UNIVERSIDAD DE SONORA
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos

Programa de Posgrado en Ciencias y Tecnologia de Alimentos

Especialidad en Almacenamiento y Procesamiento de Granos

“USO DE MALTA DE SORGO PARA LA ELABORACION DE UNA

CERVEZA TIPO ALE CON BAJO CONTENIDO DE ALCOHOL”

TESIS

Como requisito parcial para obtener el grado de:
MAESTRO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA EN ALIMENTOS

Presenta:

Bi6l. Karen lleana Lopez Peraza

Hermosillo, Sonora 28 de febrero de 2020



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

oS0

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



APROBACION

“Uso de malta de sorgo para la elaboracién de una cerveza tipo ale con bajo

contenido de alcohol”

Bidl. Karen lleana Lopez Peraza

Dr. Erick Heredia Olea
Director de Tesis

Dra. Guadalupe Amanda Lépez Amada

Co-Directora de Tesis

Dr. Sergio Roman Serna Saldivar

Miembro del comité de Tesis

Dr. Francisco Rodriguez Félix

Miembro del comité de Tesis



Hermosillo, Sonora a 28 de 2020.

Asunto: Cesién de derechos

UNIVERSIDAD DE SONORA

PRESENTE.

Por este conducto hago constar que soy autor y titular de la obra denominada “Uso
de Malta de Sorgo para la Elaboracion de una Cerveza tipo Ale con Bajo Contenido
de Alcohol” en los sucesivo LA OBRA, realizada como trabajo terminal con el pro-
pésito de obtener el Grado de Maestro en Ciencia y Tecnologia en Alimentos en
virtud de lo cual autorizo a la Universidad de Sonora (UNISON) para que efectie la
divulgacién, publicaciéon, comunicacion publica, distribucidn, distribucion publica,
distribucion electrénica y reproduccion, asi como la digitalizacion de la misma, con
fines académicos o propios de la institucién y se integren a los repositorios de la
universidad, estatales, regionales, nacionales e internacionales.

La UNISON se compromete a respetar en todo momento mi autoria y a otorgarme
el crédito correspondiente en todas las actividades mencionadas anteriormente.

De la misma manera, manifiesto que el contenido académico, literario, la edicion y
en general cualquier parte de LA OBRA son de mi entera responsabilidad, por lo
que deslindo a la UNISON por cualquier violacién a los derechos de autor y/o pro-
piedad intelectual y/o cualquier responsabilidad relacionada con la OBRA que co-

meta el suscrito frente a terceros.

ATENTAME

\”\:

¥/ X Karen lleana L6pez Peraza
. {1C GILBERTO LEON LEON

Abogado General
UNIVERSIDAD DE SONORA



AGRADECIMIENTOS

A mi mama, por siempre ser mi fortaleza a pesar de los momentos dificiles que nos
toco pasar como familia, eres una guerrera. Nuestro Bebé siempre nos estara cui-

dando. jTe amamos Alex!.

A Leonardo, por ser un gran compafero de vida, gracias por ser parte de mi vida y

por tu apoyo incondicional.

A la Familia Baez Castillo, por sus enormes muestras de carifio y apoyo durante mi

estancia en Sonora, gracias por compartir maravillosos momentos en familia.

A la Dra. Guadalupe Lopez Ahumada, por su compromiso y apoyo brindado, gracias
por creer en la investigacion de cerveza, sin su ayuda no hubiera sido posible reali-
zar este trabajo de investigacién. Por creer y apoyar incondicionalmente a los estu-
diantes, por demostrar que con perseverancia se pueden lograr grandes cosas. Voy

a extrafar ir a su cubiculo, siempre fue muy grato pasar tiempo con usted y Felipe.

Al Dr. Erick Heredia Olea y al Dr. Sergio Serna Saldivar, por el apoyo brindado para
la realizacion de este trabajo, gracias por su excelente trato y recibimiento durante
la estancia en el Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Monterrey
(ITESM).

A Cindy, por tu tenacidad y perseverancia en trabajar con lo que nos gusta, la cer-
veza, y sobre todo por apoyarme y ser parte del proyecto de Ciencia y Tecnologia

Cervecera, sin tu ayuda no hubiera sido posible.

A mis compafieros de laboratorio en el Tec de Monterrey Joel y Stephy, por el apoyo

y consejos brindado, sobre todo cuando me sentia perdida en el laboratorio del Tec.



DEDICATORIA

A mi hermano, ser de luz que trasciende més alla del tiempo y el espacio.

Te amo

“Que el viento siempre este a tu espalda y el sol brille en tu frente y que los vientos

del destino te lleven lejos a danzar con las estrellas”



RESUMEN

La produccion de cerveza con bajo contenido de alcohol ha incrementado por la
demanda de bebidas que tengan un efecto positivo sobre la salud del consumidor,
sin embargo, su elaboracion representa un reto para la industria debido al deterioro
de sus propiedades organolépticas por la pérdida de compuestos aromaticos, la re-
duccion de los diferentes alcoholes y los indeterminados cambios durante el proceso
de remocion del etanol provocando el rechazo del consumidor. El potencial uso de
grano de sorgo para producir cervezas con bajos niveles de etanol ha sido estudiado
debido a que posee una baja actividad amilolitica para la obtencién de azlcares
fermentable por su deficiencia en la enzima (-amilasa, asi como, el empleo de la
cepa Saccharomycodes ludwigii la cual ha sido ampliamente estudiada en la elabo-
racion de cerveza con bajo contenido de alcohol debido a su inhabilidad de meta-
bolizar maltosa, principal azucar fermentable presente en el mosto. El objetivo del
presente estudio fue producir cervezas con bajo contenido de alcohol evaluando sus

caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas.

Se elaboré malta de sorgo rojo variedad DKS74 y se realiz6 su caracterizacion fi-
sico-quimicas. Se produjeron 9 mostos a partir de malta de cebada comercial (MC),
malta de sorgo (MS) y mezcla de malta de sorgo con malta de cebada (MC+MS) en
proporcion 70:30 respectivamente, fermentado los mostos de manera individual y
en cocultivo con Saccharomyces cerevisiae (SC) y Saccharomycodes ludwigii (SL)
para evaluar su efecto en la produccion de etanol y en la aceptabilidad del producto.
Los mostos obtenidos se ajustaron a 12 °Brix y fueron fermentados por 120 horas a

una temperatura de 18°C+2°C.

Transcurrido el tiempo de fermentacion, se obtuvieron cervezas elaboradas con
malta de sorgo con un contenido de etanol del 0.66%-2.76%, de 0.9%-3.65% en

cervezas producidas con mostos de cebaday de 1.52%-5.62% para las elaboradas



con la mezcla malta de sorgo y malta de cebada. EI mosto de sorgo fermentado de
manera individual con SL presenté el contenido de alcohol mas bajo con el 0.66%,
sin embargo, acorde con la evaluacién sensorial, fue catalogada como la mas des-
agradable en base a los atributos sensoriales evaluados. La cerveza producida con
la mezcla de malta de sorgo y malta de cebada y fermentada con SL present6 un
porcentaje de etanol del 1.52%, siendo considerada una cerveza con bajo contenido
de alcohol. La adicion proporcional de la malta de cebada tuvo un efecto sobre las
propiedades sensoriales del producto y en el porcentaje de etanol. La cerveza pro-
ducida a partir de la mezcla MC+MS y fermentaba en cocultivo SL+SC presentd un
porcentaje de etanol del 2.76%, valor cercano al rango establecido para cervezas
reducidas en etanol (<2.5% v/v), asi como un efecto positivo sobre las caracteristi-
cas organolépticas. Es necesario seguir investigando sobre el efecto del uso de dis-
tintos granos malteado y cepas en la elaboracién de cervezas con niveles bajos de

etanol para mejorar sus propiedades organolépticas

Esta investigacion evidencia que es factible producir cervezas con bajos niveles de
etanol y con buenas caracteristicas organolépticas a partir del uso de malta de sorgo

y malta de cebada fermentados de forma individual y en cocultivo.
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INTRODUCCION

La cerveza es la bebida alcohdlica fermentada de produccién mundial mas popular
y consumida en el mundo, elaborada a partir de una mezcla de cebaba germinada
(malta), agua, flor de lupulo y levadura, cuya popularidad surge de los agradables
atributos sensoriales, nutricionales y medicinales que promueven la salud del con-
sumidor (Mittelman, 2008; Sohrabvandi et al., 2010; DezZelak et al., 2014; Alcantara,
2016). Sin embargo, la industria cervecera emplea adjuntos y aditivos quimicos du-
rante el proceso que promueven el deterioro en las propiedades funcionales y sen-
soriales (Liguori, 2016), lo que ha impulsado un cambio en el mercado y en las pre-
ferencias del consumidor por cerveza tipo artesanal. Para su elaboracion no se uti-
lizan adjuntos ni aditivos quimicos que alteren la composicion y desarrollo natural
del proceso fermentativo. Ademas, de que en ocasiones no se somete a procesos
tecnoldgicos como filtrado y pasteurizado manteniendo inalterada las caracteristicas
sensoriales, confiriendo cualidades paliativas mas complejas que las que ofrece la
cerveza comercial, asi como un mayor valor nutrimental contribuyendo al balance
de una dieta saludable (Giovenzana et al., 2014; Elzinga et al., 2015; Mudura et al.,
2016; Alcantara et al., 2016).

Aunado a ésta emergente industria esta la produccion de cerveza reducida en al-
cohol. La permisiva legal sobre el contenido de alcohol varia entre las naciones, sin
embargo, se clasifican de manera general en a) cervezas con bajo contenido de
alcohol, que son aquellas con un contenido de 0.5%-1.5% (v/v) de alcohol y b) libres
de alcohol, conteniendo entre 0.05%-0.5% (v/v) de alcohol (Montanari et al., 2009;

Purwasasmita et al., 2015).



La manufactura de cervezas con bajo contenido de alcohol ha incrementado debido
a la demanda de bebidas que tengan un efecto positivo a la salud, se ha reportado
gue los compuestos disueltos en la matriz alimentaria tienen propiedades antibac-
terianas, antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes y antimelanogénicas
gue tienen un efecto positivo sobre padecimientos neurodegenerativos, cardiovas-
culares, gastrointestinales, osteoporosis, diabetes, entre otros padecimientos, ade-
mas por dichas propiedades, es recomendada a deportistas de alto rendimiento,
mujeres embarazadas y personas bajo tratamiento médico (Sohrabvandi et al.,
2010; Muller et al., 2017).

La industria de las cervezas con bajo contenido de alcohol no ha prosperado debido
al deterioro de las propiedades organolépticas resultado de los procesos fisicos y
bioldgicos que se emplean para su elaboracion que afectan principalmente el sabor
por la reduccién de ésteres, aldehidos aromaticos e indeterminados cambios en los
componentes durante el proceso de remocion de etanol que ocasionan el rechazo
del consumidor (Olmo et al., 2014). Por estos motivos esta investigacion propone
el uso de procesos bioldgicos como el uso de grano de sorgo malteado y levadura
no convencional para el control en la formacion de etanol y como estrategia viable
para mejorar las cualidades sensoriales de una cerveza tipo ale con bajo contenido

de alcohol.



REVISION BIBLIOGRAFICA

ANTECEDENTES

La elaboracion de cervezas con bajo contenido de alcohol ha tenido diferentes ra-
zones para su produccion a lo largo de la historia. Durante la primera y segunda
guerra mundial (1914-1918 y 1939-1945 respectivamente) hubo una la escasez de
materias primas lo que encauzé la produccion de cerveza con bajo contenido de
extracto de malta y por ende bajo contenido de alcohol. Por otro lado, durante la
prohibicién de fabricacion, venta y consumo de alcohol en Estados Unidos (1919-
1933) aumentd la produccién de este tipo de cervezas, sin embargo, su venta y
produccion fue cesando ya que no cumplian con las expectativas del mercado. Ac-
tualmente ha incrementado la tendencia en la produccion y el comercio de este
producto, ejemplo claro es Europa, ya que se reporta un aumento del 50% en las
ventas de cerveza con bajo contenido de alcohol, atribuyendo este incremento
anual a las intervenciones legislativas que restringen el consumo de alcohol, a la
creciente tendencia de un estilo de vida méas saludable debido a la concientizacion
de los consumidores sobre los beneficios del consumo moderado de cerveza (Leh-
nert et al., 2009; Strejc et al., 2013).

A finales del siglo XX las cervecerias buscaron ampliar la variedad de cerveza con
bajo contenido de alcohol motivados por el aumento en la elaboracion de nuevos
productos con mercados altamente competitivos, que impactaran positivamente en
la salud del consumidor. La cerveza se elabora con malta de cebada y lapulo que
poseen compuestos fendlicos como cumarinas, catequinas, proantocianidinas,

flavonoides derivados del acido benzoico y cinamico, asi como a-acidos con pro-



piedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimutagéncias, que acttan sobre ra-
dicales libres y como quelante de metales previniendo enfermedades asociadas
con el estrés oxidativo como cancer, diabetes, padecimientos neurodegenerativos,
gastrointestinales, ademés con efecto cardioprotector, relajante reduccion del
riesgo de demencia y mejoran la funcion cognitiva (Sohrabvandi et al., 2010; Muller
et al., 2017).

Diversos estudios han reportado las cualidades benéficas al consumir cerveza con
bajo contenido de alcohol. Pérez-Medina et al. (2015) reporto la disminucion de las
propiedades antioxidantes de la leche humana en los primeros dias y meses pos-
teriores al parto, ademas demostraron que la ingesta de cerveza baja en alcohol
aumentd el contenido de compuestos antioxidantes y en consecuencia su actividad
protectora de la leche matera evitando los dafios producidos por estrés oxidativo
en el recién nacido. Por otro lado, Yoon-Jung et al. (2017) demostraron que el con-
sumo de bebidas con bajo grado de alcohol se asocia con la disminucion en la
incidencia de cancer de pulmoén, tiroides y neoplasia hematoldgica en hombres y
mujeres. Ogihara et al. (2000) reportaron que el consumo moderado de alcohol esta
asociado con la reduccién de infeccion por Helicobacter pylori, bacteria Gram-ne-
gativa que coloniza el epitelio gastrico causando padecimientos como gastritis cré-
nica, Ulcera péptica entre otros desérdenes gastrointestinales. Asimismo, Nishiwaki
et al. (2017) concluyeron que la ingesta de cerveza con bajo grado alcohdlico in-
duce la reduccién de la rigidez arterial asociada con padecimientos cardiovascula-
res. Igualmente, Pefia et al. (2007) y Chiva-Blanch et al. (2014) reportan que el
silicio presente en la cerveza es capaz de interferir en la cinética del aluminio ejer-
ciendo proteccion frente al efecto toxico de este metal, asi como el incremento en
la densidad 6sea debido a que el silicio ayuda a fijar el calcio en los huesos dismi-
nuyendo el riesgo de osteoporosis, por lo que el consumo moderado de cerveza

tiene un efecto positivo en la salud.



Por otro lado, la organizacion mundial de la salud (OMS, 2015) reporté que el con-
sumo nocivo de alcohol es un factor causal de 200 enfermedades como neoplasias,
trastornos mentales, desorden del sistema digestivo, obesidad, deficiente absorcion
de vitaminas, etcétera, que provoca 3.3 millones de muertes a nivel mundial y que
representan el 5.9% de las defunciones. Aunado a los problemas de consumo de
alcohol tenemos el efecto negativo en mujeres embarazadas causando efectos en
el correcto desarrollo del feto, deformidades faciales, problemas neurolégicos, entre
otros, asi como violencia doméstica, accidentes vehiculares por mencionar algunos
(Hankin et al., 2006).

En América Latina el consumo de alcohol es mas elevado comparado con el resto
del mundo. Chile tiene el primer lugar de consumo de alcohol con 9.6 L per capita,
mientras que México ocupa el décimo lugar consumiendo 7.2 L de alcohol per ca-
pita. Ademas, la Encuesta Nacional del Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco
(ENCODAT) 2016-2017 report6 que el consumo de bebidas alcohdlicas entre ado-
lescentes de 12-17 afios aumento un 125%. Debido a esto es primordial desarrollar
nuevas estrategias para hacer frente a la problematica siendo una opcion factible
una cerveza con bajo contenido de alcohol que conserve caracteristicas sensoria-
les similares comparadas contra una cerveza comercial, asi como las propiedades
benéficas que aporta a la salud del consumidor por su manufactura de forma arte-

sanal.

Hasta ahora, la produccion de cerveza con bajo contenido de alcohol representa
un gran reto para la industria cervecera debido a que los procesos que se utilizan
para remover y/o controlar el contenido de alcohol promueven la reduccion de los
parametros aceptables de una cerveza como el color, el amargor y la estabilidad

espumante, ademas de ser mas propensa a la contaminacion microbiana principal-



mente por bacterias &cido lacticas, bacterias acido acéticas y algunas bacterias oca-
sionando la disminucion de las cualidades agradables debido a los compuestos de-
rivados del metabolismo secundario, asi como la reduccion de compuestos volatiles
como ésteres, aldehidos, cetonas y alcoholes durante los procesos de elaboracién
y desalcoholizacion confiriendo un sabor inmaduro y en consecuencia el rechazo
del consumidor provocando pérdidas econdémicas (Sohrabvandi et al., 2010; Olmo
et al,. 2014).

Los métodos de elaboracion de cervezas con bajo contenido de alcohol se clasifican
en fisicos y bioldgicos. Los métodos fisicos se basan en la eliminacién selectiva del
etanol una vez fermentada la cerveza, se dividen en procesos térmicos como la
evaporacion, rectificacion y extraccion con alta presion de CO,, y procesos por
membranas como la osmosis inversa. Mientras que los métodos biolégicos implican
el control en la formacién de etanol, incluyen cambios en la fermentacion, la modifi-
cacion del régimen de maceracion y el uso de levadura no convencional (Blanco et
al., 2016). Estos procesos repercuten en las caracteristicas sensoriales de la cer-
veza confiriéndole un sabor artificial e inmaduro, asi como la falta de sabor por eli-
minacion del etanol y otros alcoholes resultando en la perdida de compuestos favo-
rables (OImo et al., 2014, Ivanov et al., 2016). Los procesos biol6gicos para la ela-
boracién de cerveza con bajo contenido de alcohol tienen mas ventajas que los pro-
cesos fisicos debido a que se puede llevar a cabo con el equipo existente en la
cerveceria al hacer cambios en la fermentacién y maceraciéon ademas de que no se

requieren inversion extra, esto ha sido reportado por diversos estudios (Tabla 1).



Tabla 1. Investigaciones sobre la produccion de cerveza con bajo contenido de alcohol por

medio de procesos biologicos.

Van Lersel et al., Condiciones de estrés (baja temperatura, limitando las condicio-
1995 nes anaerdbicas y contenido de azucares) durante la fermentacion
con Saccharomyces cerevisiae produjo cerveza con <0.08%.

De Francesco et al., Uso de Saccharomycodes ludwigii como levadura no convencional

2014 para la produccion de cervezas con bajo contenido de alcohol.
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MARCO TEORICO

Cerveza

La cerveza es una bebida alcohdlica popular milenaria cuya produccion es consi-
derada como el proceso biotecnolégico mas antiguo conocido por el hombre
(Hughes & Baxter, 2001). Es una bebida hecha con cereales malteados (principal-
mente cebada) y no malteados, agua y lupulo y que es fermentada mediante leva-
duras seleccionadas (FAO, 1994). Es una bebida tradicional y uno de los alimentos
mas queridos de la humanidad. Se produce en todo el mundo y para la mayoria de

las sociedades es una bebida de eleccién (Dezelak et al., 2014).

Las cervezas se dividen en dos grandes familias dependiendo de la fermentacion y
cepa de levadura utilizada, las Lager son aquellas cervezas que fermentan a una
temperatura entre los 7°C -13°C utilizando la levadura Saccharomyces carlbergis y
las cepas floculan en el fondo del reactor cilindrocénico; mientras que las Ales son
las que fermentan entre los 15°C -20°C, usando la levadura Saccharomyces cere-
visiae y las cepas floculan en la parte superior del fermentador (Hughes & Baxter,
2001; Briggs, 2004). Esto da lugar a diversos estilos de cerveza con caracteristicas
organolépticas particulares impartidos por la levadura, las maltas, los lapulos y el
agua, siendo la diferencia entre los estilos son las variaciones en la materia prima
y el tipo de fermentacion, ademas de que cada zona geogréfica tiene sus propios

estilos de cerveza (Palmer, 2006).



Historia

Entre las bebidas alcohdlicas, la cerveza se remonta al comienzo de la existencia
de la civilizacion humana, casi todas las civilizaciones tienen algun registro de con-
sumo de bebidas fermentadas (Mittelman-Amy, 2008). Los datos mas antiguos da-
tan de hace 7,000 afios A.C en China donde se elaboraba el Kui, bebida fermentada
a base de granos. Otro registro sobresaliente es en Mesopotamia los sumerios hace
6,000 afios elaboraban el Sikaru, bebida fermentada a base de granos cuya elabo-
racion quedo registrada en tablillas de arcilla, manufacturada exclusivamente por
mujeres que ofrendaban a Nikansi, diosa de la elaboracién de la cerveza. La técnica
de elaboracion de fermentos se extiende a Egipto donde elaboraban en Zhytum o
vino de cebada, el cual consistia en miga de pan hidratada y reposada en vasijas
durante varios dias y fermentada por accion del sol obteniendo una bebida alcohé-
lica con aporte energético, por lo que era utilizada como moneda de pago para los

obreros (Vaughan y Van Sinderen, 2005).

La cerveza se extendié desde Medio Oriente hasta Europa donde se convirtio en la
bebida alcohdlica mas importante, y con ello el perfeccionamiento de la elaboracién
de cerveza, ya que fue hasta la edad media en las abadias donde monjes mejoran
el aspecto, aroma y sabor de la cerveza al afiadir flor de lupulo al mosto, que actda
como un agente conservador y antimicrobiano natural, aportando aromas y sabores
amargos. Por otro lado, la naturaleza vital de la levadura no fue reconocida que-
dando manifiesto en la ley de pureza de la cerveza alemana por el duque Albrecht
IV en 1493 donde se estipuld el uso Unico de cebada malteada, lUpulo y agua; no
fue hasta 1876 cuando Luis Pasteur demostro que las levaduras eran las responsa-

bles de la fermentacion alcoholica (Briggs, 2004).



Cerveza Artesanal

La cerveza artesanal es una bebida fermentada elaborada con grano malteado (ce-
bada, trigo, sorgo, centeno, etc.), lipulo, levadura y agua, no utiliza productos trans-
génicos ni aditivos quimicos que alteren su composicion y el desarrollo natural del
proceso fermentativo, producida en pequefias cervecerias de propiedad indepen-
diente ajena a cualquier consorcio, grupo o sociedad dedicada a la comercializacion

o produccién de cerveza diversa a la artesana (ACERMEX, 2016).

La industria independiente incorpora practicas tradicionales de elaboracion y de in-
gredientes utilizando insumos de alta calidad como el uso de malta 2 hileras a dife-
rencia de la cerveza industrial que emplea malta de 6 hileras asi como adjuntos de
baja calidad como arroz y maiz, ademas cuya responsabilidad social radica en ela-
borar productos benéficos a la salud y el consumo de lo natural, discrepando de las
grandes cerveceras nacionales e internacionales ya que emplean ingredientes de
mayor calidad, asi como un amplio rango de componentes no tradicionales como
frutas, hierbas, café, cacao, nueces, vegetales, cereales no malteados, etc., permi-
tiendo una capacidad de elaboracion mas amplia dando lugar a una gran gama de
cervezas con diversos aromas y sabores mas complejos que la cerveza comercial
(Hui et al., 2014; Elzinga et al., 2015; Peters et al., 2017).

En México la industria cervecera independiente surge en 1995 como resultado de
iniciativas personales y posteriormente por otras empresas, incorporando al mer-
cado productos con una variedad de sabores y cualidades Unicas. Actualmente los
principales estados productores de cerveza artesanal son Baja California, Jalisco y
Ciudad de México. No obstante, la industria en México se enfrenta a diferentes obs-

taculos como la insuficiencia de abasto de los distintos insumos, gastos en la im-
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portacion de los mismos, impuestos mucho mas elevados y poca publicidad com-
parados con las cervecerias industriales nacionales (Cerveceria Cuauhtémoc Moc-
tezuma ahora propiedad de la holandesa Heineken y Grupo Modelo de la belga-
brasilefia AB Inveb) (Guillén et al., 2016) asi como la escasa normativa sanitaria
que regule a las micro cervecerias, inclusive hay una ausencia en la legislacion
establecida por el CODEX Alimentarius sobre este tipo de cervezas, contrario a lo
qgue ocurre con la cervezas industriales cuyas normas son utilizadas como marco
legal y técnico, limitando a los micro productores ampliar su rango de comercializa-

cidn y obstaculizando la solicitud de permisos (Bigeon et al., 2016).

Cerveza con Bajo Contenido de Alcohol

Es una bebida a base de malta con bajo contenido alcohdlico y calérico, con nu-
trientes y propiedades fisiolégicamente positivas en la salud. Las cervezas con bajo
contenido de alcohol tienen distintas clasificaciones dependiendo de la region
donde se manufacturen y las normativas de ley que implemente el estado. En Amé-
rica se clasifican en: cervezas reducidas en alcohol las que poseen debajo de 2.5%
(v/v), cervezas bajas en alcohol con no mas del 1.5% de alcohol por volumen y
cerveza libre de alcohol con un contenido 0.5 % por volumen (Purwasasmita et al.,
2015, Ivanov et al., 2016; Andrés-Iglesias et al., 2016).

Métodos de Obtencidén

Los procesos para la obtencion de cerveza con bajo grado alcohdlico se dividen en

bioldgicos vy fisicos; los métodos fisicos se basan en eliminar el alcohol una vez
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fermentada la cerveza. Algunos métodos utilizados son la 6smosis inversa que con-
siste en emplear membranas semipermeables bajo condiciones de alta presion (Al-
cantara et al., 2016); la destilacibn osmatica, proceso isotérmico que actia como
agente decapante que minimiza la pérdida de compuestos volatiles y con notable
reduccion de CO, incrementando la turbidez de la cerveza (Liguori et al., 2015); la
destilacion por membrana, proceso térmico donde la membrana interviene como
barrera entre dos fases evitando la pérdida de compuestos y la utilizacion de mem-
branas no porosas donde se aplican condiciones de vacio que generan la fuerza
necesaria para trasferir el etanol por difusion a través de la membrana (Purwasas-
mita et al., 2015). Se ha reportado que al emplear métodos fisicos se pierden com-
puestos volatiles, aproximadamente 77% de alcoholes de fusel, 99% de esteres y
93% de aldehidos, deteriorando el perfil organoléptico de la cerveza utilizando

equipo extra lo que se traduce en inversion (Muller et al., 2017).

Mientras que los métodos bioldgicos se basan en controlar la formacion de alcohol
a través de diferentes métodos como el uso de levadura no convencional que pro-
duzca menos del 1% de alcohol. Se ha reportado que Saccharomycodes ludwigii
produce bajos niveles de alcohol debido a su parcial inhabilidad para fermentar
maltosa, principal azlicar fermentable en el mosto, lo que puede resultar en cerve-
zas sumamente dulces repercutiendo de manera negativa en el perfil de la cerveza
(Sohrabvandi et al., 2010; De Francesco et al., 2015; Parise et al., 2017); modifica-
ciones en la temperatura de maceracion para obtener un mosto con bajo contenido
de azucares fermentables controlando la formacion de alcoholes; limitando el me-
tabolismo de la levadura por modificaciones en los parametros de fermentacion,
como el fermentar a bajas temperaturas (7°C) disminuyendo la sintesis de alcohol
(lvanov et al., 2016) o la interrupcion del proceso fermentativo resultando en cerve-
zas con sabores dulces (Olmo et al., 2014) ; también se emplea la adicion de leva-
dura fresca antes de la maduracion para impartir estabilidad coloidal y calidad sen-
sorial al producto (Moreira da Silva y De With, 2008). En general los procesos bio-

|6gicos para la produccion de cerveza con bajo contenido de alcohol tienen ventaja
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sobre los métodos fisicos ya que reflejan un mejor perfil organoléptico ademas de
gue se pueden elaborar con modificaciones en el proceso de maceracion y fermen-

tacion (lvanov et al., 2016).

Materia Prima

Cebada. La cebada (Hordeum vulgare) es una planta herbacea anual de la familia
Poaceae (gramineas) de fecundacion autdgama, con espigas prolongadas, su fruto
es cariopside seca que no abre con la madurez y el pericarpio se encuentra pegado
a la semilla (Figura 1). Es un grano altamente adaptado ya que puede crecer en
rangos de clima que van de subdrticos a subtropicales, siendo el clima templado a
moderadamente seco el ideal para su cultivo. La FAO reporta una produccion de
141, 277,993 toneladas en 2016, siendo Rusia el productor nimero uno, mientras
que México ocupa el 32° lugar con una produccion de 845,707 toneladas (Atlas
Agroalimentario, 2017).

La cebada domesticada se clasifica en 6 hileras (six-row en inglés, 6R) y 2 hileras
(two-row en inglés, 2R) dependiendo del arreglo fisico de la espiga. La cebada de
dos hileras presenta menor contenido de proteina que la de seis hileras y es la mas
utilizada en la produccién de malta, mientras que la cebada de 6 hileras posee alto
contenido proteico y es destinada a forraje (FAO, 2009), por lo que el contenido de
proteina idoneo para la elaboracion de cerveza artesanal es entre 9-12%.
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Figura 1. Representacion esquemética del grano de cebada malteado donde:
1) pericarpio, 2) testa, 3) capa aleurona, 4) endospermo almidonoso, 5) germen,

6) plumula, 7) raicillas, 8) escutelo, 9) micropilo.
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Los cereales, como la cebada, estdn formados por tres estructuras anatomicas
esenciales: pericarpio, germen y endospermo. El pericarpio representa el 18% del
peso seco del grano y tienen la finalidad de proteger al grano, se encuentra lignifi-
cado, seguido por la testa la cual consta de dos capas cuticuladas donde se en-
cuentran polifenoles y antocianidinas ademas de que “sella” en interior del exterior
evitando el movimiento de sustancias como azucares, proteinas, aminoacidos, et-
cétera. El germen compone el 3.5% del grano de cebada, el eje embrionario esta
formado por el coledptilo y la coleorhiza o raices embrionarias, ademas es rico en
azucares simples. El endospermo representa el 78.5% de la cebada y es funda-
mentalmente almidonoso, es un tejido muerto de células de paredes delgadas con
granulos de almidén incrustado en una matriz proteica, las paredes celulares son
principalmente glucanos; mientras que la capa aleurona es rica en proteinas, fibra,

triglicéridos, azlcares y otros compuestos quimicos (Briggs, 2004).

En cuanto a la composicién quimica de la cebada (Tabla 2), los carbohidratos re-
presentan el 80%, siendo el almidén el principal elemento formado por moléculas
de amilopectina, polisacarido unido por enlaces a 1-4 y ramificaciones en el enlace
a 1-6, y amilosa formada por cadenas lineales de glucosa unidas por enlace a 1-
4, ambas fracciones se almacenan en forma de granulos al interior de las células
del endospermo; mientras que la segunda fraccion mas abundante con el 12% son
las proteinas, y los lipidos se encuentran en baja proporcién siendo la fraccion mas
abundante los triglicéridos (Serna-Saldivar, 1996). Durante la germinacion las lipa-
sas daran lugar a la liberacion de los acidos grasos, si el grano de cebada se alma-
cena incorrectamente propiciara la formacion de &cidos grasos libres insaturados
como el acido oleico y linoleico y saturados como el acido palmitico, (Cozzolino y
Degner, 2016). El grano de cebada es una fuente importante de vitaminas del com-
plejo B las cuales se encuentran en la capa aleurona como la tiamina, rivoflavina,
niacina y piridoxinas y es deficiente en vitaminas liposolubles y vitamina B,, asi

como de compuestos fendlicos con capacidad antioxidante (Molina-Cano, 1986).
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Tabla 2. Composicion proximal de la cebada®.

Componente quimico Contenido (%)
Proteina 11.5
7.5-15.6
Extracto etéreo 2.2
1.8-2.6
Fibra cruda 5.6
5.3-5.9
Cenizas 2.9
2.6-3.1
Extracto libre de nitrégeno 77.8
72.8-82.8

1Valores expresados en base seca. El nimero superior indica el promedio
y valor inferior es el intervalo dentro del cual se encuentran estos valores
(Serna-Saldivar, 2013).
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Sorgo. El sorgo (Sorghum bicolor (L). Moench) es una planta perteneciente a la
familia poaceae originaria de la India, adaptada a climas calidos, aridos o semiaridos
y capaz de tolerar sequias, con una produccién mundial de 63,930,558 toneladas
(FAO, 2016). México ocupa el segundo lugar con una produccién de 8,394,057 to-
neladas, solo por debajo de Estados Unidos (Atlas Agroalimentario, 2017). Las se-
millas son esféricas de color rojizo, negro o amarillento, miden ~3 mm cuyo principal
destino es a la industria pecuaria y en menor proporcion a la industria alimentaria a
pesar de ser una excelente fuente de nutrientes, cuya diversidad ha llevado a una
clasificacion en base a su aplicacién agrupandose en: sorgo dulce, sorgo forrajero,

sorgo escobero y sorgo granifero (SAGARPA, 2017).

El sorgo, como todos los cereales, esta formado por tres estrucutras esenciales:
pericarpio, gérmen y endospermo (Figura 2), cuya composicion quimica (Tabla 3)
permuta debido al extenso nimero de variedades existentes. La capa externa del
grano es el pericarpio, en el caso del sorgo se encuentra envuelto en por una
cuticula cerosa, seguida por la testa, que esta formada por un par de células
estratificadas que dependiendo la variedad pueden estar pigmentadas y contener

taninos condensados (Serna-Saldivar, 1996).

El gérmen funciona como almacen primario de nutrientes y representa el 9.4% del
grano, comprende al escutelum y axis embrionario, que a su vez esta formado por
la plumula y la radicula que daran paso a las raices y el cuerpo vegetativo. Ademas
se producen gran parte de las enzimas para la germinacion del grano. Por ultimo el
endospermo, que comprende la capa aleurona y el endospermo vitreo, periférico y

almidonoso, representa el 84.2% del grano (Serna-Saldivar, 1996).
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Figura 2. Representacion de grano de sorgo donde: 1) pericarpio y testa, 2)
capa aleurona, 3) endospermo vitreo, 4) endospermo almidonoso, 5) ger-

men, 6) raicillas, 7) acrospira.
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Tabla 3. Composicién proximal del sorgo?.

Componente quimico Contenido (%)
Proteina 11.0
7.3-15.6
Extracto etéreo 3.2
0.5-5.2
Fibra cruda 2.7
1.2-6.6
Cenizas 1.8
1.1-45
Extracto libre de nitrégeno 81.3
68.1-89.9

Valores expresados en base seca. El nimero superior indica el pro-
medio y valor inferior es el intervalo dentro del cual se encuentran estos
valores (Serna-Saldivar, 2013).
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En la capa aleurona es donde se sintetizan enzimas requeridas en la germinacion;
el endospermo periférico se caracteriza por elevado contenido de proteina,
mientras que el endospermo vitreo y almidonoso tienen mayor proporcion de
almiddn, cuya diferencia radica en que en el endospermo vitreo no existen espacios
de aire y los granulos de almidén poseen mayor concentracioén protéica, contrario
al endospermo almidonoso, donde el contenido de ambos deterimina la densidad y

dureza del grano (Serna-Saldivar, 1996).

El sorgo es destinado principalmente al sector pecuario, sin embargo, en Africa y
Asia se destina para la produccion de alimentos como panes, atoles y harinas, asi
como en la produccion de malta diastética y no diastatica destinadas en la produc-
cion de jarabes y bebidas alcohdlicas (Serna-Saldivar, 1996). Se ha reportado que
la cerveza producida a base de sorgo posee beneficios nutricionales debido a que
es una excelente fuente de hierro, magnesio, fésforo y manganeso, ademas de
contener azlcares como fructosa, glucosa, rafinosa y estaquiosa y cuando se mal-

tea el grano, maltosa, maltotriosa e isomaltosa (Elgorashi et al., 2016).

El grano de sorgo es considerado un potencial sustituto en la industria cervecera
debido a que es un cereal que tiene mayor actividad enzimatica reduciendo costos
en la importacion de cebada y otros cereales, sim embargo posee deficiencia de la
enzima B-amilasa siendo una excelente opcion para la produccion de cerveza libre
de gluten dada su baja actividad diastatica (Del Pozo-Insfran et al., 2004) obte-
niendo mostos con mayor porcentaje de glucosa que de maltosa debido a esta de-
ficiencia ya que beta amilasa es una enzima que ataca los enlaces [J 1-4 de libe-
rando unidades de maltosa. Donde el proceso de malteado el crucial para la co-
rrecta activacion de las enzimas y maximizar el rendimiento, siendo los principales
factores que influyen en la germinacion la temperatura y la humedad, donde tem-
peraturas debajo de los 25°C disminuyen el porcentaje de germinacion (Evans et
al., 1961).
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Lupulo. El ltpulo (Humulus lupulus) es una planta trepadora perteneciente a la fa-
milia de las Canabinaceae, nativo de las zonas templadas de América, Europa y
Asia. El lupulo fue adicionado a la cerveza por los monjes en abadias alemanas en
el siglo Xl y debido a su popularidad en 1516 se incluyo en el decreto de ley de
pureza alemana que ordenaba la elaboracion de cerveza solo con cebada, agua y
lGpulo (Sakamoto, 2002), tendencia que rescato y transformo la industria artesanal.
Posee estrobilos conicos y las hojas son parecidas a la de la vid, en los conos verde
claro se encuentran las glandulas de lupulina donde se almacenan las resinas, las
cuales se clasifican en fraccion [ Jy[][J de acuerdo con la su solubilidad en hexano,

asi como aceites esenciales (Hughes y Baxter, 2001).

Los acidos alfa son la fraccion mas importante, presenta 5 isoformas dependiendo
de su cadena lateral: humulona, cohumulona, adhumulona, prehumulona y post-
hummulona los cuales son la principal fuente de amargor en la cerveza, aportando
caracteristicas que reflejan la calidad del producto como el caracter amargo ideal
para balancear el dulzor que aporta la cebada malteada, la estabilidad espumante
y la capacidad antimicrobiana por las resinas, aceites esenciales y polifenoles que
posee (Palmer, 2006; Suzuki et al., 2006). Contribuyen en gran medida en el po-
tencial antioxidante, ya que se ha demostrado que los alfa acidos tienen mayor
habilidad de suprimir radicales libres, mientras que su isomero tiene menor capaci-
dad antioxidante siendo el principal mecanismo por el cual actian los alfa acidos

su accion como quelantes del hierro y removedores de radicales (Kunz et al., 2014).

Por otro lado, la fraccién 3 corresponde a las lupulonas que de acuerdo a su cadena
lateral se clasifican en: colupulona adlupulona, prelupulona y postlupulona. Estos

compuestos son similares a los alfa acidos, pero no tienen aplicacion en la elabo-
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racion de cerveza, tienden a oxidarse durante el hervido del mosto confiriendo sa-
bor poco amargo. Los aceites esenciales presentes en el lUpulo son hidrocarburos
terpénicos, mirceno, humuleno y cariofileno, estos compuestos se encuentras por
debajo del umbral de deteccion por lo que no aportan mucho aroma y sabor (Var-
nam y Sutherland, 1994).

Levadura. Las levaduras son hongos unicelulares que transforman glicidos y ami-
no&cidos en biomasa, dioxido de carbono y alcohol. Las bebidas fermentadas van
de la mano con la historia moderna del hombre, no fue hasta 1890 cuando Luis
Pasteur identificé la levadura como el responsable de la fermentacion. En 1833 Emil
Hansen aisl6 por vez primera una cepa pura de levadura, Saccharomyces carlsber-
gis utilizada para la fermentacion de cervezas Lager y desde entonces se conoce
gue Saccharomyces cerevisiae se utiliza para fermenta las cervezas tipo Ale. En la
elaboracion de cerveza se debe de enfriar el mosto para que los azlcares sean
metabolizados por la levadura S. cerevisiae la cual flocula en la parte alta del reac-
tor a una temperatura de 16°C-18°C mientras que S. carlsbergis flocula en la parte
baja del reactor a una temperatura 6ptima de entre 7°C-13°C dada la disponibilidad

de oxigeno (Hughes y Baxter, 2001; Palmer, 2006).

Una de las estrategias en la produccion de cerveza con bajo contenido de alcohol
es utilizar levadura no convencional como Saccharomycodes ludwigii, una levadura
no Saccharomyces que metaboliza principalmente glucosa, sacarosa y rafinosa y
en menor medida maltosa, formando compuestos como etanol, dioxido de carbono
y compuestos volatiles y no volatines que contribuyen a la composicion quimica y
sensorial de las bebidas que fermentan (Mohammadi et al., 2011). Acorde con lo
reportado por De Francesco et al. (2014), este microorganismo es inhabil para me-
tabolizar maltosa, pero si otros azucares teniendo como inconveniente la formacion

de un mosto azucarado y la produccion de acido lactico como metabolito secunda-
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rio, y se ha reportado que ha condiciones anaerobicas S. ludwigii es capaz de cre-
cer, siguiendo un comportamiento metabdlico similar al reportado en S. cerevisiae
(Estela-Escalante et al., 2011).

Agua. El agua representa mas del 90% de la cerveza, su composicion quimica tiene
gran impacto en el producto final y dependiendo del estilo de cerveza son los re-
querimientos del agua. Gracias a los avances tecnoldgicos podemos conocer la
composicién quimica del agua dependiendo de la region de manufactura que ayuda

a balancear la adicion de sales minerales (Palmer y Kaminski, 2013).

Los principales iones que se deben de considerar son: calcio (Ca2*) que determina
la dureza del agua (50-100 ppm) ademas actia como cofactor al aumentar la acti-
vidad de la enzima alfa amilasa y favorecer la accion de proteasas; magnesio (Mg?*)
influye en menor proporcién en la dureza del agua sin embargo es necesaria para
la fermentacion con niveles éptimos 10-30 ppm; bicarbonato (HCO;™ ) que aumenta
el pH y neutraliza la acidez del mosto en niveles dependiendo del estilo de cerveza
a elaborar (para Pale ale 0-50 ppm, Amber ale 50-150 ppm y Stout o Portes 150-
250 ppm); sulfatos (SOa4-2) acenttan el amargos del lupulo y junto con el Ca*y Mg*
contribuye a la dureza del agua, si los niveles superan las 400 ppm se produciran
sabores indeseados y desagradable; sodios (Na*) ayuda a acentuar los sabores de
la cerveza; cloruro (CI7) aporta sabor suave a bajas concentraciones ya que niveles
por arriba de las 300 ppm aporta sabores similares a medicamento (Palmer y Ka-
minski, 2013).

El pH del agua es otro factor que influye en las caracteristicas de la cerveza, el cual
se ajusta por los iones ya que se requiere de un mosto acido (pH 5.3) para que la
enzima amilasa produzca mayor rendimiento en la extraccion de azucares requeri-

dos en la fermentacion (Palmer, 2014).
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PROCESOS TECNOLOGICOS

Proceso de malteado

El proceso de malteo se divide en tres etapas: remojo, germinacion y secado, que
tienen el objetivo de activar hormonas vegetales que induzcan la formacion de en-
zimas hidroliticas con el fin de obtener malta con la maxima actividad diastatica y
con caracteristicas quimicas particulares, a continuacién, se describen las fases del

proceso de malteado:

Remojo: tiene como objetivo inducir la activacion de hormonas vegetales como
giberelinas y citoquininas para llevar acabo procesos fisioldgicos a través de la hi-
dratacion del grano y a temperaturas entre los 12°C y 16°C hasta que la humedad
del grano aumente hasta aproximadamente 44% (Serna-Saldivar, 1996). Si el re-
Mojo se hace a bajas temperaturas el agua penetrara mas lento, a una temperatura
elevada se favorece el desarrollo y proliferacion de microrganismos (Molina-Cano,
1986) por lo que una rapida hidratacién y germinacion son necesarias para un mal-
teado de buena calidad (Hugs, 1987). Durante esta atapa se debe airear el grano
colocando una piedra difusora con el fin de obtener niveles de oxigeno necesarios

para el proceso de respiracion (Serna-Saldivar, 1996).

Geminacion: tiene como objetivo modificar y sintetizar nuevos compuestos como
enzimas necesarias para transformaciones quimicas como la degradacion de gra-

nulos de almidon que facilitan su sacarificacion, asi como la division celular y el
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crecimiento de la radicula (Serna-Saldivar, 1996). Suele llevarse a cabo a tempe-
raturas de 16°C -20°C y una humedad que debe permanecer al 42%, con agitacion
para la eliminacion de calor y dioxido de carbono generados en la respiracion del

grano (Briggs, 2004)

La combinacion de humedad relativa, oxigeno y temperatura propician que se ac-
tive el embridn e induzca la secrecion de enzimas siendo las primeras que se acti-
van lipasas, beta glucanasas, proteasas, peptidasas, dextrinasas y amilasas. La
actividad enzimatica se evidencia con la aparicion de las raicillas y el crecimiento
del cotileddén, proceso conocido como degradacion, donde las maltas menos degra-
dadas son aquellas donde las raicillas son 1.5 veces la longitud de la cebada siendo
utilizadas para la elaboracion de cervezas Lager, mientras que maltas con mayor
degradacion se emplean para elaborar cervezas Ales cunado el tamafio de la raici-

lla es hasta dos veces la longitud del grano (Briggs, 1998).

Secado-Tostado: este proceso inicia con el secado, donde se disminuye la hume-
dad del grano de 45% a cantidades por debajo del 5% de forma gradual a través
de elevadas temperaturas con el fin de frenar la germinacion y cesar la actividad
enzimatica sin desnaturalizar las enzimas para mantener la actividad durante la
maceracion, donde dependiendo del tiempo y temperatura de secado se obtendra
a) maltas diastaticas (aquellas que han sido secadas a temperaturas proximas a
75°C manteniendo su actividad enzimatica) y b) no distaticas (aquellas que han sido
secadas a temperaturas mayores a 100°C eliminando toda actividad enzimatica)
con una duracion entre 16h y 60h dependiendo del tipo de malta la cual tendra
caracteristicas organolépticas particulares (Henry, 1989). Ademas, el golpe de calor
da lugar a las reacciones quimicas y fisicoquimicas como la reaccion de Maillard y
de caramelizacion producidas por altas temperatura que propician el desdobla-
miento de azucares y aminoacidos dando lugar a la formacion de melanoidinas,

productos aromaticos como piranos, furanos y furanonas (Hugs, 1987; lICA, 1999).
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Fermentacion

Los microorganismos utilizan los carbohidratos presentes en el mosto, bajo condi-
ciones anaerodbicas por medio de la via glucolitica la levadura capta los azUcares y
aminoacidos del mosto formando principalmente dos metabolitos secundarios: di6-
xido de carbono y etanol y energia (ATP) como se ilustra en la siguiente ecuacion

condensada:

CeH1206 + 2 Pi + 2 ADP — 2 CH5-CH,OH + 2 CO, + 2 ATP (1)

Las levaduras producen gran cantidad de compuestos volatiles como alcoholes su-
periores, ésteres y aldehidos, siendo responsables de una gran parte de las carac-
teristicas sensoriales de la cerveza (Hughes y Baxter, 2001). Sin embargo, en las
cervezas con bajo contenido de alcohol hay una considerable pérdida de estos
compuestos debido a los procesos por los que se elaboran las cervezas como fer-

mentaciones incompletas o la evaporizacion.

Existen aproximadamente 1,500 especies de levaduras descritas, sin embargo, es-
timaciones indican que hay alrededor de 669,000 especies aun no descritas. Las
especies mas importantes de levaduras empeladas en la fermentacion son las del
género Saccharomyces agrupadas en el complejo de las Saccharomyces sensu
stricto, las cepas que principalmente se utilizan en la elaboracion de cerveza son:
Saccharomyces cerevisiae para fermentar cervezas ale, donde la levadura opera a
una temperatura entre los 18°C-22°C, y la cepa Saccharomyces pastorianus que se
emplea para fermentar cervezas lager, las cuales requieren temperaturas entre los
8°C-15°C (Briggs, 2004).
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En este trabajo utilizamos una levadura Ale no Saccharomyces llamada Saccha-
romycodes ludwigii, la cual es considerada contaminante en la produccion de bebi-
das fermentadas ya que utiliza rutas metabdlicas comunes para la degradacion de
azucares convirtiéndolos en etanol, dioxido de carbono y compuestos volatiles y no
volatiles que contribuyen a la composicion quimica y sensorial del producto, esta
levadura ha sido estudiada para fermentar bebidas con bajo contenido de alcohol
debido a que el etanol inhibe la viabilidad de las células provocando la disminucion
del contenido de esteroles presentes en la membrana celular afectando el trans-
porte de azUcares, obteniendo bebidas con bajo contenido de alcohol (Escalante et
al., 2011).

Filtracion

El propdsito de la filtracién es aclarar la cerveza, reducir bacterias y levaduras que
se encuentren en la cervezay estabilizar la cerveza por la eliminacion de compues-
tos como polifenoles y proteinas. Siendo los métodos mas utilizados la filtracion
frontal por filtro prensa o filtros Kieselguhr (roca sedimentaria compuesta por restos
fosilizados) o por medio de microfiltracion de flujo cruzado (Jeantet y Perrocheau,
2016).

Pasteurizacion

La produccién de cerveza culmina con el proceso de pasteurizacion térmica cuyo
objetivo es estabilizar la cerveza e incrementar su vida util, sin embargo, este pro-
ceso puede llegar alterar el sabor. La medida de pasteurizacion para la cerveza es

la unidad de pasteurizacién (UP) donde 1 UP equivale a 1 minuto a 60°C, siendo la
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minima pasteurizacion aplicada por cervecerias de 15 UP lo que equivale a 15 mi-
nutos a 60°C lo cual se establecio en funcion de la resistencia térmica de la levadura

en su forma vegetativa (Milani y Silva, 2016).

PROCESO DE ELABORACION DE CERVEZA

El proceso de elaboracion (Figura 3) involucra 5 operaciones esenciales: malteado,
maceracion, aromatizacion, fermentacion y maduracion. A continuacion, se descri-

ben los pasos para elaborar cerveza una vez obtenida la malta.

Molienda: el primer paso en la elaboracién de la cerveza es la molienda del grano,
cuyo objetivo es deshacer la mayor parte posible de B-glucanos de la pared celular
del grano y parte de la fraccion proteica insoluble permitiendo que las enzimas con-
viertan el almidén en sélidos solubles (Hughes y Baxter, 2001). Tradicionalmente la
molienda se realiza con molinos de rodillos y un haz de luz entre los rodillos lo
suficientemente abierto para quebrar el endospermo y no triturar las glumas (Guido
et al., 2007).

Maceracion: la malta molturada se mezcla con agua caliente y se mantiene a una
temperatura de 65°C durante una hora ya que a esta temperatura el almidén de la
malta se gelatiniza haciéndolo mas susceptible a la accién enziméatica de la a-ami-
lasa (hidrolizando los enlaces a 1-4 de la amilosa y amilopectina de manera alea-
toria formando dextrinas no fermentables) y B-amilasa (hidroliza los enlaces a 1-4
hidrolizando los extremos reductores liberando moléculas de maltosa), mientras
que las dextrinasas o pululanasas hidrolizan enlaces a 1-6 y amiloglucosidasa en-
zima exoamilitica que hidroliza enlaces a 1-4 y a 1-6 liberando unidades de glucosa.

Estas enzimas reducen la amilosa a maltosa, maltotriosa y glucosa fermentables
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Figura 3. Esquema del proceso de elaboracion de cerveza artesanal.
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dando lugar a un mosto dulce (Hughes y Baxter, 2001; Barbado, 2003). Posterior-

mente se filtra el mosto y pasa a la olla de hervor.

Lautering y sparge: una vez completado el proceso de macerado, el mosto es
transferido a un tanque para separar el grano gastado el cual sirve como una cama
natural de filtracion, donde el mosto es recirculado con el fin de disminuir la turbidez.
El proceso se lleva a cabo a 65°C-70°C y el grano gastado es asperjado con agua
a 75°C-80°C para diluir los azucares simples que estén atrapado en él. Un defi-
ciente y lento lautering causara pérdidas en el rendimiento de extraccion, asi como
se presentaran problemas de filtracion, sabor y estabilidad ya que afecta la viscosi-
dad del mosto (Hough et al., 1995; Bamforth, 2003; Serna-Saldivar, 2010).

Hervido del mosto o aromatizacién: después de haber obtenido el mosto, este
se aromatiza con ldpulo y se somete a coccién intensa de 1.5h-2.5h, en donde las
altas temperaturas propician que los a-acidos (moléculas responsables del sabor
amargo) se isomerizan formando iso-a-acidos, y sean solubles en agua, se extraen
aceites esenciales con aromas especiados y florales, ademas se esteriliza el mosto,
se coagulan las proteinas, cesa la actividad enzimética y disminuye el pH (Hughes
y Baxter, 2001). Ademas, se llevan a cabo reacciones quimicas como las de
Maillard, reacciones de pardeamiento no enzimatico que involucra complejas trans-
formaciones entre un azucar reductor y un grupo amino dando lugar a compuestos
como melanoidinas que propicia el aumento en el color, sabor y aroma del mosto
(Gorostiaga, 2008) y dependiendo del estilo que se elabora seran las temperaturas
y tiempos de ebullicion, ademas se elimina el agua extra y se evaporan moléculas

gue dan olores indeseados.

Whirpool: después de la coccion se realiza el whirpool, que es un método de se-

paracién que se logra moviendo el mosto de forma circular creando un remolino
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con el fin de que solidos y otras particulas presentes en el mosto se acumulen en
el centro favoreciendo su eliminacién, con ello lograr un enfriado mas rapido y eficaz
(Briggs, 2004).

Enfriado: El mosto aromatizado pasa por un intercambiador de calor de flujo para-
lelo bajando hasta la temperatura de fermentacién (Barbado, 2003), al llegar a los
7°C la proteina se ha insolubilizado, el mosto se vuelve a filtrar antes de pasar al
fermentador (Serna-Saldivar, 1996). Durante el enfriamiento se produce una se-
gunda separacion de sélidos en el mosto, formado principalmente de proteinas,
polifenoles y lipidos (Briggs, 2004).

Fermentacion: la fermentacion alcohdlica es un proceso anaerdbico donde leva-
duras descarboxilan el piruvato obtenido de la ruta Embden-Meyerhof-Parnas en
acetaldehido el cual es reducido a etanol y dioxido de carbono. Una vez terminado
el proceso de fermentacion, la cerveza se deja un periodo de tiempo en reposo
propiciando la decantacion de la mayor parte de los sélidos producidos durante el
proceso fermentativo por lo que se filtra para reducir la turbidez y sélidos microscé-
picos suspendidos como levadura, restos de malta y lupulo (Palmer, 2006; Kim,
2013).

Maduracién: es un periodo de tiempo para que repose la cerveza, este va a de-
pender del tipo de cerveza. En las Lagers suele prolongarse varios meses mientras
que las Ale son periodos de 1-2 meses. El remanente de levadura cataliza la reduc-
cion de compuestos como diacetilo, dioles, dicetonas que pueden dar lugar a sabo-
res y aromas que perjudican la calidad de la cerveza, producen didxido de carbono
gue carbonata la cerveza ademas de que se reducen compuestos volatiles inde-
seados (Hughes y Baxter, 2001; Palmer, 2006).

Filtracion y pasteurizacion: la filtracion propicia la reduccion de turbidez, por lo

general se utilizan filtros formados por fibras de celulosa cubierto con una capada
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de 2mm de diatomea, microalgas compuestas en su mayoria de silice que se en-
cuentran en yacimientos de gran espesor. Una vez filtrada la cerveza pasa a em-
barrilarse o embotellarse, en la macro industria se utiliza la pasteurizacién, proceso
térmico que tienen la finalidad de inactivar las células vegetativas de los microorga-
nismos y aumentar la vida de anaquel del producto garantizando su estabilidad.
Este proceso se lleva a cabo en tuneles de pasteurizacion con zonas de calenta-

miento, retencion y enfriamiento (Briggs, 2004).

Envasado y almacenamiento: el embalaje de la cerveza debe realizarse de ma-
nera higiénica, cuidadosa y efectiva para garantizar que el cliente esté satisfecho
con la calidad, cantidad y legalidad del producto, siendo la botella la mas importante
a nivel mundial, la cual puede ser retornable o no retornable y en general la presen-
tacion suele ser color @mbar, verde o transparente, siendo las ambar las que brin-
dan mayor proteccién a la cerveza contra la foto-oxidacion (reaccién con la luz)
evitando la formacion del compuesto 3-metil-2-buteno-1-tiol que se caracteriza por
un aroma a zorrillo, ademas también las podemos encontrar en lata o barril (Briggs,
2004). Ademas de la exposicion a la luz, es importante evitar que ingrese aire en la
cerveza para evitar reacciones de oxidacion, en producto final el oxigeno disuelto
no debe pasar los 0.2 mg/lo. La temperatura de llenado debe ser 0°C-2°C y el con-
tenido de di6xido de carbono puede ser de 2.1+2.7 volimenes dependiendo si esta
destinada a barril o lata/botella (Briggs, 2004).

La cerveza se deteriora con el tiempo, su vida util puede variar de las 4 a 6 semanas
para cerveza en barril, hasta 52 semanas en cerveza en botella o lata; por lo que
las condiciones de almacenamiento son criticas para mantener la calidad del pro-
ducto. La cerveza filtrada debe ser almacenada a temperaturas por encima de 0°C
ya que temperaturas superiores a los 22°C pueden afectar la estabilidad de la cer-
veza (Briggs, 2004).
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HIPOTESIS

El uso de malta de sorgo y malta de cebada fermentadas de manera individual y en
cocultivo con Saccharomycodes ludwigii y Saccharomyces cerevisiae generaran
una cerveza artesanal tipo ale con bajo contenido de alcohol con cualidades fisico-

quimicas y organolépticas de alta aceptacion para el consumidor.
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OBJETIVOS

General

Elaborar una cerveza artesanal tipo ale con bajo contenido de alcohol eva-

luando sus propiedades quimicas y organolépticas.

Especificos

Realizar la caracterizacion fisico-quimica de las maltas de sorgo y cebada.
Elaborar una cerveza tipo ale con bajo contenido de alcohol utilizando las
maltas de sorgo y fermentandolas con dos diferentes levaduras (Saccha-
romyces cerevisiae y Saccharomycodes ludwigii) de manera individual y el
cocultivo.

Caracterizar el consumo de azucares y la produccion de alcohol en las dife-
rentes cervezas elaboradas a lo largo de la fermentacion.

Evaluar la aceptaciéon del producto por medio de analisis sensorial de las
diversas cervezas elaboradas con malta de sorgo y cebada fermentadas con
dos diferentes levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Saccharomycodes

ludwigii) de manera individual y el cocultivo.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Materias primas y reactivos

Se utilizé grano de sorgo variedad DKS-74 proveniente del estado de Nayarit el cual
fue germinado y secado para obtener la malta de sorgo. Como adjunto se empled
malta de cebada comercial variedad Vienna la cual es utilizada como malta base

aportando colores amarillo-dorado y aroma a pan tostado.

La cepa de levadura que se inocul6 al mosto fue Saccharomycodes ludwigii ya que
se ha reportado que produce niveles bajos de etanol (0.5%), asi como Saccharomy-

ces cerevisiae del proveedor White Labs® San Diego, California.

Los lupulos que se emplearon fueron aquellos con notas citricas, florales y frutales
como: Cascade, Amarillo y Centennial en comprimidos del proveedor Yakima Chief
Hops® provenientes del valle de Yakima, Washington los cuales fueron almacena-

dos en refrigeracion a 4°C.

PRODUCCION DE CERVEZA TIPO ALE CON BAJO CONTENIDO
DE ALCOHOL

Elaboracién de malta de sorgo

Recepcidn y limpieza del grano: los granos de sorgo se limpiaron de forma ma-
nual descartando granos rotos y materia extrafia. Posteriormente se realiz6 un la-

vado con una solucién de agua destilada al 0.2% (v/v) de hipoclorito de sodio por

35



10 minutos con agitacion mecanica, se descartd el agua y se realizé un segundo

lavado con agua estéril.

Remojo: se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Serna-Saldivar (2012) y
Elgorashi et al. (2016) con modificaciones. Los granos de sorgo se colocaron en
agua estéril con 0.01% (v/v) de formaldehido a una temperatura de 28°C+1°C por
24 horas. Se utilizé una bomba de aire (Elite 801) para asegurar condiciones aero-
bicas. Una vez concluido el tiempo, se descart6 el agua y se agregé agua estéril
con 0.2% (v/v) de hipoclorito de sodio por 10 minutos, donde por cada kilogramo de
grano se emplearon 2 litros de solucion de remojo. Concluido el tiempo de remojo

se descarto la solucién de remojo para proseguir con la germinacion.

Germinacion: los granos sanitizados se esparcieron en una charola de germina-
cién previamente sanitizada formando una capara no mayor a 2.5 cm de espesor,
las cuales fueron colocadas en una camara de incubacion (BOD, Sheldon manu-
facturing acturing INC, USA) a una temperatura de 28°C+1°C para el buen desa-
rrollo enzimatico (Djameh et al., 2013), a una humedad relativa del 95% durante
120 horas. Cada 6 horas los granos fueron revueltos manualmente para liberar el
CO, formado durante las reacciones de respiracion y rehidratados con agua estéril
cada 8 horas con el fin de homogenizar la germinacién y prevenir el crecimiento de
hongos y compensar la pérdida de evaporacion. Se tomaron muestras para deter-

minar el porcentaje de germinacion.

Secado: el grano de sorgo germinado se coloco en un horno de conveccion (Elec-
trolux, Suecia) a 50°C por 24 horas. Transcurrido este tiempo, el grano se enfrié a
temperatura ambiente y se almacené en bolsas plasticas autosellables para su pos-

terior molienda y analisis.
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Produccién de mostos

Se elaboraron 3 tipos de mostos por triplicado correspondientes a cada tratamiento
para la produccion de cerveza con bajo contenido de alcohol (Figura 4). Se reali-
zaron a partir de malta de cebada que fue el control, malta de sorgo rojo y malta de
sorgo en combinaciéon con malta de cebada. Los mostos fueron fermentados en
cocultivo por las cepas Saccharomyces cerevisiae y Saccharomycodes ludwigii in-
dividual y en cocultivo, se tomaron muestras a las 0,12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas,
las cuales se colocaron en tubos de 15 mL y se almacenaron en un congelador a -
20°C. La figura 4 muestra el proceso y las condiciones para la elaboracion de mos-

tos.

Proceso de elaboracion de cerveza

Molienda: las maltas de cebada o sorgo fueron trituradas en un molino de rodillos
estriados (3383-L10, Thomas Scientific, Swedesboro, Nueva Jersey. USA), con una
separacion de 0.5 mm entre rodillos. Ambos materiales molturados fueron tamiza-
dos en malla #20 para obtener un tamafio de particula adecuado. Las maltas obte-
nidas fueron guardadas en bolsas plasticas para evitar que aumentara su contenido

de humedad.

Maceracion: Se colocaron 3.5 litros de agua por triplicado en ollas de 5 litros y se
afiadieron 0.21 g/L de cloruro de calcio, posteriormente se elevo la temperatura a
50°C-55°C y se afiadié la malta de cebada para una eficiente hidrdlisis del almidén,
e inicial la accion proteolitica. Después se aumento la temperatura a una velocidad

de calentamiento de 1.5°C por minuto hasta alcanzar los 62°C-65°C por 30 minutos,
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Agua destilada Maceracion Lautering: 2,200 Hervor a 100°C por 60

3,500 mL +0.21 54°C por 30 mL de agua a min
g/L CaCl, + min 70°C Aromatizacion
Cebada: 1,000 g > 62°C por 30 > > 1 g Cascade x 50 min
Sorgo: 1,380 g min Filtracion 1 g Centennial x 30 min
ka 72 °C. nor 30 0.5 ar Amarillo x 5 min

{

Enfriado en bafio de
* agua fria

Maduracién a 4°C Fermentacion a <« Inéculo 1x108 célu-
oor 10 dias €= | 18+2°C por 120 ho- las / mL
ras

Figura 4. Proceso de elaboracion de las cervezas evaluadas en este trabajo experimen-

tal elaboradas con malda de cerbada o sorgo y fermentadas con Saccharomyces cere-
visiae o Saccharomycodes ludwigii.
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temperatura optica de B-amilasa para producir azlcares fermentables. Posterior-
mente se elevo la temperatura a 72°C para la obtencidén de azucares no fermenta-

bles por accion de a-amilasa.

Lauteirng y sparge: culminada la maceracion se agregaron 1.8 L de agua a 70°C al

grano gastado y se ajusto a 12 °Brix. Posteriormente se centrifug6 el mosto a 4,500
rpm (Thermo Scientific SL 16R, USA) por 20 minutos con el fin de separar gomas

y proteina.

Hervor del mosto y aromatizado: se ajustd el volumen del mosto a 3.5 L para dar

inicio al hervor por 60 minutos, para el aromatizado afiadiendo 1 g de lapulo en
pellet Cascade por 50 minutos, 1 g de lupulo Centennial después de 30 minutos y
0.5 g de lapulo Amarillo en los ultimos 5 minutos. Después del hervor se afiadieron
0.5 g de “irish moss” (Super Moss HB®, USA) para la precipitacion de proteinas
que permitié el clarificado del mosto. Finalmente se obtuvo un rendimiento de 3.1
L. El mosto se enfrié en bafio de hielo por 30 minutos, posteriormente se centrifugd
el mosto aromatizado a 4,500 rpm por 20 minutos (Thermo Scientific SL 16R, USA)
y el mosto se colocé en matraces de 2 L para ser pasteurizados 3 unidades en bafio
de agua a 50°C por 15 minutos. Bajo condiciones asépticas y en una campana de
flujo laminar (ESCO LR2-6S2) y se colocaron 300 mL de mosto en los sistemas de

fermentacién (Figura 5) previamente esterilizados.

Fermentaciéon alcohdlica: Para inocular la levadura se realizé un medio de cultivo

liquido con agar YM Difco (USA) previamente esterilizado y se dej6 incubar por 24
horas a 25°C y agitacion a 100 rpm, posteriormente realizé un conteo de células
con camara de Neubauer para determinar el volumen de medio a inocular a los tres
tratamientos. Para ello se realizé una dilucion 1:1,000 para determinar el nimero

de células a partir de la siguiente ecuacién: Células de levadura / mL= # de células
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Figura 5. Sistema de fermentacion formado por las siguientes partes: 1)
matraz Erlenmeyer, 2) tapon de hule, 3) tubo de vidrio, 4) manguera de
silicon, 5) filtro 0.22um, 6) pinza, 7) tapon de hule horadado, 8) valvula de

una sola via.
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x dilucién x 108. Obtenido el resultado se determind el volumen en mililitros a ino-

cular a cada tratamiento a partir de la ecuacion:

(°Brix X mL mosto X 10°células)/mlL

Se inoculo6 la levadura Saccharomycodes ludwigii a dos tratamientos y después de
72 horas se inoculé Saccharomyces cerevisiae al tratamiento con la mezcla de le-
vaduras, ademas se afiadié un dry hop de 0.5 g de lUpulo Amarillo y se tomé una
muestra a las 0, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas para su posterior analisis (lvanov et
al., 2016).

Maduracién: los fermentadores fueron colocados en un cuarto frio a 4°C durante 14
dias para propiciar la clarificacion de la cerveza y la disminucion de productos in-

deseados de la fermentacion.

Embotellado y almacenamiento: finalizado el tiempo de maduracion se realizé una

gasificacion forzada con NO, por 24 horas, posteriormente la cerveza se embotelld

de forma manual, se etiquetd y se almacend a 4°C.

Analisis de la Malta de Sorgo y Malta de Cebada

Contenido de humedad

Se realizé con el método AACC 44-19 de acuerdo con el siguiente protocolo:
Se colocaron charolas de aluminio (volumen total de 30 mL) en una estufa de se-

cado a 105°C hasta que alcanzaran peso constante. Se retiraron las capsulas y se

colocaron en un desecador durante 30 minutos hasta que alcanzaran temperatura
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ambiente (20°C). Se registré el peso de una charola de aluminio, se agregaron
3,000 g de muestra por triplicado y se colocaron en un horno a 105°C por 24 horas.
Transcurrido el tiempo, las charolas fueron colocadas en el desecador, una vez
enfriadas se pesaron en una balanza analitica. La humedad se obtuvo segun la

ecuacion 1:

peso muestra — peso final
%Humedad = x 100 [1]
peso de la muestra

Porcentaje de germinacién del grano

Se realiz6 segun la metodologia descrita por Serna-Saldivar, (2003). Del grano re-
mojado se separaron 100 granos, por triplicado, y se colocaron en una caja de Petri,
las cuales fueron colocadas en una camara de incubacion a una temperatura de
27°C+£1°C a una humedad relativa del 95% por 120 horas. Los granos de agitaron
de manera manual y se asperjaron con agua destilada cada 8 horas.

Una vez concluido el tiempo se contaron los granos germinados y se obtuvo el por-

centaje de germinacién a partir de la ecuacion 2:

%germinacion = (granos totales — granos no germinados)x 100  [2]

Pérdida de materia seca

Se colocaron 50 g de grano remojado en bolsas para germinar previamente tara-

das. Se registro el peso del grano antes de la germinacion y posterior al secado

42



segun el método oficial 925.10 de la AOAC (1990). Se determind el porcentaje de

pérdida de materia seca de acuerdo a la siguiente ecuacion 3:

[Peso del grano-(100-]%humedad)]-[Peso de malta -(100—%humedad)]
[Peso del grano-(100-%humedad)]

%PMS = 3]

Contenido de almidén

Se determind el contenido de almidon total segun el método de la AOAC 996.1

Almidon total para harina de sorgo: Se pesaron 100 mg de muestra en un tubo de

polipropileno, se afadieron 200 pyL de etanol al 80% (v/v) y se mezcld vigorosa-
mente. Inmediatamente se agregaron 3 mL de a-amilasa termoestable y se incub6

en agua hirviendo por 12 minutos, con agitacion a los 4, 8 y 12 minutos.

Posteriormente los tubos fueron colocados en bafio de agua a 50°C, se agregaron
100 uL de Amiloglucosidasa (200 U/mL p-nitrofenil B-amilasa) y se incubé por 30
minutos. Se transfirié la solucion a un matraz volumétrico de 100 mL y se ajusto el
volumen con agua destilada, tomando una alicuota de 10 mL. Se centrifugé (3.000

rpm por 10 minutos) se obtuvo la solucion diluida.

Se tomaron 100 pL de solucion diluida y se colocaron en un tubo de ensayo, se
afiadieron 3 mL de GOPOD (Glucosa oxidasa, peroxidasa y 4-aminoantipyrine) y
se incubd a 50°C por 20 minutos. Al concluir el tiempo se leyé la absorbancia a 510
nm, tomando como control D-glucosa (100 pyL de D-glucosa estandar mas 3 mL de
agente GOPOD).

Almidén total en malta de sorgo y malta de cebada: Se pesaron 100 mg de muestra

en tubos de polipropileno, se afiadieron 5 mL de etanol al 80%, posteriormente se

43



incubd a 85°C por 5 minutos y se homogenizé utilizando un agitador vortex, se
agregaron 5 mL de etanol al 80% y se centrifugd a 3.000 rpm por 10 minutos. Se
descarto el sobrenadante y se afiadieron 10 mL de etanol al 80 % (v/v), se agité en
vortex y los tubos se centrifugaron a 4,000 rpm por 10 minutos. Se descarto el so-
brenadante y se agregaron 3 mL de a-amilasa termoestable en buffer MOPS (50
Mm, pH 7.0). Los tubos (polipropileno) se incubaron en agua hirviendo por 12 mi-
nutos con agitacion con vortex cada 4 min., 8 min. y 12 min. Posteriormente los
tubos se colocaron en bafo de agua a 50°C y se afiadieron 100 uL de Amilogluco-
sidasa (200 U/mL p-nitrofenil B-amilasa), dejando incubar por 30 minutos.

Para la cuantificacion, se transfirid la solucion a un matraz volumétrico de 100 mL
y se ajustd el volumen con agua destilada, tomamos una alicuota de 10 mL y se
centrifugd a 4,000 rpm por 10 minutos obteniendo una solucién diluida. Se transfirid
0.1 mL de solucién diluida y se colocaron en un tubo de ensayo y se agregaron 3
mL de GOPOD (Glucosa oxidasa, peroxidasa y 4-aminoantipyrine) para incubarlos
a 50°C por 20 minutos.

Se determind la absorbancia a 510 nm, tomando como control D-glucosa (100 uL

de D-glucosa estandar mas 3 mL de agente GOPOD).

Contenido de proteina

Se determiné el contenido de proteina por el método Kjeldahl de acuerdo al método
oficial de la AOAC (2001) 2001.11. Se pesaron 0.05 g de sulfato cuprico y 1.90 g
de sulfato de potasio y se colocaron en un matraz Kjeldahl. Después se pes6 0.1 g
de muestra y se colocaron en un papel filtro libre de cenizas, el cual se plego hasta
obtener un tamafio adecuado y se coloc6 en el matraz Kjeldahl.
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*Digestion: se agregaron 3 mL de acido sulfdrico (H,SO,) y los matraces fueron
colocados en un digestor, aumentando la temperatura gradualmente. Se dejo dige-
rir hasta obtener un tono verde turquesa con agitacion mecénica cada 20 minutos
durante 4 h-7 h.

*Destilacién: se tomd un matraz Erlenmeyer de 50 mL el cual se lavé con agua
destilada, alcohol etilico al 70% y agua destilada. Se agregaron 5 mL de indicador
mixto (verde de bromocresol al 0.1% Yy rojo de metilo al 0.1% diluido en alcohol al
95%) y 10 mL de agua destilada, obteniendo una solucién grisacea-purpura trasli-

cida con ello el vaso indicador.

Previamente se preparo el destilador, se agrego el agua suficiente al matraz bola,
se encendi6 el equipo en el numero “8”, hasta que el agua de matraz llegara a su
punto de ebullicion. Se agregaron 10 mL de agua destilada al matraz Kjeldahl post
digestién colocando la muestra en la boquilla del destilador, se abrio la llave de flujo

hasta que la muestra ingres6 a la camara de ebullicion.

Se afiadieron 10 mL de hidréxido de sodio (NaOH) y se abrio la valvula para que la
solucion ingresara a la camara de ebullicién hasta que la mezcla cambié a un color
café. Se colocé el vaso indicador en la salida del condensador, la muestra de dejo
destilar por 5 minutos obteniendo una solucion verde esmeralda. Finalmente se

limpio el destilador con dos lavados de agua destilada y uno de &cido acético.

*Titulacion: se llend una bureta de 50 mL con &cido clorhidrico (HCI 0.02 N), se
registré el volumen inicial. Se colocé el vaso indicador para dar inicio a la titulacion

por goteo con una bureta y con agitacion mecanica, el vaso indicador cambio a un
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verde traslucido, finalmente la Gltima gota generd una coloracion grisadcea-purpura,

siendo éste nuestro punto de vire.

Se calculd el porcentaje de N, de acuerdo a la siguiente ecuacion 4:

%Nitrogeno = (mL HCL) * (N HCL) * (Peso atomico N) [4]
* 100/(mg muestra)

El porcentaje de proteina se obtuvo de acuerdo a la siguiente ecuacion 5:

%Proteina = (% Nitrégeno) * factor de conversiéon [5]

Factor de conversion sorgo: 6.25

Factor de conversion cebada: 5.83

Actividad Enzimatica (a- Amilasa, B- Amilasay Amiloglucosidasa)

Se determind a actividad enzimatica de grano de sorgo, asi como del sorgo obte-
nido después del proceso de malteado, con el fin de corroborar que las condiciones
obtenidas estén dentro de los parametros establecidos. Se analiz6 la malta de ce-
bada se analizé por el método correspondiente a maltas. A continuacion, se descri-

ben los protocolos para el andlisis de harina y malta.

Determinacion de a-amilasa para harina de sorgo: Se determind la actividad de a-

amilasa siguiendo el método Ceralpha oficial de la AOAC (2002) 2002.01 utilizando
el kit K-CERA 02/17 de Megazyme®.
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Se peso 3 g de harina de sorgo en un tubo de polipropileno y se afiadieron 20 mL
de solucion Buffer (1 M malato de sodio, 1 M cloruro de sodio, 40 mM cloruro de
calcio y 0.1% de azida de sodio, pH 5.4). Se homogeniz6 la mezcla y se dejé repo-
sar por 20 minutos en un bafio de agua a 40°C y se centrifug6 (1.000 g - 10 minu-

tos), obteniendo el extracto enzimatico.

Posteriormente se colocaron 0.2 mL de sustrato (p-nitrofenil maltoheptosido y a-
amilasa termoestable) en un tubo de ensayo y se pre incub6 a 40°C por 5 minutos.
Al tubo pre incubado se afiadieron 0.2 mL de extracto enziméatico, se incubo por 20
minutos y se detuvo la reaccion agregando 3 mL de fosfato trisédico al 1%, pH 11.
Se determind la absorbancia a 400 nm en un espectrofotometro (DU800; Beckman

Coulter Brea, CA) y los resultados fueron comparados con un control utilizando la

ecuacion 6:
U Ustd Amtra
— = Astd T+F [6]
T*F
Donde:

e Ustd= Unidades de a-amilasa del estandar

e Astd= Absorbancia del estdndar — Absorbancia blanco

e Amtra= Absorbancia de la muestra — Absorbancia del blanco
e T=Tiempo de reaccion

e F= Factor de dilucion.

Determinacién de a-amilasa para malta de sorgo y malta de cebada

Se pesaron 0.5 g de malta de sorgo y cebada y se colocaron en un matraz volumé-

trico de 100 mL, se afnadid una solucién al 1% de cloruro de sodio mas 0.02% de
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cloruro de calcio y se ajust6 el volumen. La mezcla se homogenizé y se incub6 a
temperatura ambiente por 20 minutos. Tras el tiempo de incubacion, se tomo una
alicuota de 7 mL, se colocé en un tubo de polipropileno, posteriormente se centri-
fugo la mezcla (1.000 g-10 minutos). Se tomo una alicuota 0.5 mL del extracto en-
zimatico y se afiadieron 9.5 mL de solucion Buffer (1 M malato de sodio, 1 M cloruro
de sodio, 40 mM cloruro de calcio y 0.1% de azida de sodio, pH 5.4) obteniendo el

extracto enzimatico.

Se colocaron 200 yL del sustrato (p-nitrofenil maltoheptosido y a-amilasa termoes-
table) en un tubo de ensayo y se pre incubé a 40°C por 5 minutos, después se
colocaron 200 uL de extracto enzimatico y se incub6 por 10 minutos. Posterior-
mente se detuvo la reaccion agregando 3 mL de fosfato trisédico al 1%, pH 11. Se
determind la absorbancia a 400 nm en un espectrofotémetro (DU800; Beckman
Coulter Brea, CA) y los resultados fueron comparados con un control utilizando la

ecuacion 7:

U Ustd Amtra

- = * 7
Astd T+F [ ]
T+F

Donde:

e Ustd= Unidades de a-amilasa del estandar

e Astd= Absorbancia del estandar — Absorbancia blanco

e Amtra= Absorbancia de la muestra — Absorbancia del blanco
e T=Tiempo de reaccion

e F= Factor de dilucion
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Determinacién de B-amilasa para malta de sorgo y malta de cebada

Se determiné la actividad de B-amilasa segun el método enziméatico K-Beta 05/18

de Megazyme® de acuerdo al siguiente protocolo:

Se pesaron 0.5 g de muestra (harina de sorgo, malta de sorgo y malta de cebada)
en un tubo de polipropileno de 15 mL. Se afiadieron 5.0 mL de solucién Buffer A
(Tris/HCL 1 M pH8, EDTA 20 mM y 0.02% de azida de sodio) y se dejo incubar por
60 minutos a temperatura ambiente con agitacién cada 15 minutos. Posteriormente
se centrifugd (2.000 g por 10 minutos) obteniendo el extracto enzimatico. Se tomo
una alicuota de 200 pL del extracto enzimatico, se colocé en un tubo de ensayo y
se afadieron 4.0 mL de solucion Buffer B (MES 1 M, pH 6.2, EDTA 20 mM, BSA 10
mg/mL y 0.10% de azida de sodio, mas 0.88 g de HCL cisteina, pH 8).

Posteriormente se agregaron 200 uL del sustrato (p-nitrofenil-B-D-maltotriosa y -
glucosidasa (50 U)) en un tubo de ensayo y se pre incub6 a 40°C por 5 minutos.
Después se anadieron 200 pL de extracto enzimatico, se agitoé vigorosamente y se
incubo por 10 minutos a 40°C. La reaccién se detuvo agregando 3 mL de Trizma
base (1% p/v, pH 8.5). Se determiné la absorbancia a 400 nm en un espectrofoté-
metro (DU8B00; Beckman Coulter Brea, CA) y los resultados de actividad de 3-ami-

lasa se obtuvieron multiplicando la absorbancia por 19.72.

Determinacion de Amiloglucosidasa
Se determind la actividad de amiloglucosidasa empleando el Kit R-AMGR3 11/13

usando p-nitrophenyl y B-masltoside de Megazyme® de acuerdo al siguiente proto-
colo:
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Se pesaron 100 mg de harina de sorgo, malta de sorgo y malta de cebada en tubos
de polipropileno de 15 mL. Se afadieron 900 uL de Buffer (acetato de sodio glacial
1.05g/mL, pH 4.4y 1M de NaOH) y se incubo a 40°C por 5 minutos. Posteriormente
se centrifugd (a 1,000 g por 3 minutos) obteniendo el extracto enzimético. Se agre-
garon 200 pL del sustrato (p-nitrofenil-B-maltotriosa y p-glucosidasa (5 U/mL)) en
un tubo de ensayo y se pre incubo6 a 40°C por 5 minutos. Al tubo pre incubado se
colocaron 200 uL de extracto enzimatico, se agito vigorosamente y se dejo incubar
por 10 minutos a 40°C. La reaccion se detuvo agregando 3 mL de Trizma base (2%
p/v, pH 8.5).

Se determind la absorbancia a 400 nm. La actividad de amiloglucosidasa se obtuvo
de acuerdo a la siguiente ecuacion 8:

U Amtra 3.4 1 . Ly
v_ * == x — x dilucién [8]
g 10 0.2 18.1

Donde:
e Amtra= Absorbancia de la muestra a 400 nm
e 10=tiempo de incubacién
e 3.4=volumen final del ensayo
e 0.2=volumen del extracto enzimatico

e 18.1= absortividad molar

Perfil reologico de los almidones de las maltas

Para determinar la viscosidad en solucion de las muestras de malta se empled un

Viscoamilografo Rapido (RVA) de acuerdo al siguiente protocolo:
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Utilizando el software del RVA y con base al porcentaje de humedad obtenido pre-
viamente se determind la cantidad de sdlidos y agua necesaria para cada muestra.
En una cépsula de aluminio utilizada para la determinacion en el RVA se pesaron
3.27 g £0.01 g de harina de sorgo, 2.81 g+0.01 g de malta de sorgo y 3.11 g+0.01
g de malta de cebada en base a la humedad de cada una de las muestras, se
afiadié agua destilada llegando a un peso de 28 g. Se colocé la muestra en el
equipo a una temperatura de 50°C la cual se mantuvo por 2 minutos con agitacion
de 960 rpm los primeros 10 segundos y a 160 rpm por 12.50 minutos.

Posteriormente se inicié un aumento de temperatura de 13°C/minuto hasta llegar a
los 90°C, manteniendo esta temperatura por 3 minutos. Posteriormente se dismi-
nuyo la temperatura 13°C/minuto hasta llegar a los 05°C, temperatura que se man-
tuvo por 5 minutos obteniendo los valores de viscosidad (cP) y el término del anali-
sis. Se grafico el perfil de viscosidad con respecto al tiempo y el perfil de tempera-
tura para determinar los principales picos que indican la temperatura de gelatiniza-

cion de los granulos de almidon.

Analisis de Mostos y Cervezas

Se tomaron muestras de los mostos dulces posterior a su ajuste a 12 °Brix por
triplicado, a los cuales se realizaron la determinacion de pH, grados plato, alfa

amino nitrogeno libre, color y perfil de aztcares fermentables por HPLC.

Para el analisis de las cervezas se tomaron muestras a las 12, 24, 48, 72, 96 y 120

horas de fermentacion. Las determinaciones que se realizaron a la cerveza fueron:
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color, turbidez, grados plato, pH, unidades de amargos, perfil de azucares fermen-
tables y etanol por HPLC y alfa amino nitrégeno libre por cromatografo de gases

acoplado a un detector de ionizacion en flama.

Evaluacion de grados plato

El refractdbmetro nos determina los grados Brix del mosto (cerveceria los denomina
grados plato), para ello se utilizé un refractometro digital ATAGO PR-32a (Brix 0-
32%), donde se colocé una gota de mosto a 25°C. El equipo se tar6é en cero utili-

zando agua desionizada tipo |l

pH

Se determind de la concentracion de iones de hidrégeno con un potenciémetro
(Orion Research Inc. modelo 8005) previamente calibrado con dos estandares de
pH 4.0 y 7.0. Se midi6 el pH de las muestras de mosto dulce y se midio cada 24
horas para las fermentaciones hasta las 120 horas de fermentacion.

Amino nitrogeno libre (AAN)

Se determiné el contenido de alfa amino nitrégeno (AAN) de acuerdo con método
de la AOAC (1990) 945.30 mediando una reaccion con ninhidrina. Para ello la
muestra fue centrifugada a 4,500 rpm por 10 minutos (Thermo Scientific SL 16R),
se tomo una alicuota para hacer una dilucion 1:100 para mosto y 1:50 para cerveza.

Se tomaron 2 mL de muestra por triplicado y se colocaron en un tubo de ensayo y
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se afadio 1 mL de reactivo de ninhidrina (3.96 g de Na,HPO,, 6 g KH,PO,, 0.5 g
indiatitriona, 0.3 g de fructosa aforado en 100 mL de agua) y se colocaron en bafio
de agua hirviendo por 16 minutos, concluido el tiempo los tubos fueron colocados
en bafio de agua a 20°C por 20 minutos o hasta alcanzar temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron 5 mL de solucién de dilucién (2 g KIO;, 400 mL de

etanol absoluto y 600 mL de agua).

Se determiné la absorbancia a 570 nm en un lapso no mayor a 30 minutos. Se
siguié el mismo procedimiento para el blanco tomando agua y para el estandar se
utilizé solucién de trabajo de glicina (107.2 mg de glicina aforados en 100 mL de

agua destilada) se tom6 un 1 mL aforada en 100 mL de agua destilada.

Se determind el contenido de alfa amino nitrégeno de acuerdo a la siguiente ecua-

cion:

m AAbs mtrax2xdilucon
FAN (—g) = 9]
L AADs str

Donde:
AAbs mtra= promedio de la absorbancia de la muestra

AAbs str= promedio de la absorbancia del patrén glicina

Azlcares fermentables y etanol por HPLC

Se determind la concentracién de glucosa, maltosa y maltotriosa en mosto y cer-
veza, asi como el contenido de etanol por medio de una cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC, Breeze HPLC, Waters, Milford, MA, USA) acoplado a un de-
tector de indice de refraccion (Waters 2414). La muestra se centrifugo a 4,500 rpm
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por 10 minutos, posteriormente se utilizé un filtro (VWR) politetrafluoroetileno con
poros de 0.22 uym de porosidad y se colocé 1 mL en un vial para HPLC de borosili-
cato marca VWR para cada muestra a analizar. Se utilizé6 una columna de separa-
ciébn Shodex SH1101 a 60°C (Showa Denko American, N.Y., U.S.A) y una fase mo-
vil de acido sulfarico 5 mM con un flujo de 0.6 mL/min.

Color y turbidez de la cerveza

La determinacion del color se realizo siguiendo la metodologia de la AOAC (1990)
976.08. Las muestras fueron centrifugadas a 5,000 rpm por 15 minutos, se tomoé 1
mL y se coloco en una celda de 10 mm, se ley6 la absorbancia en un espectrofoté-
metro Synergy HT (Bio-Tek) a 430 nm. Las unidades de °EBC de color se obtuvie-

ron a partir de la siguiente formula:

°EBC = 25 x A430 [10]

La turbidez se la muestra se comprueba a través de la medicién de la absorbancia

a 700 nm, esta se clasifica como turbia si la absorbancia es <0.039 x 430 nm.

Unidades de amargor

Se realiz6 siguiendo la metodologia de la American Society of Brewing Chemists
ASBC beer-23. Se colocaron 7.5 ml de muestra en tubos de polipropileno de 50 mL
y se afladieron 1 mL de HCL 3 Ny 7.5 mL de iso-octano y se agita por 30 minutos
para posteriormente ser centrifugado a 5,000 rpm por 20 minutos, se toman 5 mL
de sobrenadante y se colocaron en una probeta de 25 ml y se afiadieron 5 mL de

metanol acido (6.8 mL de metanol, 3.2 mL de HCI 3 N) agitandolo cuidadosamente.
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Se tomaron 2.5 mL de sobrenadante y se colocaron en un matraz volumétrico de
20 ml ajustando el volumen con metanol alcalino (1 mL NaOH con 500 mL de me-
tanol). Posteriormente se determind la absorbancia en un espectrofotometro Sy-
nergy HT (Bio-Tek) a 275 nm y se compardé contra un blanco de iso-octano (2.5 Ml
de iso-octano aforado a un volumen de 25 mL con metanol alcalino). Los resultados

fueron calculados respecto a la siguiente ecuacion 11y 12:

Unidades de amargo en cerveza: Absorbancia 275 nm x 50 [11]

Unidades de amargor en mosto: Absorbancia 275 nm x 100 [12]

Evaluacién sensorial

Se seleccionaron al azar un total de 27 panelistas (10 mujeres, 15 hombres y 2 no
especificado) en un rango de edad de 19 a 33 afios del Centro de Biotecnologia
FEMSA del Instituto Tecnoldgico y Estudios superiores de Monterrey para evaluar
caracteristicas de olor, color, sabor y apariencia general de los tratamientos eva-
luados en una escala hedoénica de 5 puntos donde (1 - me desagrada mucho, 2 -
me desagrada, 3 - no me gusta ni me disgusta, 4 - me gusta, 5 - me gusta mucho),
con la finalidad de que el consumidor valore el grado de satisfaccion general que le

produce las cervezas con bajo contenido de alcohol producidos en este trabajo.

Disefio experimental

Se realizaron 9 tratamientos por triplicado que corresponden al disefio experimental
factorial 32, con la interaccion entre dos factores con tres niveles cada uno como

se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Disefio experimental de los factores considerados para la

elaboracion de cervezas con malta de cebada o de sorgo fermen-

tadas con Saccharomyces cerevisiae 0 Saccharomycodes ludwigii

individualmente o en cocultivo.

Factor 1 Factor 2 Tratamiento

Malta de cebada Saccharomyces MC+SL

(MC) cerevisiae (SC) MC+SC
MC+SC+SL

Malta de sorgo Saccharomycodes MS+SL

(MS) ludwigii (SL) MS+SC
MS+SC+SL

Malta de cebada S. cerevisiae + S. MC+MS+SL

+ Maltade sorgo ludwigii (SC +SL) MC+MS+SC

(MC+MS) MC+MS+SC+SL
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Analisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza ANOVA juntos con las pruebas de normalidad
para determinar si alguno de los tratamientos de cerveza con bajo contenido de
alcohol es significativamente diferente a las cervezas control. Para la comparacion
multiple de medias se realiz6 una prueba de Tukey (p<0.05). El andlisis estadistico
se realiz6 con el software R statistics 2015.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de la Malta de Sorgo y Malta de Cebada

Capacidad de Germinacion y Pérdida de Peso Seco

La capacidad de germinacion de los granos es una de las principales cualidades
gue indican la calidad fisiologica de los granos (Desai, 2002); aquellos granos cuyo
porcentaje de germinacion sea mayor del 90% son deseables para la produccion
de malta (Serna-Saldivar, 2013). Para los granos de sorgo se obtuvo un porcentaje
de germinacién del 88%, sin embargo, después de haber modificado la limpieza y
sanitizacion del grano de sorgo incrementandose en un 2% el porcentaje de germi-
nacion, esto pudo deberse a que hubo un reblandamiento del pericarpio provo-
cando mayor absorcion de agua. La base para el ablandamiento del pericarpio es
de origen fisioldgico, debido al incremento de los espacios intercelulares que propi-
cian el ablandamiento de las paredes celulares (Morin, 1980), una manera de in-
crementar la capacidad germinativa es aplicando sustancias quimicas. Asi mismo,
Herrera et al., (2011) reportan que semillas embebidas en agua con sustancias qui-

micas incrementa el porcentaje de plantulas.

Se obtuvo una pérdida de materia seca del 9% después de 120 horas de germina-
cion del grano de sorgo, valor cercano a lo publicado por Espinosa-Ramirez et al.
(2013) que reportd un 10.1% de pérdida de materia seca para sorgo rojo. El pro-
ceso de malteado se divide en tres etapas: remojo, germinacion y secado cuyo
objetivo es obtener el mayor porcentaje de germinacion, incrementar la actividad

diastatica con la pérdida minima de materia seca. De acuerdo con Gémez (1997),
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maltas cuya pérdida de materia seca sea mayor al 25% se consideran maltas defi-
cientes debido a que la humedad presente en el grano ocasiona que las reacciones
al interior de grano continten reduciendo la calidad de la malta, ademas de ser mas
propensa a la contaminacion por microorganismos. El resultado obtenido en esta
tesis fue adecuado, una baja pérdida en peso seco del sorgo nos dio una malta

Optima para la fabricacion de cerveza segun la bibliografia citada.

Composicion quimica de las maltas

En la Tabla 5 se muestra los valores obtenidos de humedad, almidén y proteina
obtenidos para el grano de sorgo, malta de sorgo y malta de cebada. El contenido
de humedad es un buen indicador de la calidad del manejo y almacenamiento del
grano, siendo el rango maximo de humedad 11.5%-13.5% acorde a la NMX-FF-
043-SCFI-2003. En general, para cereales se considera como humedad critica
cuando el grano tiene una humedad mayor al 14%, un contenido inferior implica
menor gasto en el manejo y menor susceptibilidad al deterioro (Lopez et al. 2007).
Las humedades obtenidas en los tres diferentes tipos de maltas tuvieron diferencias
significativas. Se obtuvo una humedad del 8.26% para el grano de sorgo, mientras
gue para la malta de sorgo se obtuvo 4.06%. La disminucion del contenido de hu-
medad en la malta de sorgo se puedo deber a que durante el proceso de malteado
el grano es secado con el fin de que la actividad enzimatica cese garantizando asi
la conservacion del almidon restante. Este mismo comportamiento se observo en
la malta de cebada comercial viena que obtuvo un porcentaje del 3.5% de hume-
dad. De acuerdo con Briggs (2004), el contenido recomendado de humedad de las
maltas utilizadas en la elaboracion de cerveza puede estar en un rango de 1.5%-
6%. Este mismo comportamiento se observo en la malta de cebada comercial viena

empleada como control ya que obtuvo un porcentaje del 3.5%.
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Tabla 5. Composicion de humedad, proteina y almidén de sorgo, malta de sorgo y

malta de cebada. *

Muestra Humedad (%) Proteina! (%) Almidoént (%)
Grano 8.26+0.05a 12.13+0.20a 60.61+£0.04a
Sorgo
Malta de sorgo? 4.06+0.01b 11.72+0.17b 37.15+0.02¢c
Malta de cebada3 3.5+0.02c 8.32+0.1c 52.69+0.01b

valores referidos en base seca.

2Factor de conversion sorgo: 6.25.

3Factor de conversion cebada: 5.83.

*Letras diferentes entre los valores de la misma columna significa que fueron significati-
vamente diferentes (P<0.05).
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Si bien, el contenido de humedad debe ser relativamente bajo, no existe un porcen-
taje especifico para la malta pudiendo deberse a los procesos tecnoldgicos a la que
es sometido con la finalidad de obtener variedades con caracteristicas organolépti-
cas particulares, sin embargo, Briggs (2004) propone que el contenido de humedad
optimo de las maltas utilizadas en la elaboracién de cerveza debe de estar en un
rango de 1.5-6%.

Por otro lado, durante la germinacion, la proteina y el almidon de los granos mal-
teados sufren cambios cualitativos y cuantitativos (Subramanian,1992). El proceso
de germinado incrementa las propiedades funcionales y nutricionales de los granos,
factores como el contenido de humedad, la temperatura y tiempo de germinacion
tienen un efecto impacto sobre la calidad de la malta (Hassini et al., 2013). EIl con-
tenido de proteina entre el sorgo y las dos maltas fueron significativamente diferen-
tes. El porcentaje de proteina en el grano de sorgo y malta de sorgo fue de
12.13%+0.20% y 11.72%+0.17% respectivamente. Estos valores fueron similares
a lo reportado por Espinosa-Ramirez et al. (2013) y Bekele (2016) (11.02% vy
11.87% respectivamente). Asimismo, estos valores estan dentro de los parametros
reportados por Serna-Saldivar, 2013, con un valor promedio de proteina del 11%
en el sorgo y 11.5% para cebada. El contenido de proteina del grano de sorgo debe
ser de 8-11% para una efectiva protedlisis durante el malteado (Bekele et al., 2011).
El contenido de proteina de la malta es esencial ya que, durante la maceracion, la
hidrdlisis de las proteinas provee amino nitrogeno libre necesarios para el desarrollo
de la levadura, ademas de ayudar en la formacion y estabilidad de la espuma, sin
embargo, hay ciertos tipos de proteinas que pueden influenciar de manera negativa
a la cerveza al propiciar la formacion de turbidez (Barth, 2013). Es bien sabido que
toda la proteina que forma turbidez en la cerveza provine de la malta, siendo aque-

llas proteinas con residuos del aminoacido prolina las mas susceptibles a causar
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turbidez. En la cerveza, la turbidez surge de la formacién de complejos ente protei-
nas y polifenoles durante el almacenamiento de la cerveza. Estos polifenoles, lla-
mados flavonoides, pueden polimerizarse y oxidarse ain mas para producir polife-
noles condensados o taninos, los cuales se unen por enlaces de hidrogeno a través
de una serie de proteinas para formar turbidez reversible, esta se forma alrededor
de 0°C y se vuelve a disolver cuando la cerveza se calienta a 15°C. Sin embargo,
a mayor almacenamiento, se pueden forman fuertes enlaces entre taninos y protei-
nas que la turbidez formada es permanente e irreversible, donde la velocidad a la
que se forma la turbidez y su grado depende de las materias primas empleadas y

de las condiciones del proceso (Briggs, 2004).

El contenido de almidon del grano de sorgo rojo utilizado para maltear fue de
57.94%+0.01% estuvo un poco abajo de los parametros reportados por Espinosa-
Ramirez et al., (2013) y Garzon et al. (2016) encontrandose en un rango del 60%-
78%. El contenido de almidén de la malta de sorgo fue de 37.15%+0.02%, respecto
al grano de sorgo el contenido de almidon disminuy6 un 9% después de 120 horas
de germinacion. De acuerdo con Briggs (1998) el contenido de almidén posterior al
malteado del sorgo disminuye hasta un 10%, siendo muy similar a lo reportado para
la malta de sorgo utilizada en esta investigacion. El contenido de almidén de la
malta de cebada fue de 52.69%=0.01%, Patindol et al. (2012) reporta un porcentaje
de almidén para malta de cebada del 58%-60%, mientras que Yu et al. (2018) re-
portan un porcentaje de almidén para malta pale de 56.6%z+1.3%, valor cercano a
lo obtenido en este trabajo. El decremento en los compuestos de los granos durante
el proceso de malteado se debe a los cambios fisicoquimicos que ocurren durante
la germinacion ya que las giberilinas inducen el crecimiento del embrion y la plantula
al estimular la produccién de enzimas que actlan sobre estos compuestos obte-

niendo nutrientes necesarios para el desarrollo del embridon (Garcia et al., 1993).
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El alImidon es el principal componente en el grano de sorgo el cual sufre modifica-
ciones durante el malteado que van disminuyendo a medida que progresa la ger-
minacion, ya que durante la germinacion el almidén es hidrolizado por enzimas para
formar compuestos necesarios para el desarrollo de estructuras vegetales como
raicillas y plumula (Subramanian et al., 1997). El contenido de almidén de la malta
es una de las caracteristicas mas importantes a considerar en la produccion de
cerveza, ya que la hidrolisis durante la maceracion dara como resultado la obten-
cién de azucares sencillos asimilables por la levadura que seran transformados en

etanol y dioxido de carbono durante la fermentacion (Serna-Saldivar, 2013).

Actividad enzimatica de las maltas de sorgo y cebada

La actividad amilolitica considerada como la suma de la actividad de a y  amilasas
se reporta en la Tabla 6. Ambas maltas tuvieron diferencias significativas en la can-
tidad de enzimas cuantificadas. La actividad de a amilasa de la malta de sorgo fue
de 61.43+0.27 CU/g y de la malta de cebada de 263.93+1.12 CU/g. Cuong (2017)
reporta un rango de valores de 88.1 a 165 CU/g para a-amilasa para malta de sorgo
y un contenido maximo de 335 Cu/g a-amilasa para la malta de cebada. Asi mismo,
Espinosa-Ramirez et al. (2013) reporta 58.6 CU/g y 200.2 CU/g respectivamente.
Por otro lado, el contenido de 3 -amilasa de la malta sorgo fue de 1.97+0.35 U/g y
de 19.43+1.25 U/g para la malta de cebada. Cuong, (2017) reporta un rango de 2.6
a 3.7 U/g de J-amilasa para la malta de sorgo y 21.5 U/g para B-amilasa para malta
de cebada, mientras que Espinosa-Ramirez et al. (2013) reporta 1.2 U/gy 21.2 U/g
respectivamente; los valores de enzimas reportadas son comparables con los ob-
tenido es este trabajo. La baja actividad de B-amilasa que presento el grano de
sorgo ha sido ampliamente reportada ya que representa un problema en el incre-
mento de la viscosidad y en la obtencién de azucares fermentables (Hassini et al.,

2013). Sin embargo, el bajo rendimiento de estos azucares (maltosa
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Tabla 6. Comparacion de las actividades de a y amilasa de la
malta de sorgo y cebada. *

Tipo de malta a- amilasa p - amilasa
(CU/g)! (U/g)?

Sorgo 61.43+0.27b 1.97+0.35b

Cebada 263.93+1.12a 19.43+1.25a

1Unidades ceralfa por gramo

2 Unidades por gramo

*Letras diferentes entre los valores de la misma columna significa que
fueron significativamente diferentes (P<0.05).
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especialmente) podria favorecer la baja produccion de etanol. Esta enzima es de
suma importancia al mediar el proceso de sacarificacion al hidrolizar dextrinas li-
neales de alto peso molecular en azlcares sencillos como maltosa, maltotriosa y
glucosa que la levadura puede metabolizar en etanol y diéxido de carbono (Espi-
nosa-Ramirez, 2013).

Uno de los principales objetivos del malteado es aumentar la actividad amilolitica
sin desnaturalizarla, dada por la suma de a-amilasa y -amilasa. Se ha reportado
que el aumento de la temperaturay el tiempo de germinacion mejora las actividades
de las enzimas enddgenas presentes en el grano, una germinacion de 5 dias y a
una temperatura de 30°C exhiben mejores caracteristicas de malteado en funcién
de la condicién de remojo (Elgorashi et al., 2016), estos parametros fueron los que
se emplearon en esta investigacion para germinar el grano de sorgo. Es bien cono-
cido que uno de los principales problemas de utilizar malta de sorgo en la produc-
cion de cerveza es falta de enzimas desarrolladas durante la germinacién en com-

paracion de la cebada (Aniche et al., 1990).

Perfil reoldgico de los almidones de las maltas

La alta viscosidad de alimentos preparados a partir de cereales se debe a la pre-
sencia de almidon y proteinas, donde el almidén absorbe agua promoviendo la ge-
latinizacion. Sin embargo, el uso de maltas disminuye la viscosidad debido a que,
durante el proceso de malteado, en la germinacion se producen y activan enzimas
amiloliticas que actian sobre almidon reduciendo su capacidad de retencién de
agua y alterando sus propiedades (Kulkarni et al., 1991). La velocidad maxima de
la suspension de almidon calentada con agua se suscita cuando la mayor parte del
hinchamiento de los granulos ha concluido, dando como respuesta un incremento
en la viscosidad (Aluge et al., 2016). Los resultados obtenidos para la harina de

sorgo, malta de sorgo y malta de cebada se presenta en la Figura 6 y Figura 7. La
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Analisis de Viscosidad
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Figura 6-7. Resultados del analisis de viscosidad por RVAYy el efecto del proceso

de malteado sobre la baja viscosidad de la malta de sorgo y malta de cebada.
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harina del grano de sorgo presento la viscosidad méas alta comparado con las hari-
nas de malta de sorgo y malta de cebada, debido a que los granos no sufrieron
cambios quimicos mediados por el proceso de malteado, los granulos de almidon
no sufren modificaciones manteniendo su estructura, ademas de que el grano de
sorgo no se encuentra recubierto por glumas, como la cebada, donde su contenido
de almidén es mayor requiriendo temperaturas mas altas para su gelatinizacion
(Vermerris, 2008). Otro factor son las caracteristicas quimicas y fisicas del sorgo
que afectan la lenta e incompleta sacarificacién del grano, asi como la hidrélisis del
almidon que suele ser problemética debido a la elevada temperatura de gelatiniza-
cion y la alta viscosidad de la solucion de almidén, la cual inicia alrededor de los
75°C, alcanzando su viscosidad maxima alrededor de los 85°C, temperaturas que

exceden la termorresistencia de las enzimas amiloliticas (Dufour et al., 1992).

Con respecto a las maltas, la temperatura de gelatinizacion de la malta de sorgo
fue 1.12 veces mayor que la malta de cebada. Etokakpan y Palmer (1990) reportan
que hay una relacion directa entre la degradacion de la pared celular y los cambios
de viscosidad durante el malteado de sorgo y cebada, ocasionando que esta se vea
afectada; también por la diferencia fisiolégica entre la malta de cebada ya que el
grano de sorgo es un grano descubierto y no posee una cascara (glumas) como la
cebada, causando que la gelatinizacién del almidén sea a mayor temperatura (Yi et
al., 2017). Como hemos indicado, las maltas sufren cambios quimicos durante las
etapas del malteado ocasionado una considerable reduccion en la viscosidad, com-
parado con la cebada, principal grano empleado en la industria cervecera, el sorgo
tiene una temperatura de gelatinizacion mas elevada pudiendo ocasionar la desac-
tivacion de las enzimas en la malta de sorgo (Lyumugabe et al., 2012), por lo que a
grande escala seria menos costeable y energéticamente desfavorable maltear

sorgo que cebada.
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Anadlisis de Mostos y Cervezas con Bajo Contenido de Alcohol

Se elaboraron nueve tratamientos teniendo como control el mosto producido con
100% malta de cebada y fermentado con la cepa Saccharomyces cerevisiae. En la
Tabla 7 se muestran los resultados de °Brix, pH y volumen obtenido en los mostos
elaborados. Los mostos elaborados con malta de sorgo obtuvieron los valores mas
bajos de °Brix comparados con el mosto elaborado con malta de cebada. La malta
de cebada tuvo una actividad diastatica superior a la malta de sorgo lo que implico
una mayor hidrdlisis del almidon y con ello mayor obtencion de dextrinas y azlca-
res; mientras que la mezcla de malta de sorgo (70%) y malta de cebada (30%)
presentaron los mayores valores de °Brix. La combinacién de la actividad diastatica

de las maltas implicé una mayor hidrdlisis y solubilizacion de compuestos.

El pH Optimo para la formacion de azucar es 5.0-5.5 (Tylor, 1992). Los valores de
pH de los mostos elaborados se encontraron entre 5.22-5.49, estos valores con-
cuerdan con el pardmetro reportado. EL analisis estadistico demostré que los mos-
tos elaborados con malta de cebada tuvieron el valor de pH mas alto, seguidos por
los mostos de sorgo y por ultimo la combinaciéon de mostos tuvieron los valores mas
bajos. Los mostos producidos con la mezcla de MC+MS presentaron menor acidez,
esto se pudo deber a la adicion de malta de cebada donde los compuestos hidroli-
zados durante la maceracion provocaron la caida en el pH, sin embargo, el valor
sigue siendo aceptable para una correcta sacarificacion y licuefaccion. Disminuir
excesivamente el pH ocasiona el incremento del material nitrogenado soluble, se

alarga la sacarificacion y disminuye el rendimiento del extracto (Briggs, 2004).
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Tabla 7. Grados Brix, pH y volumen final de los mostos elaborados para los
distintos tratamientos en la produccion de cerveza con bajo contenido de al-
cohol a partir de malta de cebada, malta de sorgo y mezcla de maltas fermen-

tadas de manera individual y en cocultivo.

Tratamiento °Brix pH Volumen Rendimiento?

mosto* mosto* Final*™ (%)
MC+SL 11.9 5.49 3,870 67.89
MC+SC 12.1 5.45 3,790 66.49
MC+SL+SC 12.3 5.46 3,840 67.36
MS+SL 11.8 5.36 3,640 63.85
MS+SC 11.5 5.38 3,680 64.56
MS+SL+SC 11.7 5.37 3,660 64.21
MC+MS+SL 12.7 5.22 3,780 66.31
MC+MS+SC 12.9 5.30 3,760 65.96
MC+MS+SL+SC 12.6 5.25 3,820 67.01

MC: malta de cebada; MS: malta de sorgo; SL: Saccharomycodes ludwigii; SC: Saccha-
romyces cerevisiae.

1 volumen de mosto producido a partir de: MC: 1,000 g; MS: 1,380 g en 3,500 mL de
agua para el macerado y 1,800 mL para el lautering.

2El rendimiento fue calculado como el volumen del mosto lupulado / volumen original x
100.

69



La extraccion o rendimiento del extracto nos indica a la cantidad de azlcares fer-
mentables y no fermentables producida por los granos en la elaboracién de cer-
veza, siendo el rendimiento maximo de 80%-90%, donde el porcentaje se refiere a
la eficiencia del extracto la cual depende de las condiciones de maceracion y el
sistema de filtracion, donde una extraccion del 75-85% se considera buena para la
elaboracion de cerveza (Palmer, 2006). Los mostos de cebada presentaron el ma-
yor rendimiento con un porcentaje promedio del 67.24%z=0.70%, mientras que los
mostos de sorgo presentaron el rendimiento mas bajo con 64.20%+0.35%. Mientras
que el tratamiento elaborado con la mezcla de maltas mostré un ligero incremento
en el rendimiento con un porcentaje promedio de 66.42%+0.53%, lo cual pudo de-
berse a que la proporcion de malta de cebada complementa la falta de actividad
enzimatica de B -amilasa del grano de sorgo y en sinergia con la alta actividad de
a- amilasa del grano de sorgo indujo el incremento en la cantidad de extraccién de
azucares fermentables. Nuestros tratamientos estuvieron por debajo de la eficacia
deseada, esto pudo deberse al proceso de filtracion, ya que se utilizaron bolsas
para hacer mas sencilla la separacion del grano, lo que puedo provocar la retencion
de mosto disminuyendo con ello el rendimiento, ya que autores como Ortega-Villi-
cafia & Serna-Saldivar, (2004) reportaron un porcentaje de rendimiento para mosto
de cebada de 81.05% y para mosto de sorgo de 76.68%, valores retirados a los

encontrados en este trabajo de investigacion.

Azlcares fermentables y alfa amino nitrégeno libre (AAN)

Las mediciones de glucosa, maltosa, maltotriosa y amino nitrégeno libre utilizadas
para el célculo de los azUcares totales de los tratamientos evaluados se muestran
en la Tabla 8. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con una confiabilidad del
95% para evaluar si hay diferencias en el contenido de azlcares respecto al tipo de
malta utilizado en la elaboracién de mostos obteniendo un p-valor de 9.67x10°
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Tabla 8. Contenido de azUcares y alfa amino nitrégeno libre de los mostos evalua-
dos para la produccion de cerveza con bajo contenido de alcohol a partir de malta

de cebada, malta de sorgo y mezcla de maltas fermentadas de manera individual y

en cocultivo.
Tratamiento Azucar  Glucosa Maltosa  Maltotriosa AAN
total (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/L)
(9)
MC+SL 36.62 13.74 83.92 54.93 146.35
MC+SC 30.91 12.57 69.92 46.30 148.94
MC+SL+SC 30.20 11.60 68.98 45.78 151.48
MS+SL 31.32 28.37 74.97 28.28 109.58
MS+SC 30.21 27.39 72.22 27.32 105.85
MS+SL+SC 31.00 28.68 73.73 28.38 101.28
MC+MS+SL 41.96 23.43 97.51 36.85 119.32
MC+MS+SC 39.62 23.30 109.88 34.71 123.84
MC+MS+SL+SC 39.87 23.22 110.89 34.13 121.32

MC: malta de cebada; MS: malta de sorgo; SL: Saccharomycodes ludwigii; SC: Saccharomyces
cerevisiae
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entre la comparacion de las maltas, por lo tanto, el promedio de la cantidad de azu-
cares totales fue diferente entre los mostos analizados. Los mostos elaborados con
malta de sorgo presentaron ligeramente menor contenido de azucares totales com-
parado con la malta de cebada control, obteniendo una diferencia porcentual relativa
del 5.34%, mientras la mezcla de malta de cebada (30%) y malta de sorgo (70%)
tuvo un mayor efecto en el contenido de azucares totales con una diferencia del
24.24% respecto a la malta de cebada. En la elaboracion de los mostos para los
tratamientos evaluados, el azlucar fermentable con menor prevalencia fue la glu-
cosa, de estos, los mostos elaborados con malta de cebada fueron los que presen-
taron el contenido mas bajo de glucosa con un promedio de 12.63 mg/mL+1.07
mg/mL, mientras que los mostos elaborados con malta de sorgo y mezcla de maltas
fueron los que obtuvieron mayor contenido de glucosa con un promedio de
28.14+0.67 mg/mL y 23.32+0.10 g/mL respectivamente, esto nos indica una menor
actividad enddgena de B-amilasa en el grano de sorgo; ademas, se encontraron
diferencias significativas en el promedio del contenido de glucosa con un p-valor de
0.003 de los mostos elaborados con malta de sorgo y la mezcla de maltas, lo cual
pudo ser ocasionado por la proporcién de sorgo: malta de cebada para este trata-

miento cuya alta actividad amilolitica indujo el incrementos del azucar fermentable.

En cuanto a la maltosa, fue el azicar fermentable mas abundante presente en los
mostos evaluados, de ellos el mosto elaborado a partir de la mezcla de maltas pre-
sento la mayor cantidad con un promedio de 106.09 mg/mL +7.45 mg/mL, esto por
la proporcion de malta de cebada afiadida permitiendo un incremento considerable
y con ello la disponibilidad de nutrientes, sin embargo, podria no se apto para la
elaboracion de cervezas con niveles reducidos de alcohol. Mientras que el trata-
miento elaborado con malta de sorgo presento el nivel mas bajo con 73.64 mg/mL
+1.37 mg/mL. Las diferencias en el contenido de maltosa entre la malta de sorgo y
la malta de cebada se debieron a los bajos niveles de B-amilasa que posee el grano
de sorgo, ademas se ha atribuido que una de las razones en la limitacion del conte-
nido de maltosa en el mosto de malta de sorgo se deba a la inadecuada gelatiniza-

cion del almidon del sorgo (Lyumugabe et al., 2012). Del pozo et al. (2004) reportan
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gue el contenido de maltosa en mostos producidos con malta de sorgo es 2.5 veces

menor en comparacion con los mostos producidos con malta de cebada.

El contenido aproximado de glucosa respecto a la maltosa de los tratamientos eva-
luados fue de 5.88 veces mayor para el mosto de cebada, 2.62 veces mayor para
el mosto de sorgo y 4.55 veces mayor para el mosto de sorgo y cebada. Taylor
(1992); Agu y Palmer, (1998) seialan que la principal diferencia entre mostos de
malta de cebada y mostos de malta de sorgo consiste en el contenido de glucosa,
ya que los niveles altos glucosa presente en mostos de sorgo fue debido a la activi-
dad catalitica de a-amiloglucosidasa, enzima que hidroliza maltosa a glucosa du-
rante la maceracién. Asi mismo, la diferencia en la composicion de azucares entre
la malta de cebada y la malta de sorgo se atribuye a la baja actividad de B-amilasa

del grano de sorgo (Espinosa-Ramirez et al., 2013).

En cuanto a la maltotriosa, los mostos de sorgo fueron los que presentaron menor
contenido con un promedio de 27.99 mg/mL+0.58 mg/mL, mientras que los mostos
de cebada presentaron la mayor proporciéon con 49.01 mg/mL +5.13 mg/mL y en
cuanto a los mostos realizado con la mezcla de maltas presentaron un incremento
dada proporcion y la actividad de B-amilasa de la malta de cebada con un promedio
de 35.23 mg/mL £1.43 mg/mL. Si bien la maltotriosa es un azucar fermentable, es
de las ultimas en metabolizar por lo que en las cervezas se encuentran remanentes

de esta azucar.

En cuanto al contenido de amino nitrogeno libre, los mostos de malta de cebada
fueron los que presentaron mayor contenido de AAN con un promedio de 148
mg/L+2.56 mg/L, mientras que los mostos de malta de sorgo fueron lo que menor
contenido presentaron con un promedio de 105 mg/L+4.15 mg/L. Esto pudo deberse

a la diferencia en el contenido de AAN entre la malta de cebada y malta de sorgo
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dada la alta actividad proteolitica que presenta el grano de cebada y la susceptibili-
dad de la proteina en degradarse. Resultados similares han sido reportado por Or-
tega-Villicafia y Serna-Saldivar (2004) con un contenido de AAN para la malta de
cebada y malta de sorgo de 144.7 mg/L y 102.5 mg/L respectivamente. Dewar,
(2003) reporta que el valor de AAN libre depende de la variedad de grano de sorgo,
asi como el tiempo de germinacién donde el AAN continda incrementando, encon-
trandose en un rango de 109 mg/L-195 mg/L, estando dentro de los parametros
reportados en esta investigacion. Asimismo, los mostos elaborados con la mezcla
de maltas presentaron un contenido promedio amino nitrogeno de 121.49
mg/L£2.26 mg/L, siendo 0.8 veces mayor que el del mosto de malta de sorgo, donde
el incremento en el AAN de este tratamiento pudo derivar la actividad proteolitica de
la malta de cebada. Este incremento podria ser beneficioso para el desarrollo de las
levaduras y con ello repercutir en el mejoramiento del perfil organoléptico de las

cervezas.

El bajo contenido de AAN en los mostos de malta de sorgo se le atribuye a su baja
actividad diastatica, la cual es insuficiente para hidrolizar el almidén en dextrinas y
azucares reductores, y debido a la deficiencia de enzimas amilaceas y las altas
temperaturas de gelatinizacion del almidon del sorgo los mostos producido son ricos
en dextrinas y bajos con azlcares fermentables. Sin embargo, el contenido es sufi-
ciente para un 6ptimo y eficiente desarrollo de la levadura durante fermentacion. Por
otro lado, Ortega-Villicafia y Serna-Saldivar (2004) mencionan que los mostos de
malta de cebada contienen aproximadamente 40 mg/L mas de amino nitrogeno libre

dada su alta actividad proteolitica.

Se conoce que las principales fuentes de nitrégeno para el metabolismo de la leva-
dura son aminoacidos, péptidos de bajo peso molecular y iones de amonio los cua-
les se forman a partir de la protedlisis de las proteinas de la malta, siendo el amino

nitrégeno libre (AAN) la suma del nitrégeno biodisponible en el mosto, los cuales
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son necesarios para la sintesis de proteinas celulares durante la adaptacion y el
crecimiento de la levadura en la compleja matriz del mosto (Lekkas et al., 2005). Se
recomienda que la cantidad de AAN en mostos este entre los 200 mg/L-250 mg/L,
mientras que para cervezas se recomienda un rango de AAN de 10 mg/L-120 mg/L,
ya que exceso de fan puede causar la formacion de alcoholes de Fusel, mientras
que la falta de nitrégeno puede ocasionar la desaceleracion y cese de la fermenta-

cion comprometiendo la calidad de la cerveza (Briggs, 2004).

Fermentacion de mostos en la produccion de cerveza con bajo contenido de

alcohol

El propdsito principal de la malta es proveer al mosto de potencial material fermen-
table y suficiente enzima para generar un buen balance del medio de fermentacion,
paso de suma importancia en la elaboracion de cerveza donde la levadura convierte
los azucares del mosto en alcohol etilico (Lyumagabe et al., 2012). En el caso de
esta investigacion, nuestro propoésito fue obtener cervezas con bajo niveles bajos
de alcohol, para ello, los mostos fueron fermentados durante 120 horas a una tem-
peratura de 18°C+2°C, los resultados del efecto del pH, AAN y etanol para cada
tratamiento se presentan en la Tabla 9. Como era de esperarse, se observd un
decremento en el rango de pH en todos los tratamientos después de 120 horas de
fermentacion, lo cual est4 asociado con el flujo de iones H+ y a la acumulacién de
acidos organicos como acetato y lactato resultantes del metabolismo de la levadura
contribuyendo a la caida caracteristica de pH que sucede durante la fermentacion
(Del pozo et al., 2004).
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Tabla 9. Resultados de pH, amino nitrogeno libre (AAN), etanol y rendimiento en las
cervezas producidas con bajo contenido de alcohol a partir de malta de cebada,

malta de sorgo y mezcla de maltas fermentadas de manera individual y en cocultivo.

Tratamiento pH AAN Etanol total
cerveza (mg/L) (%viv)
MC+SL 5.04 £ 0.15% 82.88 + 0.5 0.90
MC+SC 4.67 £ 0.53% 85.57 £ 1.23* 3.65
MC+SL+SC 4.43 £ 0.07% 86.68 + 1.16% 2.96
MS+SL 5.13 £ 0.01% 62.74 + 1.42 0.66
MS+SC 4.69 +£0.11% 65.49 + 1,29 2.76
MS+SL+SC 4.63 £ 0.02% 67.10 + 0.48 1.25
MC+MS+SL 4.69 + 0.03* 72.15 £ 0.5% 1.52
MC+MS+SC 4.58 + 0.01% 77.62 £ 0.95% 5.62
MC+MS+SL+SC 4.35 £+ 0.02% 74.85 £+ 1.56% 2.76

MC: malta de cebada; MS: malta de sorgo; SL: Saccharomycodes ludwigii; SC: Saccharomyces
cerevisiae.

Si no hay interseccion entre los grupos significa que el promedio de los valores es estadistica-
mente diferente con un (P<0.05).

Los superindices “a”, “b” y “¢” indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos
en cada columna realizados con respecto a las maltas MC, MS o su combinacién MC+MS.
Los superindices “x”, “y” y “z” indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos
en cada columna realizados con respecto a las levaduras SL, SC o su combinacion SL+SC.

Si la media no comparte la misma letra son significativamente diferentes.
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Realizando el andlisis estadistico este arrojo que no tuvimos diferencias significati-
vas entre los mostos debido a las maltas utilizadas, pero si se obtuvieron diferencias
significativas en base a la cepa que fermento los mostos. Los mostos fermentados
con la cepa SL presentaron los niveles mas altos de pH (MC: 5.13+0.01; MS:
5.04+0.15; MC+MS: 4.69+0.03 respectivamente), esto pudo deberse a que la leva-
dura es incapaz de metabolizar maltosa, principal aztcar presente en el mosto que-
dando evidenciado en el mosto de cebada y no genero la cantidad de compuestos
acidos debido a la fermentacion. También se pudo observar la influencia de la frac-
cién de cebada en el tratamiento de mezcla de maltas siendo 1.09 veces menor que
los mostos de cebada y sorgo. Mientras que los mostos fermentados en cocultivo
presentaron los niveles mas bajo de pH (MC: 4.35+ 0.02; MS: 4.63+£0.02; MS+MC:
4.43+0.07). Valores similares fueron reportados por Parise et al., (2017) para cer-
veza con bajo contenido de alcohol fermentada en cocultivo con S. ludwiggi con un
pH de 4.26+0.05, asimismo, Mesta et al., (2018) reporta que entre los factores que
influyen en la disminucion del pH es la cantidad del indculo, asi como la produccién
de acidos organicos formados durante las primeras etapas de la fermentacién, au-
nado a las condiciones de estrés de los cultivos iniciadores. Durante la fermenta-
cion, el mosto sufre transformaciones que ocasionan que disminuya el pH, otro fac-
tor de la acidificacion del mosto es la formacién de &cido carbodnico derivado del
diéxido de carbono que se produce durante el metabolismo de azucares, asi como
otros acidos excretados por las levaduras durante la fermentacién, donde el bajo pH
de en la cerveza es bueno ya que puede ayudar a inhibir el crecimiento de microor-
ganismos que pudieran alterar las propiedades organolépticas del producto (Briggs,
2004).

En cuanto a los resultados del consumo de azucares y la produccion de alcohol en
funcion del tiempo de fermentacion para los mostos de cebada, sorgo y la mezcla
de maltas fermentados de forma individual y en cocultivo se presentan en la Figura
8. Como era de esperarse, los mostos fermentados con S. cerevisiae fueron los que

produjeron mayor porcentaje de etanol (%v/v), siendo el tratamiento MC+MS+SC el
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Figura 8. Consumo de azUcares respecto a la formacién de etanol en el tiempo de fermentacién

de cervezas con bajo contenido de alcohol elaboradas con a) malta de cebada, b) malta de

sorgo, ¢) mezcla 70:30 de malta de sorgo y malta de cebada fermentadas con las cepas Sac-

charomyces cerevisiae (SC), Saccharomycodes ludwigii (SL) y cocultivo de SC+SL. La linea

punteada representa los azlcares totales y la linea continua el contenido porcentual de etanol.
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que presento el mayor porcentaje de alcohol con un 5.62% comparado con el control
MC+SC 3.65%, con una diferencia porcentual del 53%, mientras que el tratamiento
MS+SC presento un porcentaje de etanol de 2.76%, con una diferencia porcentual
de 24% con respecto al control MC+SC. El incremento en el contenido de etanol del
tratamiento MC+MS+SC pudo ser ocasionado por la asimilacion de los azlucares

fermentables derivados de la malta de sorgo y que fueron metabolizados por SC.

Los mostos fermentados con SL presentaron el porcentaje de etanol més bajo res-
pecto al control, donde el tratamiento MS+SL present6 el porcentaje de etanol mas
bajo con valor de 0.66% de los nueve tratamientos evaluados con una diferencia
porcentual relativa al control del 81%. Ademas, el tratamiento MC+SL presentd un
contenido de etanol de 0.90% siendo el mas bajo de los tratamientos con MC con
una diferencia porcentual del 75.34% con respecto al tratamiento control (MC+SC);
mientras que el tratamiento MC+MS+SL present6 un contenido ligeramente mayor
de etanol con un porcentaje del 1.52% con una diferencia porcentual relativa del
58.35% respecto a la cerveza control. Este incremento pudo ser mediado por el
contenido de azucares derivados de la mezcla de maltas presentes en el mosto.
Parise et al., 2017 reportan un rango de etanol de 1.24%-1.36% para mosto de ce-
bada fermentado con SL. Asimismo, De Francesco et al. (2015) reporta que mosto
de cebada fermentados con SL a 11.5 °Brix, a una temperatura de 20°C y bajo con-
diciones aerdbicas presentaron un rango de concentracion de 1.23%, valores cer-
canos a lo obtenidos en este trabajo. El uso de S. ludwigii en la produccién de cer-
vezas con bajo contenido de alcohol ha sido ampliamente reportado, esta levadura
es inhabil para metabolizar maltosa, pero tiene la capacidad de fermentar parcial-
mente azucares como glucosa, sacarosa y rafinosa produciendo cervezas con bajo
contenido de alcohol a diferencia de la levadura S. cerevisiae la cual utiliza todos

los azucares del mosto produciendo cervezas con mayor contenido de etanol.
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En los tratamientos fermentados con el cocultivo SL+SC se observo la reduccion
de etanol en comparacién con los tratamientos fermentados con SC con una dismi-
nucion de aproximadamente del 50% en el porcentaje de etanol. El tratamiento
MC+MS+SC fue la cerveza con mayor contenido de alcohol con 5.62% ABV. Esto
pudo deberse a un mayor contenido de azucares fermentables obtenidos siendo
los principales maltosa, glucosa y maltotriosa que derivan de la mezcla de maltas 'y
de la capacidad de S. cerevisiae de metabolizar mayor cantidad de azucares pre-
sente en el mosto en comparacion con S. ludwigii, si bien el propésito de esta in-
vestigacion fue el obtener cervezas con bajos niveles de alcohol, es relevante men-
cionar que el uso de malta de sorgo en mayor contenido provee los azlicares nece-
sarios para obtener buenos niveles pudiendo reducir costos en el uso e importacion

de malta de cebada y en el producto final.

En general, con la mezcla de malta de sorgo y malta de cebada fermentada de
manera individual con SL y en cocultivo SL+SC se obtuvieron los valores del con-
tenido de etanol dentro de los rangos establecidos en América para la clasificacion
de cervezas con bajo nivel de etanol. Mientras que el tratamiento con la mezcla
MC+MS fermentado con SC presentd el porcentaje mas alto de etanol, pude ser
debido a la mayor cantidad de azucares fermentables derivado de la mezclay que
fueron metabolizados en un mayor contenido por SC como era de esperarse, sin
embargo, en cocultivo se obtienen valores para una cerveza reducida en alcohol y

podria reducirse aun mas ajustando las proporciones de malta y levadura.

Color y turbidez de mostos y cervezas

El color del mosto y la cerveza se debe en gran medida a los compuestos de la
malta como las melanoidinas y compuestos derivado de la caramelizacion durante

el proceso de ebullicibn del mosto provocando su oscurecimiento (Briggs, 2004).
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En la Tabla 10 se muestran los valores de color en base a la European Brewing
Convention (EBC) y turbidez obtenidos para los mostos y cerveza de los tratamien-
tos evaluados. Se realiz6 una ANOVA con un valor de significancia del 95% para
comprobar la existencia de diferencias estadisticas en los promedios de color para
los mostos elaborados, obteniendo un p-valor no mayor a 0.001 en la comparacion
de todos los tratamientos, por lo tanto, existieron diferencias significativas entre to-

dos los grupos.

El analisis de varianza dio un p-valor de 0.49 entre los grupos SC y SL+SC indi-
cando que no hubo diferencia significativa entre sus promedios, por el contrario,
para el grupo SL en comparacion con SC y SL+SC el p-valor fue muy cercano a
cero por lo que existio diferencia significativa respecto al color. Esto nos da como
conclusién que el uso de malta de cebada como Unica malta fue el factor determi-
nante para el cambio de color entre las cervezas obtenidas. Respecto a las levadu-
ras, la cerveza que presenté mayor color fue el control producido con malta de ce-
bada y fermentado con SC (19.25 °EBC). El elevado color obtenido en la cerveza
de cebada fermentado con SC pudo deberse a los compuestos fendlicos derivados
de la malta comercial Viena la cual pas6 por un proceso tecnoldgico de malteado
aunado a la temperatura de maceracion y hervor que propiciaron la reaccién de
Maillard formando melanodinas dando lugar a colores pardos. Mientras que el
mosto de malta de sorgo fermentado con la cepa SL presento el nivel mas bajo de
color (12.45 °EBC) y fue la Unica cerveza que presento turbidez en comparacion
con todos los tratamientos evaluados, esto pudo deberse a la baja temperatura de
secado de la malta de sorgo disminuyendo reaccion de Maillard, y posiblemente

por la ineficiencia metabdlica de la cepa SL en metabolizar azlcares.

81



Tabla 10. Resultados del color de las cervezas producidas con bajo contenido
de alcohol a partir de malta de cebada, malta de sorgo y mezcla de maltas

fermentadas de manera individual y en cocultivo.

Tratamiento Color de mosto  Color de la cer- Turbidez?
(EBC) veza
(EBC)
MC+SL 23.65 19.25 + 0.02 0.035 £ 0.02a
MC+SC 24.12 17.10 + 0.02% 0.027 £ 0.023%
MC+SL+SC 25.55 18.67 + 0.02% 0.025 £ 0.023y
MS+SL 18.32 12.45 + 0.03% 0.070 + 0.03Px
MS+SC 19.07 14.92 +0.02 0.016 +0.02%
MS+SL+SC 19.62 15.45 + 0.04 0.033 + 0.04b
MC+MS+SL 18.95 14.82 + 0.03% 0.016 £ 0.03%
MC+MS+SC 19.30 15.12 + 0.05P 0.011 £ 0.05%
MC+MS+SL+SC 19.55 15.53 + 0.06" 0.013 £ 0.06%¥

MC: malta de cebada; MS: malta de sorgo; SL: Saccharomycodes ludwigii; SC: Saccha-
romyces cerevisiae.

Si no hay interseccidn entre los grupos significa que el promedio de los valores es estadis-
ticamente diferente con un (P<0.05).

Los superindices “a”, “b” y “c” indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamien-
tos en cada columna realizados con respecto a las maltas MC, MS o su combinacién
MC+MS.

Los superindices “X”, “y” y “2” indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamien-
tos en cada columna realizados con respecto a las levaduras SL, SC o su combinacién
SL+SC.

Si la media no comparte la misma letra son significativamente diferentes.

Valor obtenido de A700nm: A430nm, si el resultado es mayor a 0.039 la muestra se considera
turbia
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Unidades de amargor (UA)

La incorporacioén de lupulo al mosto de cerveza durante el hervor propicia la isome-
rizacion de los alfa &cidos para ser solubles en agua y proporcionar amargor al pro-
ducto, sin embargo, el rendimiento de la isomerizacion es relativamente bajo (5-
30%), esto debido a la alta acidez relativa del mosto (pH=5.2-5.5) inhibiendo la reac-
cién de isomerizacion (Barth, 2013). Asimismo, Hailu y Assefa (2018) reportan que
entre los parametros que afectan el amargor de la cerveza son el pH, la temperatura
y el tiempo; a medida que el pH aumenta, incrementa el amargor en la cerveza,
mientras que, si el tiempo y temperatura de almacenamiento se prolonga, el amar-

gor tiene a disminuir.

Se realizé un andlisis de varianza con un valor de significancia del 5% para ver si
existieron diferencias en las unidades de amargor entre las maltas, obteniendo un
p-valor muy cercano a 0 en la comparacion del promedio de UA, lo que significa
gue hubo diferencias significativas en los valores promedios de UA. Las cervezas
hechas con malta de cebada no fueron significativamente diferentes, seguidas por
las cervezas elaboradas con malta de sorgo y por ultimo el grupo con menor amar-
gor fue el que tuvo maltas con mezcla de maltas. Por otro lado, comparando las
fermentaciones con las diferentes levaduras se encontré un p-valor=0.23 dando
evidencia que no existieron diferencias significativas en el promedio de UA ya sea
fermentando con cada levadura independientemente o en cocultivo. Los resultados
de unidades de amargor de los tratamientos evaluados se presentan en la Tabla
11. Las unidades de amargor obtenidos en los tratamientos estan en un rango de
19.93+ 0.01a 9.03+0.1, estos valores son relativamente bajo basandonos en la es-
cala de unidades de amargor utilizada para la clasificacion de cervezas donde va-
lores de UA por debajo 30 se consideran estilos con bajo amargo, mientras que

cervezas con valores de 50 o mas se consideran muy amargas (Barth, 2013). Los
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Tabla 11. Resultado de las Unidades de Amargor
(UA) de las cervezas producidas con bajo contenido
de alcohol a partir de malta de cebada, malta de sorgo
y mezcla de maltas fermentadas de manera individual

y en cocultivo.

Tratamiento Unidades de amargor
MC+SL 19.93 + 0.01¥
MC+SC 19.60 + 0.03*
MC+SL+SC 19.33 + 0.02%
MS+SL 16.30 + 0.05™
MS+SC 15.12 + 0.04>
MS+SL+SC 14.32 + 0.025
MC+MS+SL 10.05 + 0.03%
MC+MS+SC 9.73 + 0.02%
MC+MS+SL+SC 9.03 + 0.01%

MC: malta de cebada; MS: malta de sorgo; SL: Saccharomyco-
des ludwigii; SC: Saccharomyces cerevisiae

Si no hay interseccion entre los grupos significa que el pro-
medio de los valores es estadisticamente diferente con un
(P<0.05).

Los superindices “a@”, “b” y “¢c” indican diferencias significati-
vas (P<0.05) entre los tratamientos en cada columna realiza-
dos con respecto a las maltas MC, MS o su combinacion
MC+MS.

Los superindices “x”, “y” y “z” indican diferencias significativas
(P<0.05) entre los tratamientos en cada columna realizados
con respecto a las levaduras SL, SC o su combinacion
SL+SC.

Si la media no comparte la misma letra son significativamente
diferentes.
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mostos elaborados con malta de cebada, malta de sorgo y mezcla de maltas fer-
mentados con la cepa SL presentaron los niveles mas altos de amargor. Asi mismo
estas cervezas presentan los niveles mas altos de pH lo que puedo haber alterado
el incremento del amargo en el producto final debido a los cambios de pH.

Los mostos fermentados con SL+SC presentaron los niveles mas bajo de UA en
cada tratamiento. Esto pudo ser ocasionado por el incremento de biomasa a inocu-
lar al mosto MS+MC teniendo un efecto negativo sobre las UA, al haber mayor
namero de células en el medio mayor sera la captacion de los iso-alfa-acidos en la

vacuola y pared celular de las levaduras.

Evaluacién sensorial

La evaluacion sensorial es una disciplina de la ciencia que se define como la iden-
tificacion, andlisis, medida cientifica e interpretacion de la respuesta a los productos
alimenticios percibidos por los sentidos de gusto, sabor, vista, tacto y oido (Sidel &

Stone, 1993). En la Tabla 12 se presentan los resultados de la evaluacién sensorial.

El tratamiento control MC+SC presenté los valores de aceptabilidad general méas
altos en contraste con el tratamiento MS+SL que obtuvo los valores mas bajos en
todas las caracteristicas sensoriales evaluadas, seguido del tratamiento MS+SC
siendo los tratamientos cuyas caracteristicas fueron las menos aceptables para los
panelistas, sin embargo, para el tratamiento MS+SL+SC se observo un ligero incre-
mento en los valores evaluados. Se encontraron resultados muy contrastantes rea-
lizando el andlisis estadistico. Mientras que los tratamientos con malta de sorgo
tuvieron las peores calificaciones por parte de los panelistas las cervezas evalua-
das, los tratamientos con SL fueron los que obtuvieron mejor aceptabilidad entre

todos los tratamientos como se describira a continuacion. Esto pudo ser ocasionado
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Tabla 12. Resultados de la evaluacioén sensorial de las cervezas producidas con bajo
contenido de alcohol a partir de malta de cebada, malta de sorgo y mezcla de maltas
fermentadas de manera individual y en cocultivo.

Pardmetros
Tratamiento Olor** Color” Sabor” Aceptabilidad
general*
MC+SL 3.3£1.0% 3.9+1.1% 3.1+£1.1% 3.1£0.9%
MC+SC 3.9+£0.8% 4.0+ 0.9% 3.3+1.3% 3.6 £1.02
MC+SL+SC 4.0+ 1.0% 4.3 +0.8% 35+£1.1% 35+£1.1%
MS+SL 2.6 + 1.3 2.7 +1.15 1.8 + 1.1 2.0 + 1.0
MS+SC 3.1+1.1b 3.7 +1.0% 1.6 +0.8>y 2.1 + 0.9
MS+SL+SC 3.4 +0.9% 3.9+0.8% 2.8+ 1.2% 3.0+ 1.0%
MC+MS+SL 3.3+1.2% 3.6 £0.9% 2.7 £1.3% 2.9 +1.3%
MC+MS+SC 3.4 +0.9% 3.9 £1.1% 3.0 £1.28 3.1+£1.28
MC+MS+SL+SC 3.9+0.8% 4.0 £ 0.9% 3.1+1.2% 3.3+£1.0%

MC: malta de cebada; MS: malta de sorgo; SL: Saccharomycodes ludwigii; SC: Saccharomyces cerevi-
siae

Los superindices “a”, “b” y “c” indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos en
cada columna realizados con respecto a las maltas MC, MS o su combinacién MC+MS.

Los superindices “x”, “y” y “z” indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos en
cada columna realizados con respecto a las levaduras SL, SC o su combinacién SL+SC.

Si la media no comparte la misma letra son significativamente diferentes.

*Indica que el promedio de los valores no hay diferencias significativas entre las cepas de levadura
utilizadas.

*Indica que el promedio de los valores no hay diferencias significativas entre los granos utilizados.

86



por los compuestos quimicos derivados del metabolismo de azlcares por parte de
la cepa SC teniendo un efecto positivo en las caracteristicas organolépticas del
producto. Asi mismo, los tratamientos elaborados con 100% malta se sorgo fueron
los que presentaron los niveles mas bajos de sabor, esto pudo deberse a la inca-
pacidad de SL para utilizar totalmente los azUcares del mosto particularmente mal-
tosa, por lo que los remanentes pueden llegar a contribuir con el sabor. Mortaza-
vian et al. (2014) reporta que mostos fermentados con SL tiene bajo rango de
aceptacion durante la evaluacion sensorial. En los tratamientos elaborados con la
mezcla de maltas MC+MS, el fermentado con la cepa SL fue el tratamiento que
menor rango de aceptabilidad presentd, muy similar a los observado en los otros
tratamientos fermentados con esta cepa. El tratamiento fermentado con SC pre-
sento un ligero incremento en los valores de aceptabilidad respecto a SL, mientras
gue los tratamientos fermentados en cocultivo SL+SC mejoraron los valores de
aceptabilidad general dentro del grupo. La adicion de biomasa de SC al mosto
tiene un efecto positivo sobre las caracteristicas organolépticas de una cerveza
con bajo contenido de alcohol sin afectar de manera considerable la formacién de
etanol.
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CONCLUSIONES

Es factible producir cerveza con bajo contenido de alcohol y reducidas en alcohol
por métodos biologicos a partir del uso de malta de sorgo y malta de cebada fer-
mentados de forma individual con la cepa Saccharomycodes ludwigii y en cocultivo
con Saccharomyces cerevisiae, logrando cualidades organolépticas aceptables
para el consumidor, con ello validamos la hipétesis propuesta en este trabajo de

investigacion.

Los resultados mostraron que la elaboracion de cervezas a partir de malta de sorgo
produce niveles bajo de alcohol, sin embargo, sus caracteristicas organolépticas no
son aceptables para el consumidor, debido a que los mostos presentaron una ma-
yor cantidad de azucares no fermentables ocasionando un dulzor desagradable en

la cerveza dada las deficiencias enzimaticas del grano de sorgo.

Fue posible mejorar las caracteristicas organolépticas de una cerveza con bajo con-
tenido de alcohol elaborada con malta de sorgo a partir de modificaciones en el
proceso de fermentacion, al utilizar un cocultivo con S. ludwigii y S. cerevisiae, sin

embargo, esto puede provocar el aumento en la concentracion de etanol.
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o

RECOMENDACIONES

Analizar las proporciones de malta y levadura en el tratamiento
MS+MC+SL+SC con la finalidad de mejorar las caracteristicas sensoriales
presentadas en este trabajo de investigacion e incrementar las caracteristi-

cas organolépticas de una cerveza con bajo contenido de alcohol.

El uso de otras variedades de sorgo que influyan en la obtencion de azlcares
fermentables y no fermentable que contribuyan en obtener niveles de alcohol
<0.5% (v/v). Asi como la elaboracion de cerveza con equipo adecuado para

maximizar el rendimiento de extraccion.

Seguir investigando sobre el tratamiento MS+MC+SC ya que se logré obte-
ner una cerveza con alto contenido de alcohol y con propiedades organolép-
ticas aceptables, lo que podria implicar disminuir costos en la produccién de

malta de cebada.
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