha-
romyces cerevisiae YOMHW_01 preparadas por el Dr.
Jorge Ramirez, del Instituto de Fisiologia Celular de
la Universidad Nacional Auténoma de México. Los
resultados fueron analizados mediante el software
GenArise con un Z score de + 1.5. En nuestro and-
lisis, comparamos la expresién genética con el mosto
2 como condicién normal, y el mosto 1 como con-

dicién prueba.
RESULTADOS

Viabilidad de la levadura

Los resultados de la viabilidad de las cepas mostra-
ron que este factor se mantuvo por encima de 90%,
lo cual significa que nuestras cepas se mantuvieron

viables durante todo el proceso.
Concentracién de nutrientes en mostos

Dos tipos de mostos fueron formulados con diferen-
tes concentraciones de malta para obtener diferentes
perfiles de nutrientes. La concentracién de FAN en
los mostos demostré una relacién de acuerdo a la
concentraciéon de malta. De esta manera, el mosto 1
tuvo una concentraciéon de 133 ppm, mientras que

en el mosto 2 fue de 171 ppm.

Andlisis de expresién global por medio

de microarreglos

El andlisis de la expresién genética se realizé con el
programa GenArise, tomando como criterio de dis-
criminacién un valor de “Z score” >1.5. De esta
manera, los genes presentaron cambios en sus nive-
les de expresién con valores mayores a 1.5
(sobreexpresados) y menores a -1.5 (genes reprimi-
dos) (figura 1). La tablaI muestra un resumen de los
resultados de expresién de algunos genes relaciona-
dos con la generacién CVA, al usar el mosto 2 como
condicién normal y el mosto 1 como prueba. En
este andlisis se demuestra la diferencia entre ambas
cepas. De esta manera, la cepa 820 mostro seis genes
por debajo de —1.5 (reprimidos) y uno mayor a 1.5
(sobreexpresados). La cepa 790 demostré s6lo un gen
reprimido y uno sobreexpresado. Ambas cepas
sobreexpresan un gen en comun y reprimen otro. La
ubicacién de cada gen en su ruta metabdlica se mues-

tra en la figura 2.

Fig. 1. Imagenes del andlisis del software GenArise, tomando como criterio un
valor “Z score” de +1.5 para las cepas 790 y 820.
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Tabla I. Efecto en genes relacionados a la generacion de
compuestos de azufre.

DISCUSION

5 Cepa La produccién de compuestos de azufre de dos leva-
en
820 790 duras cerveceras tipo lager, 790 y 820, se evalud a
MUP3 ¥ * nivel transcripcional, analizando las variables cepa y
CBF1 - - , ., s
VET5 - SC mosto, al segundo dia de fermentacién. El andlisis
VET31 ; SC del transcriptoma demostré diferencias importantes
MET32 sc + en la regulacién de la expresién genética. Los resul-
MET3 * SC tados obtenidos indican que ambas cepas
mg??) . 28 sobreexpresan el gen MUP3, el cual codifica una
SAMT 3C 3C permeasa de metionina de baja afinidad,' debido a
STR4 sC sC que adn estd presente algo de este aminodcido en el
HOM6 SC SC medio, el cual se consume en las primeras 48 hrs de
MHT - i fermentacion.'' La cepa 820 introduce mayor canti-
"+ Sobreexpresin, *- Represién, "SC” Sin cambio. dad de sulfato a la ruta, e introduce al esqueleto
carbonado para la formacién de homocisteina
Sulfato exiracehlar
W .
B l Absorcidn de sulfalo —— -
. : requiacion de genes MET:
| Sulfato mu'aellraceltl:!?ar 50+ ae UTHe® \THle METS2O
=~ \UP3 MET3 l $ o ATPsulforilasa |~
Permeaza ée metical == : = N =T
“evgsdoes Sadenililsulfato (APS)
i
L T g APS quinasa
 fafe B et © [epa 820 gen sobreexpresado
3"fosfo 5 ademhlsnl\!g;in (PAPS) © Cese 020 pe rearintle
Weris | <, PAPSreduclisa | A Cepa 790 gen sobreespresato
Apuias Sulfto (S0°) A Cepa 790 gen reprimido
HOW3 4 ETS N Salfto redactasa
METID l{ L ‘(SEHH'.]
HOMZ i i s * Fostogliceralo deshidrogenasa
HOMG v  \ET2 ’-‘“ - oot ¥ Tosfoser ivaminolransferasa
Homoserine __p, Ducoif MET2S 7 Tostoserinfosfatasa
THRI { wei%er ta . Serina
THR Humur:lslema'\\ STRY
Treanina A}ﬂgﬂ ’ 1 Cistationina __STHI
./’\ Metitraad eraca b '“L'":i L4 %iﬂiina
Adenosina  S-adenosil Metionina Dacelil
homocisteina Siul i homoser ina
= SAM2 1 - A
® Tl

S-adenosil-metionina (AdoMet)

Fig. 2. Ubicacién de genes seleccionados por microarreglos, en la ruta metabdlica de la asimilacién de sulfatos, reduccién de sulfito y sulfuro y la incorporacién de

aminodcidos azufrados. Modificado de Thomas and Surdin-Kerj.”
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(MET3)," sin ser capaz de sobreexpresar genes que
eviten la acumulacién de H,S (MET28, METG y
SAM1).5315 En el mosto 1, al tener menor nivel de
FAN, insuficientes precursores de metionina y
cisteina (O-acetil serina y O-acetil homoserina) es-
tuvieron disponibles, y el H,S libre se acumulé en la
célula para, finalmente, liberarse al medio. En pre-
sencia de mosto 2 sobreexpresa la via de
transulfuracién y la via de remetilaciéon (MHTT1). La
capa 790 sobreexpresa genes que facilitan la incor-
poracién del H.S para la formacién de aminodcidos,
sobreexpresando el gen MHT1, el cual tiene la fun-
cién de mantener en equilibrio la relacién entre
metionina y S-adenosilmetionina (donador de gru-
pos metilo en reacciones de transmetilacién). Esto
sugiere que la cepa 790 tiene la capacidad de conver-
tir con mayor intensidad el S-adenosilhomocisteina
en homocisteina y éste, por accién de otras enzimas,
en metionina.' Ademds, sugiere que la cepa 790 tie-
ne la capacidad de adaptarse al tipo de mosto, y evita
la acumulacién de sulfuro por medio de la via de
transulfuracién y remetilacién; ajusta su maquinaria
de expresién genética para evitar la acumulacién de
H.,S en mostos con distintos niveles de nutrientes

nitrogenados.
CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que la produccién de
compuestos azufrados depende de la constitucién
genética de la cepa y su interaccién con los nutrien-
tes nitrogenados presentes en mostos. El comporta-
miento de las cepas fue diferente frente a cada tipo
de mosto: la cepa 820, en mostos con baja concen-
tracion de compuestos nitrogenados, favorece la in-
corporacién de sulfuro a esqueletos carbonatados,
mientras que la cepa 790 favorece la incorporacién
del sulfuro hacia la transulfuracién o remetilacién

en cualquiera de los mostos, al compensar variacio-

nes en los compuestos nitrogenados. Este estudio su-
giere que, a nivel de produccién industrial, la cepa
820 tendrd un mejor desempeno, si se fermenta en
mostos ricos en FAN, y la cepa 790 se puede utilizar en

mostos bajos en FAN con el fin de optimizar costos.
RESUMEN

Durante la fermentacién alcohdlica, la levadura pro-
ducird submetabolitos que alteran las caracteristicas
de la cerveza. Los compuestos voldtiles de azufre
(CVA) son generados por la activacién de genes in-
volucrados en el metabolismo de asimilacién de
sulfatos, sulfitos y sintesis de aminodcidos. Identifi-
camos los genes que participan en la produccién de
CVA y su respuesta bajo distintas condiciones de pro-
ceso. Utilizamos dos cepas de levadura sometidas a
diferentes tipos de mosto y evaluamos su respuesta
genética. Los resultados mostraron que la produc-
cién de CVA depende de la constitucién genética de

la cepa y su interaccién con el mosto.

Palabras clave: Compuestos voldtiles de azufre, Cer-

veza, Fermentacion.
ABSTRACT

During brewing process, the yeast will produce sec-
ondary metabolites altering the characteristics of the
beer. Volatile sulfur compounds (CVA) are gener-
ated by activation of genes involved in the metabo-
lism of assimilation of sulfates, sulfites, and amino
acid synthesis. We identified genes involved in the
production of VCA and its response under different
process conditions. We used two yeast strains fer-
menting different types of worts, and we evaluated
their genetic response. The results showed that the
production of CVA depends on the genetic consti-

tution of the strain and its interaction with the wort.
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