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Resumen

El maiz en México ha sido ampliamente utilizado en bebidas tradicionales fermentadas.
Recientemente hemos desarrollado un proceso para preparar cervezas con 100% de
variedades de maiz pigmentadas que proporcionan polifenoles y antocianinas con
propiedades antioxidantes. Por otra parte, se pueden crear nuevos estilos de cerveza al
modificar las condiciones del proceso y los ingredientes; asi, exploramos el efecto de la
adicion de malta caramelo y de diferentes cantidades de ltpulo y chile guajillo, generando
varios estilos de cervezas de 100% malta de maiz azul. Para lograr lo anterior, se obtuvieron
maltas base y caramelo y usaron para desarrollar ocho estilos de cervezas de maiz, con
diferentes concentraciones de chile y lupulo, a través de una fermentacion tipo Ale. Los
objetivos del proyecto fueron: 1) Caracterizar el maiz azul variedad Chalquefio, asi como las
maltas base y caramelo para evaluar el efecto del malteado y del tostado sobre el color, el
perfil de compuestos volatiles, las caracteristicas quimicas y la capacidad antioxidante; 2)
Evaluar los efectos de la adicion de distintos tipos de malta y cantidades de chile y ldpulo
sobre parametros quimicos y la actividad antioxidante en tres etapas del proceso (ebullicion,
fermentacion y maduracion); 3) Cuantificar el contenido de antocianinas y caracterizar los
acidos fendlicos en las cervezas maduras de maiz azul por HPLC para evaluar el efecto de la
formulacion; 4) Obtener el perfil sensorial de las cervezas y realizar una prueba de
consumidores para evaluar el efecto de las distintas formulaciones sobre su nivel de agrado
e intencidn de compra, asi como para obtener informacién para mejorar el producto.

Los resultados obtenidos permitieron observar que el maiz azul Chalquefio presentd un
analisis quimico proximal similar al reportado en otros granos de maiz azul. El contenido de
proteina en la malta base se encontr6 dentro del rango especificado para malta de cebada. El
malteado no present6 efecto significativo sobre los pardmetros de color, por el contrario en
las maltas caramelo se observo un aumento de la luminosidad y de la cromaticidad, y una
disminucion del tono. Los productos de la reaccion de Maillard entre los que se encuentra
furanos, pirroles y pirazinas, fueron identificados en las maltas caramelo de maiz. La malta
que fue tostada a 175 °C por 20 min presentd el mayor niUmero de compuestos volatiles. Los
contenidos de antocianinas y compuestos fenolicos totales en el maiz azul fueron similares
a otras variedades azul y parpura, y debido al malteado se observ6 una disminucion de su
contenido. Un tostado a menor temperatura por mayor tiempo provocé el mismo efecto sobre
el contenido de antocianinas que un tostado a mayor temperatura por tiempo corto. El
contenido de los &acidos fendlicos fue mayor en la malta base respecto al grano y las
concentraciones de los acidos fenolicos fueron dependientes de las condiciones de tostado,
siendo mayor en la malta tostada a 240 °C. La concentracion de melanoidinas también fue
mayor en la malta tostada a mayor temperatura (240 °C). Por DPPH se observé una mayor
capacidad antioxidante en la malta base que en el grano. En las maltas caramelo que
contenian una mayor cantidad de compuestos fendlicos, se encontré una mayor capacidad
antioxidante por ABTS, mientras que en las que contenian mas melanoidinas se observo por
DPPH una mayor respuesta antioxidante.
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Se obtuvieron cervezas bajas en alcohol y los valores de azlcares reductores totales, alcohol,
pH, acidez total, unidades de amargor e iso-a-acidos durante las etapas del proceso fueron
similares a los de las cervezas de cebada. Ademas, las concentraciones de antocianinas,
polifenoles y capacidad antioxidante disminuyeron a través de las etapas del proceso. La
interaccién de los ingredientes produjo efectos sobre la composicion quimica y la actividad
antioxidante en las cervezas maduras. Después de un analisis estadistico, tanto por ANOVA
univariando como por métodos multivariados (analisis de agrupamiento jerarquico y analisis
de componentes principales), se encontré una mayor concentracion de antocianinas y
capacidad antioxidante por ABTS en dos estilos de cerveza formulados con 85% de malta
base y 15% de malta caramelo (Estilos 6 y 7, respectivamente).

No se observo efecto de las diferentes formulaciones de cerveza de maiz en su etapa madura
sobre el contenido de antocianinas. Los &cidos fendlicos fueron analizados en dos fracciones:
en forma libre y esterificada. Los acidos protocatéquico, p-coumarico y ferulico fueron
encontrados en forma libre en todos los estilos de cervezas y el &cido gélico estuvo presente
solo en los estilos elaborados con malta caramelo. Los &cidos fendlicos esterificados
encontrados incluyen los &cidos anteriores, ademas de los acidos siringico y sinapico. El
acido ferulico fue mayoritario en ambas fracciones. En los &cidos fendlicos libres no se
observd un efecto la formulacion, mientras que el contenido de los &cidos fendlicos
esterificados en general, fue mayor en los estilos elaborados con malta tostada y mayores
cantidades de chile y lupulo.

Un panel entrenado caracterizo a las cervezas de 100% malta base como de color cobrizo,
turbidez intermedia y baja cantidad de espuma; olor a frutas fermentadas, lupulo, levadura,
cereales y platano macho; y a los estilos elaborados con 15% malta tostada como de un
intenso olor a caramelo, gusto amargo, acido y sabor a malta, lUpulo y fruta fermentada; con
carbonatacion y cuerpo importantes y baja sensacion picante. De acuerdo al analisis de
consumidores, el picor en la mayoria de los estilos debe incrementarse para aumentar el nivel
de agrado y la intencion de compra. Por ultimo, el estilo que méas agradd y que tuvo la mayor
intencion de compra fue el estilo 6, al recibir calificaciones promedio de “me gusta” y “de
vez en cuando”, este estilo fue elaborado con malta tostada (15%), mayor cantidad de chile
(10 g/L) y menor cantidad de lapulo (1.8 g/L).
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Abstract

Corn in Mexico has been widely used in traditionally fermented beverages. We recently
developed a process to prepare beers using 100% pigmented corn varieties that provide
polyphenols and anthocyanins with antioxidant properties. Moreover, new styles could be
created when modifying the process conditions and ingredients. Thus, we explored the effect
of caramel malt addition and different amounts of hops and guajillo chili, generating several
styles of 100% blue corn malt beers. To achieve this, base and caramel malts were obtained
and used to develop eight styles of corn beers using different concentrations of chili and hops,
via the ale fermentation process. The objectives of the project were: 1) to characterize the
Chalquefio blue corn, as well as the base and caramel malts to evaluate the effect of malting
and toasting on color, the profile of volatile compounds, the chemical characteristics and
antioxidant capacity; 2) to evaluate the effects of the addition of different types of malt and
quantities of chili and hops on chemical parameters and antioxidant activity in three different
stages of the brewing process (boiling, fermentation and maturation); 3) to quantify
anthocyanin content and characterize phenolic acids in mature corn beers by HPLC to
evaluate the effect of the formulation; and 4) to obtain the sensory profile of the beers and to
perform a consumer test to evaluate the effect of the different formulation on their level of
pleasure and purchase intention, as well as to obtain information to improve the product.

The results obtained allowed to observe that the Chalquefio blue corn presented a proximal
chemical analysis similar to those reported for other blue corn kernels. The protein content
in the base malt was found within the range specified for barley malt. The malting has no
significant effect on the color parameters, on the contrary in the caramel malts an increase of
the lightness and chroma, and a decrease of hue angle were observed. Maillard reaction
products including furans, pyrroles and pyrazines were identified in the caramel malts. The
malt which was toasted at 175 °C for 20 minutes showed the highest number of volatile
compounds. Anthocyanins and total phenolic compounds in blue corn were similar to other
blue and purple varieties, and due to malting, a decrease in their content was observed. A
toasting at lower temperature for longer time caused the same effect on the anthocyanin
content as a toasting at higher temperature for short time. The content of the phenolic acids
was higher in the base malt with respect to the grain and the concentrations of the phenolic
acids were dependent on the toasting conditions, being higher in the toasted malt at 240 °C.
The concentration of melanoidins was also higher in toasted malt at higher temperature (240
°C). DPPH showed higher antioxidant capacity in the base malt than in the grain. In the
caramel malt higher antioxidant capacity by ABTS was observed in malts with greater
amount of phenolic compounds, whereas by DPPH higher antioxidant response was present
in malts with higher content of melanoidins.

Low alcohol beers were obtained and the values of total reducing sugars, alcohol, pH, total
acidity, bitterness units and iso-a-acids during the steps of the process was similar to barley
beers. Additionally, anthocyanin concentration, polyphenols and antioxidant capacity
decreased through the processing steps. The ingredients interaction produced effects on the
chemical composition and antioxidant activity in mature beers. After statistical analysis, by
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both univariate ANOVA and multivariate methods (hierarchical cluster analysis and
principal component analysis), a higher concentration of anthocyanins and ABTS antioxidant
capacity was founds in two beer styles that were formulated with 85% base malt and 15%
caramel malt (Styles 6 and 7, respectively).

The effect of different formulations of corn beers on the content of anthocyanins in mature
beer was not observed. The phenolic acids were analyzed in two fractions: in free and
esterified form. Protochatequic, p-coumaric and ferulic acids were present as free phenolic
acids in all styles of beers and gallic acid was present only in the styles made with caramel
malt. The esterified phenolic acids found include the above acids in addition to the syringic
and sinapic acids. Ferulic acid was present at the highest concentration in both fractions. No
effect of formulation was observed on the free phenolic acids, whereas the esterified phenolic
acids were generally higher in the styles made of toasted malt and with high amounts of chili
and hops.

A trained panel characterized the corn beers as having a coppery color, intermediate turbidity
and low amount of foam; odor of fermented fruits, hops, yeast, cereals and banana. Styles
made of toasted malt had an intense caramel odor; bitter taste, acid and malt flavor, hops and
fermented fruit; with an important carbonation and body and with low spicy perception.
According to consumer analysis the spicy note in most styles should be increased to increase
the level of pleasing and intent to purchase. Finally, the style that most liked and that had the
greatest purchase intention was style 6, when receiving average ratings of “I like” and “from
time to time”, this style was elaborated with toasted malt (15%), greater quantity of chili (10
g/L) and less amount of hops (1.8 g/L).
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1. INTRODUCCION

La creatividad de los maestros cerveceros para producir cervezas artesanales hoy en dia esta
acaparando la atencion de los consumidores que buscan disfrutar de nuevas sensaciones al
degustar una cerveza, y que con ello, poco a poco van haciendo que este sector adquiera
ganancias econdmicas importantes llamando con ello la atencién de las grandes empresas
cerveceras de nuestro pais.

De manera especifica, el movimiento de la elaboracion de cerveza artesanal ha revivido
estilos de cervezas antiguos, ha duplicado estilos de cervezas tradicionales y ha creado
nuevos estilos de cervezas en su mision por introducir al mercado cervezas especiales de
sabor completo y de fina elaboracion. La identidad de los diferentes estilos de cervezas se
obtienen a partir del uso de ingredientes especificos (tipos de malta, lupulos, levaduras) y del
procedimiento usado en su elaboracion. El corazon de los estilos de cerveza se encuentra en
el sabor desarrollado en gran parte por la aplicacion generosa y a veces creativa de maltas
especiales. Debido a que cada malta especial es Unica, necesita ser evaluada por su sabor,
color y otras contribuciones al estilo de cerveza (Gruber A., 2001).

Bebidas tradicionales como el Tesglino y Sendechd son una aproximacion a una cerveza, las
cuales siguen un proceso muy similar a las cervezas de cebada, solo que el cereal utilizado
es maiz que se remoja, germina y cuece para obtener el mosto, que se deja enfriar para
enseguida ser fermentado por pulque. Para nuestros antepasados el maiz era la materia misma
con la que fuimos creados. Esto le otorgd un valor simbolico que trascendié su importancia
como alimento y hoy en dia se considera la base de nuestra alimentacion y la identidad de
nuestro México.

A partir de modificaciones en el proceso de elaboracion del Sendechd, los grupos de
investigacion de los Doctores José Ramon Verde Calvo y Héctor Bernardo Escalona Buendia
han elaborado y caracterizado fisicoquimica y sensorialmente cervezas de maiz de las
variedades pigmentadas. Con el mismo propdsito de brindar a los consumidores un mayor
namero de estilos de cervezas, en este caso particular cervezas de maiz, en el presente estudio
se desarrollaron estilos de cervezas de maiz azul utilizando maltas base y caramelo, asi como
diferentes cantidades de chile y lUpulo. Asimismo, se llevo a cabo la caracterizacion del maiz
azul Chalquefio y de las maltas. Finalmente, se determinaron las caracteristicas quimicas y
la actividad antioxidante de los estilos de las cervezas de maiz durante tres etapas del proceso,
cuantificando los compuestos bioactivos antocianinas y &cidos fendlicos en la cerveza
madura y obteniendo el perfil sensorial y el nivel de agrado e intencion de compra por los
consumidores.

“La cerveza de maiz es nuestra identidad convertida en bebida con sabores y olores de maiz
y chile que nos recuerdan nuestras tradiciones, lo que somos, y lo que consumimos a diario
pero con las notas elegantes del lupulo y un contenido de alcohol que hace agradable el
momento”.




2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Maiz

El maiz, Zea mays L., pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, y es
la Unica especie cultivada del género Zea. Otras especies comunmente llamadas teocinte y
las especies del género Tripsacum conocidas como arrocillo o maicillo son formas salvajes
emparentadas con Zea mays (Paliwal, 2001).

El maiz es una de las especies cultivadas méas productivas, es el primer cereal en rendimiento
de grano por hectarea, y tiene el mas alto potencial para la produccion de carbohidratos por
unidad de superficie por dia. En la actualidad el maiz es el segundo cultivo del mundo por su
produccion, después del trigo, mientras que el arroz ocupa el tercer lugar (Paliwal, 2001).

La produccion mundial de maiz se pronostico en 2017 en 1,054 millones de toneladas, un
1.4% o 14.6 millones de toneladas superior a la produccion de 2016. Los principales paises
productores de maiz son Estados Unidos, China y Brasil, seguidos de paises de la Union
Europea. La produccion mundial a partir de 2013 aparece en la Figura 1a y la de México en
la Figura 1b.
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Figura 1. a) Principales productores de maiz y b) Produccién de maiz en México. Valores estimados
(FAO, 2017).

En México, el 69% del maiz producido es destinado al consumo humano, 20% al sector
pecuario, 10% a la industrializacion y 1% a la produccién de semillas (Ortega y Ochoa,
2003). Los esfuerzos de la produccion nacional se enfocan en la obtencién de maiz blanco.
El 50% de la produccion de maiz se obtiene de cinco estados productores: Jalisco, Estado de
México, Sinaloa, Chiapas y Michoacan.

En la Mesa Central de México se cultivan alrededor de 1.5 mill ha de maiz, de las cuales 85%
se manejan en condiciones de temporal. De manera especifica, los principales estados de la
Mesa Central donde se cultiva maiz azul son Puebla, Tlaxcala, México e Hidalgo. Antonio




et al., (2004), determinaron que en aproximadamente 150 mil ha cultivadas en temporal se
siembra maiz azul u otro color, obteniéndose rendimientos promedio de 2 a 3.5 t ha™.

El maiz tiene una amplia base genética como resultado de los multiples procesos de seleccion,
adaptacion y manejo. En México se han clasificado al menos 59 razas con base en caracteres
morfologicos y polimorfismos de isoenzimas (Sanchez et al., 2000).

El maiz Chalquefio pertenece al grupo conico, que incluye razas cuya caracteristica distintiva
es la forma conica o piramidal de sus mazorcas. Este grupo se distribuye predominantemente
en las regiones elevadas de méas de 2,000 msnm y en su mayoria son endémicas de los valles
altos y sierras del centro del pais incluyendo el Valle de México, Valle de Toluca, la Sierra
Norte de Puebla, la Meseta Purépecha en Michoacdn y la Mixteca alta en Oaxaca
(CONABIO).

La raza Chalquefio es polimorfica por sus variantes de textura (harinoso, semidentado y
semicristalino) y coloracién de grano (blanco, amarillo, rojo, rosado, azul). En el valle de
Chalco-Amecameca se distinguen, los tipos: “crema”, de grano semicristalino con
coloraciones amarillo claro a blanco y que son usados principalmente para tortillas;
“palomo”, de textura semiharinosa, de color blanco y usado para harina de tamal; “azul”, de
grano semiharinoso con coloraciones morado a azul oscuro; ‘“colorado”, de textura
semiharinosa y coloracion rosada a rojo, ambas coloraciones “azul” y “rojo” son usadas para
antojitos, golosinas (burritos: maiz tostado y mezclado con piloncillo) y pinole; y “amarillo”,
de textura semicristalina usado para tortilla y forraje. Todas las variantes de esta ultima raza
se usan como forraje tanto en planta entera ensilada como en rastrojo (plantas después de
cosechar). La hoja (totomoxtle) que cubre la mazorca de esta raza es muy valorada para
envolver tamales y para la elaboracion de artesanias (CONABIO).

En las variedades de grano pigmentado pueden predominar los carotenoides o los flavonoides
del tipo antocianinas, éstas confieren al grano de maiz colores desde rojo tenue hasta parpura
intenso (Salinas et al., 1999).
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Figura 2. Mazorcas de la raza Chalquefio que se cultiva en el Oriente del Estado de México.
(Tomado de www.citlalired.com)
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2.2 Antocianinas y compuestos fendlicos en el maiz

El maiz (Zea mays L.) constituye la base de la alimentacion de la mayor parte de los paises
en desarrollo, aspecto benéfico ya que contiene mayor cantidad de fenoles y capacidad
antioxidante que otros cereales como trigo, arroz y avena (Escalante-Aburto et al., 2013).

Los flavonoides y &cidos fendlicos presentes en el grano de maiz pueden estar en forma libre
o soluble, o ligados a biomoléculas como proteinas y carbohidratos estructurales. Alrededor
de 90% de los acidos fenolicos en el grano del maiz se encuentra en forma ligada,
principalmente a componentes de la pared celular, mientas que los flavonoides estan
predominantemente en forma extraible o soluble (Salinas-Moreno et al., 2012).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, formados de quince atomos de
carbono, dispuestos en una configuracion C6-C3-C6. La estructura consiste en dos anillos
aromaticos, A y B, unidos por un puente de 3 carbonos, usualmente en forma de un anillo
heterociclico, C (Figura 3). El anillo aromatico A se deriva de la via acetato/malonato,
mientras que el anillo B se deriva a partir de la fenilalanina a través de la via de shikimato
(Merken y Beecher, 2000).

Figura 3. Estructura quimica de los flavonides (Ignat et al., 2011).

Las variaciones en los patrones de sustitucion del anillo C dan como resultado las clases
principales de flavonoides: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas y
antocianinas (Hollman y Katan, 1999). Las estructuras quimicas de las principales clases de
flavonoides se presentan en la Figura 4.

Las antocianidinas son las estructuras basicas de las antocianinas. Cuando las antocianidinas
se encuentran en su forma glicosida (unidas a un azlcar) se conocen como antocianinas. Los
azlcares que se esterifican con el aglicon lo hacen principalmente en la posicion 3
(Brouillard, 1982). Las antocianinas también pueden estar aciladas, es decir los acidos
organicos —usualmente acidos fendlicos aromaticos o alifatico, acidos dicarboxilicos o una
combinacién de ambos- reaccionan con la fraccion azucarada formando un enlace éster. Estos
acidos se unen en la posicion 6 del monosacéarico, aunque también se les ha encontrado en
las posiciones 2, 3y 4 (Cabrita, 2000).
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Figura 4. Estructuras quimicas de las principales clases de flavonoides (Ignat et al., 2011).

La caracterizacion de antocianinas en maiz azul se ha llevado a cabo por cromatografia de
liquidos acoplada a espectrometria de masas, siendo mayoritarias la cianidina-3-glucésido,
pelargonidina-3-glucosido y peonidina-3-glucésido (Abdel-Aal et al., 2006; Escalante-
Aburto et al., 2013; Pascual-Teresa et al., 2002; Yang et al., 2009). Las antocianinas pueden
estar presentes en el pericarpio, en la capa de aleurona o en ambas estructuras del grano




(Salinas-Moreno et al., 2012). La estabilidad de las antocianinas es fuertemente afectada por
el pH, temperatura, estructura y concentracion de antocianina, entre otros factores (Verde-
Calvo, 2006; Yang et al., 2009; Sharma et al., 2016). Los beneficios a la salud de compuestos
fendlicos como las antocianinas se han reportado ampliamente, éstos incluyen actividad
antioxidante, antimutagénica y anticarcinogénica (Pedreschi y Cisneros-Zevallos, 2007;
Yang et al., 2009; Escalante-Aburto et al, 2013; Abdel-Aal et al., 2006).

Respecto a la presencia de acidos fendlicos, en maiz azul Peruano se han identificado los
acidos p-cumarico, vainillico y protocatéquico, asi como derivados de quercetina y
hesperidina (Pedreschi y Cisneros-Zevallos, 2007); y en maiz azul Mexicano, el acido
feralico y tres derivados de éste fueron identificados como los principales &cidos fenolicos,
seguidos de dos derivados del acido p-coumarico en cantidades menores (Del Pozo-Insfran
et al., 2006). En maiz amarillo se han identificado los &cidos p-hidroxibenzoico, vainillico,
protocatéquico, siringico, p-coumarico, ferulico, cafeico y sinapico (Adom vy Liu, 2002:
Dewanto et al., 2002).

El principal acido fendlico en el maiz es el acido ferulico, que representa alrededor del 85%
de los compuestos fendlicos totales y se concentra en el pericarpio del grano en forma libre
o esterificado en las heteroxilanas que constituyen la hemicelulosa de la pared celular (De la
Parra et al., 2007).

Las paredes celulares de las gramineas se componen predominantemente de
glucoronoarabinoxilanos y (1,3)(1,4)-B-D-glucanos, con cantidades menores de celulosa,
heteromananos, proteinas y acidos fendlicos esterificados.

Los efectos benéficos para la salud de otros compuestos fenolicos ademas de las antocianinas
han sido también ampliamente reportados incluyendo actividad antioxidante (Adom y Liu,
2002; Dewanto et al., 2002), antimutagénica (Cardador-Martinez et al., 2002; Miyazawa y
Hisima, 2003) y anticancerigena (Ferguson, 2001; Loo, 2003).



2.3 Cerveza

La cerveza es una bebida alcohdlica no destilada que se obtiene de la fermentacion de un
mosto elaborado a partir de malta de cebada, con o sin la adicién de otros cereales no
malteados (adjuntos), la mezcla de estos cereales con agua se transforma en azlcares
mediante digestion enzimatica. Posteriormente se agrega a la mezcla IUpulo y se somete a un
proceso de coccion (Lopez et al., 2002).

La cerveza puede ser clasificada en tres tipos basicos: Ale, Lager y Lambica, al margen de
esta Ultima que se produce de manera local en Bélgica y es fermentada con levaduras salvajes
(espontaneas), los tipos Ale y Lager se distinguen por la especie de Saccharomyces que lleva
a cabo la fermentacion, siendo S. cerevisiae y S. carlsbergensis las utilizadas,
respectivamente (Hughes y Baxter, 2001). Las cervezas tipo lager son las mas consumidas,
su fermentacion se lleva a cabo a temperaturas entre 6-15 °C y al final de esta etapa las células
de levadura se depositan en el fondo del fermentador, y generalmente se eliminan. Por el
contrario, en las cervezas tipo Ale la fermentacion ocurre a temperaturas entre 16-24 °C,
después de lo cual las células de levadura se elevan a la superficie del fermentador, formando
una pelicula gruesa que generalmente no se elimina por completo (Moura-Nunes et al.,
2016).

Dentro de cada uno de estos dos tipos existen estilos o subtipos con diferentes caracteristicas
sensoriales, obtenidas a partir de variaciones en el procesamiento, formulaciones y
composicion de ingredientes (Hough, 1990; Lopez et al., 2002). Algunos estilos aparecen
en el cuadro 1, incluyendo algunas marcas.

Una clasificacion adicional de las cervezas se basa en cambios en el proceso de elaboracion,
como las cervezas de barril, que no son pasteurizadas, y cervezas sin alcohol, a menudo
producidas por fermentacién limitada. Los estilos de cerveza también pueden variar entre las
regiones productoras, segun los aspectos culturales y la disponibilidad de los ingredientes
(Bamforth, 2003).

Quimicamente, la cerveza puede ser considera como una solucion de agua-etanol con un pH
de alrededor de 4.2 en el que cientos de moléculas diferentes se disuelven. Estas moléculas
se originan a partir de las materias primas (agua, malta, lGpulo, adjuntos) y de los procesos
de produccién del mosto, fermentacién y maduracion. Sin embargo, los componentes de la
cerveza recién embotellada no estan en equilibrio quimico. Termodindmicamente, una
botella de cerveza es un sistema cerrado y tenderd a alcanzar un estado de energia minimay
entropia maxima. En consecuencia, las moléculas experimentan muchas reacciones durante
el almacenamiento, que finalmente determinan las caracteristicas de envejecimiento de la
cerveza. Aunque muchas conversiones son termodindmicamente posibles, su importancia
para el envejecimiento de la cerveza esta determinada principalmente por las velocidades de
reaccion en condiciones de almacenamiento ordinarias (Vanderhaegen et al., 2006).




Cuadro 1. Tipos de cervezas y caracteristicas sensoriales.

Tipo de
cerveza

Subtipos o estilos

Ale

Pale. Clara, fuertemente aromatizadas con lUpulo, seca y muy amarga.
Calavera
American Pale Ale (Naucalpan) y Minerva Pale Ale (Zapopan).

Bitter. Es clara con un alto contenido de lupulo y con mucho cuerpo.

Brown. Color intenso, sabores tostados y afrutados, es menos dulce y contiene
menos lupulo que las pélidas. La més popular Newcastle (Inglaterra). En
México existen Raramuri (Batari Chonami) (Tijuana), Cucapd Obscura
(Mexicali B.C.) y Calavera Project X (Naucalpan).

Mild. Es semioscura, de sabor dulce, con poco cuerpo y amargor.

Stout o Porter. Son las mé&s oscuras, con mucho cuerpo, algunas
intensamente amargas y otras en cambio dulces. Magna Porter (Guadalajara)
es de este subtipo.

Lager

Pilsener, Hell o Pale. Es clara, con alto contenido de ltpulo, seca y con poco
cuerpo. Este estilo es el de mayor consumo mundial en cervezas. Barrilito (Cd.
De México), Bohemia clasica (Monterrey NL.), Carta blanca, (Monterrey NL.)
y Estrella (Guadalajara) son algunas marcas.

Dortmunder. Tiene caracteristicas parecidas a la Pilsener pero con un menor
contenido de lGpulo y sabor mas suave.

Munich, Donkel o Dark. Es oscura, aromatica, con bajo contenido de lapulo,
amargor ligero, dulce y con mucho cuerpo. La marca Ledn (México DF.)
corresponde a este estilo.

Marzen, Bock o Marzenbier. Tiene caracteristicas parecidas a la Munich,
pero con mayor contenido de alcohol. Una marca de este estilo es Tijuana
bufadora (Tijuana).




2.4 Proceso de elaboracion de la cerveza

Los métodos de produccion son diferentes para los tipos de cerveza, equipo utilizado y la
legislacion propia de cada pais. Sin embargo los procesos comunes son: preparacion de la
malta, produccion de mosto, fermentacidn y procesamiento final. A continuacion se describe
brevemente los aspectos bioquimicos de estas etapas.

2.4.1 Preparacion de la malta

El grano limpio se remoja, y cuando alcanza una humedad mayor al 30% comienza la
germinacién. La absorcion de agua tiene que hacerse bajo condiciones controladas de
temperatura (12-18 °C), tiempo de vegetacion, alternando periodos secos y himedos (para
reducir el riesgo de crecimiento microbiano, y para proporcionar oxigeno al grano y eliminar
el CO. y el calor generado por el metabolismo del grano), y suministro de oxigeno (necesario
para los ndcleos de respiracion, la falta de este elemento, puede provocar acumulacion de
CO:2 seguida de fermentacion y por lo tanto intoxicacion del germen) (Kreisz, 2007).

Durante la germinacion se lleva a cabo la descomposicion controlada de las paredes celulares
y proteinas de la matriz, se debe buscar producir el nivel éptimo de enzimas hidroliticas
(proteasas, celulasas y amilasas), hidrolizar ciertas reservas de la cebada (p.ej. proteina para
formar nitrégeno amino libre, FAN por sus siglas en inglés), y mantener una respiracion
activa hasta obtener producir una malta verde equilibrada y bien modificada para el secado.
Lo anterior se alcanza controlando los siguientes parametros: tiempo de vegetacion (remojo
+ germinacion: 120-168 h), maximo grado de remojo (42-48 % humedad), temperatura (12-
20 °C), y uso de adjunto (si se permite o necesita) como el acido giberélico a 0.01-0.5 ppm
(Kreisz, 2007).

Al someter la malta verde a secado se busca terminar el proceso de modificacion vy el
crecimiento de la planta, reducir la humedad a niveles adecuados para el almacenamiento de
la malta, conservar los complejos enzimaticos desarrollados durante el malteado, y
desarrollar las caracteristicas de color y aroma, segun lo requiera el cervecero. El color y el
sabor se producen principalmente a través de las reacciones de Maillard, los productos mas
importantes son las melanoidinas, y ademas de impactar el color y aroma, también tienen
efecto en el pH y estabilidad del sabor de la cerveza. El precursor de dimetilsulfuro (DMS)
(S-metilmetionina) se convierte en DMS vy se elimina en el secado (Kreisz, 2007).

2.4.2 Produccién del mosto

La malta se somete a una molienda para facilitar la extraccion y dilucion de sus componentes,
durante esta operacion se deben mantener intactas las cascarillas para facilitar la operacién
de lavado. La maceracion es la solubilizacion de componentes de la malta mediante procesos
enzimaticos, fisicos y quimicos (Krottenthaler et al., 2007).




Los procesos enziméticos protedlisis, citolisis y amildlisis, permiten la hidrdlisis de
proteinas, sustancias de las paredes celulares y de almiddn, respectivamente. El proceso de
proteolisis debe ser controlado para proporcionar suficiente nitrogeno asimilable para una
fermentacion Optima, asi como de proteinas de alto peso molecular para favorecer la
estabilidad de la espuma; la citolisis para favorecer la separacion del mosto dulce del grano
gastado y la filtracion; y la amildlisis para obtener los extractos fermentables requeridos
(Krottenthaler et al., 2007).

La hidrolisis enzimatica durante la maceracion puede ser controlada por la temperatura,
viscosidad y pH del macerado, asi como por el tiempo. Con el avance en los procesos de
reproduccion o de cultivo de las variedades de cebada cervecera, se produce una buena
citolisis y protedlisis durante el malteado, de manera que el macerado para las cervezas
ligeras sélo necesita ser ajustado para la amil6lisis (Krottenthaler et al., 2007).

En cebada, la temperatura de gelatinizacion en granos grandes de almidon (10-25 um)
comienza a 61-62 °C y en granos pequefios (1-5 um) a 75-80 °C. Una réapida gelatinizacién
y una alta actividad amilolitica garantizaran una répida sacarificacion facilitando una alta
conversion de azucares en alcohol y didxido de carbono. El rango de temperatura éptimo en
el macerado para favorecer la accion de la a-amilasa es 65-75 °C y el de pH es 5.6-5.8, los
sustratos de esta enzima son o—glucanos de alto y bajo peso molecular y los productos de su
actividad son oligosacaridos; por otro lado, las condiciones optimas de la B-amilasa son
temperatura de 60-65 °C, pH entre 5.4-5.6, su sustratos son a-glucanos y el producto de su
actividad es maltosa (Krottenthaler et al., 2007).

Transcurrido el tiempo indicado por el cervecero se procede a la separacion de los granos
gastados y del mosto dulce. Posteriormente el mosto se lleva a ebullicion. Durante esta etapa
se llevan a cabo dos procesos: mantenimiento en caliente y evaporacién. En el primer caso
se producen diferentes reacciones quimicas tales como la isomerizacion del lupulo, desarrollo
de sustancias aromaticas, color y procesos de disolucién, asi como inactivacion de enzimas
y esterilizacion (Krottenthaler et al., 2007).

El analisis cuantitativo de a-acidos revela concentraciones mayores en el mosto y bajos
niveles en la cerveza. Esto es porque durante la ebullicién del mosto ocurre la mas importante
conversion quimica del proceso de elaboracion de la cerveza: la isomerizacion térmica de los
a-acidos (humulona, cohumulona y adhumulona) a los iso-a-acidos (isohumulona,
isocohumulona e isoadhumulona) a través de una contraccion tipo aciloina del anillo
(Keukeleire, 1999) (Figura 5).

Durante la ebullicién del mosto es necesario eliminar las proteinas y los complejos de
taninos-proteina para obtener el mosto clarificado. Dentro de las reacciones de Maillard que
se llevan a cabo, son de particular importancia los aldehidos de Strecker desarrollados a partir
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de aminoacidos, que influyen en la estabilidad del sabor de la cerveza. Estos son productos
primarios y secundarios de la reaccion de Maillard y pueden reducirse dependiendo de la
volatilidad, del sistema de ebullicion utilizado y de la evaporacion (Krottenthaler et al.,
2007).

Ry ='GHACH(CH) Humulona

Rz = CH(CH,), Cohumulona
R3 = CH(CH3)CH2CHz  Adhumulona
Rq = (CH),CH(CH3),  Prehumulona
Rs = CH,CH3 Posthumulona

Isomerizacion

trans-iso-a-acid \ cis-iso-a-acid

Figura 5. Estructura quimica de a-acidos y su conversion a iso-a-acidos via isomerizacion
(Caballero et al., 2012).

La evaporacion sirve para eliminar sustancias aromaticas no deseadas tales como mirceno
del lupulo y diferentes carbonilos y sustancias azufradas, especialmente dimetilsulfuro
(DMS). Las sustancias arométicas del metabolismo de los lipidos también se reducen por
evaporacion durante la ebullicion del mosto (Krottenthaler et al., 2007). Después de enfriar
y filtrar la solucion se obtiene un mosto compuesto principalmente por carbohidratos
fermentables, aminoacidos y minerales. EI mosto sirve como sustrato para el crecimiento de
las levaduras y en la produccién de etanol. Asi mismo es fuente de precursores de aroma y
sabor (Varnan y Sutherland, 1997).

2.4.3 Fermentacion

Durante esta etapa la levadura transforma los azucares fermentables a etanol y CO,. En este
proceso también se obtienen subproductos de fermentacion, que tienen un efecto
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considerable sobre el perfil de aromay el sabor de la cerveza. La fermentacion inicia al afadir
la levadura al mosto. Las levaduras cerveceras son principalmente dos tipos, denominadas
de fermentacion alta (Saccharomyces cerevisiae) y de fermentacion baja (Saccharomyces
uvarum var. Carlsbergensis y Saccharomyces bayanus) (ERlinger, 2007).

Las levaduras Saccharomyces son anaerobios facultativos, es decir, ajustan su metabolismo
aerobio a condiciones anaerobias. La levadura duplica o triplica su masa durante la
fermentacion; para ello requiere aminoacidos, lipidos ya que son componentes de la pared
celular y son necesarios para la absorcion de nutrientes, también minerales para la
estabilizacion de sus sistemas enzimaticos y de oxigeno molecular que es necesario para la
sintesis de lipidos a partir de acetil-coenzima A. Ademas de la concentracion inicial de
células de levadura (15-20 millones de células de levadura por mL), una fermentacién
satisfactoria depende de un suministro suficiente oxigeno a las células. Esto se hace aireando
el mosto con aire estéril (0 excepcionalmente con oxigeno). Un valor de 8-10 mg de O> por
litro de mosto es 6ptimo (ERlinger, 2007).

Las enzimas de la levadura transforman los aztcares del mosto en etanol y CO; a traves de
la glicdlisis. La levadura hidroliza primero la sacarosa, después la maltosa y posteriormente
la maltotriosa. Los subproductos de la fermentacion se pueden categorizar en seis grupos:
alcoholes alifaticos y aromaticos superiores, alcoholes multivalentes, ésteres, compuestos
carbonilicos, compuestos azufrados y acidos orgénicos. Todos estos compuestos tienen
diferentes umbrales de sabor y olor. Sus contribuciones combinadas constituyen el sabor o
defectos de la cerveza (ERlinger, 2007).

Como resultado adicional del descenso de pH por los &cidos organicos, un cierto nimero de
sustancias amargas disueltas coloidalmente y de polifenoles, alcanzan su punto isoléctrico y
luego precipitan. El resto de o-&cidos no isomerizados y algunas isohumulonas son
capturados por las burbujas ascendentes de CO. y llevados a la espuma. La pérdida de
sustancias amargas oscila entre 25 y 40% durante la fermentacion (ERlinger, 2007).

La concentracion total de diacetilo se utiliza para evaluar la madurez de la fermentacién de
la cerveza. Esta concentracion se debe disminuir por debajo de su umbral de sabor. El
diacetilo se forma durante la sintesis de valina, en la fase de propagacién de la levadura. Esta
reaccion es altamente dependiente de la temperatura y se produce muy lentamente por debajo
de 10 °C (ERlinger, 2007).

2.4.4 Procesamiento final

Una vez concluida la maduracion, la cerveza puede ser clarificada, carbonatada, envasada y
pasteurizada para su embalaje y distribucién, o bien puede llevarse a cabo una adicion de
azlcar a la cerveza verde (para que lleve a cabo una segunda fermentacion en botella y el
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dioxido de carbono se produzca de manera enddgena), envasada y almacenada en frio (0 y
2°C por 1-2 semanas). Durante este almacenamiento, la cerveza se aclara, permitiendo que
la levadura y otros materiales que causan turbidez se depositen en el fondo del recipiente, y
su sabor se refina y completa.

2.5 Cambios sensoriales durante el almacenamiento de la cerveza

El sabor y el aroma de la cerveza son reconocidos como los pardmetros de calidad mas
importantes del producto. Su sabor debe ser constante, y el esperado corresponde al particular
sabor de cerveza fresca. Las interacciones entre diferentes volatiles de aroma pueden
enriquecer o suprimir el impacto al sabor de las moléculas (Vanderhaegen et al., 2006).

Existe un lenguaje estandar a través del cual los catadores pueden correlacionar el aroma y
sabor de la cerveza con una palabra o descriptor, que se localiza en la Rueda de Aroma y
Sabor elaborada por el Dr. Morten Meilgaard en 1970 y que aparece en la Figura 6.

La maduracion de la cerveza es un fendmeno complejo y durante el mismo el sabor de la
cerveza puede cambiar. Estos cambios dependen del tipo de cerveza, de la concentracion de
oxigeno y de la temperatura. La determinacion de sabor es el resultado de la formacion y
degradacidn de sustancias quimicas. La formacion de moléculas a concentraciones superiores
a su respectivo umbral de sabor, permite notar nuevos efectos, mientras la degradacion de las
moléculas a concentraciones por debajo de su umbral de sabor puede causar la pérdida de
sabores de cerveza fresca (Vanderhaegen et al., 2006).

Puede observarse durante el almacenamiento de la cerveza una disminucién del amargor
debido a la degradacion de iso-alfa-acidos por especies reactivas de oxigeno, principalmente
por el radical hidroxil (OH.) que al pH al que se encuentra la cerveza (4 — 5), es la especie
dominante. A partir de esta reaccion se forman compuestos quimicos como cetonas,
aldehidos, alcoholes y acidos carboxilicos como acetona, 3-metil-butan-2-ona, 2-metil-
propanal, 2-metil-buten-ol, &cido 2-metil-propidnico, entre otros. Otro cambio es el
incremento en aroma y sabor dulce, debido a la sintesis de compuestos como etil-cinamato,
fenil-acetaldehido y 2-acetilpirazina, los aldehidos se pueden formar a partir de la oxidacion
de alcoholes por la accion de especies reactivas de oxigeno. También se observa un
incremento conforme transcurre el tiempo de almacenamiento de sabor a cartdn este nota se
debe principalmente al compuestos (E)-2-nonenal, que puede ser sintetizado a partir de
diferentes rutas; mediante condensacion de acetaldehido con heptanal, o bien por la oxidacion
del &cido linoleico durante la ebullicion del mosto, el nonenal es reducido a nonenol por la
levadura durante la fermentacion y es reoxidado durante el almacenamiento. Por ultimo, el
incremento durante cierto intervalo de tiempo de olor a hojas de grosella negra se debe a la
presencia temporal de los compuestos azufrados 3-metil-3-mercaptobutil-formiato y 4-
mercapto-4-metil-penta-2-ona (Vanderhaegen et al., 2006).
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Figura 6. Rueda de aroma y sabor de la cerveza (segin Meilgaard, 1970).
(Hughes y Baxter, 2001).

2.6 Maltas base y tostadas

En la cerveza de cebada, la malta Pilsner es el principal ingrediente para la produccién de
mostos (Coghe, et al., 2006). La composicién quimica de la malta varia de acuerdo a factores
como el avance de la germinacién o modificacion del grano, sin embargo, durante su
produccion, son los procesos térmicos (secado y tostado) los que tienen un mayor impacto
sobre el color y sabor de la malta (Yahya, et al., 2014). Dependiendo de las condiciones
aplicadas en los procesos térmicos, los colores obtenidos en la malta pueden ser desde
amarillo palido, ambar, marrdn hasta casi negro (Coghe, et al., 2006), y mientras que algunas
cervezas son elaboradas con malta Pilsner exclusivamente, otras deben su caracter tipico de
sabor y color a la adicion de una baja cantidad de estas maltas tostadas o maltas especiales

(Coghe, et al., 2006, Yahya, et al., 2014; Gruber, 2001).
Las reacciones quimicas promovidas por el calor aplicado durante el proceso de tostado, son

complejas e incluyen la degradacion de los acidos fenolicos, caramelizacion de los azlcares
y reacciones de Maillard (incluyendo la degradacion de aminoacidos de Strecker) y la
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degradacion térmica de los acidos grasos oxigenados derivados de los lipidos quimica y
enziméaticamente. Asi pues, se forma un grupo de compuestos volatiles, como acidos grasos,
aldehidos, alcoholes, furanos, cetonas, fenoles, pirazinas y tiocompuestos. La presencia de
estos compuestos en la malta significa que pueden hallarse en el mosto dulce, sin embargo,
muchos se pierden durante el proceso de accion de la levadura (Yahya et al., 2014).

Los compuestos como el furanol, maltol e isomaltol contribuyen al aroma de la cerveza.
Durante el curso de las reacciones de Maillard el oxigeno del anillo furano puede ser
sustituido por azufre o nitrégeno, lo cual da lugar a la formacion de los correspondientes
tiofenos y pirroles. Otros heterociclos formados durante el proceso de tostado de la malta son
los tiazoles, tiazolinas, piridinas, pirrolizinas y pirazinas; algunos de estos ultimos como las
dimetilpirazinas. Estos compuestos se han descrito como maltosos, oxidados y dulces (Yahya
etal., 2014).

Los productos de las reacciones de Maillard responsables de la percepcion del color son
cromoforos de bajo peso molecular (< 1 kDa) y melanoidinas de alto peso molecular (> 100
kDa), estos ultimos se producen en tiempos muy cortos (7 min) entre 157 y 166 °C en el
tostado (Coghe et al., 2006).

Dentro de las maltas oscuras se encuentra la malta caramelo que se obtiene del tostado de la
malta verde (Coghe, et al., 2006). El contenido de humedad de una malta verde oscila entre
38y 45 %, y para obtener la malta caramelo estos granos se secan a temperaturas entre 65 y
75 °C, durante 60 0 90 minutos para favorecer la accion de proteasas y amilasas (a0 y B), y
aumentar la concentracion de aminoacidos y azUcares reductores que son los precursores de
las reacciones de Maillard. Posteriormente se lleva a cabo la etapa de caramelizacion, donde
los granos secos se someten al tostado, este puede ser a temperaturas entre 150-200 °C
(Yahya et al., 2014).

El contenido de humedad juega un papel clave en el exceso de reacciones de Maillard, tanto
porque el agua es un participante directo en las vias de formacion de sabor, como también
porque actla como disolvente, influyendo en la movilidad de los reactivos primarios. Las
reacciones de Maillard en fase acuosa favorecen vias que requieren reacciones de
isomerizacién asistidas por disolventes o aquellas que implican estados de transicion de
naturaleza polar estabilizados por la presencia de agua (Yahya, et al., 2014). Con respecto al
sabor, las maltas de caramelo contienen mas productos volatiles de la reaccion de Maillard
(Coghe et al., 2004).

El grado de pardeamiento no enzimatico es un factor clave en la calidad de la malta, ya que
no solo implica la formacion de color y sustancias volatiles de sabor (Figura 7), sino también
la formacion de antioxidantes. Estos antioxidantes son responsables de una mayor vida Util
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y mejor estabilidad del sabor de la cerveza elaborada con maltas tostadas (Coghe, et al.,
2006).

Cereal, harinoso, picante, cremoso.
TRIGO.

Dulce, ligero a malta.
SECADO.

S

Pronunciado a malta.
SECADO A ALTA
TEMPERATURA.

Nueces, galleta, tostado,
ahumado.
SECADO Y TOSTADO.

Café, seco, amargo.
CEBADA TOSTADA.

Dulces, caramelo, quemado, azucar.
TOSTADO.

Figura 7. Rueda de sabor de maltas base, pale y especiales. (Gruber, 2001).

El esquema de cinética de reaccién de formacion de aromas que presenta la Figura 8 postula
cuatro etapas basicas:

1) Condensacion (Rz) de un azdcar con un aminoécido para forma un producto de
reordenamiento de Amadori (PRA) o un producto de reordenamiento de Heys (PRH) (H).
Alternativamente el azlcar también puede degradarse directamente (Ri), por ejemplo,
mediante una reaccién de caramelizacion a alta temperatura. Se postula que estas
degradaciones directas son insignificantes a temperaturas bajas o medias (Jousse et al., 2002).

2) El PRA o PRH intermedio puede ciclar (R3) para formar compuestos heterociclicos que
contienen nitrégeno, tales como pirroles o piridinas. Alternativamente, puede escindirse (Ra4)
para dar azUcares reordenado que contienen la cadena intacta del azicar de partida. Estos
azucares reordenados incorporan las 1-desoxi-2,3-dicetonas, y las 3-desoxi-1,2-dicetonas, asi
como un reordenamiento adicional a partir de éstas por medio de tautomerizacién cetoenol.
Esta ruptura devuelve el aminoéacido original (Jousse et al., 2002).
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3) Los azucares reordenados pueden ciclarse (Rs) en compuestos heterociclicos que
contienen oxigeno, tales como furanos o fufurales. También pueden romperse (Re) en
fragmentos a-dicarbonilo que pueden recombinarse (R7) para dar furanos (Jousse et al.,

2002).
<>
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Figura 8. Esquema simplificado de la cinética de generacion de sabor por reacciones de Maillard.
(Jousse et al., 2002)

4) Los fragmentos de dicarbonilo reaccionan (Rs) con el grupo amino del aminoacido en el
mecanismo de degradacion de Strecker, dando un intermediario, comin a aldehido de
Strecker y pirazinas. Alternativamente, los aldehidos de Strecker puede también generar sales
nitrogenadas de compuestos heterociclios como pirrolina y pirrolidina procedentes de la
reaccion de dicarbonilos con prolina e hidroxiprolina (Mottram, 1994).

Ademas, se consideran otras reacciones adicionales (Ri1) de los compuestos de sabor, para
dar productos marrones poliméricos. Las velocidades de reaccion se indican para los pasos
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de reaccién unimoleculares R1, Rz, Rs, Rs, Rs, Ro Yy R11 (expresadas “por segundo”) y para
las reacciones bimoleculares Rz, R7, Rs ¥ Rio (como “por segundo por molaridad”). La
evolucion temporal de este sistema estda completamente determinada por el valor de las
velocidades y por la concentracion inicial en el aztcar y el aminoacido (Jousse et al., 2002).

2.7 Cervezas elaboradas a partir de maltas distintas de la cebada

Desde épocas milenarias el hombre ha utilizado los granos a su alcance y ha elaborado
bebidas fermentadas. La cebada es el cereal por excelencia para obtener cerveza, sin embargo
otros cereales han sido malteados: arroz en Japon, maiz en México y mijo en Africa (Lopez,
2012). Hoy en dia estos cereales también se usan para elaborar estilos de cervezas con
distintas caracteristicas sensoriales y para proporcionar otras alternativas o beneficios a la
salud del consumidor.

Cereales y pseudocereales distintos a la cebada han sido malteados para obtener cerveza,
Mayer et al. (2014) elabor6 una cerveza 100% de malta de arroz; Klose et al. (2011)
desarroll6 una cerveza de malta de avena; Phiarais et al. (2010) una de malta de trigo
sarraceno y Espinosa-Ramirez et al. (2013) de malta de sorgo.

En todas las cervezas anteriores y en una cerveza de amaranto que se describe enseguida sus
desarrollos estan enfocados entre otras cosas a ofrecer el producto a personas que sufren de
enfermedad celiaca, es decir, una intolerancia a las proteinas del gluten que se encuentran en
la cebada y el trigo, y que deben seguir una dieta sin gluten (Mayer et al., 2016; Klose et al.,
2011).

En la cerveza de arroz, a pesar del bajo contenido de nitrogeno, FAN y de azUcares en el
mosto, la fermentacion procedié con regularidad; y en el analisis sensorial la cerveza se
caracteriz6 por tener un color amarillo palido y una espuma blanca y gruesa de baja
estabilidad, y todos los atributos de sabor estuvieron en un rango bajo y confirman un caracter
relativamente plano (Mayer et al., 2016).

En la cerveza de avena, el perfil proteico del mosto no mostré diferencias respecto al mosto
de cebada, y la fermentacion de ambos siguié la misma tendencia; fueron observadas
diferencias en el pH que fue maés alto, y en el contenido de alcohol que fue menor en la
cerveza de avena. El analisis sensorial de la cerveza revel6 un fuerte sabor a bayas (Klose et
al., 2011).

En la cerveza de sorgo, las enzimas amiloliticas exdgenas, como la PB—amilasa y la
amiloglucosidasa se usaron para contrarrestar la baja actividad amilolitica de la malta y para
aumentar los rendimientos de etanol en las cervezas, alcanzando dicho objetivo, Unicamente
con la enzima amiloglucosidasa (Espinosa-Ramirez et al., 2013).
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En el mismo grupo de investigacion que dirige el Dr. Jose Ramon Verde Calvo, Pérez-
Guerrero (2016) desarroll6 el proceso de malteo para el grano de amaranto, y debido al bajo
poder diastasico de la malta, evaluo6 tres métodos hidroliticos (natural, quimico y
enzimatico) del almidon, de los cuales, la hidrélisis enzimatica fue el mas eficiente, ya que
permitio obtener cervezas con graduaciones mayores a 4% v/v. Esta cerveza seria otra
alternativa de cerveza libre de gluten.

2.8 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en la cerveza

La presencia de los compuestos fenolicos es muy importante para los cerveceros debido a
que le da estabilidad a la cerveza, inhibiendo, retardando o previniendo procesos de oxidacion
(Guido et al., 2005); por otra parte estos compuestos le brindan a los consumidores beneficios
a su salud, debido a las propiedades antioxidantes y antirradicales que poseen (Brand-
Williams et al., 1995; Gaulejac et al., 1998). Los compuestos fendlicos contribuyen al sabor,
color, formacién de turbidez, estabilidad de espuma y estado redox de la cerveza
(McMurrough, 1981).

Los compuestos fendlicos por sus contribuciones al sabor, turbidez, color, sabor, filtracién,
estabilidad de espuma y estado redox (McMurrough, 1981) contribuyen a la estabilidad de
la cerveza inhibiendo, retardando o previniendo procesos de oxidacion (Guido et al., 2005).
Su presencia es muy importante para el cervecero, ademas de los consumidores, ya que se ha
reportado que poseen propiedades antioxidantes y antirradicales (Brand-Williams et al.,
1995; Gaulejac et al., 1998).

Los compuestos fendlicos identificados en la cerveza incluyen &cidos fendlicos, flavonoides,
proantocianidinas, taninos y compuestos amino-fendlicos (Gorinstein et al., 2000; Montanari
et al., 1999). Quifer-Rada et al., (2015) identificaron un total de 47 compuestos fendlicos en
la cerveza e incluyen &cidos fendlicos simples, acidos hidroxicinamoilquinicos, flavanoles,
flavonoles, falvanonas, alquilmetoxifenoles, a- e iso-a-acidos, acidos hidroxifenilacéticos y
prenilflavanoides, de los cuales siete de ellos se determinan por vez primera en cervezay son
. acido feruloilquinico, acido cafeico-O-hexosido, acido coumarico-O-hexdsido, acido
sinapico-O-hexosido, catequina-O-dihexdsido, kaempferol-O-hexdsido, y apigenina-C-
hexdsido-pentdsido.

Estos compuestos provienen de las materias primas, de los cuales el 70-80% proceden de la
malta y el 30-20% restantes provienen del lGpulo (De Keukeleire, 2000).

Los flavan-3-oles constituyen la clase principal de fenoles en la cebada. Aparecen en forma
monomérica como la (+)-catequina y (-)-epicatequina, y formas poliméricas constituidas
principalmente por unidades de (+)-catequina y (+)-galocatequina. Los dimeros mas
abundantes son prodelfinidina B3 y procianidina B3. Los principales trimeros son
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procianidina, las denominadas proantocianidinas triméricas constituidas por dos unidades de
catequina y una unidad de galocatequina unidas entre si por enlaces C4-C8. Los flavan-3-ol
monomeéricos, diméricos y trimericos representaron entre el 58-68% del contenido fendlico
total de tres variedades de cebada, con predominio de flavan-3-ol triméricos (Goupy et al.,
1999).

Acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamicos (Figura 9), como ésteres y en formas libres y
ésteres glicosidicos, también estan presentes en los granos de cebada. El &cido trans-fertlico
es el compuesto principal ademas de los &cidos p-coumérico y vainillico que también se han
detectado (Bamforth y Kanauchi, 2001). El acido ferulico, junto con las proteinas, forma
puentes de conexion entre las ldminas de polisacaridos no amiléceos, arabinoxilanos y 8-
glucanos de la pared celular de la cebada (Bamforth y Kanauchi, 2001). Estan presentes
principalmente en la capa de aleurona y endospermo. Sus ésteres glicosidicos se detectaron
en células de cascara, testa y aleurona (Goupy et al., 1999).

Por otra parte, el contenido de polifenoles del Iupulo depende del tipo de cerveza y de la
cantidad de lupulo afiadido durante la elaboracion de la misma (Quifer-Rada et al., 2015).

La mayoria de los polifenoles del Iupulo estan formados por compuestos de alto peso
molecular como los taninos del tipo flavonol. Solamente alrededor del 20% de los polifenoles
del lGpulo consisten en sustancias de bajo peso molecular como catequina o
proantocianidinas, acidos fenolicos (p. ej., acido ferdlico) y flavonoles (p. €j., quercetina,
kaempferol) que estan glucosidicamente unidos a varios azlcares. Combinados representan
aproximadamente 4-14% (p/p) del peso seco del lupulo. Cada lupulo tiene un patron
polifendlico y ha mostrado ser una fuente rica de polifenoles prenilados (prenilflavonoides),
de ellos el que se encuentra en mayor cantidad es la chalcona prenilada xanthohumol (0.2-
1.1% del lGpulo en peso seco). En la resina del lapulo, el xanthohumol esta acompafiado de
al menos 13 chalconas relacionadas, las cuales se producen a concentraciones 10-100 veces
menores respecto al anterior. Otro prenilflavonoide es la 8-prenilnaringenina, que ha
demostrado ser uno de los fitoestrégenos méas potentes conocidos actualmente, sin embargo,
el contenido de este compuesto es muy bajo (inferior al 0.01% en el IUpulo seco) (Magalhaes
etal., 2010).

Otros antioxidantes enddgenos en la cerveza ademas de compuestos fendlicos son productos
de la reaccion de Maillard y sulfito (Vanderhaegen et al., 2006). Estudios en humanos,
mostraron que todos los acidos fendlicos medidos en plasma tendieron a aumentar después
de la ingesta de cerveza (Ghiselli et al., 2000).
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Figura 9. Estructuras quimicas de los &cidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos
(Floridi et al., 2003).

Las cervezas exhiben una capacidad significativa de donacién de hidrégeno (Zhao et al.,
2010). Los antioxidantes con actividad de eliminacion de radicales DPPH podrian donar
hidrégeno a radicales libres, particularmente a los perdxidos lipidicos o radicales
hidroperdxido que son los principales propagadores de la cadena de autooxidacion de lipidos,
y formar especies no radicales, resultando en la inhibicion de la fase de propagacion de
peroxidacion de lipidos (Bamting et al., 1993). Por lo tanto, la cerveza con mayor actividad
de eliminacion de radicales DPPH es importante para la estabilidad del sabor, ya que el
envejecimiento de la cerveza generalmente conlleva la formacion de trans-2-nonenal y otros
aldehidos saturados e insaturados debidos a la oxidacion de lipidos (Vanderhaegen et al.,
2006).

Muestras de cerveza presentaron actividades significativas de eliminacion de radicales
ABTS. Las diferencias cinéticas de reaccion entre el fenol y el radical ABTS catidnico y el
radical DPPH en un rango similar de concentraciones conduce a los diferentes resultados por
los dos métodos (Campos y Lissi, 1996). En realidad, la actividad de eliminacion de radicales
de ABTS también refleja la capacidad donadora de hidrogeno. La cerveza con una actividad
de eliminacion de radicales ABTS maés alta puede estabilizar los radicales activos de oxigeno
y puede tener una mejor estabilidad de sabor (Zhao et al., 2010).

21



2.9 Andlisis sensorial

La caracterizacion sensorial descriptiva es importante para la industria alimentaria, ya que
puede guiar el desarrollo de productos y la reformulacion de los mismos, asi como a
identificar los principales descriptores sensoriales, esenciales para la aceptacion por los
consumidores y la comercializacion de productos (Reinbach et al., 2014).

El analisis descriptivo es informativo y revela qué caracteristicas son diferentes y la magnitud
de la diferencia entre las muestras. De este modo un equipo de desarrollo de una empresa
puede encontrar que sus productos tienen significativamente menos o mas de un determinado
sabor respecto a una referencia de destino y recibir orientacion sobre el area de desarrollo del
producto en la que debe centrarse. Los datos de los perfiles sensoriales de las cervezas se
pueden transformar en recetas finas que se pueden probar para la preferencia en pruebas
ciegas y posteriormente en situaciones reales del mercado para investigar si se adaptan o no
eficazmente al creciente segmento multiétnico del mercado (Donadini et al., 2011).

El perfil descriptivo convencional se realiza con un panel capacitado para obtener una
descripcion objetiva de los productos alimenticios investigados (Lawless y Heymann, 2010).

La necesidad de métodos descriptivos menos costosos y econdmicos en la industria
alimentaria ha apoyado el desarrollo y uso de métodos de perfilaje sensorial descriptivos mas
dindmicos y rapidos evaluados por panelistas, expertos en alimentos y consumidores.
Algunos métodos faciles de usar como escalas justo como lo esperaba (JAR: just about right),
a los atributos, cuestionarios emocionales y el marcaje de todo lo que corresponda (CATA:
check all that apply) se utilizan cada vez mas para capturar la percepcion de los consumidores
(Reinbach et al., 2014).

3. ANTECENDENTES
3.1 Sendechd e Historia de la Cerveza de Maiz

Nuestros antepasados conocieron también la cerveza, o una especie de cerveza, si bien
distinta de la que se conoce actualmente, pero basada en el mismo principio de fermentacion
de un cereal gue entonces fue el maiz, como actualmente es la cebada. Los Otomies decian
Zeydetha y los mazahuas Zeyrecha a una bebida hecha de maiz puesto a germinar, secado,
molido y hervido después con agua. El Sendecho segun los antiguos cronistas, era una bebida
que daba fuerza y salud (Genin, 1924).

En el Laboratorio de Enologia y Alimentos Fermentados de la Unidad Iztapalapa, Lopez en
2012, realiz6 cambios al proceso de elaboracion artesanal de Sendechd proporcionado por
las Sras. Antonia Sanchez V. y Margarita Valdez M. del Mpio. San Jose del Rincén del Edo.
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de México; desarrollando con ello una propuesta tecnolégica a nivel de laboratorio, que a
continuacion se describe:

“Primero se limpia el maiz (azul o blanco), se pesa 1 kg y se le agregan 2 litros de agua
potable para su remojo durante 25 h, transcurrido el tiempo, se escurre el exceso de agua para
posteriormente colocarlos en un germinador entre 25 a 28 °C. Se deja en estas condiciones
durante cinco dias para que se inicie la germinacion, después de este tiempo se coloca el maiz
en un horno para secarlo a 50 °C, el proceso dura 72 h y después se muele en un molino hasta
obtener un polvo fino el cual se pondrd en un recipiente de acero inoxidable con agua
purificada en una relacion de 1 kg de maiz por 4 litros de agua. Se adicionan cinco chiles
guajillo y tres hojas de tepozan licuados. Se deja en ebullicion durante 1 h y posteriormente
se filtra para retirar los solidos, se deja enfriar la mezcla y se adicionan 30 mL de in6culo
pulque y se deja fermentar por 24 h”.

Lopez (2012) al elaborar el Sendechd con la propuesta anterior, obtuvo los siguientes perfiles
sensoriales para la bebida preparada con maiz azul:

e Sendecho elaborado con levadura. Olor: a frutas y maiz, aroma en boca: a chile y
tamarindo, gusto: dulce y agrio, y textura: viscosa y granulosa.

e Sendecho elaborado con pulque. Olor: a maiz y grano, aroma en boca: a maiz y chile,
gusto: dulce y agrio, y textura: granulosa y viscosa.

A partir de esta bebida tradicional nace la cerveza de maiz, que se obtuvo de modificaciones
a la propuesta tecnolégica del Sendecho6, de ésta conserva el uso de malta de maiz, chile
guajillo y levadura Sacharomyces cerevisiae, incorpora lUpulo y se obtiene bajo las
condiciones de proceso de elaboracion de cerveza de cebada. Con estos cambios Cruz-
Rodriguez en 2013 en el Laboratorio de Enologia y Alimentos Fermentados de la Unidad
Iztapalapa elabord las primeras cervezas de maiz, a partir de maltas base de los maices
pigmentados rojo y azul, y Romero-Medina en el mismo afio en el Laboratorio de Analisis
Sensorial de la misma Unidad de Estudios, las caracterizd sensorialmente como a
continuacion se describe.

Fermentacion: Ale. Contenido de alcohol: 5% (v/v)

Olor: a nixtamal, maiz, mosto, bajo olor a frutas, alcohol y lupulo.

Sabor: intenso aroma a maiz, gusto dulce, suave aroma a piloncillo y chile.

Sensacion en boca: Notas picantes de bajas a moderadas, cuerpo ligero, baja carbonatacion.
Apariencia: Color cobrizo, baja gasificacion, espuma ligera blanca.

SRM (Standard Reference Method)-Color: 11-12. IBU (International Bitterness Units): 15.

En el mismo grupo de investigacion Gomez-Linton en 2015 elabord y caracterizd
fisicoquimica y sensorialmente cervezas de maiz rojo. A continuacion se presentan las fichas
de estilo de dos estilos.
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1. Estilo elaborado con 100% malta base de maiz rojo:

Fermentacion: Ale. Contenido de alcohol: 2.3% (v/v)

Olor: a frutas, levadura, maiz cocido, maiz rojo y azul y frutas fermentadas.
Sabor: salado, oxidado, verduras cocidas, grano cocido.

Sensacion en boca: metélica, carbonatacion media, bajo picor y cuerpo ligero.
Apariencia: color cobre ligero, gasificacion media, espuma ligera.

SRM: 12-13. IBU: 14.3

2. Estilo formulado con una proporcion de malta de maiz rojo tostada a 170 °C por 60 min:

Fermentacion: Ale. Contenido de alcohol: 3.1% (v/v)

Olor: a frutas, maiz cocido, lupulo, caramelo, frutas fermentadas, a flores.

Sabor: dulce, amargo, ltpulo, malta, semillas.

Sensacion en boca: carbonatacion media, ligera de alcohol, bajo picor y cuerpo medio.
Apariencia: color cobre, baja gasificacion, espuma media.

SRM: 14. IBU: 15.4

4. JUSTIFICACION

Con la intencion de proporcionar una mayor cantidad de estilos de cerveza de maiz, que
permitan a los consumidores experimentar distintos compuestos de sabor, color y olor, se
propuso obtener en el presente proyecto, ocho estilos de cerveza de maiz azul con maltas
base y seis maltas caramelo de maiz azul, y con distintas cantidades de chile y lapulo, para
ofrecer distintos tipos de cerveza a un mercado que crece gracias a la creatividad de los
maestros cerveceros y a la exigencia de los consumidores.

Para fortalecer la aceptabilidad del producto por los consumidores es preciso considerar que
el uso de malta de maiz azul, de maltas tostadas tipo caramelo, asi como el uso de distintas
cantidades de chile y de lupulo proporcionaran una diversidad de compuestos que impactaran
el perfil sensorial y seran ademé&s benéficos para la salud. En efecto, las antocianinas,
compuestos fendlicos y productos de las reacciones de Maillard con propiedades
antioxidantes estan presentes en la malta de maiz azul, asi como &cidos fendlicos en el chile
guajillo y en el lapulo. De acuerdo con lo anterior, cuando el consumidor deguste una cerveza
de maiz azul ademas de deleitar los sentidos, estard incrementando su ingesta de compuestos
benéficos a la salud.

Por otra parte, al utilizar maiz azul como materia prima se activard su produccién y se
diversificara el namero de productos que actualmente se elaboran a partir de este cereal, con
lo que aumentara su valor agregado, favoreciendo con ello a los productores agricolas y
comerciantes.
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5. OBJETIVOS
5.1 General

Evaluar el efecto de la interaccion de distintas cantidades de los ingredientes malta base y
caramelo de maiz azul, chile guajillo y lupulo sobre las caracteristicas quimicas, capacidad
antioxidante y propiedades sensoriales de ocho estilos de cervezas de maiz azul.

5.2 Particulares

5.2.1 Caracterizacion del maiz azul y de las maltas base y caramelo

Caracterizar el grano y la malta base de maiz azul a través de un analisis quimico proximal,
y evaluar el efecto del malteado y del tostado para obtener maltas base y caramelo de maiz
azul, sobre el color, compuestos volatiles y los compuestos asociados a la capacidad
antioxidante (melanoidinas, antocianinas, polifenoles) y la capacidad misma por ABTS y
DPPH.

5.2.2 Caracterizacion quimica y capacidad antioxidante de las cervezas de maiz

Desarrollar cervezas de 100% malta de maiz azul; evaluar el efecto de diferentes niveles de
tres ingredientes (tipo de malta, chile guajillo y lGpulo) en distintos pardmetros quimicos
(azUcares reductores totales, pH, acidez total, unidades de amargor, cis- y trans-iso-o-acidos
por HPLC, antocianinas totales, polifenoles totales, actividad de eliminacion de radicales
ABTS vy de radicales DPPH; y evaluar la evolucion de los parametros anteriores durante las
etapas del proceso (ebullicibn-mosto, fermentacion-cerveza verde y maduracion-cerveza
madura).

5.2.3 Contenido de antocianinas y caracterizacion de acidos fenolicos en cervezas de maiz

Cuantificar el contenido de antocianinas en las cervezas; y caracterizar y determinar los
contenidos de &cidos fendlicos libres y esterificados en los ocho estilos de cervezas de maiz
azul.

5.2.4 Evaluacion sensorial de las cervezas de maiz

Obtener el perfil sensorial de las cervezas de maiz; obtener y analizar las directrices para
mejorar el producto, asi como evaluar el agrado general de las muestras y la intencion de
compra de los consumidores.
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6. HIPOTESIS
6.1 General

El uso de distintas cantidades de ingredientes en la elaboracion de la cerveza (tipos de malta,
cantidad de lGpulo y chile) durante la obtencion de estilos de cerveza de maiz azul modificara
los compuestos presentes y su concentracion en el mosto que seran transformados durante la
fermentacion y maduracion proporcionando a las cervezas distintas caracteristicas favorables
de sabor, color, y capacidad antioxidante.

6.2 Particulares

6.2.1 Caracterizacion del maiz azul y de las maltas base y caramelo

El malteado del maiz azul para obtener malta base modificara la cantidad de antocianinas, el
color, los fenoles totales, asi como la capacidad antioxidante.

El aumento de temperatura y tiempo aplicadas a la malta verde para obtener distintas maltas
caramelo modificaran el color, el perfil de compuestos volatiles, la concentracion de
antocianinas, fenoles totales, melanoidinas y actividad antioxidante.

6.2.2 Caracterizacion quimica y capacidad antioxidante de las cervezas de maiz

Los estilos de cerveza de maiz azul presentaran distintos pardmetros quimicos: azlcares
reductores totales, pH, acidez total, unidades de amargor, cis- y trans-iso-a-acidos,
antocianinas totales, polifenoles totales, y actividad antioxidante por ABTS y DPPH, debido
a las distintas cantidades de ingredientes utilizadas en su elaboracion.

Durante las etapas del proceso de fabricacion de la cerveza disminuiran todos los parametros
quimicos a excepcion de la acidez total, en todos los estilos de cerveza de maiz azul.

6.2.3 Contenido de antocianinas y caracterizacion de acidos fenélicos en cervezas de maiz

Las cervezas de maiz azul estudiadas presentaran distintas cantidades de acidos fendlicos
libres y esterificados debido a las distintas cantidades de ingredientes usados en su
formulacién, una mayor concentracion de estos compuestos se observard en estilos
elaborados con mayor cantidad de malta base y chile.

6.2.4 Evaluacion sensorial de las cervezas de maiz

El perfil sensorial de los estilos de cervezas de maiz se modificara debido a su formulacion;
el uso de malta base o de malta caramelo proporcionara una mayor diferencia en los perfiles;
y una mayor aceptacion por los consumidores se dara en los estilos elaborados con malta
tostada.
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7. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental de la investigacion fue dividido en diferentes etapas que se indican
en la Figura 10, y que corresponden a: 1) caracterizacion fisicoquimica y capacidad
antioxidante del maiz azul y de las maltas base y caramelo usadas para elaborar la cerveza;
2) caracterizacién quimica y capacidad antioxidante de los estilos de cerveza de maiz
elaborados durante las etapas del proceso; 3) determinacion del contenido de antocianinas y
caracterizacion de &cidos fendlicos en cervezas de maiz; y 4) evaluacion sensorial de las
cervezas de maiz.

* Andlisis quimico proximal.
* Medicion de color.

» Compuestos volatiles.

= * Melanoidinas.

* Antocianinas.

» Compuestos fendlicos.

| * Capacidad antioxidante.

Caracterizacion del maiz azul y de las maltas
base y caramelo.

[« Determinacidn de azlcares reductores

* pH, acidez total.

totales.
Caracterizacion quimica y capacidad

antioxidante de las cervezas de maiz. — * Unidades de amargor, iso-acidos.
» Antocianinas totales.

» Compuestos fenolicos.
+ Capacidad antioxidante.

Contenido de antocianinas y caracterizacion e o~
de 4cidoss fendlicos en cervezas de maiz. de los &cidos fendlicos en cerveza madura por

+ Contenido de antocianinas y caracterizacion
HPLC.

de consumidores.

* Andlisis descriptivo cuantitativo y estudio
Evaluacion sensorial de las cervezas de maiz.

— | e —

Figura 10. Esquema general de la metodologia en el desarrollo experimental.
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7.1 Muestras
7.1.1 Maiz azul y maltas base y caramelo

Se utilizé maiz azul variedad Chalquefio, producido en Milpa Alta, Ciudad de México. La
malta base se obtuvo a través de un proceso de malteo previamente desarrollado (Patente en
tramite: expediente MX/a/2014/009140, folio MX/E/2014/052564) que aparece en la Figura
11; en la misma figura se da el proceso que se siguio6 para obtener las maltas caramelo.

LIMPIEZA H Granos secos y quebrados. /

REMOJO

/ Aqua, aire. H (Temperatura H CO,, agua. /

ambiente, 24 horas).

GERMINACION
(20-22 °C, 80%
humedad, 3 dias).

Malta
ver-cy
) . SECADO
Aire caliente. (70 °C, 3.5 horas).
/ Aire caliente. /% (508 Eg 2[()1%3)

/ N ; / TOSTADO
Ire caliente. (Condiciones: cuadro 1).

Malta base
Malta caramelo

Figura 11. Proceso para obtener las maltas base y caramelo.
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Cuadro 2. Condiciones de temperatura y tiempo usadas en el tostado de las maltas

caramelo de maiz azul.

Malta caramelo Temperatura (°C) Tiempo (min)

150
175
180
200
225

S o AW N

240

45
20
15

Las condiciones de temperatura y tiempo utilizadas en las maltas 1 y 3 fueron elegidas de
acuerdo a las condiciones de tostado reportadas por Coghe et al. (2006) en malta de cebada
(150 y 180 °C por 85 min en ambos casos), sin embargo, los tiempos de residencia en el
tambor del tostador fueron acortados debido a que no se deseaban notas muy ahumadas en la
malta y que bajo las condiciones utilizadas, los sabores y olores de las maltas fueron
agradables. Previo a su analisis quimico, el maiz azul y las maltas se molieron y pasaron por

un tamiz No. 40.
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7.1.2 Cervezas de maiz

Las maltas obtenidas por el proceso descrito anteriormente fueron utilizadas como materia
prima para la elaboracion de los estilos de cervezas de maiz azul, a través de los pasos
indicados en el diagrama que a continuacion se presenta en la Figura 12.

Malta de maiz
/ Agua potable. /

CALENTAMIENTO

Agua caliente
(90-94 °C).

MOLIENDA

MACERACION.
Etapas:
1ra: 65 °C, 40 min.
2da: 75 °C. 30° min.

ﬁ, Granos gastados. /

/ Chile y lapulo. H

EBULLICION DEL
MOSTO
60 min.

ENFRIAMIENTO DEL
MOSTO

15-20 °C

/ Levadura Ale. H

FERMENTACION
15 °C. 8 dias.

FILTRACION

Azucar, botellas
ambar.

ENVASADO

MADURACION
4 °C. 6 meses.

‘7/

Solidos (restos de
levadura. proteinas. etc.).

@veza de mD

Figura 12. Proceso de elaboracion de la cerveza de maiz azul.
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Se elaboraron ocho estilos de cervezas de maiz azul de acuerdo a un disefio factorial
completamente al azar. Los factores fueron tipo de malta, cantidad de chile y cantidad de
lupulo, con dos niveles en cada factor. Los niveles de tipo de malta fueron: 1) 100% malta
base de maiz azul y 2) 15% malta caramelo con 85% malta base de maiz azul. Los dos niveles
de cantidad de chile fueron 6 y 10 g/L y los de cantidad de ltpulo fueron 1.8 y 2.0 g/L de
cerveza. La formulacion especifica de cada estilo se presenta en el cuadro 3. Cada estilo fue
elaborado por duplicado. Las muestras que corresponden a los mostos, cervezas verdes y
maduras se almacenaron en botellas &mbar a -20 °C hasta su analisis.

Cuadro 3. Formulaciones de las cervezas de maiz azul.

Estilo Tratamiento
1 Malta base (100%), chile (6g/L), lapulo (1.8g/L)
Malta base (100%), chile (10g/L), lupulo (1.8g/L)
Malta base (100%), chile (6g/L), lapulo (2g/L)
Malta base (100%), chile (10g/L), lGpulo (2g/L)
Malta caramelo (15%), chile (6g/L), lapulo (1.8g/L
Malta caramelo (15%), chile (10g/L), lupulo (1.8g/L)
Malta caramelo (15%), chile (6g/L), ltpulo (2g/L)
Malta caramelo (15%), chile (10g/L), lGpulo (2g/L)

O N O Ol & WD
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7.2 Solventes, reactivos y estandares.

La comparia Honeywell (Muskegon, MI) suministré el agua desionizada y metanol grado
HPLC. En todos los experimentos se utilizo agua ultrapura Milli-Q. El acido fosfoérico (85-
90%) grado HPLC fue surtido por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) y los siguientes reactivos
por la compariia J.T. Baker (Xalostoc, México): acido acético glacial, acetato de etilo, acetato
de sodio, acido borico, acido clorhidrico (37% p/p), acido sulfurico (98%), carbonato de
sodio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, D-glucosa, hexano, hidroxido de sodio, persulfato
de potasio, sulfato de cobre pentahidratado, tartrato de sodio y potasio tetrahidratado,
hidroxido de sodio, ferrocianuro de potasio y subacetato de plomo. Se utilizo la tableta
catalizadora Kjeltabs CX (Gerhardt) compuesta de 5g de sulfato de potasio y 0.5g de sulfato
de cobre; el reactivo de Folin-Ciocalteau de Hycel (Zapopan, Jalisco); la glicina de Merck
(Darmstadt, Hesse); el etanol (96%) de la alcoholera Zapopan (Zapopan, Jalisco); y el
metanol de Herschi Trading (lztapalapa, Ciudad de México). EI DPPH (2,2-Difenil-1-
picrihidrazilo), el ABTS (&cido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) y los
estandares para la determinacion de compuestos fendlicos y antocianinas por HPLC en maiz
azul, maltas y cerveza fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO): &cido gélico (3,4,5-
trihidroxybenzoico), ferdlico (predominante trans-isomero), p-coumarico (predominante
trans-isomero), protocatequico (3,4-dihidroxibenzoico), sindpico (predominante trans-
isomero), siringico (4-hidroxi-3,5-dimethoxibenzoico), y cloruro de cianidina-3-glucésido
(cloruro de kuromanina). Y como estandares para la cuantificacion de iso-a-acidos se usaron
los extractos internacionales comprados a EBC (Zurich, Suiza): DCHA-Iso, ICS-I3
preparado de sales de diciclohexilamina de trans-iso-a-acidos (62.3% p/p); y DCHA-Rho,
ICS-R2 preparado de sales de diciclohexilamina de cis-p-iso-a-&cidos (65.3% p/p).
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7.3 METODOS
7.3.1 Caracterizacion del maiz azul y de las maltas base y caramelo
Preparacion de las muestras

Se tomaron al azar 80 granos de maiz azul y se molieron en licuadora hasta obtener una
harina que se hizo pasar a través del tamiz No. 40. Este proceso se realiz6 también para cada
una de las maltas de maiz azul (base y caramelo). La determinacion del contenido de
humedad se hizo en todas las muestras, mientras que el analisis quimico proximal completo
unicamente se realiz6 en el maiz y en la malta base. Cada determinaciéon se hizo por
triplicado.

7.3.1.1 Anélisis quimico proximal
7.3.1.1.1 Determinacion del contenido de humedad (925.10; AOAC, 2002)

En crisoles a peso constante se colocaron 2 g de cada muestra y se secaron en horno (Mod.
2424, FELISA, México) a 130 °C durante 1 hora. Posteriormente, se transfirieron las
muestras al desecador, se dejaron enfriar por 30 minutos y se pesaron en una balanza analitica
con sensibilidad de 0.1 mg (Explorer, OHAUS Corp., Suiza). El porcentaje de humedad se
calculd por diferencia de pesos, utilizando la siguiente ecuacion:

% humedad = (crisol con muestra hiimeda — crisol con muestra seca) * 100
(crisol con muestra himeda — crisol vacio)

7.3.1.1.2 Determinacion del contenido de cenizas (923.03; AOAC, 2002)

En crisoles a peso constante se pesaron 5 gramos de cada muestra seca, se llevaron a
calcinacion con mechero bunsen y después a incineraciéon en la mufla (Mod. FB1315M,
Siborne Thermolyne 1300, USA) a 525 °C durante 5 horas. Al término de este tiempo se
disminuyd la temperatura a 200 °C, se pasaron los crisoles con las cenizas a un desecador
para dejarlas enfriar durante tres horas y se pesaron en balanza analitica (Explorer, OHAUS
Corp., Suiza). El porcentaje de cenizas se obtuvo por diferencia de pesos, usando la siguiente
ecuacion:

% Cenizas = (Peso del crisol a peso constante con muestra seca (g)- peso del crisol con ceniza (g) X 100
Peso de la muestra seca (g)

7.3.1.1.3 Determinacion del contenido de nitrogeno total y de proteina cruda (991.20;
AOAC, 2002)

En matraces de Kjeldahl se colocaron 1 g de muestra, una pastilla de CuSO4-K2SOs y perlas
de ebullicion. La muestra fue digerida en campana de extraccion con 7.5 mL de H2SO4
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concentrado (98 %, libre de nitr6geno) durante 3 horas, hasta que ya no se observo
desprendimiento de humo, los tubos fueron girados cada 20 minutos para que la digestion
fuese homogeénea. Terminada la digestion, y una vez que los tubos se enfriaron se adicionaron
cuidadosamente a la muestra 10 mL de agua, se agit0 y esta mezcla se transfirio al destilador
automatico tipo Kjeldahl (LABCONCO, USA) poco a poco, posteriormente se agregaron
lentamente 9 mL de NaOH al 40% y simultdneamente a esta adicion se recolecto el destilado
en una solucion de HzBOs al 2% con indicador (rojo de metilo 0.2 % - azul de metileno 0.1
%). El destilado se recolecto durante 7 minutos y posteriormente se titulé con HCI 0.1 N. El
contenido de proteina cruda en las maltas se calculé multiplicando el porcentaje de nitrogeno
por el factor 6.25 que es el utilizado para maiz.

% proteina = % N2 * Factor
% N2 = (mL de HCI gastados en la muestra/peso de la muestra) * meq N2 * N HCI * 100

Donde, meq N2=0.014 g/meq, y N HCI= 0.1 meg/mL.

7.3.1.1.4 Determinacion del contenido de extracto etéreo (920.35; AOAC, 2002)

En cartuchos de celulosa de diametro y longitud externa de 27 x 80 mm (Whatman,
Inglaterra) se pesaron 2 gramos de muestra seca y se colocaron en un extractor Soxhlet. Se
utilizaron matraces bola de fondo plano de 250 mL, a los que se les adicionaron perlas de
ebullicion y fueron puestos a peso contante. En un matraz de los anteriores se adicionaron
120 mL de hexano, se le coloco el extractor Soxhlet, el refrigerante, y se aplico calor al
matraz con parilla eléctrica (CORNING, USA). La extraccion se realizd durante tres horas,
este tiempo fue suficiente para obtener una prueba negativa del papel. Para eliminar los
residuos de hexano se coloc6 el matraz con extracto etéreo en estufa (Mod. FE 142, FELISA,
México) a 70° C por 60 minutos, posteriormente se dejo enfriar en el desecador durante 2
horas y se registré el peso del matraz en la balanza analitica (Explorer, OHAUS Corp., Suiza).
El porcentaje de extracto etéreo se obtuvo por diferencia de pesos, usando la siguiente
ecuacion:

% Extracto Etéreo = (Peso del matraz con extracto etéreo (g) — peso del matraz vacio (g)) X 100
Peso de la muestra seca (g)

7.3.1.1.5 Determinacion del contenido de fibra cruda (M. Weende)

En un matraz bola de 250 mL se colocé 1 gramo de muestra desengrasada, se adicionaron
100 mL de H2S04 0.255 N, perlas de ebullicion y se colocé la muestra a reflujo en ebullicion
por 30 minutos. Posteriormente, la muestra se filtrd a través de gasa y se lavo el filtrado con
agua caliente hasta que las aguas de lavado presentaron un pH neutro; entonces se transfirio
el residuo a un matraz y se adicionaron 125 mL de NaOH 0.313 N y se colocé nuevamente
la muestra a reflujo en ebullicion por 30 minutos. A continuacion se filtré en gasa y se
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adicionaron 12.5 mL de solucion de H2SO4 0.255 N, seguida de tres lavados con agua y un
lavado con 12.5 mL de EtOH al 95%. El filtrado se colocé en un crisol a peso constante y se
secd en horno (Mod. 2424, FELISA, México) durante 2 horas a 130 °C, se dejé enfriar en
desecador por 30 min y se pesé. Posteriormente, el filtrado se calciné en mufla a 600 °C por
30 minutos, después de este tiempo se disminuyo6 la temperatura a 200 °C, se coloco en
desecador por tres horas y se despues se pesé. El porcentaje de fibra cruda se calculé de la
siguiente manera:

% Fibra cruda = (Peso del crisol con residuo seco a 130°C (g) — peso del crisol con cenizas (g)) X 100
Peso de la muestra (g)

7.3.1.2 Medicion de color (Salinas-Moreno et al., 2012)

El color de las maltas de maiz fue medido con un colorimetro Hunter-Lab (Mini Scan XE
Plus, USA) en una muestra de 30 granos montados sobre una base de plastilina gris
simulando la forma que se encuentran en una mazorca. Los valores de L*, a* y b* se
obtuvieron y se calcul6 el angulo del tono o hue, el croma y la diferencia total de color (AE)
de la siguiente manera:

Hue (h) = arctan (b*/a*) ~ Croma (C*) = (a*>+b*?) %  AE =[AL?+ Aa® + b?] %

7.3.1.3 Identificacion de compuestos volatiles (Dong et al., 2013)

La extraccion de compuestos volatiles en las maltas caramelo se realiz6 por microextraccion
en fase sélida. Una cantidad de 2 g de malta recientemente molida fue colocada en viales de
20 mL, se le adicién 5.4 mL de NaCl al 20% en agua destilada, se coloc6 un agitador
magnético, posteriormente el vial fue sellado, y colocado en agitacion por 10 min, después
de este tiempo se expuso una fibra negra de Carboxen/Polydimethylsiloxane
(Carboxen/PDMS; Supelco, Bellefonte, PA, USA) de75 um de espesor al espacio de la
cabeza de la mezcla de la malta, con agitacion durante 60 min en bafio de agua a 45 °C. Para
cada malta la determinacion se realizé por triplicado.

Los compuestos volatiles de las maltas caramelo se analizaron utilizando un cromatografo
de gases Agilent 6890 con detector de ionizacion de flama, con una columna HP-5 (Agilent
19091 M) (5% Fenil-metil 30m x 320 pm x 0.25 pm). El inyector fue operado en modo
splitless a 240 °C. La temperatura del horno fue programada de la siguiente manera: 40 °C x
5 min, seguido por las rampas de temperaturas de 2 °C/min hasta 50 °C, y 5 °C/min hasta
250 °C. El gas acarreador fue nitrogeno, que se suministro a una velocidad de 1.8 mL/min.
La temperatura del detector fue de 250 °C. El flujo fue la fase mdvil de 1.0 mL/min. La fibra
se desorbi6 en el puerto de inyeccién por 10 min.

Las maltas caramelo sometidas a 150 y 225 °C fueron analizadas en un cromatografo de
gases acoplado a masas (Agilent 7890B GC/MS), utilizando las condiciones de operacion
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anteriores. El detector selectivo de masas fue operado en el modo de ionizacién por impacto
de electrones a 50 eV, en el intervalo de exploracion m/z de 29-300. La temperatura de
interfaz fue de 230 °C. Se llevo a cabo la identificacion manual. La busqueda del indice de
Kovats para cada compuesto se realizd en las bases de NIST y Flavornet, de acuerdo a la
columna y rampa de temperatura. De todos los compuestos identificados en las maltas se
eligieron furanos, pirazinas y pirroles como marcadores y se buscaron en todas las maltas
caramelo.

7.3.1.4 Determinacion de antocianinas totales (Abdel-Aal y Hucl, 1999)

Para la extraccion de antocianinas se mezclaron 0.125 g de muestra con 15 mL de EtOH 95%
acidificado con HCI 1N (85:15) y se agitaron por 60 min en oscuridad a temperatura ambiente
en parilla eléctrica (CORNING, USA). Se centrifugo el extracto a 3000 rpm por 15 min en
agitador rotatorio (SOLBAT), se separd el sobrenadante y se ajusté el volumen a 15 mL con
EtOH 95% acidificado con HCI 1N (85:15). Se midi6 la absorbancia del extracto a 535 nm
en un espectrofotometro Thermo Spectronic (Biomate3, USA) y posteriormente se almaceno
a-20 °C. Se obtuvo la cantidad de antocianinas totales utilizando la siguiente ecuacion:

AT = (A/€)*(Vol/1000)*(PM)* (1/peso de la muestra)* 10°

Donde; A: absorbancia, €: absortividad molar (cianidina 3-glucésido = 25965 M*cm™), PM:
peso molecular de cianidina 3-glucdésido = 449.2 g/mol, Vol: volumen final de la disolucién
(15 mL). Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de cianidina 3-glucésido
(ECG)/kg de muestra en masa seca.

7.3.1.5 Determinacion de antocianinas por HPLC

Para esta determinacidn se usoé el extracto obtenido para antocianinas totales. El disolvente
se evaporo a presion reducida en rotavapor a 35 °C, se resuspendié en metanol acidificado
con HCl al 0.01% y se paso a traves de un filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.45um.
El anélisis de antocianinas se realizd en un sistema LC Agilent 1260 Infinity, (Agilent
Technologies, Alemania); equipado con una bomba cuaternaria con desgasificador integrado
(G1311B), inyector automatico (G1329B), calentador de columna (G1316A), y un detector
de arreglo de diodos (G1315C). Se alcanz6 la separacion cromatografica de acuerdo a
Hebrero et al. (1988) con ligeras modificaciones. Se us6 una columna Zorbax SB (250 x 4.60
mm, 5 um) (Agilent, USA) a 25 °C, como eluyentes A (agua-acido fosfdrico, 96:4, pH 1.0)
y B (acetonitrilo), con elucion por gradiente: 90 a 85% de A de 0 a 10 min; 85 a 80% de A
del minuto 10 al 20; 80 a 70% de A del minuto 20 al 38; y 70 a 90% de A del minuto 38 al
40. Velocidad de flujo de 1 mL/min, volumen de inyeccion de 10 pL, detector a 280 nmy
520 nm, tiempo total de analisis 40 min. En la curva de calibracion por estandar externo se
analizaron siete concentraciones de cianidina-3-glucosido en MeOH al 0.01% de HCI a una
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concentracion entre 0.03 a 0.25 pg. Los resultados fueron expresados como mg de cianidina-
3-glucosido/kg de muestra en masa seca.

Obtencidn del extracto para el andlisis de melanoidinas, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante en maiz y maltas (Velioglu et al., 1998)

La extraccion se realiz6 utilizando 0.4 g de muestra y 4 mL de MeOH al 80 % acidificado al
1 % con HCI 1 N, la mezcla se centrifugé a 3000 rpm por 15 min en agitador rotatorio
(SOLBAT). El sobrenadante se coloco en frasco ambar y a la fraccion solida se le agregaron
nuevamente 4 mL de MeOH 80 % acidificado, se centrifugé la mezcla a las mismas
condiciones, se juntaron los sobrenadantes y se midio el volumen de extracto. Los extractos
fueron almacenados a -20 °C hasta su analisis.

7.3.1.6 Preparacion del estandar de melanoidinas y determinacién (Borrelli et al., 2002;
Wagner et al., 2002)

Las melanoidinas se prepararon mediante el protocolo Cost Action 919 Preparation of
Standar Melanoidins, para el modelo glucosa-glicina, de la siguiente manera: se prepar6 una
solucién equimolar de glucosa-glicina (0.5 M) en 50 ml de agua destilada, se congel6 la
solucion durante 24 horas (tiempo minimo), se liofiliz6 la solucién congelada. La mezcla de
glucosa y glicina liofilizada se introdujo en un horno (Mod. 2424, FELISA, México)
precalentado a 125°C, se mantuvo en esta temperatura durante dos horas, posteriormente se
retir del horno, se dejé enfriar en desecador y se macerd en un mortero hasta obtener un
polvo fino que correspondi6 a las melanoidinas. A un volumen de 20 mL de MeOH 80%
acidificado al 1% con HCI 1N se le adicion6 una cantidad de 20 mg de estandar y se agit6
por 6 h, posteriormente la mezcla se filtré en papel filtro a peso constante y se dejo secar toda
la noche a temperatura ambiente y después a 50 °C por 5 horas, enseguida se coloco en
desecador y por ultimo se pes6 para determinar la cantidad de melanoidinas insolubles y
corregir la concentracion de la disolucidn del estandar. La curva de calibracién se prepar6 en
un intervalo de concentracion de 60-360 mg de melanoidinas/L a 405 nm en un
espectrofotometro Thermo Spectronic (Biomate3, USA). El contenido de melanoidinas en
los extractos descritos anteriormente fue determinado a través de su valor de absorbancia a
405 nm y posterior interpolacion en la curva de calibracién. Los resultados fueron expresados
como mg de melanoidinas/kg de muestra en masa seca.

7.3.1.7 Determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales (Folin-Ciocalteu)
(Wrolstad, 1993)

En tubos de ensayo se colocaron 100 uL de extracto, se les afiadié 0.75 mL de reactivo de
Folin (diluido 1:10 con agua destilada) y se dejaron reaccionar por 5 min en obscuridad.
Posteriormente, se adicionaron 0.75 mL de Na2COs (60 g/L) y después de 90 min se leyo su
absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro Thermo Spectronic (Biomate3, USA). La
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curva de calibracion se elabord con seis concentraciones de &cido gélico entre 25 y 250
mg/L. Los resultados fueron expresados como mg de equivalentes de &cido galico (EAG)/g
de muestra en masa seca.

7.3.1.8 Determinacion de compuestos fenolicos por HPLC

Para esta determinacion se utilizd el mismo extracto que para compuestos fendlicos totales.
El disolvente se evaporo a presion reducida en rotavapor a 40 °C, hasta obtener un volumen
de alrededor de 0.8 mL y se paso a través de un filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de
0.45pm.

El andlisis de compuestos fendlicos se realizo en el sistema LC mencionado anteriormente:
Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Alemania). Se logré la separacion
cromatografica usando una columna Zorbax SB (250 x 4.60 mm, 5 um) (Agilent, USA) a 30
°C, eluyentes A (agua-acido acetico, 98:2, pH 2.5) y B (metanol), con elucion por gradiente:
90 a 85 % de A de 0 a 10 min, 85 a 65 % de A del minuto 10 al 25, y 65 a 60 % de A del
minuto 25 a 35. Velocidad de flujo de 0.8 mL/min, volumen de inyeccion de 10 uL, detector
a 275 nm y tiempo de analisis de 35 min. En las curvas de calibracion por estandar externo
se analizaron seis concentraciones de disoluciones estandar metanolicos, entre 8.75-170 mg
de &cido galico/L, 2.75-55 mg de &cido siringico/L y 5.25-105 mg de acido p-coumarico/L.
Los resultados fueron expresados como mg del respectivo acido fendlico/g de muestra en
masa seca.

7.3.1.9 Determinacion de la capacidad antioxidante por ABTS y DPPH (Kuskoski et al.,
(2005)

El radical ABTS (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) se obtuvo tras la
reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (2.45 mM) incubados a temperatura
ambiente y en la oscuridad durante 16h. Una vez formado el radical ABTS se diluy6 con
etanol hasta obtener un valor de absorbancia entre 0.70 (x0.1) a 754 nm en un
espectrofotometro Thermo Spectronic (Biomate3, USA). A 980 uL de la dilucién del radical
ABTS asi generado se le determind el valor de absorbancia y se le adicionaron 20 pL de
extracto de la muestra. Se midio el valor de la absorbancia cada minuto hasta 7 minutos.

Un volumen de 1.95 mL de solucion 0.115 mM de radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrihidracilo) disuelto en metanol al 80% fueron mezclados con 50 pL de dilucion del
extracto de la muestra, se homogeneizd y se mantuvo en oscuridad durante 30 min. Las
medidas de absorbancia a 517 nm se realizaron antes de afiadir la muestra y pasados 30
minutos.

En ambos métodos se construyd la recta de % de inhibicion versus concentracion en un
intervalo de 20-320 mg de Trolox/L, y los resultados fueron expresados como mg
equivalentes de Trolox/g muestra en masa seca.
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7.3.2 Caracterizacion quimica y capacidad antioxidante de las cervezas de maiz

Preparacion de las muestras

Los mostos, cervezas verdes y maduras que corresponden a las muestras de los estados de
ebullicién, fermentacion y maduracién de cada uno de los estilos de cerveza de maiz
elaborados, se encontraban almacenados a -20 °C, y previo a su andlisis fueron llevados a
temperatura ambiente y clarificados por centrifugacion a 2500 rpm durante 15 min en
agitador rotatorio (SOLBAT). La cerveza madura se desgasifico por agitacion en parrilla
eléctrica (CORNING, USA) durante 30 min.

7.3.2.1 Determinacion de azucares reductores totales (Método volumétrico mosto-11 y
cerveza-12B: Lane-Eynon, ASBC).

En matraces volumétricos de 100 mL se prepararon por separado diluciones de cada muestra;
se tomo del mosto una alicuota de 10 mL, y de las cervezas verde y madura una alicuota de
50 mL, se afiadieron 40 mg de subacetato de plomo y se diluyeron con agua destilada hasta
el aforo. La dilucién con mosto se dejo en reposo durante 10 min. Todas las muestras fueron
centrifugadas a 2500 rpm durante 10 min en agitador rotatorio (SOLBAT), se separ0 el
sobrenadante en vaso de precipitados evitando resuspender los solidos y se colocd en una
bureta. En un matraz Erlenmeyer con perlas de ebullicion se depositaron 10 mL de reactivo
de Fehling y 20 mL de agua destilada y se llevo a calentamiento, una vez iniciada la ebullicion
se agrego gota a gota la dilucion de cada muestra hasta alcanzar un color amarillo paja. La
lectura del volumen utilizado se sustituyd en la siguiente ecuacion para determinar el
contenido de azUcares reductores directos:

% de azUcares reductores totales = F x A x 100
axv
Donde; F: factor de Fehling (g glucosa), A: volumen del aforo (100 mL), 100: para
transformar a %, a: alicuota de mosto (mL), v: volumen de disolucion de mosto o cerveza
gastada en la titulacion (mL).

El factor de Fehling fue determinado bajo las mismas condiciones anteriores, pero utilizando
una soluciéon de glucosa en agua destilada (0.59/100mL) como solucion titulante. El
contenido de azUcares reductores totales en las muestras fue expresado en porciento, lo que
corresponde a g de glucosa por 100 mL de muestra.

7.3.2.2 Determinacion del contenido alcohdlico (Método gravimétrico cerveza-4A: cerveza
y destilado, ASBC).

En un matraz bola con perlas de ebullicién se colocaron 50 mL de cerveza, se destild la
muestra hasta que se colectaron aproximadamente 40 mL de destilado y se aforaron a 50 mL
con agua destilada, verificando que su temperatura fuera de 20 °C. Posteriormente se coloco
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los 50 mL del destilado en un picnémetro seco y se pesé en balanza analitica (Explorer,
OHAUS Corp., Suiza). Se determinaron el peso del picnémetro vacio (limpio y seco) y el
picnémetro con agua destilada. EI peso especifico fue calculado de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

Peso especifico (20 °C) = peso picndmetro con destilado — peso picndmetro vacio
peso picnémetro con agua — peso picnémetro vacio

A partir de tablas (AOAC, 1995) se determiné el contenido de alcohol (porcentaje de alcohol
en volumen) del peso especifico del destilado.

7.3.2.3 Determinacion de pH (Método potenciométrico mosto-8 y cerveza-9, ASBC)

En las muestras este valor fue determinado utilizando un medidor CONDUCTRONIC PC45
(México). El equipo fue calibrado previo a ser utilizado con los buffer de pH de 4 y de 7.

7.3.2.4 Determinacion de acidez total (Método potenciométrico mosto-7 y cerveza-8A,
ASBC)

La solucion de NaOH utilizada fue valorada con solucién de biftalato de potasio 0.1 N,
usando fenolftaleina como indicador. A un volumen de 40 mL de muestra se le adicion6 poco
a poco solucién de NaOH valorada hasta que la muestra present6 un pH de 8.2. EI volumen
gastado de NaOH se sustituyo en la siguiente ecuacion:

Acidez total (9/100 mL) =V1* N*90 * 100
1000 * v

Donde: Vi= volumen de disolucion de NaOH consumido en la valoracion (mL), N:
normalidad de la disolucién de NaOH (meg/mL), 90= g/eq de &cido lactico y v = volumen
de muestra (mL). La acidez total de la muestra fue expresada como gramos de &cido lactico
por 100 mL.

7.3.2.5 Determinacion de unidades de amargor (Método cerveza-23A, ASBC)

En tubos de centrifuga de 50 mL se colocaron 5 mL de muestra, se afiadieron 0.5 mL de HCI
3N y 10 mL de 2, 2, 4-trimetilpentano (iso-octano), se agitd la mezcla en vortex durante 1
min y posteriormente se centrifugé a 2500 rpm durante 10 minutos en agitador rotatorio
(SOLBAT). La fase organica fue separada y su valor de absorbancia se leyo contra un blanco
de iso-octano a 275 nm en un espectrofotometro Thermo Spectronic (Biomate3, USA). Lo
valores de unidades internaciones de amargor (IBU) se obtuvieron multiplicando el valor de
absorbancia por un factor de 50.

40



7.3.2.6 Determinacion de iso-a-acidos por HPLC

La extraccion liquido-liquido se realiz6 de acuerdo a Jaskula et al. (2007) con ligeras
modificaciones. Un volumen de 10mL de muestra se acidificé con 610 puL de H3PO4 12M
alcanzando un pH de 1.5, se adicionaron 20mL de iso-octano, se agitd en vortex por 1 minuto
y se centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos en agitador rotatorio (SOLBAT). Se separd la fase
organica y se elimino el disolvente a presion reducida en rotavapor (Mod. D402-2, Prendo,
México) a 35 °C. Se disolvid el residuo en 1 mL de MeOH acidificado con H3POs en la
proporcion de volumenes 9.975/0.025, respectivamente, y se paso a través de un filtro de
PTFE de 0.45pm.

El anélisis se realizd en un sistema LC Agilent 1260 Infinity, (Agilent Technologies,
Alemania) descrito anteriomente. La separacion cromatografica se logré usando una columna
Zorbax SB (250 x 4.60 mm, 5 um) a 35 °C, con elucion isocratica 35% eluyente A (agua-
acido fosférico; 96:4, pH 1.0) y 65% eluyente B (metanol), velocidad de flujo de 1.2 mL/min,
volumen de inyeccion de 5 L, detector a 275 nm y tiempo de andlisis de 70 min. Para la
construccién de las curvas de calibracién por estdndar externo se analizaron seis
concentraciones de disoluciones estandar metanolicos, entre 5-125 mg/L para los dos
isdbmeros (cis- y trans-iso-a-acidos).

7.3.2.7 Determinacion de antocianinas totales (Método diferencial de pH, Giusti y
Wrolstad, 2001)

A una serie de tubos de ensaye se adicionaron 2 mL de buffer de pH 1.0 de cloruro de
potasio/acido clorhidrico y a otra serie de tubos 2 mL de buffer pH 4.5 de acetato de
sodio/acido acético, a todos los tubos se adicionaron 500 uL de muestra, se agitaron y se
midio su absorbancia a 520 y 700 nm en un espectrofotometro Thermo Spectronic (Biomate3,
USA). Se determin0 la concentracion de antocianinas totales de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

Antocianinas totales (mg/L) = AA* 1000 * PM * FD* A
€

Donde AA=[(As20nm-A700nm)PH=1]-[(As20nm-Az00nm)pH=4.5)] es decir la diferencia de
absorbanciasa520y 700 nmapH 1.0 y pH 4.5. PM: Peso molecular de cianidina-3-glucosido
449.2 g/mol, FD: factor de dilucion, €: absortividad molar de cianidina 3-glucosido 26 900
M-tcm™ y A: longitud de paso éptico 1 cm. Los resultados fueron expresados como mg de
equivalentes de cianidina-3-glucoésido por litro.
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7.3.2.8 Determinacion de polifenoles totales (Método Folin-Ciocalteu, Singleton y Rossi
1965)

En tubos de ensayo se colocaron 50 pL de muestra, se afiadieron 3 mL de agua, se agitaron
los tubos en vortex, enseguida se afiadié 0.25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se agitaron
los tubos, posteriormente se adicionaron 0.75 mL de Na>COs (60 g/L) y se agitaron otra vez
los tubos, transcurridos 120 min se leyd su absorbancia a 765 nm un espectrofotometro
Thermo Spectronic (Biomate3, USA). La medicion se compard con una curva de calibracion
estandar construida con seis concentraciones de acido galico en el intervalo de 50 a 1000
mg/L. Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de acido galico por litro de
muestra.

7.3.2.9 Capacidad antioxidante de las cervezas de maiz por ABTS y DPPH

La actividad de eliminacion de cationes radicales de ABTS de las muestras se midi6 por el
método desarrollado por Re et al., (1999) y descrito por Kuskoski et al., (2005). El radical
ABTS se obtuvo tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2.45 mM,
concentracion final) incubados a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 h. Una vez
formado el radical ABTS se diluyd con etanol hasta obtener un valor de absorbancia
comprendido entre 0,70 (+0,1) a 754 nm. A 980 pL de dilucién del radical ABTS asi
generado se le determind su absorbancia a 754 nm y se afiadieron 20 pL de dilucion de la
muestra. La absorbancia se midié cada minuto durante 7 minutos a 765 nm en un
espectrofotobmetro  Thermo Spectronic (Biomate3, USA). Se utilizd6 Trolox como
antioxidante de referencia. La curva de calibracion se construy6 en funcién del porcentaje de
inhibicion de radicales ABTS frente a la concentracion en un intervalo de 20 a 320 mg/L en
etanol al 96%. La capacidad antioxidante de las muestras se expresaron como mmol
equivalentes de Trolox por litro.

La actividad de eliminacion de radicales DPPH de las muestras se determino de acuerdo al
método desarrollado por Brand-Williams et al., (1995) y descrito por Kuskoski et al., (2005).
En tubos de ensaye 50 pL de dilucion de muestra se mezclaron con 1.95 mL de una solucion
0.1 mM de DPPH, se agitaron y dejaron en reposo por 30 min en oscuridad a temperatura
ambiente. La absorbancia a 517 nm se midi6 en un espectrofotometro Thermo Spectronic
(Biomate3, USA) y el porcentaje de inhibicién del radical DPPH fue calculado. El
antioxidante de referencia utilizado fue Trolox y se analiz6 en un rango de concentracion
entre 20-320 mg/L en una solucion de etanol al 80%. La curva de calibracion se representd
en funcion del porcentaje de inhibicion del radical DPPH frente a la concentracion. La
actividad antioxidante se de las muestras se expresaron como mmol de Trolox por litro.
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7.3.3 Contenido de antocianinas y caracterizacion de acidos fenolicos en cervezas de
maiz

Preparacion de las muestras

Las cervezas maduras de cada uno de los estilos elaborados, se encontraban almacenados a -
20 °C y previo a su analisis fueron llevados a temperatura ambiente, desgasificas por
agitacion en parrilla eléctrica (CORNING, USA) durante 30 min y clarificadas por
centrifugacion a 2500 rpm durante 15 min en agitador rotatorio (SOLBAT).

7.3.3.1 Determinacion de antocianinas en cerveza de maiz por HPLC

En frascos &mbar de 40 mL se colocaron 15 mL de cerveza madura, se congelaron durante
24 horas y se liofilizaron a -40 °C. La masa total liofilizada obtenida que fue de entre 0.90 y
0.92 g se mezcl6 con 20 mL de metanol de grado HPLC acidificado al 1% y se agitd durante
3 horas a temperatura ambiente en frasco &mbar, posteriormente la mezcla se filtré al vacio
y se lavo con 10 mL de metanol acidificado por duplicado. La solucion se concentr6 al vacio
en rotavapor (Mod. D402-2, Prendo, México) a 35 °C hasta obtener alrededor de 1 mL, se
centrifugd a 10000 rpm durante 10 min y se pasé a través de un filtro de PTFE de 0.45 um
de tamafio de poro.

El analisis de las antocianinas se realiz6 en las mismas condiciones cromatograficas que en
el andlisis de antocianinas por HPLC en extractos de maiz y maltas. La concentracién de
cianidina-3-glucosido en la cerveza se calculé interpolando todas las areas obtenidas a 520
nm en la curva de calibracion, esta Gltima se construyd con siete concentraciones de
cianidina-3-glucésido en metanol acidificado al 0.01% con HCI en un rango de
concentraciones entre 0.03 y 0.25 g. Los resultados se expresaron como miligramos de
cianidina-3-glucosido por litro de cerveza.

7.3.3.2 Determinacion de compuestos fendlicos libres y esterificados en cerveza de maiz

A un volumen de 30 mL de muestra se ajusté el pH a 2 con HCI concentrado, de la muestra
anterior a 8 mL se les adicionaron 16 mL de acetato de etilo, la mezcla se agitd por 15
segundos en vortex y después se centrifugd a 2500 rpm durante 10 min. La fase organica se
separd y se almacend en frasco ambar a -20 °C, conteniendo esta fracciéon a los acidos
fendlicos libres.

La fase acuosa se diluyo a 10 mL con agua destila, de la dilucion anterior se tomaron 4 mL
se le afiadieron 4 mL de NaOH 2N, se mezclaron y almacenaron en obscuridad a temperatura
ambiente durante 3 horas. Transcurrido el tiempo, el pH de la mezcla se ajusté a 2 y los
acidos fendlicos esterificados se extrajeron con 16 mL de acetato de etilo agitando 15
segundos en vortex y después la mezcla se centrifugd a 2500 rpm durante 10 min. La fase
organica se separ0 y se almacend en un frasco ambar a -20 °C. Los extractos de acetato de
etilo se evaporaron a sequedad a presion reducida en rotavapor (Mod. D402-2, Prendo,
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México) a 30 °C. Cada residuo se redisolvié en 1 mL de metanol grado HPLC y se paso a
través de un filtro de PTFE de 0.45 um de tamafio de poro.

Los acidos fenolicos se analizaron en el mismo sistema de cromatografia de liquidos descrito
anteriormente. La separacion se realizé de acuerdo con Piazzon et al., (2010) con ligeras
modificaciones. Una columna Lichrosorb RP 18 (250 mm x 4.60 mm x 5 um) a 30 °C fue
utilizada, flujo de 0.8 mL/min, volumen de inyeccion de 10 uL y detector a 280 nm. La
elucidn se llevé a cabo con una fase movil A (agua-&cido acético, 98:2, v/v) y B (metanol)
usando el siguiente gradiente: 98 a 88% de A de 0 a 30 minutos, de 88 a 80% de A de minuto
30 a 60, de 80 a 74% de A de minuto 60 a 85, de 74 a 98% de A de minuto 86 a 90, y elucion
isocratica a 98% de A de minuto 90 a 93. Tiempo total de la corrida 93 min. Los &cidos
fenolicos se identificacion por comparacion de sus tiempos de retencion con los estandares.
Las curvas de calibracién fueron construidas por estandar externo donde seis concentraciones
de los &cidos galico, protocatéquico, feralico, p-coumarico, sinapico y siringico en metanol
fueron analizadas. Los valores de areas de los cromatogramas fueron interpolados en las
curvas de calibracion y los resultados fueron expresados en mg de acido fendlico por litro de
cerveza.

7.3.4 Evaluacion sensorial de las cervezas de maiz
7.3.4.1 Andlisis descriptivo cuantitativo

Un panel entrenado conformado por 8 mujeres y 7 hombres, del laboratorio de Analisis
Sensorial de la Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, llevo a cabo este
analisis en los 8 estilos de cervezas de maiz azul.

El panel entrenado evalud aspectos de apariencia, olor, sabor y sensaciones en boca de los
ocho estilos de cervezas de maiz, se empled una metodologia de perfil convencional
descriptivo (Romero-Medina, 2013), basada en el analisis descriptivo cuantitativo
(Quantitative Descriptive Analysis: QDA) (Meilgaard et al., 2006; Diaz-Vela, 2017). Las
sesiones se realizaron una vez a la semana, y en cada una se le proporcionaron dos estilos
distintos. Las evaluaciones se realizaron en cabinas de evaluacion sensorial individuales
equipadas con el sistema de captura de datos electronicos Fizz® (version 2.5, Biosystems,
Courtenon, Francia). De cada estilo se realizaron duplicados en sesiones diferentes, usando
una escala no estructura de 15 cm.

7.3.4.2 Analisis de consumidores

Los estilos analizados por los consumidores fueron seis: 1, 3, 4,6, 7y 8, los estilos 2 y 5 no
se incluyeron debido a su similitud en el perfil obtenido (Figuras 31-34) y con la finalidad de
no saturar a los consumidores con el numero de muestras a evaluar.
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Las encuestas fueron aplicadas en el festival de la cerveza artesanal “Cervefest 2016, un
total de 90 consumidores fueron reclutados. Las muestras durante su traslado y su evaluacion
se mantuvieron en hielo. Los consumidores evaluaron el nivel de agrado general, la
intensidad de los sabores a maiz, tostado, chile y amargo, asi como la intenciéon de compra
de cada muestra. Las escalas utilizadas en cada caso se presentan en el cuadro 4.

Cuadro 4. Aspectos evaluados por los consumidores y escalas utilizadas en cada caso.

Nivel de agrado Intensidad de sabor Intencién de compra
1-Gusta muchisimo | 1-Mucho menos de lo que esperaba 1-Nunca
2-Gusta mucho 2-Menos de los que esperaba 2-Esporadicamente
3-Gusta 3-Justo como lo esperaba 3-De vez en cuando
4-Gusta poco 4-Mas de lo que esperaba 4-Frecuentemente

5-No gusta ni disgusta | 5-Mucho mas de lo que esperaba
6-Disgusta poco
7-Disgusta
8-Disgusta mucho
9-Disgusta muchisimo
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7.4 Andlisis Estadistico

7.4.1 Caracterizacion del maiz azul y de las maltas base y caramelo

Los datos se expresaron como media + desviacion estandar. Se usé la prueba t de Student en
los siguientes analisis: 1) para comparar la composicion quimica proximal de grano de maiz
azul analizado respecto a los valores reportados, 2) para comparar la composicion quimica
proximal de la malta base de maiz azul con la correspondiente a la malta base de cebada, 3)
para comparar los valores de color, antocianinas y compuestos fenolicos encontrados en el
maiz azul con los reportados, y 4) para evaluar el efecto del malteado sobre el color, la
composicion quimicay el contenido de los compuestos asociados a la capacidad antioxidante
de la malta base. Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) de dos factores seguido por la
prueba de comparaciones multiples de Tukey en las maltas caramelo para evaluar el efecto
del tostado sobre el color, melanoidinas, antocianinas, polifenoles, y la capacidad
antioxidante por ABTS y DPPH.

7.4.2 Caracterizacion quimica y capacidad antioxidante de las cervezas de maiz

Para evaluar el efecto de los tres ingredientes sobre los diferentes pardmetros quimicos en la
cerveza madura, se realiz6 un ANOVA para cada variable considerando los tres factores
principales, interacciones dobles e interaccion triple, segin el siguiente modelo: Yijx:
ptoitBityk(ap)ij(oyikH(By)ikH(apy)ijkteijk, donde w es la media general, o es el efecto del
i-ésimo nivel de malta, fj es el efecto del j-ésimo nivel de chile, yk es el efecto del k-ésimo
nivel de lupulo, (ap)ij es el efecto de la combinacion de malta y chile en 1j, (ay)ik es el efecto
de la combinacién de malta y ldpulo en ik, (By)jk es el efecto de la combinacién de chile y
lapulo en jk, (afy)ijk €s el efecto de la combinacion de malta, chile y IGpulo en ijk (interaccion
triple) y i es el error asociado con la determinacion Y. En el escenario donde las
interacciones triples fueron significativas los resultados se discuten comparando los 8 estilos
como tratamientos. Es decir, cada estilo es un tratamiento (la combinacion triple de los
niveles de cada ingrediente). Los parametros analizados fueron: azlcares reductores, alcohol,
pH, acidez total, unidades de amargor, cis- y trans-iso-a-acidos, antocianinas totales,
polifenoles totales, y capacidad antioxidante por ABTS y DPPH.

Se realiz6 un ANOVA seguido de pruebas de comparaciones multiples de Tukey en cada
estilo de cerveza de maiz para evaluar las diferencias significativas en las tres etapas del
proceso: mosto, cerveza verde y cerveza madura. La prueba de t de Student se utilizd para
comparar los parametros de las cervezas de maiz, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante obtenidos con respecto a los valores reportados en la literatura.

Se efectuaron andlisis de agrupamientos Jerarquicos (HCA por sus siglas en inglés
Hierarchical Cluster Analysis) y andlisis de componentes principales (PCA por siglas en
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inglés Principal Component Analysis) para visualizar globalmente las muestras y agrupar los
estilos de cerveza madura de acuerdo a sus caracteristicas quimicas.

7.4.3 Caracterizacion de antocianinas y acidos fenolicos en cerveza madura

Se llevo a cabo un ANOVA y pruebas de comparaciones multiples de Tukey para evaluar el
efecto de las diferentes cantidades de materias primas en los ocho estilos de cervezas de maiz
sobre los contenidos de antocianinas y acidos fendlicos.

En todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas cuando p<0.05. Los
analisis estadisticos fueron efectuados usando el programa XL-STAT (Estadistica para
Windows, version 2012.5.02).

7.4.4 Evaluacion sensorial de las cervezas de maiz
7.4.4.1 Andlisis Descriptivo Cuantitativo

ANOVA de dos factores, considerando las formulaciones como factor principal y los jueces
como bloques, se realiz6 para obtener los descriptores significativos; en caso de diferencia
significativa se realizo la prueba de comparaciones multiples Tukey. El anélisis estadistico
anterior se aplicd para evaluar el efecto del uso de diferentes cantidades de materias primas
sobre las calificaciones de los jueces entrenados. Los andlisis estadisticos fueron
desarrollados usando el programa XL-STAT (Estadistica para Windows, version 2012.5.02).

7.4.4.2 Estudio de consumidores

El andlisis de penalidades se realiz6 sobre el nivel de preferencia asi como en la intencion de
compra. El analisis de penalidades es un método utilizado en el andlisis sensorial para
identificar las direcciones posibles para la mejora de los productos, sobre la base de encuestas
realizadas con consumidores o0 expertos.

Se utilizan dos tipos de datos: de preferencia (o en este caso también intencion de compra) y
los recogidos (intensidad de sabor a maiz, tostado, picor y amargo) sobre una escala de justo
como lo esperaba (en inglés Just About Right - JAR). EI método basado en comparaciones
maultiples consiste en identificar para cada caracteristica estudiada en la escala JAR, si la
clasificacion en la escala anterior estd relacionada con resultados significativamente
diferentes de las puntuaciones de gusto o intencion de compra. Los andlisis estadisticos se
Ilevaron a cabo con el programa XL-STAT (Estadistica para Windows, version 2012.5.02).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Caracterizacion del maiz azul y de las maltas base y caramelo
8.1.1 Anélisis quimico proximal (AQP) del grano de maiz y de la malta base

En el cuadro 5 se presentan los resultados del AQP. Los contenidos de humedad y extracto
etéreo del maiz azul utilizado para obtener las maltas no fueron significativamente diferentes
a los reportados por Ortiz (2006), quien analizé distintas variedades criollas de maiz azul.
Por el contrario, el porcentaje de proteina y cenizas si presentaron diferencias probablemente
debidas a la variedad de maiz empleada, practicas de manejo en campo, el clima, el suelo y
los métodos de cosecha y poscosecha (Robutti, 2007).

Cuadro 5. Analisis quimico proximal del grano y de la malta base de maiz azul.

Humedad* Proteina Extracto etéreo  Cenizas Fibracruda ELN*

Maizazul 10712 91+0.1 4803 1.3+0.05 0.13+0.05 73.9%1.7
Malta base 4.5%0.2 86+05 50%05 12+01 0.11+0.02 80.6+1.3

ELN: extracto libre de nitrogeno. *: Indica diferencia significativa entre el maiz azul y la malta base.

Ortiz (2006) reporta en variedades criollas de maiz azul valores similares a los obtenidos de
humedad de 9.02 + 0.58, proteina = 9.73 + 0.72, extracto etéreo = 5.35 + 0.94, y cenizas =
1.52 £ 0.11. Mientras que Ruiz (2006) solo reporta que el contenido de proteina en la malta
de cebada fluctua entre 8.5 a 10.9 %.

En nuestro pais la cebada calidad maltera de los estados de Hidalgo y Tlaxcala tiene una
humedad entre 10.1-12.4, proteina de 8.4-12.2, extracto etéreo de 1.5-3.0, y cenizas de 2-4
de acuerdo con lo reportado por Ruiz (2006). Al comparar el maiz azul utilizado, se observa
que los porcentajes de humedad y proteina se encuentran dentro del rango especificado por
Ruiz para la cebada. El contenido de humedad es de suma importancia para mantener la
calidad del grano de maiz durante su almacenamiento (Méndez-Montealvo, et al., 2003). Los
componentes derivados de proteinas y proteinas son importantes debido a su efecto sobre el
caracter organoléptico de la cerveza y su importancia para la nutricion de la levadura. Estos
efectos incluyen cantidad y estabilidad de la espuma, formacion de compuestos activos de
sabor (productos de reacciones de Maillard), la estabilidad de la turbidez y el progreso de la
fermentacion de la levadura (Steiner et al., 2012). La evidencia bioquimica ha establecido
que la a-amilasa, la endoproteasa y la dextrinasa limite se producen de novo en capas de
aleurona estimuladas por el acido giberélico (Priest y Stewart, 2006); sin embargo este
incremento en el contenido de enzimas no genera un cambio significativo en el contenido de
proteina de la malta base respecto al grano de maiz azul.

El extracto etéreo en el grano del maiz fue significativamente mayor al reportado por Ruiz
(2006) en la cebada. Priest y Stewart (2006) reportan que durante la elaboracion de la cerveza,
del 3% de los lipidos presentes en la malta de cebada, sélo se extrae al mosto el 0.01% de los
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materiales lipidicos y estos son principalmente &cidos grasos. Lo mismo puede estar
sucediendo en mostos elaborados con malta de maiz azul, pero para verificarlo es necesario
una mayor investigacion.

El maiz azul present6 un porcentaje de cenizas (1.3 £ 0.5) inferior al de la cebada (2 — 4 %);
a pesar de esta diferencia, este contenido de cenizas permitié la elaboracion de la cerveza de
maiz, sin embargo se requiere una mayor investigacion para evaluar de manera especifica el
efecto de la presencia y concentracion de ciertos elementos en el proceso de elaboracion de
la cerveza de maiz. Las cenizas del maiz incluyen minerales como fésforo, potasio, magnesio
y sodio principalmente (Ortiz, 2006). Los minerales durante la elaboracion de la cerveza son
necesarios para mantener la integridad estructural de la célula, floculacion, expresion de
genes, division celular, ingesta de nutrientes, actividad enzimatica y otros procesos mas para
la levadura. Los metales mas importantes que influyen en la fermentacion son potasio,
magnesio, calcio, manganeso, hierro, cobre y zinc (Tenge, 2007).

Por efecto del malteado se observd una disminucion del porciento de humedad y un
incremento del ELN (que representa los azlcares y almidones), debido probablemente al
proceso térmico (secado) a que se sometid la malta. El resto de los componentes no variaron,
lo que sugiere que los cambios ocurridos en la germinacién (para mantener el crecimiento
embrionario, la sintesis enzimatica y las modificaciones al endospermo por protedlisis,
amildlisis y citdlisis) (Gupta et al., 2010; Steiner et al., 2012) no provocaron cambios
significativos en los porcentajes de proteina, extracto etéreo, cenizas y fibra cruda. El
contenido de proteina determinado en la malta de maiz azul (8.5£0.5) se encuentra en el
limite inferior del intervalo reportado por Ruiz (2006) para malta de cebada (8.5 — 10.9 %).
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8.1.2 Humedad y parametros de color en el maiz y en las maltas

Los contenidos de humedad y los parametros de color del maiz azul y de las maltas se
presentan en el cuadro 6. El contenido de humedad del grano disminuyd significativamente
de 10.7 a 4.5 % en la malta base. De Meo et al., (2011) reportan contenidos de humedad en
maltas de sorgo, trigo sarraceno, quinoa y amaranto de 6.86, 5.32, 8.13 y 5.48,
respectivamente, y Mayer et al., (2014) para maltas de arroz, humedades entre 4.3 y 6.7%.
Las maltas anteriores no difieren significativamente de la malta de maiz en su porcentaje de
humedad.

Los contenidos de humedad en las maltas caramelo estuvieron entre 1.4 y 3.3%, siendo
significativamente mayor en la malta sometida a 175 °C. El efecto del tostado manifestado
como una disminucién del contenido de humedad fue menor en la malta 175 °C, seguido de
las maltas 150 y 200 °C, y el efecto fue mayor en las maltas que se tostaron a temperaturas
entre 180 y 240° C, ya que estas Ultimas presentaron contenidos de humedad entre 1.6 y
1.4%. Yahya et al., (2014) reportan en malta cristal un contenido de humedad de 5%, que es
significativamente mayor a las maltas caramelo de maiz azul obtenidas.

Cuadro 6. Contenido de humedad y parametros de color en el maiz azul y las maltas. Media = D.E.

Malta Humedad L Tono (h) Croma
(%) (%) )

Maiz 10.7*+1.2 14.7+0.71 333.7+10.2 1.73+0.25

Base 45+0.2 15.3+0.19 3147+ 11.4 1.43 +0.56
150 °C-45 min 20+0.1b 22.6 +0.66 b 2749+241¢ 6.39+0.65 b
175 °C-20 min 33t01la 258+1.05a 281.9+24ab 762+ 141ab
180 °C-15 min 16+01c 21.2+0.23 he 283.2 + 253 ab 8.04 £0.33 ab
200 °C-1 min 1.7+£0.2bc 26.8+0.38a 277.7+ 1.7 bc 7.25+0.24ab
225 °C-1 min 14+01c 19.6 + 1.64 cd 284.6 +322a 7.97 +0.45 ab
240 °C-1 min 14+01c 17.5+0.51d 280.5 + 2.52 abc 8.58+0.77 a

L: luminosidad. *: Indica diferencia significativa (p<0.05) al comparar el maiz azul y la malta base. Letras
diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) entre las maltas caramelo.

En relacion con las propiedades cromaticas del maiz azul utilizado y de la malta base
obtenida, los valores de luminosidad (L*) es un atributo relacionado con la claridad u
oscuridad del color, fueron de 14.7 en el maiz azul y 15.3 en la malta base. Los valores del
angulo de tono (h, que denota el tipo de color observado) fueron 333.7° y 314.7° para el
grano y la malta base, respectivamente. Los valores de croma (C*, que indica la saturacion
del color) encontrados en el grano y en la malta base de maiz azul fueron 1.73 'y 1.43 unidades
CIELAB, respectivamente. Al comparar los valores de L*, h y C* entre el grano y la malta
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base de maiz azul no se encontraron diferencia significativa, lo que indica que el malteado
(principalmente el secado) del maiz no tuvo efecto significativo sobre los parametros de
color.

Salinas-Moreno et al., (2012) analizaron 6 poblaciones de maiz azul de la variedad
Chalquefio, reportando valores de L de 15.3 a 20.2, angulo de tono o hue de 299 a 335.9 y
croma de 0.5 a 2.3, especificando que de acuerdo a estos valores sus muestras son
azul/morado oscuro y poco brillante. Los resultados obtenidos en el maiz azul utilizado en el
presente proyecto se encuentran dentro de los rangos anteriores.

En la Figura 13 se presentan las maltas base y caramelo de maiz azul obtenidas. La
luminosidad de la maltas caramelo aumenté respecto al grano; fue significativamente mayor
en las maltas 175 y 200 °C, y menor en las maltas 225 y 240 °C. El tono en las maltas tostadas
disminuyd en relacion con el maiz azul; los valores se encontraron entre 274.9 y 284.6, éstos
valores se aproximan a un tono azul cuyo h es de 270°, es decir las maltas caramelo pasaron
de un tono azul/morado oscuro que tiene el grano a un azul por efecto del tostado. Los valores
de C* aumentaron al comparar el maiz azul respecto a todas las maltas tostadas, y fue
significativamente mayor en la malta 240 °C. Los cambios en los parametros de color
mostraron el efecto del tostado sobre los cambios en la concentracion de los compuestos de
color: la degradacidon de antocianinas y la formacién de melanoidinas.

Malta base

240 °C-1 min. 150 °C-45 min.

225 °C-1 min. 175 °C-20 min.

200 *C-1 min. 180 °C-15 min.

Figura 13. Malta base y maltas caramelo de maiz azul.
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8.1.3 Identificacion de compuestos volatiles en las maltas caramelo

Los productos de la reaccidon de Maillard encontrados en las maltas caramelo se muestra en
la Figura 14, donde aparecen de acuerdo a su tiempo de retencion. En general los furanos
presentaron mayores areas, y fueron seguidos por pirroles y a su vez por pirazinas. EI orden
descendente del nUmero de compuestos volatiles en las maltas caramelo fue el siguiente:
malta 175 > 200 > 150 y 180 > 225 y 240 °C.

El furfural tiene un descriptor de olor de pan, almendra y dulce (Flavornet), y el 2-
hidroximetil-furano (2-furanmetanol) notas dulce y caramelo (Yahya et al., 2014).
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Figura 14. Productos de reaccion de Maillard encontrados en las maltas caramelo de maiz azul.
Medias + D.E. de los valores de area en los cromatogramas. La estructura quimica de cada compuesto
aparece junto a su nombre.

Yahya et al., (2014) reportan distintos compuestos volatiles para una malta de cebada,
especificamente malta cristal, de los cuales dos coinciden con los determinados en las maltas
caramelo de maiz, furfural y 2-hidroximetil-furano (2-furanmetanol).

Los mecanismos de formacion para pirazina, pirrol y furfural se describen a continuacion.
La ruta principal para la produccidn de pirazina en sistemas térmicamente tratados es a través
de la condensacion de compuestos amino-carbonilos formados en la degradacion de Strecker
(Weenen et al., 1994). Por su parte, el pirrol puede formarse térmicamente a través de una
serie de mecanismos, incluyendo la pirdlisis directa del aminoacido serina (Yaylayan y
Keyhani, 2001), la reaccion de amoniaco con furano o con una 3-desoxihexosona (Finot et
al., 1990). En el mecanismo propuesto por Yaylayan y Keyhani, (2001), el acetaldehido y a-
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aminoacetaldehido reaccionan via condensacién aldélica para formar pirrol con la pérdida de
2 moléculas de agua. El furfural se forma en la reaccion de Maillard de pentosas via la
deshidratacion de un precursor ciclico formado del 3-desoxiosona (via 1,2-enolizacion).
También puede formarse directamente a partir de la pirdlisis de glucosa, comenzando una
vez mas con una etapa de deshidratacion, la fragmentacién ciclica de Grob (Paine Il et al.,
2008).

8.1.4 Antocianinas en el maiz azul y en las maltas

Se presentan en el Cuadro 7 los contenidos de antocianinas totales (AT) y los determinados
por HPLC en las muestras de maiz azul y maltas base y caramelo.

Cuadro 7. Contenido de antocianinas en el maiz azul y en las maltas. Medias + D.E.

Antocianinas
Muestra (mg cianidina-3-glucdsido/kg m.s)
Totales HPLC
Maiz 1534* +10.1 189.7* £ 15.7
Base 1263 + 45.8 102.9+17.3
150 °C-45 min 135+6.6d 31.7+1.0d
175 °C-20 min 233+10.0b 40.8 £2.4bc
180 °C-15 min 170+ 11.1c 34.2+3.1d
200 °C-1 min 271+ 85a 473+32a
225 °C-1 min 157+6.8¢ 457+15ab
240 °C-1 min 130+10.2d 378+4.1cd

m.s: masa seca. El contenido de antocianinas por HPLC corresponde a la suma de todas las areas encontradas
a 520 nm y expresadas como cianidina-3-glucésido. *: Indica diferencia significativa (p<0.05) al comparar el
maiz azul y la malta base. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
entre las maltas caramelo.

El maiz azul Chalquefio presentd una cantidad de AT significativamente mayor a las
reportadas para maiz parpura de China, por Yang y Zhai (2010) (558 mg/kg) y por Zhao et
al., (2008) (127.4, 292.2 y 1493 mg/kg m.s para las variedades Jinheiyu, Perla negra y
Shijiazhuang, respectivamente), asi como a las determinadas por Salinas-Moreno et al.,
(2012) para maiz azul (579.4 a 1046.1 mg ECG/kg m.s) de la misma variedad que utilizamos
en el presente estudio.

El contenido de AT en masa hiumeda en el maiz azul (1370.2 + 19.8 mg/kg) fue
significativamente mayor al maiz azul y parpura de Canada (322.7 y 1277 mg ECG/kg,)
(Abdel-Aal et al., 2006), asi como al maiz azul y purpura (995 y 932 mg ECG/kg) de México
(Lépez-Martinez et al., 2009).
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Las diferencias en los contenidos de antocianinas en el maiz pueden deberse a varios factores,
incluidos los genotipos, las etapas de desarrollo, las condiciones de crecimiento e incluso los
métodos utilizados para su cuantificacion (Jing et al., 2007; Xu et al., 2010).

Una disminucion del 17.7% en el contenido de AT fue observado en la malta base debido al
malteado. Lo anterior se puede deber a dos factores: 1) a la germinacion, de acuerdo a lo
reportado por Paucar-Menacho et al. (2007), quienes indican que la germinacion del maiz
purpura provoca una reduccion significativa de la mayor parte de las antocianinas presentes
en el grano, y 2) al secado de la malta, ya que la estabilidad de las antocianinas se ve afectada
por varios factores, uno de ellos la temperatura (Castafieda-Ovando et al., 2009).

El contenido de AT en las maltas caramelo se encontrd entre 130 y 271 mg ECG/kg m.s,
siendo significativamente mayor (p<0.05) en la malta 200 °C, seguida de la malta 175 °C, lo
que indica que un tostado a una temperatura mayor y tiempo corto permitié conservar una
mayor cantidad de antocianinas que un tostado a menor temperatura por mayor tiempo. Las
maltas 180 y 225 °C no mostraron diferencia significativa entre si, asi como las maltas 150
y 240 °C, estas Ultimas presentaron el menor contenido de antocianinas, de acuerdo a lo
observado en estas cuatro maltas, un tostado a menor temperatura por mayor tiempo provoco
el mismo efecto sobre el contenido de antocianinas que un tostado a mayor temperatura por
menor tiempo.

El contenido de antocianinas en el maiz y en las maltas fue mayor por espectrofotometria que
por HPLC. Este mismo comportamiento también es reportado por Abdel-Aal et al., (2006)
y Lao y Giusti (2016), estos ultimos indican que se debe a la baja especificidad del método,
debido a que la medicion Unica a 535nm considera que la respuesta se debe Gnicamente a
antocianinas. Sin embargo otros pigmentos rojos, como filobafenos, y su unidad de
construccion, 3-desoxianocianinas, se ha reportado que se encuentran en maiz morado
ademas de las antocianinas monoméricas y poliméricas (Selinger y Chandler, 1999; Winkel-
Shirley, 2001). Abdel-Aal et al. (2006) encontraron que los desoxianocianinas representaron
alrededor del 50% de las antocianinas totales. Los filobafenos son pigmentos solubles en
alcohol, por lo que el método de las antocianinas totales podria sobrestimar las antocianinas
en el grano.

El contenido de antocianinas por HPLC disminuy6 un 45.8 % en la malta base respecto al
grano. La concentracion de antocianinas en las maltas caramelo se encontr6 entre 31.7 y 47.3
mg CG/kg m.s, siendo significativamente mayor (p<0.05) en la malta 200 °C que no mostro
diferencia significativa con la malta 225°C, esta ultima y la malta 175 °C no presentaron
diferencia significativa entre si, asi como las maltas 175 °C y 240 °C que no exhibieron
diferencias entre si, y las maltas tostadas 150, 180 y 240 °C que presentaron una
concentracion de antocianinas significativamente menor (p<0.05). De manera similar al
comportamiento observado por espectrofotometria a 535nm, un tostado a mayor temperatura
por menor tiempo tuvo el mismo efecto que uno a menor temperatura por mayor tiempo sobre
el contenido de antocianinas cuantificado por HPLC. Las condiciones de temperatura y
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tiempo de secado para obtener la malta base (50 °C por 2 dias) mostraron el mismo efecto
sobre el contenido de antocianinas que las condiciones de tostado para obtener la malta de
200 °C por 1 minuto. En el Anexo A se incluyen el perfil cromatografico de las antocianinas
presentes en el grano de maiz azul de la raza Chalquefio y en las maltas base y caramelo de
maiz azul, asi como del estandar cianidina-3-glucdsido.

8.1.5 Compuestos fendlicos en el maiz azul y en las maltas

Los contenidos de compuestos fendlicos en el maiz azul y en las maltas se presentan en el
Cuadro 8. Las concentraciones obtenidas por HPLC corresponden a la suma de los acidos
fendlicos encontrados en extractos organicos de las muestras, de manera especifica estos
acidos se presentan mas adelante.

Cuadro 8. Contenido de compuestos fenélicos en el maiz azul y en las maltas. Media + D.E.

Compuestos fenolicos
Muestra (mg eq. &cido gélico/kg m.s)
Folin-Ciocalteau HPLC
Maiz 1307* + 62 37.9*
Base 2508 + 17 113.3
150 °C-45 min 2448 + 149 104.9
175 °C-20 min 3094 + 8.2 bc 104.0
180 °C-15 min 3256 + 86.0 a 112.6
200 °C-1 min 2996 + 65.7 cd 124.9
225 °C-1 min 2909+ 77.0d 122.6
240 °C-1 min 3175+5.1ab 117.6

m.s: masa seca. *: Indica diferencia significativa (p<0.05) al comparar el maiz azul y la malta base. Letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre las maltas caramelo.

El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) encontrados en el maiz azul fue 1307 +
62 mg EAG/kg m.s, valor que se encuentra dentro del rango reportado para la misma variedad
de maiz por Salinas-Moreno et al., (2012) (918.9 a 1479.2 mg/kg m.s.), y que a Su vez es
significativamente menor (p<0.05) a los reportados para variedades peruanas de maiz
purpura por Paucar-Menacho et al., (2017) (16797 mg/kg m.s.) y por Jing et al., (2007) (9500
a 14310 mg/kg m.s).

Durante la germinacion, la concentracion de CFT aumentd significativamente (p<0.05)
alcanzando un valor de 2508 mg EAG/kg m.s. Se ha reportado que la germinacion aumenta
los niveles de compuestos fendlicos totales en otros granos como el trigo, la cebada, el
centeno, el arroz y la avena (Bondia-Pons et al., 2009; Caceres et al., 2014; Donkor et al.,
2012; Tian et al., 2010; Van Hung et al., 2015).
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El aumento observado en el contenido de &cidos fendlicos durante el malteado podria deberse
a la accion de las esterasas enddgenas sintetizadas durante la germinacion, que pueden
conducir a la liberacién de compuestos fendlicos originalmente ligados a las paredes
celulares (Maillard et al., 1996, Acosta-Estrada et al., 2014, Adom y Liu, 2012) o a través de
la sintesis de novo (Krahl et al., 2008, Tomkova-Drabkova et al., 2015).

El contenido de CFT en la maltas caramelo fluctud entre 2448 y 3256 mg EAG/Kg m.s, y
fue significativamente mayor (p<0.05) en la malta 180 °C, que no mostré diferencia
significativa con la malta 240 °C, esta ultima no mostrd diferencia significativa con la malta
175 °C, las maltas 175 y 200 °C no presentaron diferencia significativa entre si, asi como
200 y 225 °C, y la malta 150 °C fue la que mostr6 una concentracion significativamente
menor de CFT. De acuerdo a lo anterior, el tostado a 180 °C por 15 minutos provoco el
mismo efecto que el tostado a 240 °C por 1 min. Las condiciones de 150 °C - 45 minutos
dieron lugar a un menor contenido de compuestos fenolicos en las maltas caramelo.

Con la finalidad de confirmar estos resultados, se realizé un anélisis cromatografico de los
principales compuestos fenolicos en el maiz y en las maltas base y caramelo. El contenido
de &cidos fenolicos en la malta base (113.3 mg &cidos/kg m.s) aumento respecto al grano sin
maltear (37.9 mg &cidos/kg m.s). Los contenidos en las maltas caramelo se encontraron entre
104.0 y 113.3 mg &cido/kg m.s., se observa que las concentraciones fueron mayores en las
maltas tostadas a mayor temperatura (200, 225 y 240 °C) y dieron menores para las maltas
tostadas por mayor tiempo a menor temperatura (150 y 175 °C). Las diferencias en las
concentraciones se deben a que el método de HPLC es especifico, de manera puntual se
identificaron y cuantificaron en los extractos principalmente tres acidos fendlicos, mientras
que en el método de fenoles totales, el reactivo de Folin-Ciocalteu reacciona con otras
sustancias reductoras diferentes a los compuestos fenolicos como las melanoidinas, de
acuerdo a lo reportado por Pérez-Martinez et al. (2010).

Respecto al aumento en el contenido de compuestos fendlicos en las maltas caramelo, el
proceso de tostado induce cambios estructurales en las paredes celulares de las plantas
provocando una liberacion de compuestos fendlicos previamente glicosilados/esterificados
de acuerdo a lo reportado por Dewanto et al. (2002) y Chandrasekara y Shahidi (2011).

Las concentraciones de acidos fenolicos en las muestras se presentan en el cuadro 9, el
analisis por HPLC indicé la presencia de los acidos galico y p-coumarico en el maiz azul, y
en las maltas caramelo ademéas de los dos acidos anteriores también se encontré acido
siringico. De acuerdo con los resultados, el acido galico es el compuesto fendlico libre que
se encontrd en mayor cantidad en los extractos del maiz azul y de las maltas.

En maiz azul la mayoria de los autores han reportado la presencia principalmente de acido
ferulico (De la Parra et al., 2007; Del Pozo-Insfran et al., 2006; Lopez-Martinez et al., 2009),
sin embargo nosotros no lo identificamos, lo cual consideramos se puede deber a las
condiciones de extraccion, y a que no llevamos a cabo una hidrolisis especifica para liberarlo,
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ya que se reporta que se encuentra unido a través de enlaces éter a fragmentos de lignina, con
arabonixilanas por medio de enlaces éster, y también forma puentes diferulico entre
heteroxilanas que constituyen la hemicelulosa de la pared celular (Cabrera-Soto et al., 2009).
En maiz blanco, Del Pozo-Insfran et al., (2007) reporta la presencia de acido galico y p-
coumarico; Adom y Liu (2002) en maiz amarillo, reportan los acidos siringico, p-coumarico
y ferulico entre otros.

Cuadro 9. Contenido de &cidos fenolicos en el maiz azul y en las maltas base y caramelo. Media £
D.E.

Muestra Ac. galico (mg/kg m.s)  Ac. siringico (mg/kg m.s) Ac. p-coumarico (mg/kg m.s)
Maiz 26.1*+1.6 ND 11.8*+0.2
Base 41.4+6.0 39.7+0.9 32.2+0.7
150 °C-45 min 55.0+15hb 335+0.2c 16.4+05d
175 °C-20 min 66.9+50a 206+£0.7d 16.6+0.8d
180 °C-15 min 65.4+2.7a 30.0+19cd 17.2+0.3cd
200 °C-5 min 41.7+06¢C 63.9+10a 19.3+ 1.4 bc
225 °C-5 min 476+09c 492+32h 258+21a
240 °C-5 min 622+29a 33.7+21c 21.7+04b

m.s: masa seca. ND: no detectado.*: Indica diferencia significativa (p<0.05) al comparar el maiz azul y la malta
base. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre las maltas
caramelo.

El contenido de los acidos fendlicos fue significativamente mayor en la malta base en
comparacion con el del grano, y ademas se identifico el &cido siringico en la malta base.
Como se menciono anteriormente se ha reportado que durante el germinado se incrementa la
concentracion de compuestos fendlicos, el incremento en el acido p-coumarico puede ser
explicado de acuerdo a lo reportado por Tomkova-Drabkova et al. (2015), quienes indican
que la enzima 4-cumarato-CoA ligasa cataliza la conversion de los tres derivados de cido
cinamico en acidos fendlicos, uno de ellos el acido 4-cumérico.

En las maltas caramelo, el contenido de &cido galico fue significativamente mayor seguido
del acido siringico y del &cido p-coumarico, los contenidos se encontraron entre 41.7 — 66.9,
20.6 —63.9 y 16.4 — 25.8 mg/kg m.s., respectivamente. La concentracion de &cido galico en
las maltas 175, 180 y 240 °C no mostro diferencia significativa entre si y fue
significativamente mayor a las maltas 150 °C y a su vez a las maltas 200 y 225 °C. Respecto
al acido siringico, observamos que la concentracion fue significativamente mayor en la malta
200 °C seguido de la malta 225 °C y de las maltas 240, 150 y 180 °C que no mostraron
diferencia significativa entre si, y las maltas 180 y 175 °C no mostraron diferencia
significativa entre si y presentaron una concentracién significativamente menor. El 4cido p-
coumarico fue significativamente mayor en la malta 225 °C, seguido de la malta 240 °C que
no mostré diferencia significativa con la malta 200 °C, esta Gltima no mostrd diferencia
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significativa con la malta 180 °C, y las maltas 150 y 175 °C que presentaron concentraciones
significativamente menores. En general observamos que las maltas 200 y 225 °C mostraron
las menores cantidades de acido galico y por el contrario las mayores cantidades de acido
siringico y p-coumarico, mientras que las maltas 175 y 180 °C presentaron las mayores
cantidades de acido galico y las menores cantidades de acido siringico y p-coumarico, la
malta 240 °C mostro cantidades mayores de acido galico y menores de acido p-coumarico y
siringico, por ultimo la malta 150 °C presentd concentraciones intermedias de acidos galico
y siringico y menores de acido p-coumarico. De acuerdo a lo anterior el efecto del tostado
sobre las concentraciones de los tres acidos fendlicos fue dependiente de las condiciones de
tiempo y temperaturas usadas en el proceso térmico.

8.1.6 Melanoidinas en las maltas

El contenido de melanoidinas en las maltas base y caramelo de maiz azul se presenta en el
cuadro 10. La cuantificacion de estos compuestos se hizo para evaluar el incremento de su
concentracion debido al procesamiento térmico.

Cuadro 10. Contenido de melanoidinas en las maltas. Media + D.E.

Muestra Melanoidinas
(mg/kg m.s)
Maiz ND
Base 1071*+ 41
150 °C-45 min 4870 + 388 e
175 °C-20 min 6728+ 61b
180 °C-15 min 6085+ 82 ¢c
200 °C-1 min 4708 + 154 e
225 °C-1 min 5386 +73d
240 °C-1 min 8929 £347 a

m.s: masa seca. *: Indica diferencia significativa (p<0.05) al comparar el maiz azul y la malta base. Letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre las maltas caramelo. ND: no
detectado.

Durante el malteado el contenido de melanoidinas aument6 debido a los procesos térmicos,
en la malta base su concentracién fue de 1071 + 41 mg/kg m.s., mientras que en las maltas
tostadas fluctud entre 4708 a 8929 mg/kg de m.s. El contenido significativamente mayor lo
presento la malta 240 °C, seguido de las maltas 175, 180, 225 y de las maltas 200 y 150 °C
que presentaron concentraciones significativamente menores. La malta 200 °C ademas de
presentar la menor cantidad de melanoidinas también presentd el mayor concentracion de
antocianinas, revelando con ello un tostado menos intenso. El efecto del tostado sobre el
contenido de melanoidinas fue dependiente de las condiciones de temperatura y tiempo
empleadas, por un lado el tostado a la mayor temperatura de tostado (240 °C - 1 min) fue
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significativamente mayor, mientras que el tostado a la menor temperatura (150 °C — 45 min)
por el mayor tiempo present6 un contenido de melanoidinas significativamente menor.

8.1.7 Capacidad antioxidante en el maiz azul y en las maltas

Los valores de capacidad antioxidante del maiz y de la malta base determinados por ABTS
y DPPH se presenta en el cuadro 11, donde podemos observar que por ABTS las capacidades
antioxidantes entre el maiz y la malta base no fueron significativamente diferentes, por el
contrario, por DPPH se observo una capacidad significativamente mayor en la malta base
que en el grano sin maltear, lo que nos indica la contribucién de los compuestos a la capacidad
antioxidante, ya que en la malta base aunque presenté una menor cantidad de antocianinas,
las concentraciones de compuestos fendlicos y melanoidinas fueron mayores.

Cuadro 11. Capacidad antioxidante por ABTS y DPPH en el maiz azul y la malta base. Media + D.E.

ABTS DPPH
Muestra (g equivalentes de Trolox/kg m.s) (g equivalentes de Trolox/kg m.s)
Maiz 78341 51.7+7.6*
Base 83.8+74 78.3+4.4

m.s: masa seca. *: Indica diferencia significativa (p<0.05) al comparar las muestras.

La capacidad antioxidante por los métodos de ABTS y DPPH de las maltas caramelo se
presenta en la Figura 15. Los valores de capacidad antioxidante equivalentes de Trolox de
las diferentes maltas caramelo fueron mayores al medir por DPPH (162.8 - 214.8 mg ET/kg
m.s) que por ABTS (115.9 - 135.8 mg ET/kg m.s). Serpen et al. (2007), al evaluar la
actividad antioxidante en materiales insolubles de alimentos, ingredientes de alimentos y de
productos de reaccion de Maillard (PRM), observaron que el ABTS suele ser mas sensible a
los compuestos que contienen fenoles, mientras que DPPH es més sensibles a los PRM. Lo
anterior explica lo que observamos en los extractos metanolicos de las maltas, debido a que
las especies que se encontraron en mayor cantidad fueron melanoidinas seguidas de
compuestos fenolicos totales.

Varios autores han reportado que las melanoidinas contribuyen en gran medida a la actividad
antioxidante general de ciertos alimentos, tales como el café tostado (Borrelli et al., 2002;
Delgado-Andrade y Morales, 2005; Pérez-Hernandez et al., 2012), maltas caramelo de
cebada (Coghe et al., 2006) y en maltas tostadas de quinoa (Carciochi et al., 2016).

Por ABTS la capacidad antioxidante fue significativamente mayor en las maltas 240 y 180
°C y no mostraron diferencia significativa con la malta 175 °C, por el contrario fue
significativamente menor en las maltas 225 y 150 °C. Con lo que confirmamos lo indicado
por Serpen et al., (2007), ya que las maltas 240 y 180 °C fueron las que presentaron las
mayores concentraciones de compuestos fendlicos totales y las maltas 225 y 150 °C fueron
las que presentaron las menores.

59



250 mABTS mDPPH

w

200 -

=

[8)]

o
1

g equivalentes Trolox/L
=
o
o

a1
o
1

150 °C-45min  175°C-20 min 180 °C-10 min 200 °C-1 min  225°C-1min 240 °C-1 min

Figura 15. Capacidad antioxidante por ABTS y DPPH de las maltas caramelo de maiz azul. Las letras de la a-
¢ indican diferencia significativa entre las maltas por el método de ABTS y las letras w-z por el método de
DPPH.

Por DPPH la malta que present6 la capacidad antioxidante significativamente mayor fue 240
°C, y no mostro diferencia significativa con las maltas 200 y 175 °C, por el contrario la malta
150 °C mostrd una capacidad antioxidante significativamente menor. La tendencia de la
respuesta antioxidante por DPPH fue la misma que se observé en el contenido de
melanoidinas a excepcion de la malta 200 °C, que presenté un contenido de melanoidinas
significativamente menor, pero que mostr6 el mayor contenido de antocianinas, por lo que
consideramos que la respuesta antioxidante también fue debida a la presencia de estos
compuestos fendlicos.
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8.2. Caracterizacion quimica y capacidad antioxidante de las cervezas de maiz
8.2.1 Azucares reductores totales y contenido alcohdlico

A continuacion se presentan los contenidos de azucares reductores en el mosto, cerveza verde
y cerveza madura de cada uno de los ocho estilos de cervezas de maiz azul.
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Figura 16. Azucares reductores totales de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos repeticiones +
D.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método de Tukey.
*: Indica diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.

El contenido total de azucares reductores determinado en los mostos fue de 2.6 a 3.1 g
glucosa/100 mL. EI consumo de los azUcares reductores durante la fermentacion fue de 1.9
a 2.5 g glucosa/100 mL (cantidad determinada en la cerveza verde). Se observaron
diferencias significativas en los azucares reductores totales en cada estilo durante los tres
pasos del proceso.

Este rango de concentraciones de azUcares presentes en el mosto nos da informacion de que
los procesos hidroliticos (protedlisis y citdlisis) durante la germinacion pudieron no haber
sido suficientes para permitir la exposicion del almidon a la accion de las amilasas durante
el macerado, también durante la germinacion una baja cantidad de amilasas se pudieron
haber formado, y por otro el tiempo de maceracién pudo no haber sido suficiente para
permitir la accion de las proteasas, arabinoxilasas y amilasas, en todos los casos se necesita
una mayor investigacion para confirmar estas posibilidades.
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Los contenidos de azucares reductores totales en el mosto permitieron obtener los siguientes
contenidos de etanol en las cervezas verdes y maduras (Figura 17).
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Figura 17. Contenido de alcohol en los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos repeticiones + D.E.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método de Tukey. *: Indica
diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.

El contenido de alcohol producido en las cervezas verdes fue entre 1.6 a 2.0% (v/v). No hubo
diferencias significativas en el contenido de alcohol en las cervezas maduras, los cuales
contuvieron entre 1.4 y 1.7% alcohol/v. El contenido de alcohol en los estilos 1, 3,5y 7
disminuyd significativamente durante la maduracién, lo que puede ser atribuido a la sintesis
de ésteres etilicos, ya que éstos son formados por via enzimatica entre acidos organicos y

etanol (Tenge, 2007).

El contenido de azucares reductores y alcohol en los estilos de cervezas de maiz puede ser
atribuido al bajo poder diastésico de la malta de maiz, de acuerdo a lo reportado por
Meussdoerffer y Zarnknow (2007) donde diferentes cereales y pseudocereales fueron
malteados a las mismas condiciones y los poderes diastasicos encontrados para amaranto y
quinoa fueron 88 y 81, respectivamente, y en cebada, avena, trigo, sorgo y maiz azul fueron

311, 269, 405, 83 y 82, respectivamente.
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8.2.2 pH y acidez total

En la Figura 18 se presentan los valores de pH de los estilos de cervezas de maiz azul

observados durante las etapas del proceso.
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Figura 18. pH de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos repeticiones + D.E. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método de Tukey. *: Indica diferencia
significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.
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Los valores de pH en los mostos se encontraron entre 5.6 - 5.9, y en cervezas maduras entre
4.5 - 4.8; estos valores estan de acuerdo a valores reportados para mostos (5.5-5.95) y
cervezas de cebada (4.3-4.6) (Kreisz, 2007; ERlinger, 2007), asi como en mostos y cervezas
de malta de arroz los cuales presentaron valores de pH entre 5.20 - 5.41 y 4.59 - 5.12,
respectivamente (Mayer et al., 2016). En cervezas maduras, no se encontraron diferencias
significativas de pH entre estilos. Se observaron diferencias significativas de pH en los estilo
durante las tres etapas del proceso.
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Los valores de acidez total de los estilos de cervezas de maiz azul durante las etapas del
proceso se presentan en la Figura 19.
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Figura 19. Acidez total de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos repeticiones + D.E. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método de Tukey. *: Indica
diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.

Los valores de acidez total se encontraron en el rango entre 0.18 - 0.26 g de acido lactico por
100 mL, los cuales corresponden a 0.12 y 0.17 g de &cido acético por 100 mL; estos valores
fueron mas bajos que los valores reportados por Popescu et al., quienes reportaron valores
de acidez total de 2.7-3.2 g acido acético/L para cervezas light y de 3.8-4.1 para cervezas
oscuras de cebada.

Se observaron diferencias significativas en la acidez total de los estilos de cervezas de maiz
excepto para los estilos 5 y 6 durante las tres etapas del proceso. La acidez total de las
cervezas maduras es significativamente mayor que en los mostos debido a la formacion de
acidos organicos volatiles (acético, férmico) y acidos no volatiles (pirivico, malico, citrico,
lactico) obtenidos a partir de aminoéacidos por desaminacion durante la fermentacion
(ERlinger, 2007).
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8.2.3 Unidades de amargor e iso-a-acidos

Los valores de unidades de amargor de los estilos de cervezas de maiz azul durante los
estados del proceso se muestran a continuacion en la Figura 20.
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Figura 20. Unidades de amargor de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos repeticiones + D.E.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método de Tukey. *: Indica
diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.

Las unidades de amargor de los mostos se encontraron entre 24-31 y en la cerveza madura
entre 13-20. Las cervezas maduras de los estilos 1 y 3 presentaron unidades de amargor
significativamente mayores. Las unidades de amargor de las cervezas de maiz no fueron
significativamente diferentes a cervezas industriales con unidades de 15.8 y 21.0 (Moura-
Nunes et al., 2016).

Todos los estilos de cervezas de maiz mostraron una disminucion significativa de las
unidades de amargor durante las etapas del proceso, a excepcion del estilo 3. Este
comportamiento coincide con lo reportado por Popescu et al., quien observo que las unidades
de amargor disminuyeron gradualmente durante el proceso (ebullicion, fermentacién y
embotellado), con valores de unidades de 32-35 en los mostos, 23-26 en cerveza verde y
entre 18-21 en cervezas light de cebada.
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A continuacion en la Figura 21 se presentan los valores de iso-a-&cidos determinados por
HPLC de los estilos de cervezas de maiz durante las etapas del proceso.
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Figura 21. Contenido de iso-a-acidos de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos repeticiones +
D.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método de Tukey.
*: Indica diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.
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Los cis- y trans-iso-a-acidos son compuestos que imparten el sabor amargo a la cerveza; en
el presente estudio fueron medidos por HPLC y la concentracion total se encontro entre 21.4-
33.5mg/L en el mosto, y 15.2-21.3 mg/L en la cerveza madura. La cerveza madura del estilo
8 presentd una concentracion significativamente mas alta de iso-a-acidos. Con excepcion de
los estilos 3 y 4, todos los estilos de cervezas de maiz mostraron una disminucion
significativa de compuestos de amargor durante las tres etapas del proceso.

Los estilos 3, 4, 7, y 8 fueron preparados con una mayor cantidad de lGpulo (11% mayor,
respecto a los otros estilos), de los cuales Unicamente los estilo 3 y 8 mostraron una
concentracion significativamente mayor de compuestos de amargor, de acuerdo a lo
determinado por el método espectrofotométrico y por HPLC. La cantidad de compuestos de
amargor en los estilos 4, 6 y 8 en la cerveza madura fueron significativamente mayores por
HPLC que por el método espectrofotométrico, mientras que los estilos 1 y 3 presentaron el
comportamiento opuesto y los estilos restantes no mostraron diferencias significativas en
estos compuestos por ambos métodos.
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8.2.4 Cis- y trans-iso-a-acidos

Las concentraciones de cis-iso-a-acidos en los estilos de cervezas de maiz azul durante los
estados del proceso se presentan en la Figura 22.
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Figura 22. Contenido de cis-iso-a-acidos de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos repeticiones
+ D.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método de Tukey.
*: Indica diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.

La concentracion de cis-isomeros fue significativamente menor comparada con trans- en el
mosto y cerveza verde de todos los estilos a excepcion del estilo 2. Las cantidades de trans-
isdbmeros son resultado de la energia de activacion de formacion, 9 KJ/mol, mas baja que los
cis-isomeros (Jaskula et al., 2008).

Concentraciones significativamente mayores de cis-isomeros en mosto, que disminuyeron
durante la fermentacion y maduracion fueron observadas en todos los estilos, excepto en el
estilo 5. En las cervezas maduras, el estilo 2 tuvo una concentracion significativamente mayor
de cis-iso-a-acidos que los otros estilos.

A continuacion en la Figura 23 se presentan las concentraciones de trans-iso-a-acidos en los
estilos de cervezas de maiz durante las etapas del proceso. Se observaron concentraciones de
trans-isémeros significativamente mayores en el mosto, los cuales disminuyeron durante la
fermentacion y maduracién en todos los estilos. Durante la fermentacion y maduracion de
las cervezas de maiz una disminucion en la concentracién de ambos compuestos (cis- y
trans-) fue observada; en cerveza madura el estilo 8 tuvo una concentracion
significativamente mayor de trans-isomeros que los otros estilos, a excepcion del estilo 4.
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Figura 23. Contenido de trans-iso-a-acidos de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos
repeticiones + D.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método
de Tukey. *: Indica diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.

En los mostos de cebada durante la ebullicion alrededor de 50% de los a-&cidos se isomeriza
y menos del 25% del potencial de amargor sobrevive en la cerveza (Caballero et al., 2012).
Factores como el pH, la densidad del mosto, velocidad de adicion, producto(s) de lapulo
utilizado, presencia de cationes divalentes, duracion y temperatura de ebullicidn, y grado de
dispersion de a-acidos después de la adicion de Iupulo tienen influencias importantes en el
rendimiento de isomerizacion (Jaskula et al., 2008). La disminucion del contenido de iso-a-
acidos de las cervezas de maiz, a través del proceso, también se presenta en cervezas de
cebada, durante las etapas de fermentacion, maduracion y filtracion (Jaskula et al., 2008),
debido a que estos compuestos son muy susceptibles a la foto-oxidacion (Kao y Wu, 2013)
y oxidacion asistida por especies reactivas de oxigeno (Jaskula et al., 2008). Estudios indican
que los electrones de iso-a-acidos son liberados en presencia de un aceptor de electrones
adecuado, que no requiere necesariamente la participacion de oxigeno (Vanderhaegen et al.,
2006).

La determinacion de compuestos de amargor por HPLC permitié observar los cambios
especificos de iso-acidos durante los estados del proceso de elaboracion de la cerveza, asi
como la concentracion especifica de cada isomero. En el Anexo B se incluye un
cromatograma de los compuestos de amargor en una cerveza de maiz.
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8.2.5 Antocianinas y compuestos fenolicos totales

Las concentraciones de antocianinas totales en los estilos de cervezas de maiz azul durante
los estados del proceso se muestran a continuacion en la Figura 24.
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Figura 24. Contenido de antocianinas totales de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos
repeticiones + D.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método

de Tukey. *: Indica diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.

En las cervezas maduras, el estilo 7 presentd el contenido de antocianinas totales
significativamente mayor (19.4+0.2 mg cianidina-3-glucosido/L) que los otros estilos,
excepto el estilo 1 (18.7+0.9 cianidina-3-glucosido/L). En todos los estilos se observo una
disminucion significativa de antocianinas totales durante las etapas del proceso,
principalmente durante la fermentacion. La estabilidad de estos compuestos es afectada por
muchos factores como el pH, temperatura de almacenamiento, concentracion, la presencia
de enzimas oxidantes, luz, oxigeno, proteinas y otros (Castafieda-Ovando et al., 2011). Dos
posibles mecanismos se han propuesto para la degradacién de antocianinas durante la
fermentacion y maduracion de las cervezas de maiz: 1) la degradacién puede ser debida a la
formacion de complejos antocianinas con taninos y proteinas, como es descrito por Jing y
Guisti (2007) quienes usando maiz azul, evaluaron diferentes condiciones de extraccion y
aplicaron una proteasa neutra a los extractos, ésta descompuso eficazmente la proteina
principal que se creia contribuia a la complejacion de antocianinas; en nuestro sistema, un
precipitado de color rosa fue observado en el fondo del fermentador y de las botellas ambar
en donde se envaso la cerveza, lo cual consideramos se debio a la formacion del complejo
anteriormente mencionado; 2) la estabilidad del color de las antocianinas en soluciones
acuosas depende de equilibrio de cuatro especies debido a cambios de pH, protonacién y
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reacciones de hidratacion; a pH entre 4-6, se presenta ataque nucleofilico por agua a C-2 que
produce formas hemiacetales incoloras (pseudobases carbinol), que pueden tener apertura del
anillo para producir chalconas amarillas (Castafieda-Ovando et al., 2011). Las reacciones
anteriores pudieron ocurrir en el sistema debido al pH de las muestras durante las etapas del
proceso.

A continuacion se presentan las concentraciones de polifenoles totales en los estilos de

cervezas de maiz durante las etapas del proceso.
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Figura 25. Contenido de polifenoles totales de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos
repeticiones + D.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método
de Tukey. *: Indica diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.
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Los contenidos de polifenoles totales en las cervezas maduras se encontraron entre 342-560
mg equivalentes de acido galico por litro. En cervezas maduras, los estilos 7 y 8 mostraron
concentraciones significativamente mayores de polifenoles totales a excepcion de los estilos
1, 3,4y 6. En general altos contenidos de polifenoles totales fueron encontrados en los estilos
elaborados con malta caramelo, lo que se pueden atribuir a las melanoidinas presentes en la
malta, pues se reporta que dan respuesta positiva con el reactivo de Folin-Ciocalteu (Pérez-
Martinez et al., 2010). En la mayoria de los casos, un alto contenido de compuestos fenolicos
en la cerveza madura es debido al uso de més chile y lupulo. Durante las etapas del proceso
hubo una disminucion del contenido de polifenoles totales, con cambios significativos en la
concentracion de todos los estilos excepto el estilo 2.
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8.2.6 Capacidad antioxidante por ABTS y DPPH

La figura 26 se presenta la capacidad antioxidante por ABTS en los estilos de cervezas de
maiz azul durante los estados del proceso.
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Figura 26. Capacidad antioxidante por ABTS de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos
repeticiones + D.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método
de Tukey. *: Indica diferencia significativa en ese estilo a través de las etapas del proceso.

Todas las cervezas maduras mostraron considerables niveles de capacidad antioxidante
usando este método y los valores se encontraron entre 2.07-3.31 mmol equivalentes de Trolox
por litro. En cerveza madura, la capacidad antioxidante fue significativamente mayor en los
estilos 6 y 7, ambos elaborados con malta caramelo, y en el primer caso con mas chile y en
el segundo con mas lupulo (este estilo presentd la mayor concentracion de antocianinas). De
acuerdo a lo anterior, se observo un efecto sinérgico de los antioxidantes que provienen de la
malta caramelo (antocianinas y melanoidinas), chile (flavonoides) Idpulo (chalconas
preniladas). Diferencias significativas fueron observadas en los estilos 1, 2, 6, 7 y 8 durante
las etapas del proceso.

Los resultados obtenidos fueron significativamente mayores a los reportados por Moura-
Nunes et al. (2016) (0.9-1.75 mmol ET/L) que analizaron diferentes tipos y estilos de
cervezas de Brasil; y Zhao et al., (2010) quienes en cervezas lager de mercados de China
determinaron capacidades antioxidantes por ABTS entre 0.55-1.95 mmol ET/L.
Adicionalmente, con excepcidn de los estilos 2 y 5, los otros estilos mostraron capacidades
significativamente mayores a Zhao et al., (2013) en cervezas de mercados de China (0.16-
2.23 ETI/L).
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Las capacidades antioxidantes por DPPH en los estilos de cervezas de maiz durante las etapas
del proceso se muestran a continuacion en la Figura 27.
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Figura 27. Capacidad antioxidante por DPPH de los estilos de cervezas de maiz azul. Media de dos
repeticiones + D.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estilos (p<0.05) por el método
de Tukey. *: Indica diferencia significativa en ese estilo a traves de las etapas del proceso.

Todas las cervezas maduras mostraron fuertes capacidades antioxidantes estimadas por este
métodos y los valores se encontraron entre 3.52-4.82 mmol ET/L. Los estilos 1(menor
cantidad de chile y lGpulo) y 4 (mayor cantidad de chile y lUpulo) mostraron una capacidad
antioxidante significativamente mayor que las otras formulaciones a excepcion de los estilos
2, 3,5y 7. El Estilo 8 present6 una capacidad antioxidante significativamente menor, este
estilo fue hecho con malta caramelo y alta concentracién de chile y de lapulo. Un efecto
sinérgico de los antioxidantes provenientes de las materias primas fue observado, a excepcion
del estilo 8. Diferencias significativas fueron observadas en todos los estilos de cervezas de
maiz durante las etapas del proceso, con excepcion de los estilos 6 y 8.

Los resultados obtenidos fueron significativamente mayores a los reportados por Mitic et al.,
(2014) en diferentes estilos de cervezas de Serbia (0.26-0.83 mmol ET/L), y Zhao et al.,
(2013) (0.24-0.97 mmol ET/L) y Zhao et al., (2010) (0.24-1.35 mol ET/L). Esto puede ser
debido a las diferencias en las muestras de cerveza, especialmente en el uso de chile guajillo
en nuestro estudio.
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8.2.7 Caracterizacion de estilos de cervezas de maiz azul por Quimiometria

En analisis previos, se describieron y analizaron individualmente los parametros quimicos
determinados durante las etapas del proceso, los cambios en el contenido de los compuestos
asociados con la capacidad antioxidante y los cambios inducidos por las diferentes
formulaciones (estilos).

Identificar tendencias es facil de determinar cuando todos los pardmetros son evaluados
simultaneamente; en este mismo sentido se aplicaron AAJ y ACP para caracterizar los estilos
de cervezas maduras, asi como para verificar si las diferentes formulaciones tienen un efecto
general sobre los parametros quimicos. Los resultados se presentan en las Figuras 28 y 29.
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Figura 28. Analisis de agrupamientos jerarquicos (AAJ): A) y B) clasificacién dendrogréfica y C) perfil de las
clases de los estilos de las cervezas de maiz. Las lineas: roja, azul y verde corresponden a las clases 1, 2 y 3,
respectivamente. UA: unidades de amargor.
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Figura 29. Gréfico de dispersion de puntuacion y correlacién entre los pardmetros quimicos analizados y los
componentes principales (CP1 + CP2 explican el 53.19% del total de la varianza de la matriz). UA: unidades
de amargor.

El anélisis de agrupamientos jerarquicos (AAJ) y el anélisis de componentes principales
(ACP) combinados se han usado para la clasificacion de bebidas espirituosas de ciruela
(Sadecka et al., 2016) y para la determinacion de parametros de calidad de cervezas (Llario
et al., 2006).

De acuerdo al dendograma (Figuras 28A y 28B) tres clases fueron observadas en los estilos
de cervezas de maiz. El perfil de clases (Figura 28C) muestra que la clase 1 (estilos 1, 3,6y
7) presentd el mayor contenido de azUcares reductores totales, pH, unidades de amargor,
antocianinas y capacidad antioxidante por ABTS. La clase 2 incluye los estilos 2 y 5, los
cuales mostraron una mayor acidez total y concentracion de trans-iso-a-acidos, asi como de
polifenoles totales. Finalmente la clase 3 (estilos 4 y 8) que presentd una mayor concentracion
de cis-iso-a-acidos y la menor concentracion de trans-isomeros, antocianinas, polifenoles y
capacidad antioxidante por ABTS. En general, para todas las clases, el contenido de alcohol
y la capacidad antioxidante por DPPH fue muy similar y por el contrario, la acidez total y el
contenido de los compuestos de amargor fueron muy diferentes.

Los estilos de la clase 1 fueron formulados con: estilos 1 y 3 con 100% malta base y menos
cantidad de chile, los estilos 6 y 7 con 15% malta caramelo, los estilos 1 y 6 con menos
cantidad de lapulo, y los estilos 3 'y 7 con mayor cantidad de lGpulo. En las clase 2: los estilos
2 y 5 fueron elaborados con menos lupulo; y la clase 3: los estilos 4 y 8 fueron hechos con
mas cantidad de chile y de ltpulo.
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La Figura 29 muestra la clasificacion obtenida por ACP, a través del grafico de dispersion de
puntuacion de las muestras en el espacio bidimensional formado por el primer y segundo
componente, los cuales explican el 53.19% del total de la varianza. Los parametros quimicos:
alcohol, DPPH, y unidades de amargor no contribuyen a la caracterizacion de los estilos de
cervezas de maiz. Los estilos de las clases 1 estan dispersos, los estilos 6 y 7 estan méas
cercanos entre si y se caracterizan por un alto valor de pH, azucares reductores totales,
antocianinas y capacidad antioxidante por ABTS, debido a que ambos estilos se encuentran
en la direccién de dichos vectores, es decir, correlacionan positivamente; estilos 1 y 3 estan
proximos entre si, el estilo 3 tiene un alto contenido de trans-iso-a-acidos, polifenoles y
acidez total, por el contrario, el estilo 1 tiene una baja cantidad de esos compuestos. Los
estilos de la clase 2 (2 y 5) estan alejados: hacia valores negativos del componente uno y en
diferentes cuadrantes del componente dos, el estilo 5 tiene bajos valores de polifenoles, trans-
iso-a-acidos y acidez total, por su parte el estilo 2 tiene menores cantidades de azUcares
reductores totales, antocianinas y capacidad antioxidante por ABTS, ya que estos estilos se
encuentran en direccion contraria a la direccion del vector, lo que significa que correlacionan
negativamente. Los estilos de la clase 3 (4 y 8) estan cercanos entre si y tienen alto contenido
de acidez total y trans-iso-o-acidos.

Los resultados obtenidos por AAJ y ACP muestran que las diferencias entre los estilos
pueden ser debidas a la formulacién, y las tres clases que fueron obtenidas presentan
diferentes tendencias sobre los pardmetros quimicos.
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8.3. Contenido de antocianinas y caracterizacion de acidos fendlicos en cervezas de maiz
8.3.1 Determinacion de antocianinas en cerveza de maiz por HPLC

El contenido de antocianinas en las cervezas maduras se encontré entre 190-232 ug de
ciadinina-3-glucoésido por 100 mL. Las diferentes formulaciones no mostraron diferencias
significativas en el contenido de estos compuestos, a pesar del uso de una mayor cantidad de
malta base (estilos 1 a 4) o de sustituir parte de ésta por malta tostada (estilo 5 a 8), el efecto
fue el mismo sobre el contenido de estos compuestos, asi como el uso de diferentes
cantidades de chile y lipulo que no proporcionan antocianinas pero tiene el mismo efecto en
la estabilidad de las antocianinas.

300
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50

Estilol Estilo2 Estilo3 Estilo4 Estilo5 Estilo6 Estilo7 Estilo8

pg Cianidina-e-glucésido/ 100 mL

Figura 30. Contenido de antocianinas en los estilos de cervezas de maiz azul. Media = D.E.

El contenido de antocianinas de las cervezas de maiz expresado en masa seca se encontrd
entre 29.4-34.1 mg/Kg. Las cantidades corresponden a aproximadamente a una décima o una
novena parte de la cantidad de las antocianas reportadas por Del Pozo- Insfran et al., (2006)
en maiz azul (314 mg/Kg); estos valores indican la proporcion de antocianinas que resisten
a las etapas del proceso de elaboracion de las cervezas de maiz.

La presencia de antocianinas en las cervezas de maiz azul es muy importante desde el punto
de vista nutricional, debido a los beneficios a la salud que estan asociados a estos compuestos;
asi como en el aspecto sensorial por su aporte a la coloracion de la cerveza.

En el Anexo C se incluye el perfil cromatografico de las antocianinas presentes en la cerveza
de maiz azul y del estandar cianidina-3-glucdsido.
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8.3.2 Determinacion de acidos fenolicos libres y esterificados en cerveza de maiz

Seis acidos fendlicos: galico, protocatéquico, siringico, p-coumarico, feralico y sinépico
fueron identificados entre los diferentes estilos de cervezas de maiz, los resultados son
presentados en el cuadro 12. Este perfil de compuestos fendlicos esta de acuerdo con estudios
en cervezas de cebada (Nardini y Ghiselli, 2004; Vanbeneden et al., 2008; Zhao et al., 2010;
Moura-Nunes et al., 2016).

Cuadro 12. Contenido de &cidos fendlicos de las cervezas de maiz (mg/L).

Acido 1 2 3 4 5 6 7 8
Galico
Libre Nd Nd Nd Nd 0.4+0.02d 0.71+0.04b 0.66 +0.01 ¢ 0.77+0.01a
Esterificado 0.12+0.0cd 0.11+0.01cd 0.09+0.0d 0.24+0.0b 0.17+0.01c 0.24+0.04b 0.24+0.03b 0.31+0.05a

Protocatéquico

Libre 1.36+0.01a 1.09 +0.05 cd 1.23+0.04b 1.00 +0.06 de 1.17 £0.03 bc 0.91+0.04e 1.01+0.01de 1.08 +0.03 cd
Esterificado 0.55 £0.02a 0.43+0.03b 0.54 £0.01 ab 0.52 +£0.07 ab 0.48 £0.04 ab 0.47 £0.05 ab 0.48 £0.04 ab 0.50 +0.04 ab
Siringico
Esterificado 0.55 +0.06 ab 0.47 £0.00 be 0.47 £0.05 be 0.63+0.06a 0.36+0.05¢ 0.53 +£0.08 ab 0.60 +0.05 ab 0.56 +0.03 ab
p-Coumarico
Libre 0.68 £ 0.02 bc 0.78 +0.04 ab 0.31+0.02d 0.61+0.04c 0.79 £0.10 ab 0.87 +0.06 a 0.68 +0.01 be 0.72 £0.03 be
Esterificado 1.26 +0.13b 1.08 +0.15 bc 0.98+0.10c 1.13+0.03 bc 1.02 £0.06 bc 1.29+0.12b 1.61+0.05a 1.89+0.08a
Ferulico
Libre 1.10+0.08ab 1.44+0.19a 1.27£0.07ab 1.14+0.23ab 1.02+0.12b 1.23+0.08 ab 1.04+0.02b 1.10+0.07ab
Esterificado 12.96 +0.67 abc 11.47 +0.44 cd 11.43 +£0.45 cd 9.78 £1.45d 1552 +1.06 a 11.97 +1.65 bed 13.64 +0.90 abc 14.53 +0.50 ab
Sinépico
Esterificado 4.67 £0.10 ab 3.79+£0.37 bc 3.53+0.44c 3.32+0.13¢ 298+0.14c 4.56 +£0.74 ab 531+0.12a 520+0.25a
Totales 23.3+0.66 20.7+0.99 19.8+1.03 18.4+1.54 24.0£0.99 22.8+2.43 25.3+0.92 26.6 +1.01

Los &cidos protocatequico, p-coumarico y feralico fueron identificados como &cidos
fenolicos libres en todos los estilos de cervezas y el acido galico estuvo presente solo en los
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estilos elaborados con malta caramelo (estilos de 5-8). La presencia de &cido galico como
acido fendlico libre en los estilos hechos con malta caramelo se puede deber al tostado a que
se sometid la malta, ya que Dewanto et al., (2002) y Chandrasekara y Shahidi (2011) reportan
que el procesamiento térmico incrementa los contenidos de &cidos fenolicos libres y
conjugados debido a la liberacion de acidos fendlicos unidos a través de ambos parametros
de tiempo y temperatura de calentamiento en maiz dulce y nuez de la india, respectivamente.

El cuadro 4 muestra que los acidos fendlicos protocatéquico y ferulico son los acidos
fenolicos libres presentes en mayor cantidad y que representaron mas del 50% del contenido
total de compuestos fendlicos individuales presentes en todas las muestras. Los niveles de
acido galico, protocatéquico, p-cumarico y ferulico se encontraron en los rangos de 0.45-0.77
mg/L, 0.91-1.36 mg/L, 0.31-0.87 mg/L y 1.02-1.44 mg/L, respectivamente.

No se encontr6 una tendencia en los acidos fendlicos libres presentes en las cervezas de maiz
por efecto de las diferentes formulaciones. Los resultados estan de acuerdo a lo reportado por
Zhao et al. (2010) en cervezas lager de China para los acidos protocatéquico, p-coumarico y
fertlico como acidos fendlicos libres; asi como los reportados por Vanbeneden et al., (2008)
en diferentes estilos de cervezas de Bélgica para los &cidos p-coumérico y ferulico.

Los seis &cidos fenolicos identificados en cervezas de maiz fueron &cidos fendlicos
esterificados. El &cido feralico (9.78-15.52 mg/L) fue el més abundante &cido fendlico
esterificado, seguido del &cido sinapico (2.98-5.31 mg/L), p-coumarico (0.98-1.89 mg/L),
siringico (0.36-0.63 mg/L), protocatéquico (0.43-0.55 mg/L) y galico (0.09-0.31 mg/L). Los
acidos fenolicos esterificados encontrados en la cerveza de maiz con la excepcion de los
acidos protocatéquico y ferulico fueron generalmente mayores en los estilos elaborados con
malta tostada y con mayores cantidades de chile y lapulo. De acuerdo con lo anterior, se
observé un efecto aditivo del uso de estos ingredientes. Los acidos p-coumarico y ferulico
como acidos fendlicos esterificados estuvieron de acuerdo con lo reportado por Vanbeneden
et al., (2008).

Los acidos hidroxicinamicos como los &cidos p-coumarico, ferdlico y sindpico estan
asociados principalmente con polisacaridos en las paredes celulares de la planta. En granos
de cereales, estan principalmente esterificados con arabinoxilanos (Vanbeneden et al., 2008).
Los arabinoxilanos son los principales componentes de la pared de la aleurona, testa, el
pericarpio y el endospermo en el maiz (Saulnier et al., 1995; Huisman et al., 2000). Algunos
estudios de identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos en maiz azul reportan los
acidos protocatéquico, p-coumarico y fertlico principalmente. Acidos fertlico, p-coumarico,
protocatéquico y géalico fueron identificados en maiz blanco procesado en nixtamal (Del
Pozo-Insfran et al., 2006).

En cerveza de cebada, durante el proceso de elaboracion, arabinoxilanos son extraidos y
solubilizados por arabinoxilan hidrolasas a partir de la malta al mosto (Debyser et al., 1997;
Taylor et al., 2013). Los &cidos ferulico, p-coumarico y sindpico pueden ser liberados por
actividad de la cinamoil esterasa durante la maceracion (Vanbeneden et al., 2007,
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Vanbeneden et al., 2008). Otras enzimas que hidrolizan arabinoxilanos, como xilanasa,
arabinofuranosidasa y xilosidasa se cree que actlan en sinergia con la cinamoil esterasa en
la liberacion de &cidos hidroxicindmicos de sus formas unidas (Sancho et al., 2001). De
acuerdo a los &cidos fenolicos encontrados en el presente estudio es probable que este
comportamiento que ocurre en cerveza de cebada también pueda ocurrir en cerveza de maiz,
sin embargo mucha més investigacion necesita ser desarrollada.

La suma de los contenidos de los compuestos fendlicos en los diferentes estilos de cervezas
de maiz se encontro en el rango de 18.4 + 1.54 mg/L (estilo 4) a 26.6 + 1.01 mg/L (estilo 8).
Las variaciones en el contenido de compuestos fendlicos de los estilos de cervezas de maiz
pueden ser debido a las diferencias en materias primas. De manera similar a nuestros
resultados, el acido ferulico fue el mayor fendlico identificado en cervezas de Europa y China
(Piazzon et al., 2010; Zhao et al., 2010). Ademas, el &cido sinapico fue observado en cervezas
europeas a altas concentraciones Piazzon et al., 2010).

La contribucion de &cidos fenolicos a las cervezas de maiz por el chile guajillo y el lGpulo
Magnum puede ser baja debido a las cantidades que son usadas en el proceso de elaboracion.
Niveles predominantes de los acidos vainillico y clorogénico en extractos acuosos a partir
del lapulo Magnum fueron encontrados (Kowalczyk et al., 2013); mientras que el chile
guajillo contiene cantidades importantes de polifenoles totales de acuerdo a lo indicado por
Hervert-Hernandez et al., (2010), por otro lado Materska y Perucka (2005) reportan que los
principales acidos fenolicos aislados de chile rojo fueron glicdsidos de sinapoil y feruloil. De
acuerdo a lo anterior, los acidos fendlicos a partir del IGpulo no fueron encontrados en la
cerveza, los acidos sinapico y feralico pueden provenir del chile pero principalmente de la
malta de maiz azul, de acuerdo a los encontrados en las cervezas de maiz.
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8.4. Evaluacién sensorial de las cervezas de maiz
8.4.1 Analisis descriptivo cuantitativo

Los descriptores seleccionados por los jueces para caracterizar las cervezas de maiz fueron 4
para apariencia, 19 para olor, 14 para sabor y 6 para sensaciéon en boca; su definicién es
mostrada en el Anexo E.

Los resultados del analisis sensorial de los atributos de apariencia, olor, sabor y sensacion
en boca por los jueces entrenados, permitieron la caracterizacion de los estilos de cervezas
de maiz, que se presentan en las Figuras 31-34.

Color Espuma *

SRM 10

= FEstilo 1
= FEstilo 2
e EStil0 3

e EsStil0 4
e EStilO 5
e EStilO 6
Estilo 7
Estilo 8

Turbidez Gasificacion

Figura 31. Perfil de apariencia de las cervezas de maiz azul.
*: Indica diferencia significativa (p<0.05) entre los estilos.

El color de las cervezas de maiz azul se encontré en valores de SRM (Standard Reference
Method) entre 13 y 16, que corresponden a un color cobrizo ligero y cobrizo intenso,
respectivamente (Figura 31, parte superior izquierda). El color de las muestras es resultado
de la extraccion de antocianinas, de carotenoides provenientes del chile, de croméforos
provenientes de la malta tostada (en los estilos del 5 al 8) y de los productos de Maillard
obtenidos durante la ebullicion del mosto, asi como de las condiciones a que se sometieron
estos compuestos durante el proceso de elaboracion.

De los atributos de apariencia, la cantidad de espuma fue significativa en las cervezas de
maiz, los estilos 3 y 7 presentaron cantidades significativamente menores (0.6 y 1.8,
respectivamente) y los estilos 1, 5 y 8, por el contrario, cantidades significativamente
mayores (2.7-2.8), esta prueba de comparaciones multiples de Tukey se presenta en el Anexo
G. De acuerdo con lo anterior, y a lo observado en el laboratorio, en las cervezas de maiz se
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requiere una mayor estabilidad de espuma, debido a que al abrir la botella se aprecia buena
cantidad de espuma y de gas pero disminuye rapidamente con el tiempo.

Platano macho

Dulce de platano

[

Floral

Maiz azul

H *
Aceituna Manzana e Etilo 1
e Estilo 2
Piloncillo Levadura  —_Estilo 3
e Estilo 4
Cereales Maiz cocido =Estilo 5
e E SO 6
Frutas Estilo 7

Caramelo

fermentadas Estilo 8

Pifia madura Chiles secos

Figura 32. Perfil de olor de las cervezas de maiz azul.
*: Indica diferencia significativa (p<0.05) entre los estilos.

Un total de diecinueve descriptores de olor fueron asignados a las cervezas de maiz azul por
los jueces entrenados. Los perfiles de olor de las muestras en contraste con los de apariencia
presentaron mayores diferencias. En general, los atributos de olor que recibieron
calificaciones mas altas fueron los descriptores de frutas fermentadas, lapulo, levadura,
cereales, platano macho y pifia madura.

De los descriptores de perfil de olor, Unicamente aceituna fue significativo, los estilos 3y 6
fueron calificados por los jueces con un contenido significativamente menor (0.8 y 1.2,
respectivamente), y el estilo 1 con una cantidad significativamente mayor (3.4) (Anexo G).
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Figura 33. Perfil de sabor de las cervezas de maiz azul.
*: Indica diferencia significativa (p<0.05) entre los estilos.

Un total de catorce descriptores de sabor, incluyendo cuatro gustos basicos forman el perfil
de sabor de las cervezas de maiz azul. Los descriptores amargo, &cido, ltpulo y malta fueron
evaluados con mayores calificaciones por los jueces entrenados.

Los atributos amargo y acido fueron significativos en las muestras de cerveza de maiz. Los
estilos 1 y 3 fueron calificados por los jueces con un contenido significativamente menor (2.4
y 2.6, respectivamente), y el estilo 8 una cantidad significativamente mayor (5.7). Los estilos
3y 8 fueron elaborados con mayor cantidad de Iupulo (2 g/L), de acuerdo con lo anterior, el
efecto de la formulacidn se observo Gnicamente en el estilo 8. Por su parte, el descriptor acido
fue significativamente mayor en el estilo 1 con una media de 7.4; este contenido fue muy
superior a los otros estilos, debido a que las calificaciones de acido asignadas por los jueces
a los otros estilos se encontraron entre 1.6 y 3.3.

Los jueces no proporcionaron descriptores de sabor relacionados al chile, esto se puede deber
a que la cantidad de chile utilizado en la formulacion (6 y 10 g/L) fue inferior a los umbrales
de identificacion de estos compuestos, asi como a posibles transformaciones de los mismos
durante la maduracion. Se necesita mas investigacion para esclarecer este punto.
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Figura 34. Perfil de sensaciones en boca de las cervezas de maiz azul.
*: Indica diferencia significativa (p<0.05) entre los estilos.

De los perfiles de los atributos de las cervezas, el perfil de sensaciones en boca muestra
mayores diferencias. Seis descriptores fueron evaluados por los jueces, de los cuales
carbonatacion y cuerpo mostraron mayores calificaciones, y por el contrario astringente y
picante (a excepcion del estilo 3) presentaron las menores.

De los atributos de sensaciones en boca, el descriptor picante fue significativamente
diferente. El estilo 2 fue calificado por los jueces con una cantidad significativamente menor
(2.1), y el estilo 3 con un contenido significativamente mayor (5.3). Los resultados anteriores
son contrarios a su formulacion, debido a que el estilo 2 fue preparado con mayor cantidad
de chile (10 g/L) y el estilo 3 con menor (6 g/L). Lo que pudo haber ocurrido es que durante
el proceso una mayor evaporacion del agua durante la ebullicion del mosto permitio que se
concentraran los capsaicinoides en la muestra. Por lo tanto un efecto del uso de mayores
cantidades de chile no fue observado en el descriptor picante de las cervezas de maiz azul.
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8.4.2 Estudio de consumidores
8.4.2.1 Analisis de penalidades de las cervezas de maiz azul

Este analisis fue utilizado para identificar las direcciones posibles para la mejora de las
cervezas de maiz azul. La Figura 35 presenta los porcentajes para los niveles JAR (Just About
Right) agregados y en la Figura 36 los efectos sobre la media del nivel de agrado del estilo 6
de cerveza de maiz azul. En los Anexos H e | se presentan las gréaficas de los niveles JAR y
los efectos sobre la media de nivel de agrado de todos los estilos de cervezas de maiz azul.
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Figura 35. Porcentajes para los niveles de JAR agregados sobre el nivel de agrado del estilo 6 de cerveza de
maiz azul. [Jlll: “insuficiente”, Verde: JAR, y Bl “demasiado”.
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Figura 36. Efectos sobre la media del nivel de agrado del estilo 6 de cerveza de maiz azul. *: Indica que la
prueba general fue significativa para ese descriptor.

Para el analisis de penalidades se deben observar de manera complementaria los porcentajes
de los niveles JAR agregados (Fig. 35) y los efectos sobre la media (Fig. 36). A continuacion
se presenta el analisis para un estilo.
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Malta tostada con mas chile y menos ltpulo (Estilo 6)

Las notas de maiz, tostado y amargor tuvieron el mayor porcentaje de JAR y fue el mismo
en los tres casos (Fig. 35). Las notas de maiz y amargor no fueron significativas para ambos
niveles ni para la prueba en general (Fig. 36), de acuerdo a lo anterior y a los porcentajes de
JAR no es necesario modificar estas notas.

El tostado de este estilo para el nivel “demasiado” no fue significativo, mientras que para
insuficiente y la prueba general si lo fue (Fig. 36); considerando lo anterior se debe aumentar
esta nota ya que el nivel insuficiente esta siendo penalizado y tiene un porcentaje importante
para incorporar a JAR (Fig. 35).

El picor no fue significativo para “insuficiente” y la prueba general, para “demasiado” el
porcentaje de casos no fue superior a 20 (Fig. 36); debido a que la prueba general no fue
significativa no es necesario modificar esta nota.

El andlisis de los demas estilos se realiz6 de la misma manera que el analisis anterior, y a
continuacion en el cuadro 13 se presenta un resumen del analisis de penalidades para el nivel
de agrado de todas las muestras.

Estilo Formulacion Descriptor
Maiz Tostado Picor Amargor
1 B: 100%, C: 6g/L, L: 1.8g/L T T 0 T
3 B: 100%, C: 6g/L, L: 2g/L 0 T 0 T
4 B: 100%, C: 10g/L, L: 2g/L 0 0 0 0
6 B-T: 85:15%, C: 10g¢/L, L: 1.8g/L 0 T 0O T
7 B-T:85:15%, C: 6g/L, L: 20/L | 0 0 0
8 B-T: 85:15%, C: 10g/L, L: 2g/L T T T 0

Cuadro 13. Resumen del andlisis de penalidades para el nivel de agrado. B: malta base, C: chile, L: ldpulo. T:
malta tostada. T: significa que la nota debe incrementarse y (1. que se debe mantener su nivel.

De acuerdo con el Cuadro 13, la nota que en todos los estilos debe incrementarse es el tostado,
ya que fueron penalizados por tener una baja nota. Para incrementar la nota a tostado se
pueden elevar las condiciones de temperatura y tiempo en del tostado de las maltas caramelo.
La nota de maiz en dos de los seis estilos fueron declarados que deben elevarse. Los estilos
1, 3 y 4 fueron elaborados con 100% malta base, y los estilos 6, 7 y 8 con 85% malta base
15% malta caramelo.

La nota de amargor en la mitad de los estilos se debe incrementar, ya que fueron penalizadas
las muestras por tener una baja nota amarga, estos tres estilos fueron elaborados con menor
cantidad de lupulo (1.8 g/L). De acuerdo con lo anterior, se sugiere utilizar en las
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formulaciones, la concentracion de 2 g/L, debido a que a esta condicion las muestras no
fueron penalizadas.

El chile utilizado en la elaboracion de la cerveza es chile guajillo ancho (el que menos pica).
Considerado el bajo picor de este chile y los habitos de consumo de chile en la poblacion
mexicana, la formulacién de 6 e incluso 10 g/L de chile guajillo ancho es insuficiente para
que los consumidores determinen JAR en la cerveza.

La Figura 37 presenta los porcentajes para los niveles JAR (Just About Right) agregados y
en la Figura 38 los efectos sobre la media de la intencion de compra del estilo 7 de cerveza
de maiz azul.

100% 7
90% T
80% +
70% T
60% T
50% T
40% +
30% T

20% +

10% +

0% -
Maiz Tostado Picor Amargor
Figura 37. Porcentajes para los niveles de JAR agregados sobre la intencién de compra del estilo 7 de
cerveza de maiz. [l “insuficiente”, Verde: JAR, I: “demasiado”.
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Figura 38. Efectos sobre la media de intencién de compra del estilo 7 de cerveza de maiz azul. *: Indica que
la prueba general fue significativa.
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En los Anexos J y K se presentan las gréaficas de los niveles JAR y los efectos sobre la media
de intencion de compra de todos los estilos de cervezas de maiz azul. El anélisis de
penalidades del estilo 7 es presentado a continuacion; de igual forma se deben observar de
manera conjunta los valores de porcentajes de niveles JAR agregados (Figura 37) y los
efectos sobre la media de la intencion de compra (Figura 38).

Estilo 7 (Malta tostada con menos chile y més lipulo)

La nota de maiz se encontrd balanceada (33% para cada nivel), ambos niveles y la prueba
general no fueron significativas, en este caso se debe mantener esta nota (Fig. 38).

El tostado tuvo un porcentaje elevado de JAR (41) (Fig. 37); ambos niveles y la prueba
general fueron significativas, en este caso se debe subir esta nota (Fig. 38).

El picor para el nivel “insuficiente” y la prueba general fue significativa, y para “demasiado”
el porcentaje fue menor a 20 (Fig. 38); debido a que esté penalizado el nivel insuficiente se
debe subir esta nota.

El amargor tuvo el mayor porcentaje de JAR (Fig. 37); ambos niveles y la prueba general no
fueron significativas (Fig. 38), por lo que se puede mantener la nota.

El analisis de los demas estilos se realiz6 de la misma manera que el analisis anterior, a
continuacion en el cuadro 14 se presenta un resumen del andlisis de penalidades para la
intencion de compra de todas las muestras.

Estilo Formulacion Descriptor
Maiz Tostado Picor Amargor
1 B: 100%, C: 6g/L, L: 1.8g/L T 0 0 T
3 B: 100%, C: 6g/L, L: 2g/L 0 0 T 0
4 B: 100%, C: 10g/L, L: 2g/L 0 0 0 O
6 B-T: 85:15%, C: 10g/L, L: 1.8g/L 0 T 0 T
7 B-T: 85:15%, C: 6g/L, L: 2g/L 0 T T 0
8 B-T: 85:15%, C: 10g/L, L: 2g/L T T T T

Cuadro 14. Resumen del analisis de penalidades para la intencién de compra. B: malta base, C: chile, L: lGpulo.
T: malta tostada. T: significa que la nota debe incrementarse y 0. que se debe mantener su nivel.

En el Cuadro 14 se puede observar que para los consumidores el picor y tostado para la
mayoria de los estilos debe incrementarse; por el contrario la nota a maiz en general debe
mantenerse, Unicamente en los estilos 1 y 8 se debe aumentar; por otra parte la nota de
amargor en los estilos 1, 6 y 8 es necesario subir para aumentar la intencion de compra de los
consumidores.
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8.4.2.2 Nivel de agrado e intencién de compra

En las Figuras 39 y 40 se presentan respectivamente el nivel de agrado promedio y la
intencion de compra de los estilos de cervezas de maiz azul.

44
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3.
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Figura 39. Nivel de agrado promedio de seis cervezas de maiz azul.

En la figura 39, la escala minima de 3 corresponde a “gusta”, 4 a “gusta poco” y 5 a “no gusta
ni disgusta”, de acuerdo a la escala de 9 puntos de nivel de agrado (pagina 45); en dicha
figura se observa que lo estilos 1, 3y 4 fueron las que menos agradaron a los consumidores
al recibir calificaciones promedio cercanas a ‘“‘gusta poco”, por su parte, el estilo 7,
comparado con los anteriores recibiéo menos calificaciones de “gusta poco”, y los estilos que
mas agradaron fueron 6 y 8, al presentar calificaciones promedio cercanas a “gusta”. Ambos
estilos fueron elaborados con 15% de malta tostada, mayor cantidad de chile (10 g/L) y ambas
cantidades de lGpulo (1.8 y 2 g/L).

Las graficas de frecuencia de nivel de agrado para cada uno de los estilos se presentan en el
Anexo L, en ellas se puede observar, que para el estilo 6, el orden descendente del nimero
de juicios fue: “me gusta”, seguido de “no gusta ni disgusta”, a su vez de “gusta mucho” y

de “gusta poco”, y para el estilo 8 “me gusta”, seguido de “gusta poco”, “gusta mucho” y “no
gusta ni disgusta”.
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Figura 40. Intencién de compra promedio de seis cervezas de maiz azul.

En la figura 40 la escala minima de 2 en el eje de las ordenadas, corresponde a
“esporadicamente” y 3 a “frecuentemente” (pagina 45), por lo tanto se observa que el estilo
gue mostré una menor intencion de compra fue el 1, los estilos 4 y 7 recibieron mayores
calificaciones de “frecuentemente” ya que su media fue de 2.5, el estilo 6 presentd una
calificacion ligeramente mayor a los dos estilos anteriores, y los que tuvieron mayor
intencion de compra fueron los estilos 6 y 8. El resultado anterior, es similar al observado en
el prueba de nivel de agrado, es decir, que los estilos que gustaron mas presentaron mayor
intencion de compra (estilos 6 y 8), y el estilo que gusto menos la menor intencién de compra
(estilo 1).

Las gréficas de frecuencias de intencién de compra para cada una de las muestras se presentan
en el Anexo M. En él se puede observar que el estilo 6 tuvo el mayor nimero de
“frecuentemente” con 21 y del estilo 8 con 16 frecuencias. Los estilos 6 y 8 presentaron el
menor nimero de frecuencias para la intencion de “nunca”.

A continuacion se presentan en las Figuras de la 41 a la 43 los perfiles sensoriales de los
estilos que menos agradaron y los que mas agradaron en la prueba de consumidores. El estilo
7, esté incluido en el grupo de los que mas agradaron, aunque su agrado fue menor que el de
los estilo 6 y 8, su analisis se debe a que present6 una importante cantidad de antocianinas y
mayor capacidad antioxidante por ABTS.
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Figura 41. Perfil de olor de las cervezas de maiz que menos agradaron (A) y los que mas agradaron (B).
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Figura 42. Perfil de sabor de los estilos de cervezas de maiz que menos agradaron (A) y de los que mas
agradaron (B).
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Figura 43. Perfil de sensaciones en boca de los estilos de cervezas de maiz que menos agradaron (A) y de los
gue mas agradaron (B).
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De acuerdo con los perfiles mostrados en las figuras anteriores se observa lo siguiente. Los
atributos de olor (Fig. 41) que se presentaron con mayor intensidad en el estilo 1 que fue el
que menos agrado, y que consideramos se deben evitar o tratar de disminuir su concentracion,
son: maiz cocido, pifia madura, aceituna y maiz azul; las intensidades de estos descriptores
fueron menores en el estilo 3, esto puede justificar el hecho de que este Gltimo estilo agradara
mas que el estilo 1. El estilo 7 mostré notas dentro de las intensidades entre el estilo 6 y 8,
unicamente presentd mayor intensidad a cereales y floral. Respecto a los estilos que mas
gustaron, los descriptores que fueron elevados en estas muestras (estilos 6 y 8) y que debemos
conservar o promover son olor a lipulo, caramelo y levadura; cabe resaltar que las notas que
estan presentes en estos estilos en baja intensidad son olor a platano macho, manzana y frutas
fermentadas, en este sentido, esas notas se deben mantener asi, en bajos niveles.

Los atributos de sabor que fueron mas intensos en la cerveza que agrado menos (estilo 1)
fueron acido y dulce; por el contrario, este estilo present6 bajas notas de sabor a IUpulo, pan
tostado y semillas. El estilo 7 mostré una mayor intensidad de nota a verdura cocida y menor
a alcohol, esto nos indica los descriptores por los que agrado menos a los consumidores. En
tanto, los estilos que mas gustaron (6 y 8) presentaron sabores mas intensos de amargo,
lGpulo, pan tostado, semillas, tortilla quemada y a su vez, menor nota &cida, frutas
fermentadas y gusto dulce; de acuerdo con los anterior los consumidores perciben con agrado
cervezas mas amargas y con malta tostada, y les desagrada esas notas acidas y dulces.

Las sensaciones en boca del estilo que menos agrado (estilo 1), fueron intensidades menores
a astringente y alcoholico, asi como el estilo 7 que mostrd6 menor sensacion astringente; y las
sensaciones que se presentaron con mayor intensidad en los estilos que méas agradaron fueron
astringente, alcohdlico, carbonatacion y cuerpo. En general, todas las sensaciones en boca
deben incrementarse, con excepcién de metalico, y el picor debe elevarse de acuerdo con el
analisis de penalidades.
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9. CONCLUSIONES
Caracterizacion del maiz azul y de las maltas base y caramelo

El maiz azul usado para obtener las maltas base y caramelo presentd un andlisis quimico
proximal similar a otros granos de maiz azul reportados. Durante el malteado se observaron
cambios en los contenidos de humedad y extracto libre de nitrégeno, y se obtuvo una malta
base con un contenido de proteina dentro del rango especificado para malta de cebada. De
acuerdo a los valores de L*, h y C* en el grano y la malta base de maiz azul el malteado no
tiene efecto significativo sobre los pardmetros de color, mientras que en las maltas tostadas
se observo un aumento de la luminosidad y de croma, y una disminucion de hue, mostrando
los cambios debido a la degradacion de antocianinas y la formacién de melanoidinas.
Productos de la reaccion de Maillard entre los que se encuentra furanos, pirroles y pirazinas,
fueron identificados en las maltas caramelo de maiz. Los furanos presentaron mayores areas,
y fueron seguidos por los pirroles y las pirazinas. La malta que fue tostada a 175 °C por 20
min presentd el mayor nimero de compuestos volatiles. Dependiendo de las condiciones de
temperatura y tiempo de tostado, diferentes tipos de productos de reaccion de Maillard se
formaron en las maltas caramelo de maiz azul.

Las antocianinas totales (AT) en el maiz azul se encontraron dentro del intervalo reportado
para otras variedades azul y parpura, y debido al malteado se observé una disminucién de su
contenido. En las maltas caramelo, la malta tostada a 200 °C presentd la mayor cantidad de
AT, asi como de antocianinas por HPLC; en ambos casos un tostado a menor temperatura
por mayor tiempo provoco el mismo efecto sobre el contenido de antocianinas que un tostado
a mayor temperatura por tiempo corto. El contenido de compuestos fenolicos totales (CFT)
en el maiz azul se encontré dentro del rango reportado para la misma variedad de maiz, y en
la malta base aumentd su concentraciéon. El contenido de CFT fue mayor en las maltas
tostadas a 180 y 240 °C. El analisis de compuestos fenolicos por HPLC indico la presencia
de los &cidos galico y p-coumarico en el maiz azul, en las maltas base y caramelo ademés de
los anteriores también se encontré acido siringico. El contenido de los acidos fendlicos fue
mayor en la malta base respecto al grano y las concentraciones de los acidos fenolicos fueron
dependientes de las condiciones de tostado, siendo mayor en la malta tostada a 240 °C.
Respecto a la concentracion de melanoidinas, esta fue mayor en la malta tostada a mayor
temperatura (240 °C), indicando que el efecto de la temperatura sobre el incremento de la
concentracion de estos compuestos es mayor al emplear una mayor temperatura, que al
utilizar una menor temperatura por un tiempo prolongado para el tostado de las maltas
caramelo.

Las capacidades antioxidantes del maiz azul y la malta base por ABTS no fueron diferentes,
mientras que por DPPH se observé una mayor capacidad en la malta base que en el grano.
En las maltas caramelo una mayor capacidad antioxidante por ABTS se observo en las maltas
con mayor cantidad de compuestos fendlicos, mientras que por DPPH una mayor respuesta
antioxidante se presentd en las maltas con mayor contenido de melanoidinas.
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Caracterizacion quimica y capacidad antioxidante de las cervezas de maiz

El desarrollo de cervezas de 100% malta de maiz azul con chile guajillo nos permitié evaluar
en la cerveza madura el efecto de la interaccion de los ingredientes sobre los parametros
quimicos y antioxidantes seleccionados. Unicamente el porciento de alcohol, el pH y la
acidez total no fueron afectados por las diferentes formulaciones. EI comportamiento durante
las etapas del proceso de los parametros quimicos: azUcares reductores totales, alcohol, pH,
acidez total, unidades de amargor e iso-a-acidos fue similar a las cervezas de cebada. Por
otro lado, se observo una disminucién en la concentracion de antocianinas, polifenoles y
capacidad antioxidante a través de las etapas del proceso. El analisis estadistico de las
cervezas maduras, tanto individual como en conjunto (métodos multivariados: Analisis de
Agrupamientos Jerarquicos y Analisis de Componentes Principales), mostro las tendencias
de los pardmetros quimicos y antioxidantes en los diferentes estilos; los resultados
coincidieron en una mayor concentracion de antocianinas en los estilos 1, 6 y 7, y una mayor
capacidad antioxidante por ABTS en los estilos 6y 7.

Contenido de antocianinas y caracterizacion de acidos fendlicos en las cervezas de maiz

Las diferentes formulaciones de cervezas de maiz no presentaron diferencias significativas
en el contenido de antocianinas por HPLC. Los acidos protocatéquico, p-coumarico y
feralico fueron identificados como &cidos fenolicos libres en todos los estilos de cervezas y
el &cido galico estuvo presente solo en los estilos elaborados con malta caramelo. Los acidos
fendlicos esterificados encontrados incluyen los anteriores ademas de los acidos siringico y
sinépico. El &cido feralico fue mayoritario en ambas fracciones. En los acidos fendlicos libres
no se observo un efecto por la formulacion, mientras que los &cidos fendlicos esterificados
fueron generalmente mayores en los estilos elaborados con malta tostada y con mayores
cantidades de chile y lapulo. Acidos fendlicos a partir del IGpulo no fueron encontrados en la
cerveza, y los &cidos sinapico y feralico que pueden provenir del chile, provienen
principalmente de la malta de maiz, de acuerdo a las cantidades de ésta Gltima utilizadas en
el proceso. La presencia de estos compuestos bioactivos en las cervezas de maiz es muy
importante ya que permite conservar las caracteristicas sensoriales de la cerveza al darle una
mayor estabilidad antioxidante, y permite, por otra parte, proporcionar a los consumidores
una bebida que dara beneficios a su salud.

Evaluacioén sensorial de las cervezas de maiz

El panel entrenado caracterizdé a las cervezas de maiz con un color cobrizo, turbidez
intermedia y baja cantidad de espuma; olor a frutas fermentadas, lipulo, levadura, cereales,
platano macho y a estilos elaborados con malta tostada, un intenso olor a caramelo; gusto
amargo, acido y sabor a malta, lupulo y fruta fermentada; con carbonatacién y cuerpo
importantes, y con baja sensacion picante.
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De acuerdo al anédlisis de consumidores, el picor en la mayoria de los estilos debe
incrementarse, también las notas de maiz y tostado en cuatro estilos, asi como el amargor en
la mitad de los estilos, ya que el nivel de agrado de estas muestras fue penalizado por los
consumidores. Para aumentar la intencion de compra de las cervezas de maiz, la nota a maiz
presente debe mantenerse, el picor en todos los estilos debe incrementarse, asi como el
tostado y amargor en tres estilos, de acuerdo a lo indicado por los consumidores.

Por ultimo, los estilos que mas agradaron y que fueron calificados con mayor intencion de
compra por los consumidores fueron 6 y 8, al recibir una respuesta media de “me gusta”.
Ambas muestras fueron elaboradas con malta tostada, mayores cantidades de chile y ambas
cantidades de Iupulo.

De estos dos estilos, el estilo 6 fue uno de los que presentd mayor capacidad antioxidante por
ABTS. Considerando lo anterior, el perfil sensorial y estudio de consumidores, los estilos
gue mas agradaron presentaron mayor intensidad de olor: a lapulo, caramelo y levadura;
intenso sabor: amargo, lupulo, pan tostado, semillas, tortilla quemada; y mayor intensidad de
sensaciones astringente, alcoholico, carbonatacion y cuerpo, en boca. Por lo tanto estas
caracteristicas deben mantenerse o aumentarse (segun sea el caso), para incrementar el nivel
de agrado y la intencion de compra de los consumidores.

Este trabajo pone en evidencia que una cerveza de maiz malteado es factible, pero que ain
es necesario realizar algunas modificaciones a la composicion de la bebida, para aumentar su
aceptacion.
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12. ANEXOS

ANEXO A. Cromatograma de las antocianinas presentes en el grano de maiz azul de la raza
Chalguefio y en las maltas base y caramelo de maiz azul. Linea azul-extracto etanolico del
maiz azul; linea roja-malta base; linea verde-malta tostada a 150°C por 45 min (malta 1);
linea fucsia-malta tostada a 175 °C por 20 min (malta 2). Tiempo de retencién de cianidina-
3-glucdsido: 10.01 min.
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ANEXO B. Chromatograma de la mezcla de estandares de iso-a-&cidos (linea azul): 1) cis-isocohumulona (28.69 min), 2) trans-
isocohumulona (37.14 min), 3) cis-isohumulona (41.69 min), 4) cis-isoadhumulona (47.88 min), 5) trans-isohumulona (53.71 min), y 6)
trans-isoadhumulona (59.29 min). Los iso-a-acidos encontrados en mosto (linea roja), cerveza verde (linea verde), y cerveza madura

(linea fucsia) en el estilo 2 (malta base con mas chile y menos lapulo) fueron cis- isocohumulone (1), trans-isocohumulone (2), trans-
isohumulone (5), and trans-isoadhumulone (6).
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ANEXO C. Cromatograma del estandar de cianidina-3-glucésido (tiempo de retencion:
10.01 min) (linea azul) y cerveza madura del estilo 1 (malta base con menos cantidad de chile
y lupulo) (linea roja).
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ANEXO D. Parametros analiticos de los métodos espectrofotométrico y HPLC. CR: rango
de concentracion. PE: pureza del estandar. R?: coeficiente de determinacion. LD: limite de
deteccion. LC: limite de cuantificacion. Longitudes de onda: 275 nm para los compuestos 1
a 6; 765 nm para el compuesto 7; 754 nm para el compuesto 8 y 517 nm para el compuesto
9.

Estandar RC PE ECL;T;'\?:S ?Jlee o R? LD LC
[0)
(mg/L) (%) calibracion (mg/L) | (mg/L)
1.Cis-isocohumulone 5.21-73.0 65.3 | y=5.0378x-0.0051 | 0.9999 | 0.021 | 0.064
2.Cis-isohumulone 23.77-351.5 | 65.3 | y=5.0375x+0.0122 | 0.9999 | 0.017 | 0.051
3.Cis-isoadhumulone 9-127.4 65.3 | y=5.0376x-0.0041 | 0.9999 | 0.022 | 0.067
4. Trans-
. 8.64-126 62.3 | y=5.9501x+0.0003 | 0.9999 | 0.021 | 0.065
isocohumulone
5.Trans-isohumulone 11.1-170.5 | 62.3 | y=5.9503%x-0.0108 | 0.9999 | 0.020 | 0.061
6.Trans-
. 2.73-47.8 62.3 | y=5.9471x+0.1203 | 0.9999 | 0.319 | 0.968
isoadhumulone
7.Gallic acid 50-1000 >99 | y=167.54x+0.0064 | 0.9998 | 0.030 | 0.088
y=64.617x
8.Trolox (ABTS) 70-320 >98 0.9949 | 0.215 | 0.651
+0.7706
9.Trolox (DPPH) 20-320 >98 | y=18.019x-0.3447 | 0.9974 | 0.233 | 0.705

Los limites de deteccion y cuantificacion de los métodos fueron calculados y basados en la
curva de calibracion usando las siguientes formulas: LD = (3.36/S) y LC = (100/S) donde
representa la desviacion estandar calculada de la respuesta y S es la pendiente de la curva de
calibracion (Shrivastava y Grupta, 2011).

112



ANEXO E. Definicion de los descriptores acordados por los jueces para la evaluacién de
las cervezas de maiz azul.

DEFINICION
Descriptor Apariencia
Color Color de la cerveza, se mide con la guia de color de la Beer
Judge Certification Program (BJCP).
Espuma Cantidad de espuma formada (minimo-maximo)
Gasificacion Sin gas, casi sin gas, poco gas, equilibrada, abundante
(minimo-maximo).
Turbidez Cristalina, poco transparente, turbia, opaca.

Olor

Platano macho
Dulce de platano
Frutas

Olor a platano macho

Olor a dulce de platano

Olor caracteristico a una mezcla de frutas: melén, peras,
frutas no citricas.

Manzana Olor a manzana fresca

Levadura Olor tipico de levadura de cerveza

Maiz cocido Olor asociado a maiz de lata, esquites.

Frutas fermentadas Olor asociado a una mezcla de frutas en proceso de

Frutos secos

fermentacion.
Olor caracteristico a una mezcla de frutos secos: pasas,
meldn deshidratado, manzana deshidratada.

Alcohol Olor asociado a etanol

Chiles secos Olor asociado a chiles secos, guajillo, pasilla, ancho.

Pifia madura Olor tipico a pifia madura.

Lapulo Olor caracteristico de pellets de lapulo.

Pan/bolillo Olor tipico de un bolillo.

Caramelo Olor asociado a caramelo de flan, tostado.

Cereales Olor asociado a cereales, maiz.

Piloncillo Olor tipico del piloncillo.

Aceituna Olor caracteristico de una aceituna.

Maiz azul Olor asociado al grano de maiz azul.

Floral Olor caracteristico de una mezcla de flores.
AROMA

Dulce Gusto basico dulce

Salado Gusto basico salado

Amargo Gusto basico amargo

Acido Gusto basico acido
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Oxidado
Lapulo

Malta

Alcohol

Pan tostado
Grano cocido
Verdura cocida

Frutas fermentadas
Tortilla quemada

Sabor a metal, moneda

Sabor tipico a lapulo.

Sabor a malta

Sensacion de ardor por el alcohol

Sabor a pan tostado

Sabor a esquites

Sabor caracteristico del agua de los vegetales cocidos
como brdcoli, coliflor, calabaza

Sabor a Tepache

Sabor a tortilla quemada

SENSACIONES EN BOCA

Picante

Metalico
Astringente
Alcohélico
Carbonatacion
Cuerpo

Sensacion de ardor que se experimenta en toda la boca y
lengua

Sensacion o sabor a hierro, monedas, metal

Sensacion de sequedad en la boca

Sensacion de calor en la boca

Sensacion de gasificacion, burbujas

Sensacion de plenitud que recibimos al poner la cerveza en
la boca. Cerveza con mucho cuerpo: cuando bebiendo poca
cantidad aparecen sensaciones intensas, y cervezas de poco
cuerpo cuando la sensacion es similar al agua.
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ANEXO F. ANOVA de dos factores (fijo: estilos y anidado: jueces) de los descriptores de
apariencia, olor, sabor y sensaciones en boca de los estilos de cervezas de maiz azul. *: Indica
diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

Apariencia Valor p Sabor Valor p
Color 0.187335 | Dulce 0.592821
Espuma 0.000129* | Salado 0.551569
Gasificacion 0.221604 | Amargo 0.001620*
Turbidez 0.270983 | Acido 0.000000*
Olor Valor p Oxidado 0.203713
Platano macho 0.999850 | Luapulo 0.184411
Dulce de platano ~ 0.914000 | Malta 0.671082
Frutas 0.653396 | Alcohol 0.302189
Manzana 0.326020 | Pan tostado 0.865315
Levadura 0.98739 Semillas 0.948074
Maiz cocido 0.625895 | Tortilla quemada 0.077693
Frutas fermentadas 0.225336 | Grano cocido 0.970626
Frutos secos 0.886999 | Verduras cocidas 0.983260
Alcohol 0.977467 | Frutas fermentadas 0.562485
Chiles secos 0.954142 | Sensaciones en boca Valor p
Pifia madura 0.733931 | Picante 0.020965*
Lupulo 0.872791 | Metalico 0.030145
Pan (bolillo) 0.767179 | Astringente 0.315043
Caramelo 0.572358 | Alcohdlico 0.222815
Cereales 0.933753 | Carbonatacion 0.092818
Piloncillo 0.497009 | Cuerpo 0.183660
Aceituna 0.047470*

Maiz azul 0.885932

Floral 0.454064
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ANEXO G. Prueba de comparaciones multiples de Tukey con p<0.05, para los descriptores
significativos en el ANOVA de dos factores del Anexo F. Los valores corresponden a la
media de cada estilo.

ESPUMA ACEITUNA
Estilo Grupo A Grupo B Estilo Grupo A Grupo B
7 0.5875 6 0.854
3 0.805 3 1.200
6 1.767 1.767 4 1.555 1.555
2 2.062 2.062 7 1.687 1.687
4 2.479 2.479 2 1.787 1.787
8 2.665 8 1.795 1.795
5 2.700 5 2.262 2.262
1 2.775 1 3.444
AMARGO ACIDO
Estilo Grupo A Grupo B Estilo Grupo A Grupo B
1 2.375 6 1.585
3 2.605 3 2.405
7 4.200 4.200 2 2.531
6 4.813 4.813 7 2.981
2 5.219 5.219 8 3.125
4 5.313 5.313 4 3.126
5 5.487 5.487 5 3.262
8 5.755 1 7.450
PICANTE
Estilo Grupo A Grupo B
2 2.112
6 2.739 2.739
7 2.831 2.831
4 2.842 2.842
5 2.894 2.894
1 3.194 3.194
8 3.515 3.515
3 5.320
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ANEXO H. Porcentajes para los niveles JAR (Just About Right) sobre el nivel de agrado de
seis estilos de cervezas de maiz azul.

A) Estilo 1 B) Estilo 3

100% - 100% -
90% + 90% +
80% + 80%
70% + 70% T+
60% + 60% +
X 50% X 50% +
40% + 40% +
30% + 30% +
20% + 20% +
10% + 10% +
0% - 0% -

Maiz  Tostado Picor Amargor Maiz ~ Tostado  Picor ~Amargor

C) Estilo 4 D) Estilo 6

100% - 100% -
90% + 90% +
80% + 80% +
70% T 70% 1
60% + 60% +
X 50% + X 50%
40% + 40% +
30% + 30% +
20% + 20%
10% + 10% +
0% - 0% -

Maiz  Tostado  Picor ~Amaraor Maiz  Tostado  Picor Amargor

E) Estilo 7 F) Estilo 8

100% - 100% -
90% 90% +
80% + 80% +
70% + 70% +
60% 1 60% +
X 50% + 3%0% +
40% 1 40% T
30% + 30% +
20% + 20% +
10% T 10% +
0% - 0% -

Maiz  Tostado Picor Amargor Maiz ~ Tostado  Picor ~Amargor

Figura 35. Porcentajes para los niveles de JAR agregados sobre el nivel de agrado de los estilos de cerveza de
maiz azul elaborados. [Jll: “insuficiente”, Verde: JAR, y [B: ““demasiado”.
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ANEXO IA. Efectos sobre la media del nivel de agrado de los estilos 1, 3y 4 de cervezas
de maiz azul. *: Indica aue la prueba aeneral fue sianificativa.

Efectos sobre la media

Efectos sobre la media

Efectos sobre la media

A) Estilo 1
1.8
16 +
1 <K Tostado* *
14 Maiz Amargor
1.2 +
1+
08 | Picor
0.6 +
04 +
0.2 +
0 -
No Demasiado No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
maiz tostado picor amargor
B) Estilo 3
1.8
16 +
14 +
12 +
1 +
08 +
06 1 Mai Tostadd* Picor
aiz ostadqg
Amargo
04 +
0.2 +
0
No Demasiado No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
maiz tostado picor amargor
C) Estilo 4
1.4
12 +
14 Picor®
Tostad
0.8 +
0.6 +
04 +
02 1 Amargof
Maiz |—|
0
No Pemasiadq No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
02 maiz tostado picor amargor
-04

118



ANEXO IB. Efectos sobre la media del nivel de agrado de los estilos 6, 7 y 8 de cervezas
de maiz azul. *: Indica que la prueba general fue significativa.

Efectos sobre la media Efectos sobre la media

Efectos sobre la media

D) Estilo 6

1.2

Tostado™

Picor
No Demasiado No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
na maiz tostado picor amargor
E) Estilo 7
1.6
Picor

. Amargo
No Demasiado No Demasiado No Demasiadg No Demasiado
02 + suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
maiz tostado picor amargor
.04 +
-0.6
F) Estilo 8
25
2 +
15 +
Tostado*
* % Amargor
14 Maiz Picor
05 +
0
No Demasiado No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
05 maiz tostado picor amargor
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ANEXO J. Porcentajes para los niveles JAR (Just About Right) agregados sobre la intencion
de compra de seis estilos de cervezas de maiz azul.

100%
90%
80%
70%
60%

50% T
40% 1
30% T
20% T
10% +
0% -

100% -
90% T
80% T
70% 1
60% T
50% T
40% T
30% T
20% T
10% T

0% -

100%

90% T
80% T
70% +
60% T
50% T
40% +
30% T
20% T
10% T

A) Estilo 1

Maiz Tostado Picor Amargor

C) Estilo 4

Maiz Tostado Picor Amargor

E) Estilo 7

0% -

Maiz Tostado Picor Amargor

100% -
90%
80% 1
70% T
60% T
50% T
40% +
30%
20% +
10% +

0% -

100% -
90% T
80% T
70% +
60% T
50%
40% T
30% T
20% +
10% 1

0% -

100% 1
90% T
80% T
70% 1
60% T
50% 1
40% T
30% T
20% T
10%

0% -

B) Estilo 3

Maiz Tostado Picor Amargor

D) Estilo 6

Maiz Tostado Picor Amargor

F) Estilo 8

Maiz Tostado Picor Amargor
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ANEXO KA. Efectos sobre la media de intencién de compra de los estilos 1, 3 'y 4 de

cervezas de maiz azul.

A) Estilo 1

0.7
0.6 +
05 +
S 04+
g Tostado
© 0.3 +
L
s 02+
o
w
g 0.1 +
=
(&)
No Demasiado No No Demasiado No Demasiado
01 + suficiente maiz suficiente suficiente picor suficiente  amargor
: maiz tostado picor amargor
-02 +
-0.3
B) Estilo 3
0.7
0.6 +
8
s 05 + 3
£ Maiz
sl
()
S
Qo
o
(2]
8 Tostadd
[5)
D
g
L
No Demasiado No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
maiz tactardn nirnr amarnnr
C) Estilo 4
0.7
Picor
0.6 +
*
05 f Tostado
8
B 04+
IS
o]
> 0.3 +
S
Qo
3 02+
wv
o
g o Amargof
D . T z,
b Maiz 9
0 [
No No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
01 1 maiz tostado picor amargor
-0.2
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ANEXO KB. Efectos sobre la media de intencion de compra de los estilos 6, 7 y 8 de
cervezas de maiz azul.

Efectos sobre la media

Efectos sobre la media

Efectos sobre la media

0.5

045 +
04 +
035 +
03+
025 +
02 +
015 +
01+
0.05 +

0.8

D) Estilo 6
. Tostado * *
Maiz Amargor
Picor
E) Estilo 7
Tostado %

Picorx
No Demasiado No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
maiz tostado picor amargor
F) Estilo 8
1.4
12 +
14 %k
ok Tostado L%
Maiz Picor *
08 Amargor
0.6 +
04 +
0.2 +
0
No Demasiado No Demasiado No Demasiado No Demasiado
suficiente maiz suficiente  tostado suficiente picor suficiente  amargor
maiz tostado picor amargor
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ANEXO L. Frecuencias de nivel de agrado de cada uno de los seis estilos de cervezas de
maiz azul.

Juicios

Juicios

Juicios

25

20

15

10

30
25
20
15
10

35
30
25
20
15
10

A) Estilo 1

1

2

3

4 5 6
Nivel de agrado

C) Estilo 4

7

8

9

1

2

3

4 5 6
Nivel de agrado
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F) Estilo 8
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8
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8
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ANEXO M. Frecuencias de intencion de compra de cada uno de los seis estilos de cervezas
de maiz azul
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