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RESUMEN

La malta es la materia prima en el proceso de produccién de cerveza, en ella coexisten una
mezcla de sustratos, proteinas y las enzimas necesarias para su transformacion para la
elaboracion de cerveza. La concentracion y tipo de cada uno de estos componentes influye
directamente en el proceso cervecero y calidad del producto. En este trabajo muestra los
resultados de comparacion protedmica de ocho diferentes variedades de malta. Primero
fueron obtenidos los perfiles de proteinas y observamos que sus patrones son muy
distintos, de las proteinas del endospermo (hordeinas), la M1 tiene mayor contenido del tipo
B, mientras que la M2 es la Unica que tiene del tipo gamma. Las enzimas hidroliticas tipo
proteasas presentaron un pH éptimo entre 5.0-9.0, mientras que para las diastasas fue 5.0-
7.0. Mediante zimografia determinamos los perfiles enzimaticos de las hidrolasas e
identificamos las sefiales proteicas con diferencias significativas que pudieran ser utilizadas
como marcadores de calidad. La identidad de las sefales fue obtenida mediante las
técnicas de MALDI-TOF/TOF y Nano LC-MS/MS, donde encontramos que la M1y D3 tienen
una proteina idéntica, esto es de gran relevancia ya que estas dos maltas son diferente
variedad y de distinta procedencia. Ademas, con este estudio fueron detectadas varias
proteinas que se relacionan con el desempefio de la fermentacion y con la calidad de la
cerveza. Debido a su importancia en el proceso cervecero, se estudié la actividad
enzimética general y especifica. Entre las proteasas, en D1 sobresale una metaloproteinasa
ca. 150 kDa y una amilasa ca. 20 kDa. Mientras que D3 presentd una cisteinil proteasa ca.
37 kDa y dos amilasas de ca. 30-35 kDa. En cuanto a la termoestabilidad de las enzimas
de las maltas, todas mostraron ser termoestables a temperaturas superiores de 80 °C. El
analisis de los mostos arroj6 que las tres maltas evaluadas (D1, D2 y D3) dan perfiles
Optimos para una buena fermentacion, sin embargo, la malta D3 proporciona mejores

caracteristicas para la produccién de cerveza.



ABSTRACT

The malt is the raw material in the brewing process, in which it coexists with a mixture of
substrates, proteins and enzymes necessary for its transformation for brewing. The
concentration and type of each components in the malt influences the brewing process and
product quality directly. This paper describes the results of proteomics comparison of eight
different varieties of malt. First the protein profiles were obtained, and we observe that their
profiles are very different, of the endosperm proteins (Hordeins) the M1 has the highest
content of type B, while the M2 is the only one that has the gamma type. Subsequently, we
measured the effect of pH on hydrolytic enzymes, in the case of proteases the optimum
range was 5.0-9.0, while for diastases it was 5.0-7.0. By zymography we determine the
enzymatic profiles of the hydrolases and to identify the protein signals with significant
differences that could be used as quality markers. The identity of the signals was obtained
through the techniques of MALDI-TOF/TOF and Nano LC-MS/MS. We found that M1 and
D3 have an identical protein, this has a great relevance since these two malts are different
variety and source. In addition, several proteins were detected, and they are related to
fermentation performance and beer quality. Due to its importance in the brewing process,
the general and specific enzymatic activity was studied. The proteases included a
metalloproteinase with a molecular weight of ca. 150 kDa and an amylase of ca. 20 kDa. D3
contained a cysteinyl protease of ca. 37 kDa and two amylases of ca. 30-35 kDa. With
thermostability analysis of the enzymes in the malts, all of them were shown to be
thermostable at temperatures above 80 °C. The analysis of the worts showed that the three
malts evaluated (D1, D2 and D3) give optimal profiles for a good fermentation, however,
malt D3 has better quality characteristics for beer production.



1. Introduccién

La cebada (Hordeum vulgare) es uno de los cereales mas cultivados en el mundo, ocupa
el cuarto lugar en importancia después del trigo, el arroz y el maiz y es ampliamente
utilizado para las industrias de alimentos y bebidas (Guo et al. 2016). La cebada tiene el
potencial de modificar las proteinas del endospermo, como son: sefializacién, traduccion,
mecanismos de defensa, metabolismo de carbohidratos, metabolismo de aminoacidos y su
contenido enzimatico (Wang et al. 2004). Esto le permite tener una gran capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales y de estrés bidtico y abidtico, tales como
la limitacion de agua y suelos salinos (Ouda y Gaballah. 2007).

En México, la cebada es producida en dos ciclos de cultivo: primavera-verano
(temporal) y otofio-invierno (riego). Y actualmente, seis variedades son destinadas a la
industria cervecera por su alta calidad: Armida, Adabella, Esmeralda, Alina, Esperanza y
Dofia Josefa. Estas variedades corresponden mas del 70% de la produccion total anual en
el pais (Fernandez. 2013).

En la industria cervecera, la cebada es el principal ingrediente para la preparacion
del mosto fermentable y sus caracteristicas bioquimicas estaran relacionadas con la calidad
de la cerveza. Para que la cebada sea utilizada en la preparacion de la cerveza, debe ser
sometida a un proceso de malteado (cebada malteada) con el fin de activar las enzimas
necesarias para transformar proteinas y almidones del endospermo, en nutrientes para la
levadura. La calidad de la malta, y por consecuencia de la cerveza, dependeran de la
cantidad y tipo de tres componentes principales del grano de cebada: proteinas, almidones
y enzimas, los cuales varian de acuerdo con la variedad de cebada, condiciones de cultivo
y proceso de malteado (Fang et al. 2019). Dos tipos principales de actividad enzimatica
participan en el proceso cervecero: proteasas y amilasas.

Las proteasas de la malta determinan el tipo y concentracion de aminoacidos en
el mosto. Estos, serdn metabolizados por la levadura, definiendo los sabores y olores en la
cerveza. Se ha visto que las enzimas tienen un impacto en el desarrollo de métodos de
malteo, durante el proceso se generan cuatro endoproteasas estables a 38 °C e inactivadas
a 72 °C. La actividad proteolitica esta involucrada en los niveles de FAN (amino nitrdgeno
libre), mejoran la extraccion de los azucares fermentables al degradar las proteinas
inhibidoras de la dextrinasa limitante y la B-amilasa (Hu et al. 2013). Actividades de tipo
serino proteasas y aminopeptidasas pueden estar relacionadas a la generacion de

proteinas activas formadoras de turbidez (Jones. 2001).



La concentracion de los azucares fermentables y no fermentables, derivados del
almidén en el mosto, definen la calidad de la cerveza en términos de contenido de alcohol
y contenido calorico. Las diastasas son la sinergia de tres enzimas principales (a-amilasa,
B-amilasa y dextrinasa limitante) involucradas en la hidrélisis del almidén durante la
maceracion del mosto. La B-amilasa se acumula durante el desarrollo de la semilla y juega
un papel clave durante la degradacién del almidon. Diversos autores han diferenciado y
comparado variedades de cebada malteada empleando zimogramas, con el fin de estudiar
los perfiles enzimaticos y caracterizando bioquimicamente los sistemas hidroliticos para
encontrar enzimas que sirvan como marcadores de calidad de la cebada malteada (Wrobel
y Jones. 1992).

La obtencion de un marcador de calidad de la cebada malteada podria ahorrarle
a la industria cervecera una cantidad sustancial por afio. La identificacion de las enzimas
presentes en la malta y el estudio bioquimico de su actividad (niveles de pH, temperatura,
tiempo, etc.) podria dar la informacion necesaria para que los cerveceros ajusten de manera
eficiente sus procesos, evitando operaciones innecesarias de acuerdo con el tipo de materia
prima utilizada (L6pez et al. 2016). Es por esto por lo que, en el presente estudio se
compararon bioquimicamente los perfiles hidroliticos de ocho cebadas malteadas de
diferente genotipo, cultivadas bajo diferentes condiciones de riego, con el propdsito de
analizar diferencias entre condiciones y su relacién con los pardmetros de calidad del mosto

y la cerveza.



2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas de la malta: La malta es la cebada parcialmente germinada y
secada; durante la germinacién se producen una gran cantidad de enzimas activas que
transforman las reservas del grano (principalmente almidén) en compuestos requeridos
durante la elaboracion de cerveza (Callejo. 2002).

Actualmente, la cebada es el cereal mas empleado para la elaboracién de malta
cervecera, en menor proporcion se usa el trigo y sorgo. Cada afio se producen alrededor
de 1.5x10’ toneladas de malta a partir de cebada; alrededor de un 94% de esa cantidad, es
usada en la industria cervecera (Schildbach. 1999). La conversion de cebada en malta
requiere un minimo de 2 semanas y se somete a malteado después de 6 a 8 semanas de
la cosecha del grano.

La malta es la materia prima necesaria para la fabricacion de cerveza ya que
confiere caracteristicas de color, sabor y espuma por ello su elaboracion exige controles
rigurosos de tiempo y temperatura, el malteado constituye toda una industria que en la
mayoria de los casos es independiente de la industria cervecera.

Tipos de maltas cerveceras: malta cervecera clara, malta cervecera clara especial,

maltas oscuras (secadas parcialmente), maltas tostadas y maltas destiladas.

2.2 Importancia del grano de cebada en la elaboracién de malta: La planta de
cebada pertenece a la familia de las Gramineas, todas las cebadas se integran en el género
Hordeum dentro del cual se encuentran las especies Hordeum distichum o disticas (plantas
que producen 2 granos en los nudos de la cabeza: es decir producen cabezas de 2 hileras)
y Hordeum vulgare o hexisticas (con cebadas que producen cabezas de 6 hileras).

Ambas especies de cebada se emplean para la elaboracion de malta cervecera: las
variedades Hordeum distichum producen granos mas gruesos y uniformes y por ello se
utilizan para la elaboracion de maltas primordialmente en paises de Europa, en tanto que
las variedades de Hordeum vulgare poseen un alto potencial enzimatico y son preferidas
principalmente en cervecerias de México, Canada y EUA (Hornsey. 1999).

La semilla de cebada esta rodeada de una capa protectora que recubre la verdadera
cubierta de la semilla o testa, por lo tanto, posee 3 capas (cascara, pericarpio y testa) que
le confieren una proteccién al grano destinado al malteado, sobre todo durante el
almacenamiento. Los fragmentos de céscara sirven de lecho filtrante después de la

maceracion para separar el mosto.



El endospermo de los granos de cebada posee hasta un 90% de carbohidratos
totales, de los cuales un 80% se encuentra en forma de granulos de almidon que sirve de
reserva nutritiva del grano. El almidén es solubilizado e hidrolizado durante el malteado
hasta monosacaridos (principalmente glucosa y maltosa), gracias a la capacidad enzimatica

de las a y B-amilasas que se desarrollan en la cebada durante la germinacion.

2.3 Composicion bioquimica y propiedades del grano de cebada: El grano de
cebada como tal, no produce un mosto fermentable, por lo que es necesario someter a la
cebada por un proceso de germinacion donde el embrién pasa a un estado de vida activo,
induciendo la secrecion de enzimas que se difunden por el endospermo. El proceso de
germinacion y su posterior tostado es lo que se conoce como malta.

Entre las caracteristicas de calidad de la cebada que tienen impacto en el proceso
cervecero destacan: la humedad, el extracto, el mosto, el pH, el color, la modificacion
citolitica, la viscosidad, la actividad proteolitica, las proteinas, el nitrégeno soluble, el indice
de Hartong, el indice de Kolbach, la clasificacion del tamafio del grano y los precursores de
dimetilsulfuro (PDMS).

El proceso de malteado consiste en un proceso aparte, aunque estrechamente
ligado al proceso de produccién de cerveza. En la malta coexiste una gran cantidad de
sustratos como almidon, proteinas y glucanos, y las enzimas producidas en la germinaciéon
ayudaran a degradar estos componentes y generar otros mas sencillos que seran
asimilados y transformados por la levadura en la etapa de fermentacion.

La presencia y concentracion de proteinas y enzimas en la malta impactan de
manera directa las caracteristicas del mosto y este a su vez determinara la eficiencia de la
fermentacion y caracteristicas organolépticas de la cerveza.

Por ejemplo, un alto contenido de glucanos genera un mosto viscoso Yy turbio,
aumentando costos de filtracion, por lo cual es necesario que la malta con altos contenidos
de glucanos posea ademas un contenido proporcional de enzimas necesarias para su
degradacion (Moralejo-Vidal. 1993).

2.4 Enzimas implicadas en el proceso del malteado: Las amilasas degradaran los
almidones presentes en la malta, produciendo azucares mas simples que seran utilizados
por la levadura en la fermentacion. La actividad de estas enzimas es inhibida durante el
proceso de cocimiento, por lo que es deseable que se encuentren en concentraciones altas

para lograr la hidrdlisis completa del almidén (Axcell y Murray. 1980; Moll et al. 1981).



Otras proteinas importantes relacionadas con la calidad de la malta son las
hordeinas, conocidas como proteinas de reserva. El contenido de hordeinas en la malta es
un criterio tradicional empleado para evaluar la calidad de la malta. En la industria cervecera
ciertos niveles de hordeinas son deseables, si la concentracion de hordeinas se encuentra
por debajo de cierto nivel, se tendrd un mosto deficiente en aminoéacidos, esenciales para
el desempenfo de la levadura y por el contrario un alto contenido de hordeinas producira
mostos turbios dificiles de filtrar (Van den Berg et al. 1981; Smith y Lister. 1983).

La hidrolisis de proteinas de la malta es clave para la fermentacion. Durante la
hidrdlisis por efecto de enzimas proteoliticas se generan compuestos nitrogenados (como
por ejemplo péptidos pequefios y aminoécidos), los cuales son metabolizados por las
levaduras generando subproductos que impactan sobre la produccion compuestos
volétiles.

Las proteasas juegan un papel vital en el proceso cervecero, ya que su actividad
hidrolitica genera mostos solubles y nutrientes, aminoacidos y péptidos, indispensables
para la fermentacion. El impacto de estas enzimas es enorme en el desarrollo de métodos
de malteo. Las endoproteasas son estables a 38 °C, pero inactivadas rapidamente a 72 °C
(Jones et al. 2000; Jones y Marinac. 2002). Durante el malteo se pueden generar tres-cuatro
tipos de endoproteasas, pero el nimero se incrementa durante el proceso, especialmente
en la maceracion, donde la actividad proteolitica puede ser regulada por inhibidores de bajo
peso molecular (Jones. 2001).

Las endoproteasas también pueden generar PAN, (proteinas activas para formar
niebla). Este tipo de actividad esta relacionada con serino proteasas y aminopeptidasas.

Ensayos de 2D han logrado identificar alrededor de 40 actividades de protedlisis.

2.5 Definicion de maltade buena calidad: Es aquella que tiene un buen desempefio
en la cerveceria, permitiendo la elaboracion de cerveza de buena calidad y con adecuado

rendimiento de fabrica.

2.6 Clasificacion de los parametros de calidad de la malta en funcién de su
importancia: En México, los pardmetros de calidad para la malta se encuentran
establecidos en la NMX-FF-043-SCFI-2003

2.7 Comercializacion de malta: Humedad, Proteina total, Extracto fino

2.8 Calidad de la cerveza: Pos-color, Nitrégeno soluble, FAN (amino nitrégeno libre),

Atenuacion limite aparente, Poder diastasico, Alfa-amilasa.



2.9 Comportamiento en la cerveceria: Viscosidad, Friabilidad, Beta-glucanos.

2.10 En que influye la calidad de la malta: En el tipo de cerveza, el color, la espuma,
la fermentabilidad (grado alcohdlico), la estabilidad coloidal, el sabor y la estabilidad del
sabor.

2.11 Usos de la malta:

Elaboracién de cerveza: El proceso de produccidon de cerveza comienza con el
malteado. En el malteado, la cebada es sometida a un proceso de remojo que permite la
germinacion del grano y posteriormente se somete a un secado (Kramer. 2006). Durante la
germinacion se producen enzimas del tipo proteasas y amilasas necesarias para la
degradacion de proteinas de reserva y almidones presentes en el mosto. Otros ingredientes
del mosto son el agua, los adjuntos, que sirven como fuente de almidén y el ltpulo, el cual
proporciona el sabor amargo caracteristico de la cerveza y un aroma herbal citrico,
ayudando a balancear el sabor dulce de la malta. Las resinas del lapulo inhiben el
crecimiento de la mayoria de las bacterias lo cual ayuda mantener la fermentacion libre de
contaminacion ayudando a conservar las caracteristicas de la cerveza (Sidor. 2006).

Después de un proceso de maceracion, se somete a un proceso de cocimiento. En
el cocedor se reciben todos los ingredientes, para ser acondicionados en una solucion
acuosa donde con el auxilio de enzimas y temperatura, los almidones son transformados
en azucares simples, enriqueciendo la concentracion de soélidos disueltos (Grado plato, °P),
al que se le llama mosto. En la olla de cocimientos se calienta el mosto hasta la temperatura
de ebullicion y se adiciona el ltpulo.

Los principales objetivos del hervido son precipitar proteinas coagulables, lo que da
estabilidad fisica, asegura la estabilidad microbioldgica, reduce compuestos indeseables,
como dimetilsulfuro, isomerizacién de lapulo y evaporar el agua educcion de compuestos
indeseables como dimetilsulfuro (DMS) y evaporar el agua hasta el nivel de concentracion
de azlcares deseado (°P)

Después el mosto hervido se bombea hasta un recipiente con entrada tangencial en
el fondo (conocido como whirpool), lo cual facilita la acumulacién de soélidos en el centro y
fondo del recipiente (Fahy y Spencer. 1999), después de un breve reposo el mosto es
transferido a un enfriador donde se reduce la temperatura hasta 9-15 °C, que es la

temperatura de inoculo.



Antes de la inoculacion el mosto debe ser aireado con oxigeno que la levadura
utilizara para la etapa de crecimiento, después por efecto de la fermentacion el oxigeno
disuelto seréa desplazado por diéxido de carbono, generando condiciones de anaerobiosis.
La fermentacion se considerada el paso mas importante y complejo del proceso cervecero,
ya gque en este se desarrollan los subproductos que impactaran los cambios de sabor y
aroma procedentes del metabolismo de la levadura (Carey y Grossman. 2006).

Al final de la fermentacion, la cual puede durar desde 7-11 dias, dependiendo del
tipo de cerveza, se somete a una etapa de maduracion, carbonatacion, estabilizacion en
frio, clarificacién y estandarizacion. Finalmente, la cerveza es enviada al proceso de
filtracion, dénde al liquido es clarificado y carbonatado para enviarlo a las lineas de
envasado.

La cerveza es la bebida alcohélica mas antigua y de mayor consumo en el mundo.
En el 2008, la produccion mundial ascendid6 a mas de 1.8 mil millones de hectolitros,
generando ganancias mayores a $ 295 mil millones de USD (Fasoli et al. 2010).

Dada la importancia, resulta sorprendente que existan solo unos cuantos reportes
del proteoma de la cerveza. En promedio, la cerveza contiene entre 0.2 y 0.6 g/100 ml de
proteina. Tales proteinas, que provienen de la cebada, malta y levadura estan directamente
involucradas en estabilidad de la cerveza, deterioro coloidal y formacién de espuma
(Picariello et al. 2011; Siebert. 2009).

2.12 Variables de Calidad del proceso de elaboracion de cerveza: El cervecero
en la practica en 1977 menciona las variables para la generacién de los indicadores de
calidad fisicoquimica de la cebada malteada. La elaboracion de cerveza es un proceso
controlado donde se van definiendo parametros de control como es el contenido de
azucares fermentables, turbidez del mosto, pH, color EBC, viscosidad y grado de producto
final. Estas variables en su mayoria se ven influenciados por la calidad de la cebada
malteada. En el producto final la calidad del sabor, espuma, color, olor y cuerpo, también

dependen de la materia prima utilizada.

2.13 Ingredientes para la elaboracion del mosto y sus propiedades: Para la
elaboracion de cerveza se requieren diversos ingredientes que le daran sus caracteristicas
fisicoquimicas. En el caso del mosto, el cual es el liquido donde se inocula la levadura para
la fermentacion, se elabora de lo siguiente: Malta, es derivada de la cebada malteada la

cual, es una fuente de extracto fermentable y proporciona caracteristicas de aroma, sabor
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y color a la cerveza. Para obtener la malta, ésta pasa a través de un proceso de remojo,
germinacion y secado, en donde por medio de ciertas enzimas se rompe la pared del
endospermo, quedando proteinas solubles en agua y por ultimo se inicia la degradacién de
granulos de almidén en azlcares fermentables, y otros productos (Kendall. 1995).

Lapulo, el cual contribuye al aroma de la cerveza, proviene de la planta Humulus
lupulus. Tiene diversos beneficios en la cerveza como es la estabilidad en la espuma, la
claridad en la cerveza mejora la estabilidad de sabor por medio de la actividad
bacteriostética de sus acidos iso-alfa provenientes de sus resinas (Grant. 1995).

Agua, contribuye aproximadamente el 96% del volumen total de la cerveza,
aportando minerales, los cuales se controlan por medio de desmineralizacion y por ajuste
de sales para alcanzar los parametros requeridos (Moll. 1995).

Estos ingredientes se introducen en orden al area de cocimientos, en donde bajo
ciertas temperaturas, actian enzimas amilasas que hidrolizan el almidon y lo transforman
en azlcares fermentables provenientes tanto de la malta como de los adjuntos.
Posteriormente, se elimina toda cascarilla y se lleva a ebullicion en donde es introducido el
lGpulo. Una vez realizado este paso, se transfiere el mosto a un recipiente para favorecer
el asentamiento de sélidos (llamado “trub”). Después se lleva a través de chaquetas de

enfriamiento hasta dejarlo a una temperatura adecuada para la inoculacién de levadura.

2.14 Requerimientos nutricionales para un buen desempefio de la levadura
cervecera: Cuando la levadura es inoculada en el mosto, entra a un ambiente
extremadamente complejo. Este contiene azlcares, dextrinas, vitaminas, sales, iones y
minerales, péptidos, proteinas, 4acidos nucleicos, solo por mencionar algunos.
Investigaciones han demostrado que la levadura utiliza de manera ordenada la amplia
variedad de nutrientes en el mosto.

Oxigeno: Cuando la levadura se inocula en el mosto, es necesario contar con cierta
cantidad de oxigeno, ya que este promueve que la levadura sintetice acidos grasos y
esteroles para producir los componentes de la membrana necesarios para su crecimiento
adecuado durante la fermentacion. La concentracion de este debe de estar optimizada ya
gue una inadecuada aireacion puede generar limitaciones en el crecimiento, problemas de
sabor en la cerveza y un bajo rendimiento en la fermentacién. Es por ello que se sugiere
introducir 1 ppm por cada °P (es igual a 1 g de extracto en 100 g de mosto) generado en el
mosto (Duan et al. 2004).



2.15 Absorcion y metabolismo de carbohidratos en el mosto: Los azucares
fermentables, son consumidos por la levadura en el orden siguiente: sacarosa, fructosa,
glucosa, maltosa y maltotriosa. Estos dos ultimos son los mas complejos y abundantes en
el mosto, por lo que la levadura cervecera posee permeasas de maltosa y maltotriosa que
transportan este azlcar dentro de la célula; ya una vez dentro, el aztcar es hidrolizado a

glucosa por medio de la enzima a-glucosidasa (Zheng et al. 1994).

2.16 Metabolismo de aminoéacidos en el mosto: El crecimiento de la levadura es
activado al sintetizar proteinas y otros componentes nitrogenados de la célula, para esto,
se requiere de la absorcion de a-amino-nitrégeno (FAN), principalmente en forma de
aminoacidos (Lewis y Young. 1995). La concentracion de cada aminoacido depende en
gran medida de la malta utilizada (Boulton y Quain. 2001) y, ademas, de su utilizacién en el
crecimiento celular, algunos aminoacidos son precursores de importantes compuestos
volatiles que impactan en el sabor de la cerveza (Hazelwood et al. 2008).

La levadura asimila los aminoacidos de manera secuencial a lo largo de la
fermentacion (Tabla 1). A través de la ruta de Ehrlich son catabolizados los aminoacidos de
cadena ramificada, aromaticos y sulfurados, donde son convertidos a alcoholes de fusel los
cuales son importantes precursores de los ésteres. Los ésteres son los compuestos
responsables del sabor afrutado de las bebidas alcohélicas, entre los mas importantes se

encuentran el acetato de etilo y acetato de isoamilo (Heggart et al. 1999).

2.17 Produccion de compuestos voléatiles y de azufre formados por el
metabolismo y excrecion de la levadura cervecera durante la fermentacion: A través
de la ruta de la biosintesis de la isoleucina y valina se generan intermediarios tales como
a-acetolactato, los cuales son excretados al medio y quimicamente se convierten en
dicetonas vicinales que imparten un sabor tipo mantequilla a la cerveza (Munroe. 1995).

Igualmente, los compuestos volatiles de azufre son subproductos del metabolismo
de aminoacidos y concentraciones minimas por encima del nivel aceptable, pueden generar
notas desagradables en la cerveza. Entre estos compuestos se encuentran principalmente
el acido sulftrico (imparte olor a huevos podridos), sulfuros y tioles (vegetales cocidos),

tioésteres (vegetales podridos) y diéxido de azufre.



Tabla 1. Orden de asimilacién de aminoacidos en el mosto

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Inmediata Gradual Baja Escasa o nula
Acido glutdmico Valina Glicina Prolina
Acido aspartico  Metionina  Fenilalanina
Asparagina Leucina Tirosina
Glutamina Isoleucina Triptofano
Serina Histidina Alanina
Treonina Amonio
Lisina
Arginina

2.18 Panorama general de la produccion de cebada y cerveza a nivel mundial:
México es el pais exportador de cerveza mas importante del mundo, con una participacion
del 17% del mercado, mismo que comparte con Paises Bajos, Alemania, Bélgica y Reino
Unido, que en conjunto concentran mas del 60% de las exportaciones mundiales.

Entre 2003 y 2011, la produccién nacional de cerveza ha crecido a un ritmo promedio
del 3.3%, principalmente como consecuencia del dinamismo en sus exportaciones, mismas
con un crecimiento medio del 5.6% durante el mismo periodo. De igual forma, de enero a
junio de 2012, las exportaciones crecieron a un ritmo de 6.8%, acumulando un valor de
1,097 millones de délares.

El mercado nacional de la cerveza esta controlado por dos grandes grupos
cerveceros, Modelo concentra mas de 55% y Cuauhtémoc Moctezuma 43%, el resto del
mercado es de unas cuantas empresas cerveceras de menor tamafio. Las dos empresas
mas grandes cuentan con marcas reconocidas a nivel nacional y en el extranjero. Los dos
grupos mantienen un esquema de integracion vertical con capacidad de producir malta
internamente, aunque también son deficitarios en este insumo.

Actualmente, Grupo Modelo posee ocho plantas en territorio nacional con una
capacidad instalada de 70 millones de hectolitros anuales de cerveza y cuatro plantas
transformadoras de malta, ademés de una Malteria en Idaho Falls, E.U.A. con una
capacidad instalada de 340 mil toneladas de malta por afio. En cambio, Cuauhtémoc
Moctezuma opera seis plantas productoras con una capacidad instalada de 41 millones de
hectolitros anuales de cervezay una produccion interna de 130 mil toneladas de malta. Los
dos grupos cuentan con proveedores nacionales e internacionales para abastecerse de

cebada.
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ESTADOS UNIDOS 3% RUSIA 12%
ESPANA 9% '

FRANCIA 7%

POLONIA 3%
REINO UNIDO 4%

CANADA 8%

AUSTRALIA 4% )
TURQUIA 5%

ALEMANIA 8% UCRANIA 4%

~ OTROS 32%
Fuente: elaborado con datos de FAOSTAT

Figura 1. Produccion mundial de cebada en el 2013.

Aproximadamente el 70% de la cebada de produccion nacional se emplea
basicamente a la elaboracidon de malta cervecera y el 30% restante como como alimento
para ganado y otros usos.

Se mantiene un déficit comercial para la cebada debido a la creciente demanda de
malta por la industria cervecera, como consecuencia del crecimiento de sus exportaciones,
asi como a la fuerte competencia internacional de este grano. De esta forma, la demanda
de cebada y malta es tal que rebasa la capacidad productiva del pais.

Ante las limitaciones productivas y las restricciones de la capacidad instalada para
la transformaciéon de la cebada a malta, México ha incrementado sus importaciones de
cebada y malta, a una tasa media anual del 8.7% y 8.8%, respectivamente, durante 2003 y
2011. Dichas importaciones son un complemento de la produccidon nacional, ya que
conforman el 9% del consumo nacional aparente de cebada y el 36% del consumo nacional
aparente de malta. Se destaca que las importaciones de cebada y malta que la industria
cervecera nacional lleva a cabo provienen en su totalidad de Estados Unidos y Canada, las
cuales estan exentas de arancel. Alrededor de 3,000 toneladas de malta se importaron de
Francia, Bélgica y Alemania durante 2011 y 2012, mismas que representan en conjunto el

1.6% del volumen total importado.
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3. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las proteasas de la malta juegan un papel relevante porque determinan el tipo y
concentracion de aminoacidos en el mosto, los cuales son metabolizados por la levadura,
la cual genera tipo de ésteres que incorporan sabores y el perfil de aroma a la cerveza.

La cerveza es una de las bebidas alcohodlicas de mayor produccion, expansion y
venta a nivel mundial. Todas las empresas que operan en este rubro persiguen incrementar
cada dia su produccion, productividad y desarrollo tratando de ubicarse entre las mejores y
abarcar mayor participacioén en el mercado.

Debido a que aun no se tiene un total conocimiento y control sobre la sintesis de
compuestos que impactan las caracteristicas de la cerveza, es necesaria una
caracterizacion adecuada de la malta (materia prima) y estudiar la relacién que existe entre
las hidrolasas y aminoéacidos y azlcares fermentables presentes en el mosto. Con este
estudio se pretende predecir las caracteristicas deseables del mosto, para obtener un

producto final de buena calidad.
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4. HIPOTESIS

Existen proteinas de la malta que impactan en el proceso cervecero y en las caracteristicas

sensoriales de la cerveza.

5. OBJETIVOS

5.1 General
Determinar las proteinas producidas en las diferentes fases del proceso cervecero
provenientes de la malta e identificar las que impacten en las caracteristicas sensoriales de
la cerveza.

5.2 Especificos

1. Analizar el proteoma de la malta, con diversos parametros de calidad de la cerveza.

2. ldentificar, a nivel molecular, las enzimas nativas de mayor relevancia para el
proceso cervecero.

3. Correlacionar las proteinas y aminoacidos presentes en el mosto para determinar
los parametros de fermentacion y caracteristicas sensoriales de la cerveza.

4. Correlacionar las diastasas y azUcares fermentables presentes en el mosto para

predecir el contenido calérico y de alcohol en la cerveza.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Muestras biologicas: Fueron evaluadas ocho cebadas malteadas (Hordeum
vulgare L.) de diferente genotipo (nombradas como M1, M2, M3, M4, M5, D1, D2 y D3
respectivamente) cultivadas bajo diferentes condiciones de cultivo, las cuales fueron
proporcionadas por Cerveceria Cuauhtémoc Moctezuma (CCM), México. Las muestras
fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso. Adicionalmente, fue utilizada la malta comercial

2-ROW como control obtenida de la empresa Malteurop (Milwaukee, WI, USA).

6.2 Extraccion de proteinas: Las muestras de malta (10 g) fueron molidas hasta un
polvo fino (<50 um) usando un molino de marca Foss Cyclotec 1093. Las proteinas totales
se extrajeron empleando dos buffers de extraccion (Tris-HCI 25 mM; MgCl. 5 mM pH 7.5),
segun lo reportado por Lopez y cols. (2016) y Buffer de Acetatos 0.05 M (Wrobel y Jones.
1992).

Las proteinas especificas como: i) albuminas; ii) globulinas y iii) prolaminas fueron
extraidas a partir de 50 mg de harina agregando: 500 ul de agua mQ (Albuminas); 500 pl
de NaCl 0.5 M (pH 7) (Globulinas) o 500 ul de etanol al 70% (Prolaminas). Los tubos fueron
agitados en vortex durante 30 min en intervalos de 5 min, centrifugados 10 s. El
sobrenadante fue almacenado a -20°C hasta su uso. La concentracion de proteina soluble

total se determind mediante el método de Bradford.

6.3 Determinacion del perfil de proteinas: El perfil de proteinas fue determinado
mediante geles de PA en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes con el
sistema de buffer discontinuo descrito por Laemmli (1970). Ademas, fueron utilizados geles
en gradiente de concentracion de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
siguiendo el protocolo descrito por Bollag y cols. (1996). Los geles fueron corridos a 20 mA
cada uno en una camara de electroforesis vertical Mighty Small Il para geles de 8 x 7 cm
SE250 de Amersham Biosciences Corp. El patrén de bandas fue analizado mediante el

software Quanty One v. 4 utilizando un densitbmetro GS-800 Calibrated de Bio-Rad.

6.4 Electroforesis bidimensional (2D-PAGE): Previo a la separacion en 2D, las
muestras de malta se ajustaron a 150 pg de proteina, fueron limpiadas con el estuche 2D
Clean-Up kit (GE Healthcare). La mezcla de proteinas fue resuspendida en 125 ul de
DeStreak Rehydration solution (GE Healthcare) con 0.5% del buffer IPG (GE Healthcare).

Las muestras fueron pasivamente absorbidas durante la etapa de rehidratacién por 17 h en
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tiras ReadyStrip™ IPG 7 cm pH 3-10 (Bio-Rad. Hercules, CA. USA). El isoelectroenfoque
se realizé utilizando un equipo Protean IEF Cell System (Bio Rad) para un total de 14 kvh
(250 V por 20 min, 4000 V por 2 h y 4000 V hasta 10000 Vh). Después de eso, las tiras
fueron equilibradas consecutivamente en dos buffers de equilibrio (375 mM Tris-HCI pH 8.8,
6 M urea, 20% glicerol, 2% SDS), suplementado con DTT (2%) y después iodoacetamida
(2.5 %). Las tiras equilibradas fueron corridas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al
12% en presencia de buffer (0.25 M Tris Base, 2 M glicina 'y 1% SDS) a 10 mA/gel durante
30 min y 20 mA/gel durante 1.5 h. Los geles fueron tefiidos con tincion de Azul Brillante de
Coomassie R250 (0.1% Azul Coomassie R250, 8% acido acético, 40% metanol, 52% agua).
Las separaciones fueron realizadas por duplicado para cada muestra.

6.5 Efecto del pH en las hidrolasas de las maltas: El efecto del pH sobre la actividad
enzimatica tipo amilasa fue realizada en placas de 96 pozos de acuerdo a Oliveira y cols.
(2019). En breve: Usamos Buffer de Acetato de Sodio (BA) 0.05 M (pH 3.0, 40y 5.0) y
Buffer de Fosfato de Sodio (BF) 0.1 M (pH 6.0, 7.0 y 9.0). En cada pozo de la microplaca
fueron colocados: 20 ul de cada buffer a sus respectivos niveles de pH, 10 ul de solucién
de almidén de papa al 0.2% y 10 ul de cada muestra. La microplaca fue incubada a 40 °C
por 30 min. Posteriormente, afiadimos 30 pl de la solucién de Lugol a una dilucién 1:10 y
170 pl de agua bidestilada. Finalmente, la absorbancia fue leida a 595 nm.

Por otro lado, la actividad de tipo proteasa, fue realizada de acuerdo con la
metodologia descrita por Secades y Guijarro (1999). Para este ensayo fue empleada
azocaseina 1.0% como sustrato disuelta en buffer Tris-HCI 25 mM con MgCl.5 mM en un
rango de pH de 3.0 a 11.0. A 60 pl de cada muestra de malta fueron agregados 240 ul de
azocaseina 1.0%, mezclados por vértex e incubadas a 40 °C por 30 min. La reaccion fue
detenida con 300 pl de TCA 10%, incubado en hielo por 30 min y centrifugacién a 15,000 g
por 10min a 4 °C. Pasado el tiempo fueron tomados 400 pl del sobrenadante y fueron
neutralizados con 100 pl de NaOH 1.8 N. Finalmente, se ley0 la absorbancia a 420 nm. Una
unidad de actividad enzimética se defini6 como la cantidad que produjo un aumento en

A420 de 0.01 en 30 min a 30 °C. Se realizaron triplicados biolégicos para todas las pruebas.

6.6 Actividad de amilasa y proteasa mediante zimografia: La actividad enzimatica fue
evaluada mediante zimogramas de una dimension como lo describen Herrera y cols. (2018)
y Lépez y cols. (2016) con algunas modificaciones. En resumen, las muestras fueron

ajustadas a 100 pg/pl de proteina total soluble y mezcladas con el buffer de corrida (125
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mM Tris-HCI pH 6.8, glicerol 24% [v/v], 0.02% [w/v] azul de bromofenol y 1% SDS), la
separacion se realizé en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras (1%
SDS) copolimerizado con almidon de papa al 0.2% [p / v] (actividad amilasa) o 0.1% [p/v]
de gelatina (actividad proteasa) (Sigma, San Luis, Misuri, USA).

Los geles fueron corridos a 50 voltios y 4 °C hasta que el frente del azul de
bromofenol alcanzé el limite inferior del gel. Después de la separacion, los geles fueron
lavados con agua bidestilada y fueron incubados durante toda la noche a 40 °C en buffer
de acetato de sodio 0.05 M pH 5.0 y buffer de fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0 para actividad
amilasa.

Para la actividad de proteasas, las proteinas fueron renaturalizadas incubando los
geles en agitacion moderada durante 40 min en soluciéon de tritbn X-100 al 2.5%.
Posteriormente, los geles fueron lavados con agua bidestilada para quitar el exceso de
triton. Para la activacion de las enzimas de tipo proteasas, los geles fueron incubados
durante toda la noche a 40 °C en buffer Tris-HCI 25 mM, MgCl, 5 mM en un rango de pH
de4.0a7.5.

Para los zimogramas de doble dimension la actividad enziméatica tipo proteasa fue
evaluada como lo describe Grudkowska y cols. (2013). En resumen, las muestras fueron
precipitadas con acetona al 100% agregando 5 volimenes, se mezcl6 por 30 s y se incubo6
toda la noche a -20 °C. Al dia siguiente fueron centrifugadas a 10,000 rpm por 5 min a
temperatura ambiente, se desechoé el sobrenadante y al precipitado se le agreg6 acetona
fria al 80%, se mezclé por 30 s y fue incubada por 30 min a -20 °C (este paso se repitio tres
veces), posteriormente, las muestras se dejaron secar por 5 min en hielo. Finalmente, a
cada muestra se le agregaron 500 ul de buffer de rehidratacién el cual contiene los anfolitos,
en una placa especial se colocaron las tiras IPG 7 cm pH 3-10, 125 ul de cada muestra y
aceite mineral grado proteémico. Se procedié a correr el IFE empleando las siguientes
condiciones: 1) Rehidratacion pasiva/carga a 10 °C por 15 h y 2) Condiciones de

separacion:

Fase V | Tiempo V/h Rampa

1 250 | 20 min - Lineal

2 4000 2h - Lineal

3 | 4000 - 10 000 @ Répida
Total 5h 14 000
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Terminado el IFE se procedié a equilibrar las tiras en condiciones no
desnaturalizantes, para posteriormente, correr los geles de PA al 12% con 0.2% de gelatina
copolimerizada en condiciones reductoras, los cuales fueron corridos a 4°C por 3 h.

Terminada la electroforesis los geles se lavaron varias veces con agua bidestilada
para quitar el exceso del buffer de corrida, posteriormente, los geles se pusieron en buffer
de renaturalizacién (Tris-HCI 25 mM; MgCl, 5 mM pH 7.5; Tritén X-100 al 2.5% y Buffer de
Acetatos 0.05 M; Cisteina 2 mM pH 5.0; Triton X-100 al 2.5%) y se dejaron incubando por
20 min a temperatura ambiente, pasado el tiempo se retird el buffer de renaturalizacion y
los geles fueron lavados varias veces con agua bidestilada, se agregd el buffer de
incubacion (Tris-HCI 25 mM; MgCl, 5 mM pH 7.5 y Buffer de Acetatos 0.05 M; Cisteina 2
mM pH 5.0) y los geles se incubaron toda la noche a temperatura ambiente, pasado el
tiempo de incubacion se retird el buffer de incubacion y se tifieron los geles con solucién de
tincion (azul brillante de Coomassie R250) para revelar la actividad enziméatica.

Para estos ensayos empleamos enzimas comerciales como control: tripsina de
pancreas bovino (Cas. T1426), bromelina de tallo de pifia (Cas. B4882), a-amilasa de
Aspergillus oryzae (Cas.10065) y B-amilasa tipo II-B de cebada (Cas. A7130). Todas las
enzimas fueron adquiridas de la compafiia Sigma, San Luis, Misuri, (USA).

Posteriormente, fueron realizados ensayos de induccién, para esto se empled una
concentracion de proteina soluble de 200 pg/ul, suplementada con acido giberélico a 10 uM
e incubadas por 96 h a 4 °C (Koehler y Ho. 1988). Después, 20 pl de volumen final de la
reaccion fueron combinados con buffer de corrida y corridos en zimogramas bajo las
mismas condiciones descritas anteriormente.

La actividad de amilasa fue revelada con solucion de Lugol, mientras que la actividad
de proteasa fue revelada con tincion de azul brillante de Coomassie R250. La actividad fue
observada por las bandas claras sobre el fondo del gel. Todos los zimogramas se realizaron

por triplicado.

6.7 ldentificacion de proteinas por MALDI-TOF/TOF: La identificacién de proteinas
mediante espectrometria de masas fue realizada por la empresa Applied Biomics (Hayward,
CA, USA). Los spots fueron sujetos a una digestion con tripsina en gel, extraccién de
péptidos y desalado, seguido de un andlisis por MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems)
para determinar la identidad de la proteina mediante la basqueda en las bases de datos

con el software GPS Explorer equipado con el motor de basqueda Mascot.
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6.8 Determinacion de actividad enzimatica en soporte empleando sustratos
sintéticos: Para la determinacion de actividad enzimética en soporte fue realizada
siguiendo la metodologia descrita por Vinokurov y cols. (2005). En resumen, para evaluar
la activad fueron preparados geles de PA al 12% en condicién nativa, fueron corridos a 20
mA, 4 °C, 2 h.

Terminada la electroforesis los geles fueron lavados varias veces con agua bidestilada
para quitar el exceso de buffer de corrida y al final se lavaron con el buffer para cada
sustrato. Por otro lado, la membrana de nitrocelulosa la cual se emplea de soporte se
humedece con buffer de transferencia y luego se deja secar a temperatura ambiente. En
una bolsa de plastico se coloca la membrana de nitrocelulosa, luego se le agrega 1 ml del
sustrato sintético, posteriormente se coloca el gel de PA al 12% y finalmente se tapa con el
resto del plastico para hacer una camara de humedad, esperar a que se observe una
coloracién amarilla en el gel de PA para iniciar con el revelado de la actividad enzimética
(diazotizacion) en la membrana de nitrocelulosa:

1. Se agregaron 10 ml de nitrito de sodio 0.1% en HCI 1 M, fue incubado en agitacion

por 5 min a temperatura ambiente.
Se desecho la solucion y se enjuago la membrana con agua bidestilada.

3. Se adicionaron 10 ml de sulfamato de amonio 0.5% en HCI 1 M, fue incubado en

agitacion por 5 min a temperatura ambiente.

4. Se desecho la solucion y se enjuago la membrana con agua bidestilada.

Finalmente, se agregd N-(1-Naphthyl)-ethylenediamine al 0.05% en etanol al 50%,
y esperamos a la aparicion de color rosa indicando la hidrdlisis de los sustratos.

Para el ensayo en microplaca se emple6 la metodologia descrita por Pires y cols.
(2007). Fueron preparados los buffers adecuados para cada sustrato sintético, a diferentes
pH’s (5.0, 7.0y 9.0), fue agregado el sustrato sintético a una concentracion de 1 mM el cual
esta disuelto en DMSO concentrando. En una microplaca fueron colocados 2.5 pl de cada
enzima empleada como control (tripsina, papaina y carboxipeptidasa), mientras que para
las muestras empleamos 10 pl a una concentracion de 50 pg/ ul, fueron agregados 100 pl
del buffer con el sustrato y se incub6 a temperatura ambiente por 30 min, posteriormente,
se ley0 la absorbancia a 405 nm a los 10 y 30 min.

Para este ensayo empleamos los siguientes sustratos sintéticos: Na-Benzoyl-L-arginine
4-nitroanilide hydrochloride [L-BAPNA] (Cas. B3133), N-Benzoyl-L-tyrosine p-nitroanilide
(Cas. B6760) y pGlu-Phe-Leu p-nitroanilide (Cas. P3169). Todos los sustratos fueron

adquiridos de la compafia Sigma, San Luis, Misuri, (USA).
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6.9 Purificacién parcial de las enzimas de las maltas cerveceras: La purificacion parcial
de las enzimas de las muestras de malta fue realizada de acuerdo con lo descrito por Zhang
y Jones. (1996). Para esto empleamos cromatografia de intercambio catiénico utilizando la
columna CM HiTrapFF y HiTrap SP XL de 1 ml de GE Healthcare, las muestras fueron
eluidas con Buffer de acetatos de sodio en gradiente de 5-300 mM con un flujo de 1 ml/min,
posteriormente, las proteinas retenidas fueron lavadas con Buffer de Acetatos de sodio 2
M. Todo el proceso se llevé a cabo empleando el equipo Econo Gradient pump de Biorad y
Fraction collector Model 2110 de Biorad.

Para evaluar la actividad enzimética se emple6 la metodologia anteriormente
descrita. Ademas, evaluamos las fracciones con los sustratos sintéticos en ensayo en

microplaca como lo describe (Pires et al. 2007).

6.10 Efecto de la temperatura en las hidrolasas presentes en la cebada malteada: La
evaluacion del efecto de la temperatura sobre las hidrolasas presentes en las cebadas
malteadas fue realizada en microplaca de 96 pozos, para esto las muestras fueron
ajustadas a 200 ug / yl de concentracion de proteina total soluble, posteriormente, fueron
colocadas a diferentes temperaturas (control, 40, 60, 80, 90 y 100 °C) durante una hora,
por ultimo, se realiz6 el ensayo de actividad enziméatica como lo mencionamos

anteriormente.

6.11 Elaboracion y evaluacion de mostos 100% cebada malteada: Para la elaboracién
de los mostos 100% cebada malteada empleamos las maltas D1, D2, D3 y como control la
malta comercial 2-ROW de la empresa Malteurop (Milwaukee, WI, USA). Los mostos fueron
preparados en el laboratorio de acuerdo con limure y cols. (2012); 50 g de cebada malteada
fueron mezclados con 200 ml de agua bidestilada desionizada. La mezcla se calent6 a 45
°C por 30 min. Después la temperatura se increment6 a 70 °C (1 °C/min) y se agregaron
100 ml de agua bidestilada desionizada e incubada a 70 °C por 60 min. Finalmente, el mosto
fue enfriado hasta temperatura ambiente (22 °C), filtrado y ebullido durante 15 min. En cada
cambio de temperatura, 5 ml de mosto fueron tomados y almacenados a -20 °C para su
posterior analisis. La evaluacién de los parametros fue realizada siguiendo los métodos
analiticos oficiales de la American Society of Brewing Chemists (Métodos de andlisis ASBC)
por el laboratorio de CCM. Las muestras de cada mosto fueron tomadas en condiciones

aseépticas.
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6.12 Nitrdgeno amino libre (FAN): Fue utilizado el método colorimétrico de ninhidrina para
determinar la cantidad de FAN en el mosto. (Método de Wort-12). Los mostos (1 ml) se
diluyeron a 100 ml con agua destilada y 2 ml de la dilucién fueron transferidos a tubos de
ensayo por triplicado. Después, se afiadié 1 ml de reactivo de ninhidrina (Na;HPO,4 2.8 mM,
ninhidrina 0.3 mM, KH>PO4 4.4 mM, pH 6.6—6.8) a cada muestra y se coloc6 en un bafio de
agua hirviendo durante 16 minutos. La reaccién se dejo enfriar durante 20 min en un bafio
de agua a 20 °C. Posteriormente, fueron afiadidos 5 ml de la solucion de dilucién (KIO3 9.4
mM, etanol al 38.4%) a cada muestra. Después de mezclar bien la reaccion, la absorbancia
es medida a 570 nm contra agua bidestilada. Fue utilizada solucién de glicina 0.14 mM

como solucién estandar. Para los célculos se utilizo la siguiente ecuacion:

FAN (mg/ml) = (absorbancia neta de la solucién de prueba / absorbancia neta de la
solucién estandar) x 2 x dilucién

6.13 Determinacién de azUcares en el mosto: Las muestras de mosto fueron analizadas
por HPLC Agilent 1100 con deteccion ELSD. El solvente de HPLC fue 75% de acetonitrilo
en agua, a una tasa de flujo de 1 ml/min utilizando una columna de hidratos de carbono de
Alltech de 4.6 mm x 250 mm. El ELSD se ajust6 a un caudal de nitrégeno de 2 ml/min (a

87 - DO). Las mediciones fueron realizadas por duplicado.

6.14 Color: El color fue determinado siguiendo el método Beer-10. 100 ml de volumen final
de mosto es filtrado y mezclado con 5 g de tierra de diatomeas grado analitico. Se deja
reposar por 5 min y se filtra nuevamente para clarificar completamente el mosto. La
absorbancia se mide a 430 nm en una cubeta de espectrofotometro (1/2 in.). El color es

calculado por la ecuacion:

Color = 10 (Absorbancia en % cubeta a 430 nm)
6.15 pH: La concentracion de iones hidrégeno se mide empleando un potenciémetro a

temperatura ambiente.
6.16 Viscosidad: La viscosidad de los mostos se midié de acuerdo con el método Wort-13.

Este método calcula la viscosidad absoluta o dindmica (en unidades centipoise) utilizando

un viscosimetro Ostwald, con un rango de agua de 50 - 150 s y de acuerdo con el principio
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de Hoeppler al medir el tiempo de rodadura de una bola a través de un capilar de vidrio

inclinado lleno de 5 ml de agua o mosto a 20 °C. Célculos:

Viscosidad = Tiempo de flujo de mosto x Densidad de mosto x 1.002

6.17 Analisis de aminoacidos libres: Fue determinado el perfil y concentracién de
aminoacidos presentes en cada mosto mediante el método de AccQ Tag Waters, utilizando
el reactivo AccQ Flour (6-aminoquinolyl-N-hydroxisuccinimidyl carbamato, AQC); seguido
de cromatografia de liquidos de alto desempefio reversa (High Performance Liquid
Chromatography, HPLCIl) para separar los derivados; finalmente, la cuantificacion se

realizé por medio de un detector de fluorescencia a 395 nm.
6.18 Monitoreo de las hidrolasas presentes en los mostos 100% cebada malteada:

Para el monitoreo de las hidrolasas presentes en los mostos 100% cebada malteada fue
empleada la metodologia descrita anteriormente.
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacion del perfil de proteinas: El perfil de proteinas de almacenamiento y

de reserva, mostraron diferencia en los perfiles proteicos en las globulinas y las hordeinas

(Fig. 2), estas ultimas estan implicadas en el perfil de aminoécidos presentes en el mosto y

en su filtrabilidad.
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Figura 2. Perfil de proteinas mayoritarias de las maltas cerveceras.

7.2 Determinacién del perfil de proteinas de la malta: La extraccién de

proteinas fue realizada a pH 7.5y pH 5.0: Empleando diferentes pH’s en las extracciones

de proteinas totales solubles, observamos que no hay diferencia entre los perfiles a

excepcion de la malta M4 que tienes seis proteinas de alto peso molecular como se muestra

en la figura 3a carril 5, la cual fue extraida con buffer Tris-HCI 5mM a pH 7.5.

7.3 Electroforesis bidimensional (2D-PAGE): Contando con los perfiles de 1D, se

procedié a evaluar el proteoma de las maltas en geles de 2D, para esto solo empleamos

tres maltas nombradas como M3, M4 y D3 como se muestra en la figura 4, en la cual

podemos observar que en las tres variedades de malta si hay diferencia entre su proteoma,
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Figura 3. Perfil de proteinas de las muestras de malta extraidas con Tris-HCI 5mM a pH 7.5 (a) y
Acetatos 0.05M pH 5.0 (b). Carriles: 1. Marcador de peso molecular Kaleidoscope (BioRad); 2. M1.
3. M2. 4. M3. 5. M4. 6. M5.

la malta M3 presenta mas proteinas con un punto isoeléctrico de 4-7 y de 9-10 (Fig. 4a),
mientras que la maltas M4 y D3 solo se concentran en un rango de 5-7 (Fig. 4b y c), otra
cosa que evaluamos en esta seccion fue la sensibilidad de la tincibn donde observamos
gue seguir empleando la tincion de azul de Coomassie es la mejor opcién, debido a que
logramos obtener buena resolucion en los spots detectados mientras que con la tincion de

fluorescencia Oriol, el perfil se muestra muy similar.
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Figura 4. Proteoma de las maltas cerveceras en geles de 2D-PAGE. M. Marcador de peso molecular
Kaleidoscope (BioRad); a) M3; b) M4; ¢) D3.
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7.4 Efecto del pH en las hidrolasas presentes en la cebada malteada: El pH fue
medido en un rango de 3.0 a 11.0. Todas las maltas presentaron mayor actividad enzimatica
entre pH 5.0 a 9.0 (Fig. 5). Esto resultados demuestran la presencia de proteasas acidas
(tipo cisteinil y aspartico proteasas) y alcalinas (tipo serino proteasas, carboxipeptidasas y
aminopeptidasas). Las maltas M2, M5 y D3 presentaron un mayor contenido de enzimas

acidas, mientras que la malta M3 contiene mayor contenido de enzimas alcalinas.
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Figura 5. Efecto del pH en la actividad general proteolitica. UAE: Unidad de actividad enzimatica.

Por otro, lado la actividad de las diastasas en las maltas D1, D2 y D3 las cuales
fueron cultivadas en diferentes condiciones ambientales, no mostré diferencia entre el rango
de pH de 3.0 a 9.0, mostrando maxima actividad amilacea a pH 5.0 y 7.0. Las maltas
tuvieron un comportamiento similar a la a-amilasa de Aspergillus oryzae (Sigma, San Luis,
Misuri, USA) a excepcioén del pH 9.0, donde la a-amilasa disminuyd 2 veces su actividad
enzimatica. La p-amilasa tipo II-B de extracto crudo de cebada (Sigma, San Luis, Misuri,

USA) mostré su maxima actividad a pH 5.0 y a valores mas altos disminuye (Fig. 6).

7.5 Actividad de amilasa y proteasa mediante zimografia: Los zimogramas de
1D en condicion reductora con SDS y nativa, son muy similares los perfiles enzimaticos, lo
gue si variod fue la actividad proteolitica al evaluar las dos extracciones de proteinas totales
solubles y si precipitdbamos dichas proteinas con sulfato de amonio al 40%, donde

obtuvimos mejores resultados en los perfiles de proteasas fue empleando la extraccién con
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buffer Tris-HCI 5 mM a pH 7.5 y esta misma extraccion pero precipitadas con sulfato de
amonio al 40%, en comparacion con la extraccion con buffer de Acetatos de sodio 0.05 M

que se mostré disminuida su actividad (Fig. 7b, cy d).
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Figura 6. Efecto del pH en la actividad general de diastasas.

Las maltas D1, D2 y D3, incubadas a buffer Tris-HCI (25 mM) y MgCl. (5mM) a pH
5.0y 7.5. A pH 5.0 no mostraron diferencia y solo se observo actividad de 23 y 35 kDa y sin
bandas definidas de actividad a mayor peso molecular (Fig. 8a). Mientras que a pH 7.5 las
tres maltas mostraron un perfil diferente. La malta D muestra 6 bandas con actividad
proteolitica entre 50 y 150 kDa, mientras que las maltas D2 y D3 muestran un
comportamiento similar a excepcion que la D3 tiene una banda con actividad ca. 30 kDa
(Fig. 8b).

Debido a que en las maltas D2 y D3 no observamos un patron de actividad
proteolitica definida como en la malta D1, empleamos el GA a 10 uM, para estimular la
actividad de las proteasas, observando que en la malta D3 incubada a pH 4.0 y 5.0 fue
detectada una banda muy prominente de actividad proteolitica de 37- 50 kDa (Fig. 8 c y d
3+), esta actividad es muy similar a la tiolproteasa EP-A de cebada malteada. Finalmente,
medimos la actividad proteolitica de las maltas M1-M5 y D3 en zimogramas de 2D en
condicion reductora con SDS, observamos que todas las maltas tienen un patrén de
actividad muy diferente, la M3 tiene mayor actividad proteolitica en comparacion con el resto
de las maltas, la malta D3 tiene mas variedad de enzimas las cuales se centran en un pl
ca. 5y 10 (Fig. 9).
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Figura 8. Efecto del pH sobre la actividad proteolitica en Zimogramas 1D en geles de poliacrilamida al
10% copolimerizados con gelatina al 0.1% en condicion reductora. Los geles fueron incubados con
buffer Tris-HCI (25 mM) y MgCl, (5 mM) a pH 4.0 (c); pH 5.0 (ay d) y pH 7.5 (b y e). M. Marcador de
peso molecular kaleidoscope de Biorad. 1. Malta D1. 2. Malta D2. 3. Malta D3. B. Bromelina de pina. T.
Tripsina de pancreas bovino. +. Inducido con GA. -. No inducido con GA.

Figura 9. Efecto del pH sobre la actividad proteolitica en Zimogramas 2D en geles de poliacrilamida
al 12% copolimerizados gelatina al 0.2% en condicion reductora. Los geles fueron incubados en
Buffer de Acetatos 0.05 M pH 5.0.
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Por otro lado, la actividad tipo amilasa en zimogramas con almidén de papa,
mostraron una banda muy prominente de actividad de amilasa alrededor de 40-75 kDa. La
malta D1 mostré una banda de aproximadamente 20 kDa a pH 5.0 (Fig. 10, flecha verde).
La malta D3 muestra dos bandas de aproximadamente 30-35 kDa a pH 6.0 con alta

actividad (Fig. 10, flecha roja).

Mw D1 D3 D1 D3 C
250kDa [ | v

150kDa
100kDa
75kDa
50kDa W
37kDa

25kDa .\
‘ h

Figura 10. Efecto del pH sobre la
actividad amildcea en Zimogramas
copolimerizados con almidén de papa al
0.2 % en geles de poliacrilamida al 12%
en condiciones reductoras. M. Marcador
de peso molecular Kaleidoscope Biorad.
1. Malta D1. 2. Malta D3.

pHS5 pH 6

7.6 Identificacién de proteinas por MALDI-TOF/TOF y Nano LC-MS/MS: En base
los perfiles enzimaticos, seleccionamos las sefiales similares entre las diferentes
variedades y las que eran Unicas de cada variedad. Las muestras seleccionadas fueron
enviadas a Applied Biomics, CA. Lo interesante fue encontrar que la enzima de la M1y D3
tienen la misma secuencia aminoacidica, es una proteina de la cual se desconoce su
funcion y es considerada una proteina hipotética, mientras que para la malta M3 también

obtuvimos la identificacion de una proteina hipotética (Fig. 11).

7.7 Determinacién de actividad enzimatica en soporte empleando sustratos
sintéticos: Ensayamos dos métodos uno en soporte y otro en microplaca. En el soporte
detectamos actividad tipo serino proteasas de ca.250, 150 y 60 kDa (Fig. 12 a, b y e),
mientras que para el tipo cisteinil entre 150 y 70 kDa (Fig. 12c), para el tipo de
carboxipeptidasa se mostr6 una ligera actividad por eso esta sefialado con un circulo rojo,

solo el control que es la carboxipeptidasa Y de S. cerevisiae se detecta claramente.
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Con respecto al ensayo en microplaca, todas las maltas mostraron las tres
actividades (Fig. 13). Para el tipo serinoproteasa, pH's 5.0, 7.0 y 9.0, observamos que las
maltas son las activas a pH 9.0; la malta M1 mostré mayor actividad tipo serinoproteasa
(Fig. 13c): Esto concuerda con lo observado en la actividad en soporte (Fig. 12a). Para la
actividad tipo cisteinil la malta D3 presento mayor actividad en comparacion con la M4 que
fue la que presenté menor actividad de ese tipo (Fig 13a). Por ultimo, para el caso de la
actividad especifica tipo carboxipeptidasa las maltas D2 y D3 presentaron mayor actividad
y de nuevo la M4 fue la que presenté menor actividad (Fig. 13b).
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®o...
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Figura 11. Seleccion e identificacion de enzimas candidatas como marcadores de calidad.

7.8 Purificacion parcial de las enzimas de las maltas cerveceras: Al conocer el
tipo especifico de las enzimas presentes en las maltas se realiz6 una purificacién parcial de
dichas enzimas mediante cromatografia de intercambio catibnico en gradiente de

concentracion, para este procedimiento empleamos las maltas M3y D3.
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Figura 12. Determinacién del tipo de actividad enzimatica especifica en ensayo en soporte empleando
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Figura 13. Determinacion del tipo de actividad enzimatica especifica en ensayo en microplaca
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En la malta D3 obtuvimos un pico las fracciones 2-6, lo que significa que separamos

solo una proteina, mientras que para la malta M3 obtuvimos dos picos el primero en las

fracciones 2-3 y el segundo en las fracciones 6-7 y se dejo de detectar en la fraccién 11,

esto significa que de la malta M3 separamos dos proteinas (Fig. 14).
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Figura 14. Cromatogramas de las maltas M3 y D3.

Todas las fracciones fueron evaluadas para determinar su actividad de proteasa

total empleando azocaseina al 1% como sustrato (Fig. 15a), de las fracciones que

mostraron actividad proteolitica fueron evaluadas con los sustratos sintéticos para

determinar el tipo especifico de la proteasa y observamos que la malta D3 mostré un 93%

de actividad tipo cisteinil en comparacion con la M3 que tuvo un 64% (Fig. 15b).
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Figura 15. Determinacion de proteasa total con azocaseina al 1% (a) y Determinacién de actividad
especifica de proteasas (b).
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De la fraccion de la malta D3 que dio el 93% de actividad tipo cisteinil, se le
determind un zimograma en 2D-PAGE al 12% copolimerizado con gelatina al 0.1% en
condicion reductora y efectivamente solo mostrdé un spot con actividad proteolitica, este
resultado concuerda con el observado en los zimogramas de 1D al inducir esta malta con
GA (Fig. 16).

Figura 16. Actividad de proteasa total en zimogramas en 2D-PAGE copolimerizado con gelatina al 0.1% en
condiciones reductoras empleando la malta D3. a) Extraccion B. Acetatos 0.05 M pH 5.0. b) Extraccion B.
Tris-HCI 5mM, CaCl,1 mM a pH 7.5. ¢) Fraccién 34.

7.9 Efecto de la temperatura en las hidrolasas presentes en la cebada
malteada: Otro punto de vital importancia para la industria cervecera es que las enzimas
presentes en las maltas sean termoestables en el proceso de elaboracion de cerveza, para
esto medimos el efecto de la temperatura en las muestras de malta y posteriormente
evaluamos su actividad hidrolitica. Para el caso de la determinacién de la actividad
amilacea empleamos las maltas D1, D2, D3 y MC (malta comercial empleada como control).
Y observamos que todas las maltas tienen su mayor actividad a 60 °C, a 80 °C su actividad
residual se reduce hasta el 20% en D1, 50% en D2 y en D3 y MC hasta el 30% (Fig. 17).

Esto se corroboré en zimogramas de almidén de papa al 0.2% como sustrato y
observamos que la malta D2 incubada a pH 5.0 muestra actividad a 80 °C y una ligera
actividad a 100 °C (Fig. 17d).

Para el caso de la evaluacion de la termoestabilidad de las enzimas proteoliticas de
las maltas empleamos las maltas M1, M3, M4 y D3. Todas las maltas mostraron diferente

actividad a las temperaturas evaluadas teniendo sus maximas actividades a altas
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temperaturas. Las maltas M1, M3 y M4 incubadas a pH 5.0 muestran su mayor actividad a
70 °C, mientras que a pH 7.0 la malta M1 su mayor actividad es a 90 °C, las maltas M3 M4

y D3 es a 100 °C (Fig. 18). A pH 9.0 solo la malta M3 mostré su mayor actividad a 45 °C.
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Figura 17. Efecto de la temperatura sobre la actividad amilasa en muestras de malta, ensayo en microplaca (parte
superior) y en geles de poliacrilamida al 12 % copolimerizado con almidon de papa 0.2% como sustrato (parte
inferior). ay b) Incubado en Buffer de acetatos de sodio 0.05 M mas cisteina 5 mM pH 5.0. b y e) Incubado en Buffer
de fosfatos de sodio 0.1 M pH 6.0. ¢ y f) Incubado en Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.0.
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La malta D3 muestra menor UAE, esto se debe porque el ensayo fue realizado ajustando
su concentracion a 200 ug/ pl, mientras que para las otras muestras se empleé el extracto

de proteinas concentrado.
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Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la actividad de proteasa total en muestras de
malta, empleando azocaseina al 1% como sustrato.

7.10 Elaboracién y evaluacion de mostos 100 % cebada malteada: Para
relacionar las enzimas de las maltas con el perfil de aminoacidos y azucares fermentables,
fueron preparados mostos 100 % cebada malteada, para este ensayo empleamos las
maltas D1, D2, D3 y MC, primero se llevo a cabo el proceso de molienda, posteriormente
la maceracion la cual fue escalonada y en cada cambio de temperatura se tomd una
muestra de 5 ml para sus posteriores analisis (Fig. 19).

Para determinar su contenido proteico, se cuantifico proteina total soluble mediante
la técnica de Bradford y observamos que el mosto D1 no mostré diferencia en su cantidad
de proteina, en comparacion con los mostos D2 y D3 que disminuyeron casi el 50 % de su

contenido de proteinas (Fig. 20).
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Otro parametro analizado fue el amino nitrégeno libre (FAN) importante para el
crecimiento de la levadura. El mosto D1 obtuvo un valor mas alto 327 mg/ L en comparacién
con el mosto D2 (244 mg /L) y el mosto D3 (262 mg/ L), el cual fue similar al valor obtenido
con el mosto de malta comercial (269 mg/ L) (Tabla 2).

Estos resultados coinciden con las bandas de actividad proteolitica de alto peso
molecular encontradas mediante zimogramas en la malta D1. Otro pardmetro evaluado fue
el color en donde el mosto D2 mostrd un color mas obscuro de 25.5+0.21 en comparacion
con los otros mostos D1 (20.80+0.57), D3 (20.90+0.14) y mosto control (8.4) (Tabla 2).
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Figura19. Preparacion de mostos 100% cebada malteada.
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Figura 20. Cuantificacion de proteina total soluble en el proceso de maceracion.
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Tabla 2. Parametros de los mostos producidos con las diferentes maltas.

Mostos
Parametros analizados

D1 D2 D3 MC
Proteina total soluble (mg/L) 700 400 400 400
Alfa-amino nitrégeno (mg/L) 327 244 262 269
Viscosidad (cps) 1.72 1.65 1.67 151
pH 5.9 6.0 6.0 5.9
Color (SMR) 20.8(x0.57) 25.5(+0.21) 20.9 (+0.14) 8.4 (x0.21)
Glucosa 13.0 (#0.05) 12.0 (¢0.11) 11.0(x0.00) 12.0 (+0.15)
Sacarosa 3.0(x0.04) 2.0(x0.01) 2.0(x0.01) 2.0(x0.06)
Fructosa 1.0 (x0.01) 2.0(x0.01) 2.0(x0.01) 1.0(%0.01)
Maltosa 55.0 (+0.16) 57.0 (+0.04) 61.0 (x0.34) 52.0 (+0.91)
Maltotriosa 12.0 (x0.04) 12.0 (x0.01) 13.0(x0.07) 13.0(+0.39)

En cuanto al perfil de aminoacidos libres los resultados muestran que algunos
aminoacidos aumentan, por ejemplo, en el mosto D1 la prolina aumenta (1.67 veces) con
respecto a los otros mostos, acido aspartico (1.21 veces), metionina (1.40 veces), acido
glutamico (1.13 veces), histidina (1.68 veces), lisina (1.22 veces), leucina (1.22 veces),
valina (1.24 veces) y fenilalanina (1.27 veces). Todos estos aminoacidos estan relacionados
con la alta fermentabilidad del mosto y estos resultados proporcionan valiosa informacion a
los cerveceros.

En cuanto a los perfiles de azlcares fermentables en los mostos evaluados
observamos que se encontraban dentro de los parametros de calidad establecidos por la
Convencion Europea de Cerveceria, 1998, donde aproximadamente el 60% de los azUcares
eran maltosa, seguida de 15-17% de maltotriosa, 12-15% de glucosay 1.3-1.9% de fructosa
(Tabla 2). En base a estos resultados, las condiciones de cultivo no afectan
significativamente el perfil de azlcares fermentables porque el mosto preparado con esta
variedad produce el perfil 6ptimo para una buena fermentacion y tiene niveles similares al
mosto preparado con malta comercial. Sin embargo, el mosto D3 mostré niveles
ligeramente mas altos de fructosa, maltosa y maltotriosa. Con respecto al pH en todos los
mostos se observé muy similar el cual oscilé entre 5.9y 6.0 (Tabla 2).

Otro parametro analizado fue la viscosidad en de nuevo el mosto D1 obtuvo la mayor
concentracion de 1.72 cps con respecto a los otros mostos que cae dentro del pardmetro

normal, este parametro esta relacionado con el contenido de proteinas el cual concuerda
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con nuestros resultados y, ademas, fue el mosto tuvo un tiempo de filtracién mas largo en
comparacion con los demas (Tabla 2).

Finalmente monitoreamos las enzimas durante el proceso de maceracion mediante
zimogramas para el caso de actividad de proteasas, observamos que las principales
diferencias entre la malta D1 respecto a las otras maltas, son bandas de actividad presentes
entre 25y 37 kDa observadas principalmente a pH 5.0 y 7.5 (Fig. 21). Una pequefia banda
de actividad de ca. 22 kDa fue observada en la etapa de maceracion a 70 °C (pH 4.0), la
cual esta presente solo en esta malta (flecha amarilla). Otra de ca. 33 kDa (pH 7.0) que es
mas intensa en la malta D1 (flecha rosa). Estas dos bandas podrian estar relacionadas a
los resultados descritos anteriormente.

Al analizar mediante zimogramas los patrones de actividad amilolitica, pudimos
observar que los mostos preparados con la malta D1 y D2 son practicamente iguales, sin
embargo, el mosto D3 conserva la banda de actividad de aproximadamente 30 a 35 kDa a
pH 6.0 (Fig. 21, cuadro verde), observada en los zimogramas de malta. Esta enzima podria

estar relacionada a los niveles ligeramente mas altos de algunos azlcares fermentables.

D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
M 254570 254570 254570°C M25 4570 25 4570 25 4570°C M 754570 25 45 70 25 45 70°C

Act. Proteasa

N
oo

oH 4.0 © pH50  pH75

D1 D2 D3 D1 D2 D3 Extraccionde
M 25 45 70 25 45 70 25 4570°C M 25 45 70 25 45 70 25 45 70°C proteinasD3

Act. Diastasa

pH 5.0 pH 6.0

Figura 21. Monitoreo de las enzimas hidroliticas presentes en las maltas durante el
proceso de maceracién. D1, D2 y D3. Maltas.
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8. DISCUSION

Con el objetivo de encontrar marcadores de calidad en maltas cerveceras, en el presente
trabajo realizamos un acercamiento al proteoma de diferentes maltas. Analizamos el perfil
de proteinas de almacenamiento y encontramos diferencia en las hordeinas (Fig. 2). El
patrén del grupo B de la M1 se vio mas aumentado con respecto al resto, solamente la
malta M2 mostré una banda muy remarcada correspondiente a las hordeinas del grupo
gamma, proteinas estan implicadas en el perfil de amino4cidos presentes en el mosto y en
su filtrabilidad (Van den Berg et al. 1981).

Por otro lado, investigamos el perfil de las proteinas solubles totales de cada malta
extraida a pH 5.0 y pH 7.5 (Wrobel y Jones. 1992; Ostergaard et al. 2004). El perfil y
concentracion de proteinas solubles, mostré que no existe efecto del pH sobre la extraccion
(Fig. 3), a excepcion de la malta M4 que tienes seis proteinas de alto peso molecular como
se muestra en la figura 3a carril 5 la cual fue extraida con buffer Tris-HCI 5 mM CaCl, 1 mM
apH 7.5.

Comparamos el perfil protedbmico de tres variedades de malta cervecera y
observamos que si hay una diferencia significativa entre el contenido proteico de cada una
ya que la malta M3 arrojé mayor cantidad de proteinas con un punto isoeléctrico de 4-7 y
de 9-10 (Fig. 4a), mientras que la maltas M4 y D3 solo se concentran en un rango de 5-7
(Fig. 4b y c). Estudios de comparacion proteémica han sido eficazmente empleados para
identificar proteinas para distinguir cultivares de cebada, asi como las cualidades de las
cebadas y maltas (Jin et al. 2013). Guo y cols. (2016) mencionaron que el contenido de
proteinas en el grano de cebada es significativamente diferente entre el cultivo y la cebada
malteada, esto se asemeja a lo observado en nuestros resultados.

Li y cols. (2014) demostraron que la variacion del proteoma de un cultivar de malta
y otro se ve influenciado en los procesos de malteado, esto significa que las maltas
evaluadas tuvieron un proceso de malteado diferente.

Con respecto al efecto del pH, observamos que todas las maltas se comportan
diferente, pero para el caso de la actividad de proteasa su méaxima actividad se dio en un
rango de 5.0-9.0. Las maltas M2, M5 y D3 presentaron un mayor contenido de enzimas
acidas, mientras que la malta M3 contiene mayor contenido de enzimas alcalinas (Fig. 5).
Jones (2005) menciona que las enzimas presentes en la malta dependen del pH en el que
se encuentra el mosto, por ejemplo si las maltas se maceran a un pH de 3.8 las enzimas

tipo cisteinil son las que predominan més fuertemente en el medio, mientras que si se
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maceran a pH 6.0 y 8.0 las que predominan son las tipo serino y metaloproteasas y las tipo
cisteinil son inactivadas, este resultado nosotros lo observamos cuando empleamos el GA
para estimular la actividad tipo cisteinil y cuando incubamos los zimogramas a pH 7.5, la
actividad se vio inactivada en las muestras de malta (Fig. 8).

Por otro lado, la evaluaciéon de las diastasas fue realizada en los lotes de las maltas
D1, D2 y D3 las cuales fueron cultivadas en diferentes condiciones ambientales, se midio
el efecto del pH en el cual, no se mostro diferencia entre el rango evaluado de 3.0 a 9.0.
Las tres maltas mostraron su méxima actividad amilacea a pH 5.0y 7.0 (Fig. 6); Greenwood
y MacGregor (1965), mencionan que el pH optimo para las amilasas es de 5.5.

Al determinar el rango 6ptimo de pH en el cual las hidrolasas de la malta son mas
activas, procedimos a realizar zimogramas para ver el perfil tanto de las proteasas como de
las amilasas presentes en cada una de las ocho variedades malta (Figs. 7, 8, 9y 10).

Primero evaluamos las maltas M1-M5 en zimogramas en 1D copolimerizados con
gelatina al 0.2% como sustrato en dos condiciones: reductoras y nativas para determinar la
actividad proteolitica, observamos que existen diferencias muy marcadas entre las maltas
(Fig. 7).

El perfil de las proteasas que visualizamos se asemeja a lo reportado por Jones y
Marinac (2002), ellos emplearon gelatina y edestina como sustrato, los pusieron a pH 6.0 y
4.8 y a los dos pH el perfil de proteasas se observan muy similares a los que nosotros
mostramos en este trabajo, a pH 6.0 se muestran proteasas de alto peso molecular las
cuales pudieran ser tipo serino, metaloproteasas y aspartico proteasay a pH 4.8 entre 20y
75 kDa este dato también concuerda con lo observado en los zimogramas de las maltas
D1, D2 y D3, los cuales incubamos a pH 5.0, en este pH estan presentes las tipo cisteinil
(Fig. 8).

En la figura 7(f, g y h) observamos que las maltas M3 y M4 muestran una actividad
proteolitica débil de ca. 40 kDa, que coincide con una proteasa alcalina de bajo peso
molecular previamente informada en semillas de frijol (Padmakar et al. 2005).

La malta M1 da una fuerte actividad proteolitica a pH 9.0 alrededor de 150-250 kDa
(Fig. 7d). La malta D1 a pH 7.5 muestra 6 bandas con actividad proteolitica entre 50 y 150
kDa, mientras que las maltas D2 y D3 mostraron un perfil similar a excepcion que la D3
muestra una de ca. 30 kDa (Fig. 8 a y b). Grudkowska y cols. (2013) reportan una
metaloproteinasa (150 kDa) y una proteinasa aspartica (110 kDa) similares en hojas de
trigo. Las metaloproteinasas estan relacionadas con la calidad y pertenecen a un grupo de

proteasas importantes en el proceso cervecero. Estas enzimas de alto peso molecular
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juegan un rol importante en la hidrélisis de proteinas de almacenamiento, relacionadas con
el contenido de Kl y FAN. A pH 5.0 las maltas (D1, D2 y D3) no mostraron diferencias en
los patrones de actividad, ademas, mostraron dos bandas de actividad de 23 y 35 kDa y sin
bandas definidas de actividad a mayor peso molecular (Fig. 8 ay b).

Debido a que en las maltas D2 y D3 no se lograba observar un patrén de actividad
proteolitica definida como en la malta D1, empleamos el GA a 10 uM, para estimular la
actividad de las proteasas y observamos que, utilizando este cofactor, en la malta D3
incubada a pH 4.0 y 5.0 fue detectada una banda muy prominente de actividad proteolitica
de 37- 50 kDa (Fig. 8 c y d 3+), esta actividad es muy similar a la tiolproteasa EP-A de
cebada malteada.

Koehler y Ho, (1988) purificaron y caracterizaron una cisteinil endoproteasa de la
capa de la aleurona inducida durante 96 h con acido giberélico 1 uM y visualizada mediante
zimogramas nativos empleando hemoglobina como sustrato. La enzima purificada
correspondia a la EP-A con un peso molecular de 37 kDa. Este tipo de proteasa esta
relacionada con la calidad de la malta ya que incrementa su expresion durante el proceso
de germinacion y es la responsable de degradar a las hordeinas (proteinas mayoritarias de
la malta) (Koehler y Ho 1990). Este resultado indica que empleando la malta D3 dara un
nivel 6ptimo de FAN y perfil de aminoacidos, lo que se traduce a una buena fermentacion y
una cerveza con caracteristicas deseables. Se puede observar que a pH 7.5 la actividad es
inhibida en todas las maltas y controles (Fig. 8e). Esto indica que las maltas poseen
actividad de tipo cisteinil proteasas las cuales son inhibidas a este valor de pH incluso con
el uso de inductores.

Por otro lado, los ensayos de actividad proteolitica en geles de 2D mostraron que
existen diferencias entre las maltas; la M3 fue la que mostré mayor actividad proteolitica al
ser incubada a pH 5.0 (Fig. 9). De la zona de actividad de proteasa se corté un fragmento
del gel y se mand6 secuenciar a Applied Biomics empleando la técnica de MALDI-TOF/TOF,
como se muestra en la figura 11, se obtuvo una secuencia de 14 aminoacidos con un 100%
de identidad, con la cual se identific6 una proteina hipotética de 1543 aminoacidos de
Hordeum vulgare subsp. vulgare con un peso molecular aproximado de 177.1 kDa (Takashi
et al. 2011).

Por otra parte, se mandaron secuenciar otras 4 bandas con actividad proteolitica de
las maltas M1, M4 y D3 de Zimogramas de 1D empleando Nano LC-MS/MS, se obtuvieron
las secuencias de diferentes tamafios de aminoacidos y la identificacion de cada una como

se muestra en la figura 11, lo relevante de estos resultados es que la M1 y D3 tienen la

40



misma secuencia aminoacidica (RAFCGLDAKLGVLLRY), por lo tanto; esta proteasa puede
ser candidata para emplearse como marcador de calidad.

Para determinar el tipo de diastasas presentes en las maltas D1 y D3 se realizaron
zimogramas en condiciones reductoras empleando almidén de papa como sustrato. Las
maltas mostraron una banda muy prominente de actividad de amilasa alrededor de 40-75
kDa. La malta D1 mostré una banda de aproximadamente 20 kDa a pH 5.0 (Fig. 10, flecha
verde), esta banda corresponde a una a-amilasa de la familia AMY-2 (Robert et al. 2002).

La malta D3 muestra dos bandas de aproximadamente 30-35 kDa a pH 6.0 con alta
actividad (Fig. 10, flecha roja), estos resultados son muy similares a los obtenidos por
Schmitt y Marinac (2008), ellos mencionan una 3-amilasa de 35-59 kDa y como esta enzima
se ve afectada cuando se encuentran las proteasas tipo serino principalmente SEP-1 y
hordolisina. Ademas, esta banda coincide con lo reportado por nuestro grupo en otra
variedad de malta (Herrera et al. 2018), similar a una B-amilasa apoplastica de 25 kDa en
hojas de Avena sativa reportado Uno-Okamura y cols. (2004). Una posible funcién de este
tipo de enzima es actuar como chaperona molecular de otras enzimas, como [3-glucanasas,
las cuales tienen relacion con el nivel de viscosidad del mosto. Esta banda de actividad de
bajo peso molecular podria servir como un indicador de calidad en la malta. Por otro lado,
Yin y cols. (2002) mencionan que la variacién de la actividad de p-amilasa en la cebada se
ve afectada por las condiciones de cultivo y medio ambiente, estos resultados concuerdan
con lo observado: la actividad de B-amilasa cambi6 notablemente con la variedad de cebada
y cultivada a diferentes condiciones ambientales (Fig. 10).

Para determinar el tipo de proteasa se emplearon sustratos sintéticos especificos
para la clase de serino, cisteinil y carboxipeptidasa. Las maltas mostraron actividad tipo
tripsina y carboxipeptidasa dando unas bandas de alrededor de 70 kDa y quimotripsina y
cisteinilproteasa entre 100-150 kDa en condicién nativa (Fig. 12), estos resultados se
asemejan a lo reportado por Mikola y Pietila (1972). Ellos mencionan que las
carboxipeptidasas de la cebada se asemejan a la tripsina, quimiotripsina y serinoproteasas
de las bacterias, por su capacidad para hidrolizar el N-sustituido de ésteres de aminoacidos.

Estos resultados de actividad especifica se corroboraron en ensayo de actividad en
microplaca como se muestra en la figura 13, donde observamos que todas las muestras de
maltas tienen las tres actividades especificas. La malta M1 mostr6 mayor actividad tipo
serinoproteasa (Fig. 13c), esto se corrobra con lo observado en la actividad en soporte (Fig.
12a). Para la actividad tipo cisteinil la malta D3 presento mayor actividad en comparacion

con la M4 que fue la que presentd menor actividad de ese tipo (Fig 13a). Por ultimo, para
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el caso de la actividad especifica tipo carboxipeptidasa las maltas D2 y D3 presentaron
mayor actividad y de nuevo la M4 fue la que presenté menor actividad (Fig. 13b).

Posteriormente, fue realizada una purificacibn parcial en cromatografia de
intercambio catidnico de las proteinas de la malta empleando la metodologia de Zhang y
Jones (1996) con algunas modificaciones, para esto primero se tomaron las fracciones de
1 mL de cada muestra, fueron cuantificadas mediante nanodrop para determinar su
concentracion de proteina soluble total (Fig. 14).

A las fracciones se les determiné la actividad de proteasa total en microplaca
empleando azocaseina al 1% como sustrato, fueron seleccionadas las fracciones que
dieron mayor actividad de proteasa total y se evaluaron con los sustratos sintéticos
especificos para cada tipo de proteasa (Fig. 15). Con la malta D3 logramos obtener el 93%
de actividad tipo cisteinilproteasa, mientras que con la M3 solo un 64%. Esta fraccion fue
corrida en un zimograma de 2D copolimerizado con gelatina al 0.2% en condicion reductora
y solo se detect6 un spot con actividad proteolitica (Fig. 16c), estos resultados concuerdan
con los que observamos en la figura 8 cuando a esa malta la estimulamos con GA. La cual
corresponde a lo reportado por Koehler y Ho (1988).

Otro punto de vital importancia para la industria cervecera es que las enzimas
presentes en las maltas sean termoestables en el proceso de elaboracién de cerveza.
Dichas enzimas hidroliticas llevan a cabo el proceso de degradacion de las proteinas de
reserva; sin embargo, no es deseable que se degraden todas las proteinas de la cebada
debido a que estas son las responsables de producir y dar la estabilidad de la espuma en
la cerveza como producto final (Gupta et al. 2010).

Para el caso de la determinacion de la actividad amilacea empleamos las maltas D1,
D2, D3y MC (malta comercial empleada como control). Y observamos que todas las maltas
tienen su mayor actividad a 60 °C, a 80 °C su actividad residual se reduce hasta el 20% en
D1, 50% en D2, en D3 y MC hasta el 30% (Fig. 17). Esto se corrobor6 en zimogramas de
almidon de papa al 0.2% como sustrato y observamos que la malta D2 incubada a pH 5.0
muestra actividad a 80 °C y una ligera actividad a 100 °C (Fig. 17d). Estos resultados se
asemejan a lo reportado por Evans y cols. (2003), ellos encontraron una (-amilasa de
cebada malteada termoestable la cual tiene un gran efecto sobre la fermentabilidad del
mosto, otra caracteristica importante de esta enzima es que se acumula durante el
desarrollo de la semilla y produce aproximadamente el 55% de maltosa (azlcar

fermentable).
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Con respecto a la termoestabilidad de las enzimas proteoliticas empleamos las
maltas M1, M3, M4 y D3. Todas las maltas mostraron diferente actividad a las temperaturas
evaluadas teniendo sus maximas actividades a altas temperaturas. Las maltas M1, M3 y
M4 incubadas a pH 5.0 muestran su mayor actividad a 70 °C, mientras que a pH 7.0 la
malta M1 su mayor actividad es a 90 °C, las maltas M3, M4 y D3 su mayor actividad es a
100 °C (Fig. 18), esto significa que las maltas tienen proteasas termoestables en un rango
de pH de 5.0 a 9.0. Estos resultados se asemejan mucho a lo reportado por Rizvi y cols.
(2011), ellos evaluaron dos lineas de maltas canadienses y observaron que las proteasas
de estas variedades eran activas a 70 y 90 °C.

Hay muy pocos reportes que indican la presencia de termoestabilidad en las
proteasas después de la germinacién (Gupta et al. 2010). Jones y cols. (2000) mencionan
gue durante el secado del grano de cebada hay una desnaturalizaciéon parcial de las
proteasas. Por lo tanto, nuestro trabajo sera pionero en demostrar que las proteasas de la
malta son activas a temperaturas altas (70-100 °C).

Para relacionar las hidrolasas provenientes de la malta con la calidad del mosto, se
prepararon mostos 100% de cebada malteada (limure et al. 2012) (Fig. 19). La
concentracion de proteina total soluble fue medida en cada etapa de la maceracién (Fig.
20) con el fin de estudiar cambios en el contenido de proteinas presentes durante el
proceso.

Los resultados (Fig. 20) muestran que en el mosto D1 no hubo disminucion en el
contenido de proteinas durante todo el proceso de maceracion en comparacién con los
otros mostos que si disminuy6 el 50% de su contenido de proteinas. Steiner y cols. (2011)
mencionan que en mostos con 100% de cebada, se pueden encontrar mas compuestos
proteicos disueltos prevaleciendo incluso en la cerveza. Ademas, estos compuestos pueden
tener una influencia positiva en importantes caracteristicas, tales como: cuerpo, sensacion
en la boca, la estabilidad y formacion de la espuma.

Otro parametro analizado fue el amino nitrégeno libre (FAN) importante para el
crecimiento de la levadura. El mosto D1 obtuvo un valor més alto 327 mg/ L en comparacion
con el mosto D2 (244 mg/ L) y el mosto D3 (262 mg/ L), el cual fue similar al valor obtenido
con el mosto de malta comercial (269 mg/ L) (Tabla 2). Estos resultados coinciden con las
bandas de actividad proteolitica de alto peso molecular encontradas mediante zimogramas
en la malta D1.

Los valores FAN deben estar en los niveles adecuados para asegurar la

disponibilidad de nutrientes nitrogenados a la levadura y no afectar el proceso de
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fermentacion (Briggs et al. 2004). Los niveles bajos de FAN dan una baja propagacion de
la levadura, un mal desempefo de la fermentacién y se generan subproductos no deseados
(diacetilo, compuestos de azufre, etc.). Sin embargo, una muy alta concentracion de FAN
puede provocar reacciones no deseadas a través de la reaccion de Maillard que tienden a
producir colores altos en la cerveza (Steiner et al. 2011). Hay muy pocos estudios de
suplementacion con proteasas durante la maceracion del mosto como una forma de mejorar
el nivel de FAN en la elaboracién de cerveza (Alvarez et al. 2010; Piddocke et al. 2011).
Con nuestros resultados demostramos que estas maltas son capaces de dar el nivel 6ptimo
de FAN para obtener una buena fermentacion.

Otro parametro evaluado fue el color en donde el mosto D2 mostré un color mas
obscuro de 25.5+0.21 en comparacion con los otros mostos D1 (20.8+0.57), D3 (20.9+0.14)
y mosto control (8.4) (Tabla 2). Guzman-Ortiz y cols. (2018), reportaron resultados similares
con mostos 100% cebada malteada, los cuales presentaron un color tipo melano
(16.3+0.19) y tipo chocolate (27.7+0.79), clasificandolas como cervezas tipo Weissbier y
Double IPA, respectivamente.

En cuanto al perfil de aminoacidos libres el mosto D1 mostré6 mayor concentracion
con respecto a los otros mostos. Lingzhen y cols. (2016), encontraron que la prolina y el
acido glutamico son importantes constituyentes en la formacion de turbidez en la cerveza.

En cuanto a los perfiles de azlcares fermentables en los mostos evaluados
observamos que se encontraban dentro de los parametros de calidad establecidos por la
Convencion Europea de Cerveceria, 1998, donde aproximadamente el 60% de los azUcares
eran maltosa, seguida de 15-17% de maltotriosa, 12-15% de glucosay 1.3-1.9% de fructosa
(Tabla 2).

En base a estos resultados, las condiciones de cultivo no afectan significativamente
el perfil de azlcares fermentables porque el mosto preparado con esta variedad produce el
perfil 6ptimo para una buena fermentacién y tiene niveles similares al mosto preparado con
malta comercial. Sin embargo, el mosto D3 mostré niveles ligeramente mas altos de
fructosa, maltosa y maltotriosa. Hu y cols. (2013) mencionan que la composicion de los
azucares fermentables en el mosto esta directamente influenciada en la eficiencia de la
fermentacion de la levadura y como resultante la calidad de la cerveza.

Con respecto al pH en todos los mostos se observé muy similar el cual oscil6 entre
5.9y 6.0 (Tabla 2). Briggs y cols. (2004) mencionan que el pH 6ptimo para que las enzimas

estén activas en el mosto es de 5.5 y si el pH aumenta este influye en la coloracion del
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mosto, este resultado concuerda con los datos obtenidos con la coloracion en nuestros
mostos.

Otro parametro analizado fue la viscosidad en de nuevo el mosto D1 obtuvo la mayor
concentracion de 1.72 cps con respecto a los otros mostos que caen dentro del parametro
normal, este parametro esta relacionado con el contenido de proteinas el cual concuerda
con nuestros resultados y, ademas, fue el mosto tuvo un tiempo de filtracion mas largo en
comparacion con los demas (Tabla 2). Severa y cols. (2009) mencionan que la viscosidad
de los mostos 100% malta se encuentran en un rango de 1.75-2.1 cps, por lo tanto, nuestros
mostos tienen una viscosidad 6ptima.

Finalmente monitoreamos las enzimas durante el proceso de maceracion mediante
zimogramas para el caso de actividad de proteasas, observamos que las principales
diferencias entre la malta D1 respecto a las otras maltas, son bandas de actividad presentes
entre 25 y 37 kDa observadas principalmente a pH 5.0y 7.5 (Fig. 21). Una pequeiia banda
de actividad de ca. 22 kDa fue observada en la etapa de maceracion a 70 °C (pH 4.0), la
cual esté presente solo en esta malta (flecha amarilla). Otra de ca. 33 kDa (pH 7.0) que es
mas intensa en la malta D1 (flecha rosa). Estas dos bandas podrian estar relacionadas a
los resultados descritos anteriormente.

Al analizar mediante zimogramas los patrones de actividad amilolitica, pudimos
observar que los mostos preparados con la malta D1 y D2 son practicamente iguales, sin
embargo, el mosto D3 conserva la banda de actividad de aproximadamente 30 a 35 kDa a
pH 6.0 (Fig. 18, cuadro verde), observada en los zimogramas de malta. Esta enzima podria

estar relacionada a los niveles ligeramente mas altos de algunos azlcares fermentables.
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9. CONCLUSIONES

La actividad tipo amilasas y proteasas dependié del tipo de cebada y, en gran medida
de las condiciones de cultivo.

De estas actividades dependeran la cantidad de aminoacidos y azucares disponibles
para la levadura durante la fermentacion.

La malta M1 mostré mayor concentracion de hordeinas del grupo B, mientras que la M2
mostré del grupo gamma las cuales estan implicadas en la filtrabilidad del mosto.

El perfil de amilasas de la malta D1 mostré una banda de actividad similar a la a-amilasa
AMY-2 de ca. 16-20 kDa a pH 5.0. La malta D3 mostr6 una banda de actividad similar
a una B-glucanasa de ca. 30 kDa a pH 6.0, relacionada a una buena calidad en la malta
y esta actividad se conserva durante las diferentes etapas de maceracion del mosto.
Por otro lado, las maltas M1 y D1 muestran una proteasa de 150 kDa similar a una
metaloproteinasa reportada relacionada con el KI'y FAN.

La malta D1 presenta niveles superiores de FAN, sin embargo, contiene una mayor
cantidad del aminoacido prolina relacionado con la presencia de turbidez en la cerveza.
Este resultado se relaciona también con la presencia de mayor actividad proteolitica
alcalina.

La malta D3 muestra mayor actividad de actividad proteolitica acida, lo cual se relaciona
con un 6ptimo nivel de FAN y perfil de aminoécidos. Ademas, presenta una banda tipo
tiolproteasa EP-A muy prominente ca. 37-40 kDa inducida con &cido giberélico y
parcialmente purificada por cromatografia de intercambio catidnico, principal enzima de
digestion de las hordeinas.

Los resultados de este estudio muestran que las maltas D1, D2 y D3 presentan buenas
caracteristicas para su uso en la produccion de cerveza, teniendo mejores
caracteristicas la malta D3. Ademas, dan un perfil 6ptimo de azucares fermentables y
de aminoéacidos para que la levadura tenga una buena fermentacion.

Fueron observadas ligeras pero muy importantes diferencias que se relacionan con el
proceso cervecero o con la cerveza como producto final. Esto nos permitira establecer
mejores criterios de seleccién de maltas para el proceso, mejoramiento en el manejo y
programacion de preparacion de mostos, reduccion en los procesos de maceracion y
asociar la presencia de enzimas con el desempefio de la fermentacion o de la cerveza

final.
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10. PERSPECTIVAS

La informacién obtenida en este estudio permitird un mejor control de calidad en la materia
prima empleada en el proceso de elaboracion de cerveza.

Con el desarrollo del sistema de deteccién de alguna de las proteinas mas
importantes, podremos predecir el contenido proteico.

Este trabajo abre camino para el estudio de nuevas variedades de cebadas
malteadas para optimizarlas para el uso de elaboracion de cerveza.
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