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RESUMEN

El contenido de etanol en mosto fermentado es el
pardmetro mds importante para la produccion de whisky
en términos de volumen de destilado por unidad de malta.
La biosintesis de etanol durante la fermentacion de mosto
depende de muchos factores; no obstante, la cantidad inicial
de carbohidratos fermentables afecta significativamente
el contenido final de etanol en el mosto fermentado. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes
condiciones de maceracién y fermentacion sobre el conteni-
do de etanol en mosto fermentado; asimismo, determinar las
condiciones que contribuyen en el incremento de este com-
puesto. Se observé que la maceracién isotérmica a 65 °C por
3 h, con una relacién malta:agua 1:3, resulta en mostos con
mayor contenido de carbohidratos fermentables. Ademas,
se determiné que el mejor rendimiento de etanol se obtiene
con fermentadores cerrados a 20 °C en mostos de 12.5 °P. Lo
anterior resulta en una eficiencia de 0.34 g de etanol/g de
sélidos solubles; ademds de la reduccién significativa de
metanol y glicerol.
Palabras clave: whisky, malta, maceracién, fermentacion,
rendimiento de etanol.

ABSTRACT

Ethanol content in fermented wort is the mostimport-
ant parameter for whisky production, in terms of volume of
distillate per unit of malt. Ethanol biosynthesis during wort
fermentation depends on many factors, however, the initial
concentration of fermentable carbohydrates significantly
affects the final ethanol content in fermented wort. The
objective of this study was to evaluate the effect of different
mashing and fermentation conditions on ethanol content
in fermented wort, and to determine the conditions that
better contribute to the increase of this compound. It was
observed that an isothermal mashing of 65 °C for 3 h, with
a 1:3 grist:water ratio, results in worts with high fermentable
carbohydrates content. In addition, it was determined that
the higher ethanol yield is attained with closed fermenters
at 20 °C and 12.5 °P worts. These conditions result in a con-
version efficiency of 0.34 g of ethanol/g of soluble solids, in
fermented worts with reduced amounts of methanol and
glycerol.
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INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos en la industria de
bebidas fermentadas y destiladas es la generacion eficiente
de etanol debido a que este parametro define el volumen
final de producto obtenido por unidad de materia prima
(Stewart, 2009; Nicol, 2014). Esto ha sido una constante en
bebidas alcohélicas de mucha tradiciéon como la cerveza
y el whisky, mismas que comparten ciertas similitudes en
cuanto a su procesamiento (Bathgate, 2016). A pesar de que
ambas bebidas se pueden elaborar con otros granos como
maiz, centeno, trigo y cebada no malteada; es necesaria la
inclusién de una porcién de malta de cebada en las recetas, o
de otras fuentes de enzimas en caso de ser permitido, para la
adecuada conversion del almidén en azucares fermentables
durante la maceracion (Agu et al., 2006; Bathgate, 2016). Se
ha reportado que la variacion en las condiciones de mac-
eracion determina el rendimiento y composicién del mosto;
no obstante, la mayoria de estos reportes se han dado con
fines cerveceros (Evans et al., 2005; Schwarz et al., 2007; Evans
et al., 2010; Evans et al., 2011). Tanto en cerveceria como en
destileria se busca la obtencién de mostos con alto conteni-
do de azucares fermentables; sin embargo, mientras que en
cerveceria se busca un balance adecuado entre azucares
fermentables y limite dextrinas debido a que éstas ultimas
contribuyen en el cuerpo de la cerveza, en destileria se busca
maximizar el desdoblamiento del almidén para la mayor
generacién posible de etanol, pardmetro cominmente
denominado ‘spirit yield' (Lyons, 2003; Bathgate, 2016). Du-
rante la fermentacion, tanto la concentracién de azucares fer-
mentables como de compuestos nitrogenados determinan
en gran medida la eficiencia de la levadura en la sintesis de
etanol (Stewart et al., 2013). Ademas, existen otros factores
como la alta concentracion de sélidos en mosto que incre-
mentan la presion osmotica del medio y que afectan en con-
secuencia la estabilidad celular de las levaduras durante la
fermentacion (Nevoigt y Stahl, 1997; Cronwright et al., 2002).
A pesar de las similitudes que comparten en algunas etapas
de proceso la cerveceria y la destileria, los mayores avances
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tecnoldgicos post fermentacion se han dado en el ambito
cervecero debido a requerimientos de calidad de cerveza
que se asocian a su estabilidad coloidal, aceptacion y vida
de anaquel (Sadosky et al., 2002; Jin et al., 2004; Miedl et al.,
2005; Vanderhaegen et al., 2006). A diferencia de la cerveza,
en bebidas destiladas como el whisky, muchos de los com-
puestos generados durante la fermentacién permanecen en
el residuo de destilaciéon considerando que el principal ob-
jetivo de esta etapa del proceso es la eficiente recuperaciéon
y concentracion de etanol (Nicol, 2014). Debido al hecho de
que las etapas post fermentacion no implican sintesis de eta-
nol durante el procesamiento de whisky, las condiciones de
maceracion y fermentacion se vuelven determinantes en la
generacién de este compuesto. Dada la amplia variabilidad
de condiciones de maceracion y fermentacién en el proce-
samiento de whisky, tanto a nivel comercial como artesanal
(Bringhurst y Brosnan, 2014; Fukuyo y Myojo, 2014; Lyons,
2014; Quinn, 2014), el objetivo de este trabajo fue estudiar
las condiciones de proceso que afectan y contribuyen en
el contenido final de etanol en mosto fermentado. De esta
forma, se busca contribuir en la uniformidad de condiciones
en etapas pre destilacion para la eficiente generacién de eta-
nol en la produccion de whisky de malta; especialmente en
el nivel artesanal, donde el nimero de destilerias ha crecido
sustancialmente en la ultima década.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio constd de experimentos secuenciales
donde el mejor tratamiento de cada experimento evaluado
se utilizd como base para el experimento subsecuente.
En esta seccidon solo se describen los experimentos y sus
tratamientos; mientras que, en la seccion de resultados
y discusion, se describen y discuten los resultados que
sustentaron la toma de decisiones.

En todos los experimentos se utilizd una malta comer-
cial elaborada a partir de cebada de dos hileras con las sigui-
entes caracteristicas de calidad determinadas en laboratorio
conforme los métodos oficiales de la American Society of
Brewing Chemists (ASBC, 2009): humedad, 5 %; extracto mo-
lienda fina, 85 % base seca (b.s.); extracto molienda gruesa,
84 % b.s.; proteina total (PT), 11 % b.s.; proteina soluble, 5.3 %
b.s.; alfa-amilasa, 65 unidades de dextrinificacién a 20 °C (U.D.
20 °C) b.s.; poder diastéasico (DP), 135 grados ASBC (°ASBC)
b.s.; friabilidad, 92 %; viscosidad de mosto, 1.52 centipoise
(cP); amino nitrégeno libre (FAN), 200 ppm; y color de mosto,
2.0 grados del Standard Reference Method de la ASBC (°SRM).

Este estudio se dividié en dos fases. En la fase 1 se
evaluaron diferentes tratamientos para determinar las me-
jores condiciones de maceracion; mientras que en la fase 2,
se buscaron las mejores condiciones de fermentacién. Para la
molienda de malta en la fase 1 se utilizé un molino de discos
para laboratorio Buhler DLFU (Bihler Group, Uzwil, Suiza), el
cual se ajustoé para que el 90 % de la malta molida pasara la
criba US No. 30 (0.595 mm); lo cual equivale a la molienda
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fina de malta conforme el método oficial Malt-4 de la ASBC
(ASBC, 2009). Para las pruebas de fermentacién, donde
se evalué mayor cantidad de mosto y por tanto de malta
molida, la molienda se llevé a cabo utilizando un molino de
tres rodillos con tolva y motor marca nacional. La apertura
entre los rodillos principales de este molino se ajusté para
garantizar una retenciéon sobre la criba US No. 30 de 75+1
%; equivalente a la molienda gruesa de malta. Debido a la
diferencia en tamanos de particula, el filtrado en la fase 1 se
llevé a cabo con papel Ahlstrom No. 509 (Ahlstrom-Munksjo,
Helsinki, Finlandia); mientras que el filtrado en la fase 2 en un
recipiente cilindrico de 5 L (con 25 cm de diametro) provisto
de salida circular en el fondo de 1 cm de diametro que per-
mitié la formacién adecuada de la torta de filtrado facilitando
el clarificado de mosto. La maceracion de los tratamientos en
ambas fases se llevd a cabo en un macerador de laboratorio
Micromat™ (Micromat Co., Mahwah, NJ, USA).

Fase 1

Experimento 1: Temperaturas de maceracion

Tratamiento 1. Se pesaron 50 g de malta molida y se mezclar-
on con 200 mL de agua destilada a 67 °C en vasos de niquel
de 500 mL. Inmediatamente se colocaron en el macerador, el
cual se mantuvo a 65 °C con agitacion constante (100 rpm)
durante 5 h. Sin embargo, dos vasos fueron retirados después
de 1 h,dosalas 2 h,dosalas4hytresalas5 h.Los vasos se
enfriaron a 20 °Cy el contenido de cada uno se ajusté a 450
g con agua destilada a 20 °C previo al filtrado. Este ajuste de
peso se llevd a cabo en todos los tratamientos de la fase 1.
Tratamiento 2. Las condiciones de maceracion y muestreo en
este tratamiento fueron similares a las del tratamiento 1; con
la diferencia de que la maceracion se llevé a cabo a 60 °C.
Tratamiento 3. Las cantidades de malta molida y agua en este
tratamiento fueron similares al tratamiento 1, pero con difer-
entes temperaturas de maceraciéon en un tiempo total de 5 h
(50°C,1 h;55°C, 1 h;60°C, 1h;65°C, 2 h). En este tratamiento
no se hicieron muestreos intermedios.

Experimento 2: Tiempo de maceracion

El mejor tratamiento en el experimento 1 fue la
maceracion isotérmica a 65 °C. En consecuencia, se buscd
determinar el mejor tiempo a dicha temperatura. Se utilizé
la misma relacion malta:agua de 1:4 (50 g malta + 200 mL
agua); sin embargo, en este caso los tratamientos fueron 1 h,
2 h,3 hy4hdemaceracion a 65°C.

Experimento 3: Relacién malta-agua

El mejor tratamiento en el experimento 2 fue la mac-
eracion isotérmica a 65 °C por 3 h. Debido a que la relacion
malta:agua utilizada en los experimentos 1y 2 fue 1:4, que
es la comunmente utilizada en la elaboracién de whisky, en
este experimento se evaluaron las relaciones malta:agua 1:3
(50 g malta + 150 mL agua) y 1:5 (50 g malta + 250 mL agua);
incluyendo la 1:4 nuevamente como testigo.
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Fase 2
Experimento 4: Concentracion de sélidos en mosto du-
rante la fermentacion

En este experimento se evaluaron las condiciones de
fermentacion a diferentes niveles de sélidos solubles (grados
Plato, °P) iniciales en mosto. Los mostos se obtuvieron de una
maceracién a 65 °C por 3 h en una relacién malta:agua de 1:3.
En este caso, tal como se observaria en un proceso comercial,
el filtrado se llevo a cabo a través de la misma masa espesa
que actiia como barrera donde las cascarillas de la malta fa-
cilitaron esta operacion; misma que duré aproximadamente
40 min para 1.6 kg de malta en maceracién. Este tiempo
incluy6 el retorno (recirculacién) del mosto turbio (ca. 1.5
L) al recipiente de filtracién una vez que la cama de filtrado
gener6 mosto clarificado. Los tratamientos evaluados fueron
10 °P, 11.25 °P, 12.5 °P, 13.75 °P, 15 °P, 16.25 °P, y 17.5 °P. Para
lograr estos niveles de sélidos solubles, en todos los casos
se generaron mostos altamente concentrados (20+0.5 °P) y
se diluyeron con un volumen calculado de agua destilada
para el ajuste de sélidos en solucién en funcién de los va-
lores de gravedad especifica, densidad del mosto a 20 °Cyy el
peso total de los sélidos en el mosto concentrado. De cada
tratamiento se fermentaron 3 L de mosto con la levadura
Fermentis SafAle™ S-04 (Grupo Lesaffre, Marcq-en-Baroeul,
Francia). El inéculo se preparé con la adicién de 1.725 g de
levadura liofilizada a 300 mL de mosto tibio (35 °C); el cual
se dejoé reposar por 10 minutos para adecuada rehidratacion.
Posteriormente, el mosto inoculado se agité vigorosamente
y se mezcld con el resto del mosto a fermentar (2.7 L) en con-
tenedores de vidrio ambar de 4 L provistos de una trampa
de oxigeno o ‘air lock' El tiempo de fermentacién fue de 7
dias (168 h) a 20 °C. Para el analisis de variables respuesta,
el mosto fermentado se filtré al vacio con papel Whatman®
GF/B (tamafio de poro de 1 um) y de esta forma eliminar la
levadura suspendida.

Experimento 5: Temperatura y condiciones de fermenta-
cion

Se evaluaron tres diferentes temperaturas de fer-
mentacion (20, 25 y 30 °C) en mostos con la mejor concen-
tracién inicial de solidos observada en el experimento 4 (i.e.
12.5 °P). Las maceraciones se llevaron a cabo a 65 °C por 3 h
enunarelacién malta:agua de 1:3. La preparacién del indculo,
tiempo de fermentacién, y filtrado se llevo a cabo de forma
similar a lo descrito en el experimento 4. Ademads, en este
experimento se evaluaron condiciones de fermentacion abi-
erta (i.e. fermentacion sin air lock) y cerrada (i.e. fermentacion
con air lock) a las temperaturas mencionadas.

Variables respuesta y analisis estadistico

En los experimentos 1-4 se utilizaron disefios ex-
perimentales completamente al azar; mientras que en el
experimento 5 se usé un arreglo factorial para evaluar el
efecto combinado de temperatura (factor A) y condiciones
de fermentacién (factor B) sobre las variables respuesta. Se
hicieron tres repeticiones por tratamiento y la prueba de

medias utilizada fue Tukey (a=0.05). En el andlisis de datos
se utiliz6 el programa SAS versién 9.3 (SAS, 2011). Las vari-
ables respuesta en la fase 1 fueron contenido (g 100 mL") de
maltosa, glucosa, fructosa y maltotriosa en mosto; ademas
de la suma de éstos como carbohidratos fermentables to-
tales (CF) y la fraccion mas fermentable (CF+) que excluye
a la maltotriosa, carbohidrato parcialmente consumido
durante la fermentacion (Stewart, 2009). Debido a que todos
los macerados en la fase 1 se ajustaron al mismo peso (450
g) previo al filtrado, no se observo variacién significativa en
el contenido de sdlidos (~8.9 °P) de los mostos resultantes;
por lo que este pardmetro no se consideré como una vari-
able respuesta. Asimismo, el FAN en mosto no fue un factor
limitante para el desarrollo de la levadura debido a que las
200 ppm observadas garantizan una fermentacion eficiente
(Hill y Stewart, 2019). En la fase 2, las variables respuesta
fueron contenido de etanol (% v/v), rendimiento de etanol
(g etanol/g sélidos solubles), metanol (% v/v) y glicerol (g
L"); ademas del contenido de CF residuales, con los que se
calculé la fermentabilidad de CF en funcién de la reduccion
porcentual de CF inicial - CF residual. Para el cdlculo de la
variable rendimiento de etanol se tomé como volumen base
100 mL, donde se dividié el etanol (g) presente en dicho
volumen de mosto fermentado entre la cantidad de sélidos
(g) presentes en el mismo volumen de mosto sin fermentar.

El analisis de CF en mosto, asi como los derivados de
fermentacion (etanol, metanol y glicerol), se llevé a cabo
por HPLC en un cromatdgrafo marca Agilent Technologies
1100, provisto de un detector de indice de refaccion y una
columna Aminex® HPX-87H de 300 x 7.8 mm marca Bio-Rad.
Se inyectaron 20 pL de muestra filtrada (0.45um) en una fase
movil de 4cido sulfdrico 0.008M a un flujo de 0.6 mL min™,
con temperatura de la columna de 65°C. Los valores de CF se
determinaron utilizando una mezcla estandar en g 100 mL"
como lo indica el método Wort-14 de los métodos oficiales
de la ASBC (ASBC, 2009). El analisis de etanol (% v/v), metanol
(% v/v) y glicerol (g L) se llevé a cabo utilizando los cromato-
gramas con las reas respuesta de estos compuestos diluidos
a diferentes concentraciones en agua destilada (muestras
estandar). Las areas respuesta de cada muestra estandar se
graficaron para obtener curvas de regresion lineal; mismas
que se utilizaron para calcular su concentracién en mosto fer-
mentado a partir del area respuesta observada en el mismo
tiempo de retencién que la muestra estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION
Fase 1

Los resultados del experimento 1 (Tabla 1) mostraron
que después de 5 h de maceracion isotérmica a 60 °C o 65
°C se genera mayor concentracion de CF en mosto en com-
paracién con la maceracién de temperaturas escalonadas
(50-55-60-65 °C). Asimismo, los muestreos intermedios en las
maceraciones isotérmicas mostraron que después de 2 h de
maceracion se cuenta con el 90 % de CF determinados en
5 h; mientras que con 4 h de maceracién el valor de CF fue
mayor a 99 % en ambos tratamientos isotérmicos. Similar a
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Tabla 1. Contenido de carbohidratos fermentables (g 100 mL") en mostos de
tres tratamientos de maceracion a diferentes temperaturas (experimento 1).
Table 1. Fermentable carbohydrates content (g 100 mL") in worts, from three

mashing treatments at different temperatures (experiment 1).

Tratamiento* Glucosa Fructosa Maltosa Maltotriosa CF**

1 1.25a 0.26a
2 1.05a 0.21a
3 1.40a 0.23a

CF4%%*
5.24a 1.08b 7.84a 6.76a
5.26a 1.17ab 7.69ab 6.52a
4.60b 1.18a 741b  6.23b

*1:65°C,5h;2:60°C, 5 h;3:50°C, 1 h; 55°C, 1 h;60°C, 1h;65°C, 2h **C.F.=-
Carbohidratos fermentables totales. ***Carbohidratos mas fermentables.
Medias con diferente letra entre tratamientos implican diferencia significativa

(Tukey, 0=0.05).

estos resultados, Evans et al. (2005) reportaron que las tem-
peraturas iniciales de maceracién, mantenidas por al menos
50 min, afectan la composicién del mosto en términos de CF.
Ellos evaluaron temperaturas iniciales en el rango 45-76 °C 'y
observaron que la temperatura de 65 °C produce mostos con
mayor contenido de CF; mientras que a temperaturas superi-
ores se observa una rdpida reduccién de maltosa a expensas
del incremento de carbohidratos no fermentables como
maltotetraosa. El incremento de este carbohidrato se debe
principalmente a que, mientras la beta amilasa pierde activi-
dad a temperaturas altas (>65 °C) dejando de generar malto-
sa, la alfa amilasa se mantiene estable; generando multiples
oligosacaridos, incluyendo la maltotetraosa (Muralikrishna y
Nirmala, 2005; Henson etal., 2014).En este estudio, se observo
un incremento significativo en el contenido de maltosa cuan-
do se maceré a 60y 65 °C en comparacion con la maceracion
de temperaturas escalonadas; cuyos valores promedio fueron
5.26,5.24y 4.60 g 100 mL", respectivamente. El contenido de
maltosa observado en los mostos de las maceraciones isotér-
micas por 5 h es significativamente mayor a otros reportados
a similar temperatura de maceracién con fines cerveceros.
Por ejemplo, Evans et al. (2005) reportaron un contenido de
maltosa en mosto de 4.72 g 100 mL" en una maceracion de
50 min a 65 °C con posterior incremento a 70 °C mantenidos
por 30 min; mientras que Schwarz et al. (2007) reportaron un
valor de maltosa de 4.76 g 100 mL" en un tiempo de 2 h a 65
°C con incremento posterior a 75 °C mantenidos por 10 min.
Respecto al contenido total de CF en mosto, ambos autores
reportaron valores en el rango 6.2-6.8 g 100 mL"'; mientras
que los valores de este parametro en el experimento 1 es-
tuvieron en el rango 7.4-7.8 g 100 mL". Estas diferencias se
deben a que en cerveceria la degradacién enzimatica de la
amilopectina es parcial, por lo que en un mosto cervecero
es comun observar que la maltosa constituye el 50-60 % del
total de carbohidratos; mientras que las dextrinas el 20-30
% (Stewart, 2009). Por el contrario, en mostos para whisky
se busca la mayor degradacion posible del almidén; por lo
que la presencia de dextrinas debe reducirse al minimo con
el objetivo de lograr el mayor rendimiento de etanol por
unidad de malta (Lyons, 2003). En este estudio, se estima que
la presencia de carbohidratos no fermentables (dextrinas +
oligosacaridos) en los mostos evaluados con 8.9 °P fue menor
a 15 % en la maceracién escalonada, y menora 12 %y 10
% en las maceraciones isotérmicas a 60 y 65 °C, respectiva-
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mente. Esta estimacion se llevé a cabo asumiendo que 90-92
% de los solidos en mosto son carbohidratos (Willaert, 2007)
y que el valor de proteina soluble de la malta utilizada (5.3
% b.s.) equivale, considerando 85 % de extracto de malta, a
0.56 °P (6.3 % de 8.9 °P); ademds de que la concentracion re-
portada del tercer componente menor en mosto (i.e. lipidos)
generalmente equivale a <0.002 °P (<20 mg L") de los sélidos
cuando se macera a 65 °C (Evans et al., 2012). Considerando
lo anterior, ademas de la relacién porcentual CF+/CF que fue
de 86 %, 85 %y 84 % para los tratamientos 1, 2y 3, respectiv-
amente, se determiné que la mejor condicién de maceracion
en el experimento 1 es isotérmica a 65 °C. El incremento de
la relacion porcentual CF+/CF implica mayor fermentabilidad
del total de carbohidratos fermentables en mosto en funcion
de la reduccién del carbohidrato parcialmente fermentable,
maltotriosa. El hecho de que los muestreos intermedios
bajo las condiciones isotérmicas del experimento 1 hayan
mostrado que después de 4 h de maceracién ya no existen
incrementos significativos de CF, justificé este tiempo como
el maximo a evaluar en el experimento 2. Se observé que no
existe diferencia en la generacion de CF cuando se macera
por tres o cuatro horas a 65 °C (Tabla 2). A pesar de que las
temperaturas de maceracién utilizadas en la produccion de
whisky de malta oscilan en el rango 55-65 °C; los tiempos
de maceracién (sin contabilizar el tiempo de filtrado de
mosto) generalmente varian entre 1y 2.5 h. El pardmetro
que influye en la variabilidad de estos tiempos es DP, cuyas
enzimas constituyentes (alfa amilasa, beta amilasa, limite
dextrinasa, y alfa glucosidasa; i.e. enzimas diastdsicas) son
las responsables de desdoblar el almidén a CF (Evans et al.,
2010). En esta investigacion, se utilizé una malta con poder
diastatico intermedio; sin embargo, es posible que con un
DP mayor (>150 °ASBC), el tiempo de maceracién para lograr
el maximo contenido de CF podria haber presentado una
ligera reduccién. No obstante, el uso maltas con alto DP en
la produccién de whisky de malta tiene el inconveniente de
que existe una correlacién positiva entre DP y PT; asi como
negativa entre PT y extracto de malta (Huerta et al., 2014).
Esto se debe a que la enzima que mayor contribuye al DP,
beta amilasa (Gibson et al., 1995), esta ligada al contenido
total de proteina en cebada debido a que la sintesis y acumu-
lacién de esta enzima se da en la etapa de llenado de grano
durante el desarrollo del cultivo de cebada; lo cual explica su
alta correlacién con las hordeinas (Qi et al., 2006; Wei et al.,
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Tabla 2. Contenido de carbohidratos fermentables (g 100 mL") en mostos de diferentes tiempos de maceracién

isotérmica a 65 °C (experimento 2).

Table 2. Fermentable carbohydrates content (g 100 mL") in worts, at different times of 65 °C isothermal mashing

(experiment 2).

Tratamiento* Glucosa Fructosa Maltosa Maltotriosa CF** CF+%**
1 0.98a 0.17b 5.26a 1.23a 7.64a 6.40a
2 1.01a 0.17ab 5.33a 1.27a 7.77a 6.51a
3 1.04a 0.18ab 5.50b 1.23a 7.95b 6.72b
4 1.04a 0.19a 5.48ab 1.25a 7.96ab 6.71ab

*1:65°C, 1 h; 2:65°C, 2 h; 3:65 °C, 3 h; 4: 65 °C, 4 h. **C.F.=Carbohidratos fermentables totales. ***Carbohidratos
mas fermentables. Medias con diferente letra entre tratamientos implican diferencia significativa (Tukey, a=0.05).

2009). En consecuencia, a mayor PT, mayor DP; pero menor
extracto de malta. En la elaboracién de whiskies de grano,
donde se utilizan granos sin maltear més una proporcién de
malta de cebada, es deseable que las maltas utilizadas pose-
an alto DP; sin embargo, en whisky de malta se observaria
una reduccién no deseable de rendimiento de etanol debido
a la reduccion en extracto de malta. Es por esta razén que
las especificaciones de DP para maltas destinadas a whisky
de malta indican valores menores a 150 °ASBC; mientras que
para las maltas destinadas a whisky de grano el DP puede ir
mas alld de 200 °ASBC (Bringhurst y Brosnan, 2014; AMBA,
2021). Por lo tanto, es poco probable que el tiempo éptimo
de maceracion de 3 h determinado en esta investigacion
para la produccion de whisky de malta se reduzca de forma
considerable debido al efecto negativo de usar maltas con
alto DP y reducido extracto de malta en el rendimiento de
etanol.

Por otro lado, con los resultados del experimento 3 se
observé que la condicion isotérmica a 65 °C por 3 h y relacién
malta:agua 1:3 genera mayor contenido de maltosa y CF+
(Tabla 3). A pesar del mayor valor promedio de CF en los mos-
tos de la relacion 1:3, no se observé diferencia estadistica de
este parametro entre los tres tratamientos del experimento
3, lo cual pudo deberse a la mayor dispersidon de valores de
CF que mostraron los mostos 1:4 y 1:5. Sin embargo, esto no
ocurrié con CF+, donde si se observa diferencia significativa
y favorable a la relacién 1:3; misma que presenté la mayor
relacion porcentual CF+/CF (85.4 %). En estudios previos, los
altos valores de CF en mostos con menor relacion malta:agua
han sido vinculados a la estabilidad térmica de las enzimas
diastdsicas; cuya tolerancia a altas temperaturas es mayor en
soluciones con cierto nivel de sélidos que cuando éstas se
encuentran aisladas (Muller, 1991; Stenholm y Home, 1999;
Evans et al,, 2011). Si bien el contenido de CF se reduce
significativamente a temperaturas altas (>70 °C), el efecto es

menor a medida que incrementa la concentracion de sélidos
durante la maceracién. Evans y Fox (2017) reportaron que
bajo las condiciones de maceracion del Mosto Congreso, con
temperaturas de maceracién en el rango 45-70 °Cy relacién
malta:agua 1:4 (ASBC, 2009), la actividad de beta amilasa en
la malta de diferentes variedades de cebada se reduce drasti-
camente (de 85 % a <10 %) cuando el macerado transcurre
en el rango de temperatura 65-70 °C; mientras que en la
maceracién isotérmica a 65°C, con relacion malta:agua 1:3,
la beta amilasa retiene 40-70 % de su actividad después de
60 min. A pesar de que Evans y Fox (2017) no reportaron el
perfil de carbohidratos en los mostos obtenidos, sus obser-
vaciones respecto al comportamiento de beta amilasa per-
miten entender la razén del alto contenido de maltosa y CF+
en mostos de maceraciones isotérmicas a 65°C; asumiendo
que esta enzima mantiene cierta actividad residual después
de 3 h deincubacién.

Fase 2

Con la maceracion isotérmica a 65 °C por 3 h y relacion
malta:agua 1:3 se obtuvieron los mostos para los experimen-
tos de fermentacion. Debido a que el ajuste de sélidos previo
a la fermentacion de los diferentes tratamientos se hizo a
partir de mostos altamente concentrados (20£0.5 °P), se ob-
servo un incremento proporcional en cuanto a carbohidratos
fermentables en los tratamientos del experimento 4 (Tabla
4). Sin embargo, como se esperaba, la relacién porcentual
CF+/CF a diferentes niveles de sélidos en mosto se mantuvo
sin mayor variacién (83.3£0.3 %); asi como el contenido por-
centual de maltosa respecto a CF, que oscilé en el rango 66-
68 %. El valor de CF+/CF en este experimento es ligeramente
menor al observado (85.4 %) bajo las mismas condiciones
de maceracion de la fase 1; no obstante, esta diferencia se
atribuye al molido grueso llevado a cabo en esta etapa con
el fin de emular condiciones comerciales. Al incrementar el

Tabla 3. Contenido de carbohidratos fermentables (g 100 mL") en mostos de maceraciones isotérmicas (65 °C, 3 h) y

diferentes relaciones malta:agua (experimento 3).

Table 3. Fermentable carbohydrates content (g 100 mL™) in worts from isothermal mashings (65 °C, 3 h), and different

grist:water ratios (experiment 3).

Tratamiento* Glucosa Fructosa Maltosa Maltotriosa CF** CF4***
1 1.09a 0.19a 5.16a 1.10b 7.55a 6.45a
2 0.99b 0.18a 491b 1.16b 7.25a 6.09b
3 0.96b 0.18a 5.11ab 1.26a 7.47a 6.22ab

*1=1:3; 2=1:4; 3=1:5. **C.F.=Carbohidratos fermentables totales. ***Carbohidratos mas fermentables. Medias con dife-
rente letra entre tratamientos implican diferencia significativa (Tukey, a=0.05).
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Tabla 4. Contenido de carbohidratos fermentables (g 100 mL") en mostos a diferentes
niveles de solidos solubles (°P) generados de un mosto concentrado (20 °P) obtenido de
una maceracion isotérmica a 65 °C por 3 h y relacion malta:agua 1:3 (experimento 4).
Table 4. Fermentable carbohydrates content (g 100 mL"), in worts with different levels of
soluble solids (°P) adjusted from a concentrated wort (20 °P), obtained with an isothermal
mashing at 65 °C for 3 h and a 1:3 grist:water ratio (experiment 4).

Tratamiento* Glucosa Fructosa Maltosa Maltotriosa CF** CF+¥**
10.00 1.15a 0.21b 5.91d 1.48d 8.75¢ 7.28c¢
11.25 1.49b 0.32ab 6.70cd 1.65cd 10.17bc  8.52bc
12.50 1.35b 0.25ab 7.01bcd 1.76bcd 10.36bc  8.61bc
13.75 1.60bc 0.37ab 7.70bcd 1.92abcd  11.59abc 9.67abc
15.00 1.64c 0.31ab 8.37abc 2.13abc 12.44ab 10.31ab
16.25 1.90cd 0.39a 8.77ab 2.20ab 13.26ab 11.06ab
17.50 1.91d 0.34ab 9.70a 2.39a 1434a 11.95a

*Sélidos solubles en °P **C.F.=Carbohidratos fermentables totales. ***Carbohidratos mas
fermentables. Medias con diferente letra entre tratamientos implican diferencia significa-

tiva (Tukey, a=0.05).

tamano de particula durante la molienda de malta, ademas
de la reduccién del contenido de sélidos solubles en mosto,
disminuye la fermentabilidad de mostos y contenido de
alcohol en mosto fermentado (Evans et al., 2011); pardmetros
altamente asociados a CF y CF+/CF (Cutaia, 2007).

Como consecuencia del incremento en los sélidos sol-
ubles, los mostos fermentados del experimento 4 mostraron
aumento gradual del contenido de etanol (Tabla 5). No ob-
stante, al considerar el parametro ‘rendimiento de etanol; se
observé que los mejores tratamientos fueron 12.5 °P y 15.0
°P, superiores al resto de los tratamientos en promedio 0.02
g etanol/g soélidos solubles; lo cual, haciendo los calculos
respectivos, equivale a ~20 L de etanol puro por tonelada de
malta. Por otro lado, la menor generaciéon de metanol ocurrié
con los tratamientos 10.0 °P y 12.5 °P; mismos que mostraron
reducidos niveles de glicerol. La presencia de metanol es una
caracteristica indeseable en bebidas alcohélicas debido a
su toxicidad, por lo que diferentes paises establecen limites
maximos respecto a este compuesto tanto en bebidas fer-
mentadas como destiladas (Ohimain, 2016). A pesar de que
la mayor parte del metanol se elimina en las etapas iniciales
de la destilacion como parte de los foreshots o ‘cabezas,
bajas concentraciones de este compuesto contribuyen a la
mejor recuperaciéon de etanol en las fracciones intermedias
del destilado (Lyons, 2003; Nicol, 2014; Kwak et al., 2015).

Respecto al glicerol, se observd incremento significativo en
mostos fermentados a medida que la cantidad inicial de
sélidos solubles fue mayor. El incremento de glicerol durante
la fermentacién de soluciones con mayor presiéon osmética
(i.e. >°P), es una respuesta de la levadura que genera y acu-
mula este compuesto para incrementar su tolerancia a dichas
condiciones de estrés (Nevoigt y Stahl, 1997; Cronwrightetal.,
2002). A pesar de que el glicerol es deseable hasta cierto pun-
to en bebidas fermentadas como la cerveza y el vino dado su
efecto positivo en palatabilidad y percepcién de sabor, en la
produccion de whisky constituye una desventaja por dos ra-
zones principales: 1) su punto de ebullicién es de 290 °C, por
lo que no es un compuesto presente en esta bebida (Aylott,
2014); y 2) su biosintesis (al igual que la de etanol) se lleva
a cabo a partir de glucosa, resultando una relacién inversa
entre ambos compuestos (Scanes et al., 1998; Aslankoohi et
al., 2015; Li et al., 2015). Ademas del glicerol, se ha reportado
la variacion de otros compuestos (tanto deseables como no
deseables) generados en fermentaciones con alto contenido
de sélidos solubles (Younis y Stewart, 1999); comUnmente
denominadas fermentaciones de alta gravedad, por implicar
alta gravedad especifica de los mostos a fermentar (i.e. grave-
dad especifica a 20 °C =1.061, equivalente a =15 °P). El uso
de fermentaciones de alta gravedad en cerveceria, a pesar de
inconvenientes observados en la reduccion de la estabilidad

Tabla 5. Caracteristicas de mostos de malta de cebada fermentados a 20 °C (168 h) con diferentes

niveles de sélidos solubles (°P) iniciales.

Table 5. Characteristics of malt worts fermented at 20 °C (168 h) with different levels of initial

soluble solids (°P).

°P Etanol (%v/v) Etanol_(g/g)' Metanol (%v/v) un (gL")? M3 _(%)* CF_(%)*
10.00 4.23d 0.32b 0.02b 2.02d 58.89b 90.05a
11.25 4.74d 0.32b 0.07c 2.66bc 62.95ab 91.06¢
12.50 5.71c 0.34c 0.02b 2.55c¢ 64.68ab 91.94bc
13.75 6.14bc 0.33bc 0.07c 3.06ab 70.62ab 93.03b
15.00 6.89ab 0.34c 0.05c 2.86abc 70.33ab 93.16b
16.25 7.06ab 0.32b 0.05¢c 3.30a 76.94a 93.49b
17.50 7.13a 0.30a 0.17a 3.13a 71.11ab 92.92b

'Rendimiento de etanol (g etanol/g sélidos solubles); ?Glicerol; *Fermentabilidad de maltotriosa (%,
inicial-final); *Fermentabilidad de carbohidratos fermentables totales (%, inicial-final). Medias con
diferente letra entre tratamientos implican diferencia significativa (Tukey, a=0.05).
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de espuma asociada al incremento de la Proteinasa A, ha
resultado benéfica respecto a maximizar el uso de espacio
en plantas cerveceras y, en consecuencia, el incremento en la
capacidad de produccion. No obstante, en fermentaciones a
>20 °P para whisky de grano, se ha observado que el patron
fermentativo de la levadura cambia considerablemente al
incrementar el contenido de maltosa y maltotriosa residuales
en mostos fermentados; lo que genera bajo contenido de
etanol (Stewart, 2009; Stewart, 2010). En este estudio, a pesar
de la reduccion significativa del rendimiento de etanola 17.5
°P, no se observo variacion respecto a la fermentabilidad de
carbohidratos fermentables entre tratamientos; lo que sugi-
ere que la levadura, previo a modificar su patron de consumo
de carbohidratos, reduciria inicialmente la sintesis de etanol.
Considerando los resultados observados en el experimento
4, se concluye que la mejor concentracion de sélidos solubles
para el incremento de etanol en fermentaciones de whisky
de malta es 12.5 °P.

En el experimento 5 se utilizaron mostos de 12.5
°P, por lo que no se observo diferencia estadistica en cada
uno de los mostos obtenidos por separado a este nivel de
s6lidos solubles respecto a CF y CF+, cuyos valores promedio
generales fueron 10.05 y 8.37 g 100 mL", respectivamente.
Asimismo, tanto los valores de maltosa como la relacién CF+/
CF fueron similares a lo observado en el experimento 4 con
los mostos a 12.5 °P. Los resultados de este experimento
sefalan que, en términos de rendimiento de etanol, la mejor
temperatura de fermentacion de las tres evaluadas en el Fac-
tor A, a través de los tratamientos del Factor B, es 20 °C (Tabla
6). Este resultado confirma la importancia del control de
temperaturas en la produccion de whisky, ya que -a diferen-
cia de las fermentaciones cerveceras- las fermentaciones en
destileria son generalmente menos estrictas (Russell y Stew-
art, 2014). Por otro lado, la fermentacion cerrada, a través de
los tratamientos del factor A, mostré mayor rendimiento de
etanol que la fermentacién abierta; lo cual es atribuible a las
caracteristicas de fermentacion de la levadura debido a que,
a pesar de que este microorganismo optara por la ruta anaer-
6bica considerando el nivel de sélidos solubles presentes, la
presencia de oxigeno contribuye al incremento del ndmero
de células en suspension; lo cual ocurre a expensas de CF
(Rosenfeld et al., 2003; Cutaia, 2007). Ademas, al analizar

las condiciones de fermentacién a 20 °C se observo que en
fermentacion abierta se incrementa en 14 % el glicerol y dis-
minuye el rendimiento de etanol en 0.01 g etanol/g sélidos
solubles (equivalente a ~10 L de etanol puro por tonelada de
malta) respecto a la fermentacion cerrada. A pesar de que ac-
tualmente en cerveceria es dificil encontrar fermentaciones
abiertas, en la produccién de destilados como el whisky
aun se utilizan fermentadores abiertos; aunque en décadas
recientes su uso ha disminuido gradualmente para dar paso
a los fermentadores de acero inoxidable. No obstante, este
cambio mas bien se ha dado con el objetivo de disminuir
la contaminacién bacteriana y de levaduras salvajes; cuyos
metabolitos causan efectos negativos en el perfil de sabor de
destilados (Wilson, 2014).

CONCLUSIONES

Las variaciones en las condiciones de maceracion
afectan significativamente el contenido de CF en mosto.
Se determiné que la maceracién a 65 °C durante 3 h con
relacién malta:agua 1:3 resulta en la generacién de mostos
con mayor contenido de CF, principalmente los tres mas
fermentables (i.e. fructosa, glucosa, maltosa); por lo que bajo
estas condiciones mejord sustancialmente la relacién CF+/
CF. El mejor rendimiento de etanol (0.34 g etanol/g sélidos
solubles) durante la fermentacion de estos mostos se obtuvo
en fermentaciones cerradas a 12.5 °P y 20 °C. Se observo que
las fermentaciones de alta gravedad (>15 °P) resultan en el
incremento de glicerol y reducciéon en el rendimiento de
etanol.
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