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Resumen

El malteo de un cereal es un punto clave en la elaboracién de las cervezas
ya sean industrializadas o artesanales, el uso de otros pseudocereales como el
amaranto es un nicho de oportunidad, por lo que el objetivo de este trabajo fue
estandarizar el proceso de malteo de la semilla de amaranto para lograr un
germinado libre de contaminacién, y comparar 3 métodos hidroliticos del almidén
para obtener una concentracién de azucares fermentables para la elaboracion de

una cerveza artesanal 100 % de amaranto.

La semilla de amaranto contiene una concentracion de almidén del 60 %,
siendo adecuado para que pueda ser transformado durante la elaboraciéon de una
cerveza artesanal. El proceso se inicia con la obtencién de malta de amaranto libre
de contaminacién, aplicando un remojo de 4 horas e hidratando por aspersion con

agua cada 3 horas por 3 dias a temperatura de 22 °C.

El poder diastasico de la malta de amaranto, corresponde a la cuarta parte
del reportado para la cebada, por lo que se sometid el almidén de la malta de
amaranto a 3 métodos hidroliticos para la liberacion de azucares reductores:
natural, quimico y enzimatico. Con el método natural, no se logré extraer mas del
4 % de azucares reductores, obteniendo una cerveza del 1% de alcohol.
Realizando la hidrdlisis quimica por 60 minutos, se obtuvo un porcentaje de
azucares reductores del 12.58%, y una cerveza con graduacion alcohdlica de
2.73% pero con notas saladas, por lo cual no tuvo aceptacion sensorial.
La hidrdlisis mediante las enzimas presentes en la malta de cebada no arrojaron
diferencia significativa en el porcentaje de azucares extraidos, obteniendo una
cerveza de 1.53% Alc. Vol. Finalmente, se evalud la adicion de las enzimas
comerciales: amilasas y glucoamilasas, resultando el método menos agresivo para
la obtencién de carbohidratos fermentables presentes en el mosto de la malta de
amaranto sin afectar los atributos sensoriales presentes en la cerveza tipo lager,

estimando una concentracion de azucares reductores del 16.91 %.



Capitulo 1. Amaranto

Al mencionar el maiz, el frijol, el tomate, el chile, el aguacate, la calabaza, el
cacao, la vainilla, hongos comestibles y el amaranto, se hace referencia a los
cultivos alimentarios més importantes para la humanidad en Mesoamérica. Este
fue en tiempos prehispanicos, uno de los alimentos basicos de América, casi tan
importante como lo eran el maiz y el frijol en el Valle de México, o la papa, el maiz

y la quinoa en Sudamérica.

En la actualidad, los niveles de nutricion de la gran mayoria de los pueblos
indigenas y campesinos son de insuficiencia, y no cubren los minimos
requerimientos nutricionales. El contenido proteinico de sus dietas resulta uno de
los renglones mas deficitarios, a pesar que el amaranto fue uno de los pilares de la

alimentacion balanceada de las culturas prehispanicas.

El amaranto pertenece a la familia
Amaranthacae, la cual comprende mas de 60
géneros y cerca de 800 especies de plantas
herbadceas anuales. Existen tres especies que
producen grandes inflorescencias repletas de
semillas comestibles, y que han sido domesticadas
independientemente de las especies arbustivas:
A. hypocondriacus (Figura 1) y A. cruentus, que se

cultivan en México y Guatemala, respectivamente, y

A. caudatus, que se cultiva en Peru mejor conocida

—_—

Figura 1. Planta de Amaranthus
hypocondriacus.

como quinoa (Morales, 2009).



El amaranto (huautli o huazontle), palabra proveniente del griego amaraino
que significa “la que no se marchita”, posee semillas alta resistencia al ambiente
sin importar la calidad del suelo donde se cultiven, sobreviviendo a zonas con
condiciones climaticas extremas, desde ambientes secos hasta himedos y desde

regiones altas hasta el nivel del mar.

Esta cualidad de resistencia y adaptabilidad a condiciones agrondémicas
adversas, genera una oportunidad de produccion para los pequefios productores
rurales, en comparacion con los cultivos mas comunes en México. Por ejemplo, en
un analisis de 1987 a 2014, el amaranto con un promedio del 3.3% de superficie
dedicada a su cultivo sufrié algun grado de siniestro, mientras que para el caso de
otros cultivos fundamentales en la dieta mexicana como el arroz y el maiz, estas
cifras alcanzaron en promedio el 87 'y 11.4% respectivamente
(Martinez Salvador, 2015).

Cuando escuchamos la palabra amaranto, la primera imagen que llega a la
mente es “alegria”, la botana con gran aceptacion por el consumidor (Figura 2).
Sin embargo, el amaranto puede consumirse casi desde la siembra, en forma de
germinado, de hojas tiernas en ensalada, o molidas para servirse en forma de
sopa. Su digestibilidad es muy alta, alcanzando entre el 80 y el 92%
(Hernandez et al., 1998).

Puede aportar alimento a la familia a todo lo largo del ciclo de cultivo por su
abundante produccion de hojas, que son ricas en vitaminas, proteinas y minerales,
entre los que destaca el hierro, ademas del calcio y el fésforo. La hoja de
amaranto tiene mas hierro que la espinaca, lo que la hace ideal para evitar la

anemia que afecta principalmente a mujeres embarazadas y a nifios.



Figura 2. Botanas de amaranto.

Pero mas alla de ser solamente una botana, esta semilla posee
caracteristicas notables para el area de alimentos y bebidas, en las que no
solamente el objetivo es la transformacion de la semilla en un producto con valor
agregado, sino también que sea un alimento funcional. Huerta et al., y Porr et al.,
en el 2012, reportan en la semilla la presencia de péptidos bioactivos con
funciones hipertensivas, antioxidantes, y promotores en la sintesis de insulina,
ademas de ser una fuente de alimento libre de gluten para las personas con
alergia a estas proteinas.

La versatilidad de la semilla de amaranto permite que pueda ser
transformada en una amplia variedad de productos para la alimentacion y para
combatir la desnutricién; también puede transformarse en productos de consumo
basico como cereales y barras; harinas para pan, tortillas y galletas; almidones;
aceites; colorantes vegetales, bebidas nutricionales, botanas, suplementos
alimenticios, leche y leche en polvo e incluso en comida para bebés como

formulas y papillas.




1.1 Taxonomia y Morfologia

El amaranto es una planta dicotiledonea, perteneciente a la familia
Amaranthacae, especie anual de crecimiento rapido, herbacea o arbustiva de
diversos colores (verde, morado, café o purpura) que se reproduce mediante la

autopolinizacion, principalmente por la accion del viento.

Pixidio unilocular (Fruto)

Figura 3. Componentes de la planta y semilla de amaranto.

El amaranto esta conformado por: un fruto, clasificado como una capsula
pequefia que botanicamente se conoce como pixidio unilocular, el cual durante la
madurez de la planta se deja caer, para poner al descubierto la parte inferior

llamada urna que contiene las semillas, Figura 3.




Las semillas son pequenas, lisas, brillantes de alrededor de 1 a 1.5 mm de
diametro; ligeramente aplanadas de forma lenticular, de colores variados como
blanco, negro, amarillo, café, dorado, rojo, rosa y purpura. La flor tiene proporciona
un color de rojo a violeta caracteristico, atribuido a la presencia de betalainas,

pigmentos hidrosolubles con propiedades antioxidantes (Marafion-Ruiz, 2012).

La semilla se compone de 4 partes: el epispermo, constituido por una capa
de células muy finas; el endospermo, que es la segunda capa; el embridon, unido a
dos cotiledones y cercano al perispermo, ricos en proteinas y almidones,
respectivamente (Figura 4). El embrion es de forma circular con las puntas
tocando el extremo de los cotiledones y consiste de un eje radical, hipocotilo y dos
cotiledones; el embrién rodea al perispermo y durante el desarrollo utiliza la mayor

parte de las reservas contenidas en el endospermo.

Cotiledonss

Procambium

Cotiledones

vastiilar

faimal &
t Endosperma
Clipide
el Brote
Perisperma Procarmbim
Raiz
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Figura 4. Estructura transversal y longitudinal de las semilla de amaranto A. cruentus.



La reserva de nutrimentos como los lipidos, proteinas, hidratos de carbono,
fosfato organico y varios nutrimentos inorganicos estan mayoritariamente
presentes en la semilla, estas reservas no estdn almacenadas de manera
uniforme en todos los tejidos de la semilla. La mayor parte de las proteinas se
encuentran contenidas en cuerpos proteinicos, y los lipidos e hidratos de carbono

estan presentes dentro de las semillas.

Los hidratos de carbono se almacenan como almidén en los pastidos de las
células del perispermo formando una pared de polisacéarido; las células de este
perispermo almidonoso tienen una pared delgada llena de granulos de amilosa y

amilopectina, los cuales aumentan de volumen con gran facilidad (Morales, 2009).

La raiz es pivotante con abundantes ramificaciones y multiples raicillas
delgadas, que se extienden con rapidez después de que el tallo se comienza a
ramificar, lo que favorece la absorcién de agua y nutrimentos. Las hojas del tallo y
el tallo mismo van de rojo a verde, y contienen clorofila y pigmentos como

carotenos y betalainas (Morales, 2009).



1.2 Amarantina

La amarantina es una globulina 11S, proteina de reserva que contiene dos
subunidades unidas por un enlace disulfuro, que se encuentra en gran cantidad en
las semillas de amaranto. La amarantina es un pigmento con propiedades
nutracéuticas de color violeta presente en las hojas de algunas especies de

Amaranthus (Arano-Varela et al., 2010).

Las betalainas, pigmentos hidrosolubles que existen como sales en las
vacuolas de las células vegetales, estan constituidas por dos grupos de
estructuras: las betacianinas de color rojo y las betaxantinas de color amarillo.
Dichos compuestos son derivados del acido betalamico (Figura 5), ampliamente
utilizado en el area de alimentos como colorante. Son derivados de la
condensacion de una amina primaria o secundaria con el acido betalamico, los
cuales pueden ser leidos dentro de un espectro de absorcion de luz que va desde
los 480 nm (para las betaxantinas amarillas) hasta los 540 nm (para las
betacianinas rojas) (Marafién-Ruiz, 2011).
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Figura 5. Estructura del acido betalamico y betalaina.



La amarantina (Figura 6) pertenece a las betacianinas, compuestos
heterociclicos nitrogenados encontrados sdélo en plantas del orden Caryophyllales.
La mayoria de las betacianinas son referidas, usualmente, a hombres derivados
de las plantas en donde se encuentran. Por ejemplo, la betaina, la primera en ser
aislada de las raices del betabel (Beta vulgaris L.) y la amarantina aislada de las

plantas del género Amaranthus.
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Figura 6. Estructura de la amarantina (Gins et al., 2002).

Las betacianinas han sido investigadas recientemente debido a su
presencia en diversas plantas, sin embargo aln no se cuentan con técnicas
analiticas adecuadas que permitan ampliar su conocimiento en estos pigmentos
color rojo-violeta. Una de las especies mas investigadas con este pigmento
corresponde a la familia de las Amaranthaceae y se le atribuyen fuertes
propiedades antioxidantes, asi como interesantes compuestos nhaturales
quimiopreventivos (Gerold et al., 2014), compuestos naturales, sintéticos o
biolégicos que previenen, revierten, suprimen o evitan la progresion del cancer

invasivo.



Capitulo 2. Composicién quimica del amaranto

2.1 Carbohidratos

El almidén del amaranto es de tipo granuloso o ceroso, se tifien de ambar o
parpura en presencia de yodo y esta compuesto por una fraccion lineal, la amilosa
(2-5%), formada por 500 a 2,000 unidades de a-D-glucosa unidas por enlaces a-
1,4; este componente contribuye a las caracteristicas de la retrodegradacion,
fendmeno que se define como la insolubilizacién y precipitacion de las moléculas
de amilosa. También se encuentra formada por una fraccion ramificada,
amilopectina (95-98%), constituida por una cadena lineal en la que cada 25 a 30
unidades de a-D-glucosa, se presentan ramificaciones unidas por enlaces a-1,6;
esta fraccion no gelificante, contribuye a la viscosidad, lo que da consistencia a los
alimentos debido a su gran solubilidad. Este glucano, es el principal componente
en la semilla de amaranto, se almacena en el perispermo y su concentracién

oscila entre 48 al 69 % del peso de la semilla (Palma, 2010).

2.2 Proteinas

La semilla de amaranto contiene alrededor de 13 a 18 % de proteinas,
siendo estas uno de los componentes mas estudiados (identificacion vy
cuantificacion de los aminoacidos y proteinas presentes). Los analisis de
composicion sefialan que los contenidos de proteinas crudas, lipidos, fibra y
cenizas del amaranto por lo general son mas altos que los de los cereales,

mientras que la proporcion de hidratos de carbono es mas baja.

Las proteinas del amaranto se encuentran principalmente en el embrion
(65 %) a diferencia de los cereales, como el maiz y arroz, o leguminosas, como la

soya que tienen 80 % de sus proteinas en el endospermo.



Las fracciones presentes en la semilla de amaranto corresponden en
promedio a 20.7 % de albumina, 19.2 % de globulinas, 2.2 % de prolaminas, 44 %

de gluteinas y un residuo de proteina total de 13.4 %.

La globulina es la principal proteina de almacenamiento en el grano, es rica
en lisina y soluble en sales; las propiedades nutricionales que se le han atribuido
al amaranto se deben a esta proteina. Las albuminas constituyen la otra fraccién
de proteinas que se encuentra en mayor proporcion en la semilla, caracterizada
por su solubilidad en agua o en soluciones con baja fuerza idnica. La albumina
contiene de 16 a 18 % de metionina, conjunto de polipéptidos y la composicion de
aminodacidos derivados muestra una gran proporcion de lisina, leucina, treonina,

fenilalanina, valina y aminoacidos azufrados (Morales, 2009).

El conjunto de globulinas y prolaminas puede ser una alternativa de
péptidos bioactivos, los que se pueden encontrar inactivos en la secuencia de la
proteina intacta y pueden ser liberados por la accion de las enzimas proteoliticas
durante la digestidon gastrointestinal.

2.3 Lipidos

Los contenidos de lipidos de las diferentes especies de amaranto van de
6.1 a 10.9 % y son mayores que en los cereales. La mayor parte de los lipidos del
grano se ubica en la fraccion testa-embrion, que representa el 25 % del peso de la
semilla de amaranto. La fraccion de lipidos del grano contiene aproximadamente
77 % de &cidos grasos insaturados, con el &cido linoléico como fraccidon
predominante. La relacion de &cidos grasos saturados a insaturados es de 1:3.
Se han encontrado en el amaranto varios agentes potencialmente importantes en
la reduccion del colesterol, tales como la fibra dietética, el escualeno, los

tocotrienoles y los isoprenoides (Morales, 2009).



2.4 Vitaminas y minerales

Los nutrientes inorganicos del grano de amaranto se hallan en el epispermo
y el embrion. El contenido de calcio, magnesio, boro, hierro y aluminio es mayor
qgue en las semillas de otros cereales. Entre las vitaminas que contiene el grano de
amaranto, la riboflavina se encuentra en mayor proporcion que en otros alimentos,
como los cereales e incluso que en la leche, y solo es menor que en el huevo.
Otras vitaminas que posee el grano de amaranto son tiamina, niacina y acido

ascorbico.



Capitulo 3. Cerveza

3.1 Elaboraciéon de cerveza

La fabricacion de la cerveza se remonta a épocas de los asirios y los
egipcios, solo hace aproximadamente 100 afios se empezé a estudiar de forma
rigurosa. Se considera una industria agricola, por las materias primas que se
emplea, categoria en las que caben las otras industrias de la fermentacion
(Molina et al., 1989).

La cerveza es una bebida alcohdlica no destilada, elaborada principalmente
con agua, lupulo, Saccharomyces cerevisiae, microorganismo responsable de

transformar los azucares de la cebada en alcohol y CO..

La cebada pertenecen a la especie Hordeum vulgare miembro de la tribu
Triticeae de la familia Gramineae. Estas plantas se caracterizan por tener
espiguillas unifloras, usualmente provistas de raquilla; en el eje de la espiga salen
unas raices llamadas primarias, que sirven a la joven planta para anclarse al suelo
y extraer de éste agua y nutrientes durante la primera semana de vida. Del otro
extremo de la semilla sale un érgano delgado y blanquecino que se une a ésta con
una estructura situada practicamente en la superficie del suelo, es el mesocdtilo,
cuya mision es transportar agua y nutrientes durante los primero dias de

germinacion (Molina et al., 1989).

El grano maduro de cebada puede variar ampliamente de tamafo, desde
5 a 80 mg de peso seco, aunque lo normal es que oscile entre 35 y 40 mg. De
este peso, aproximadamente el 10 % corresponde a las cubiertas protectoras y
pericarpio; el 3 % al embrién y el 87 % restante al endospermo, testa, capa de

aleurona y demas estructuras del grano (Figura 7) (Molina et al., 1989).
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Figura 7. Estructura del grano de cebada.

Durante las primeras etapas de la formacion del endospermo la velocidad
de crecimiento es relativamente lenta, incrementandose progresivamente durante
la fase de expansion hasta hacerse casi lineal en funcion del tiempo. Durante la
fase inicial de crecimiento, tiene lugar la acumulacion de la mayor parte del
almidon en las células del endospermo y el grano crece exclusivamente en
anchura, ya que su maxima longitud se alcanza bastante pronto,

aproximadamente a los siete dias después de la fecundacion.



La elaboracién de la cerveza consta de operaciones unitarias, mostradas en la

Figura 8.
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Figura 8. Esquema del proceso de elaboraciéon de cerveza (Enciclopedia Britanica, 2003).
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El grano de cebada germinado, mejor conocido como malta, es la principal
materia prima para la elaboracién de cerveza. Podemos sintetizar al proceso de
malteado como una germinacién controlada, cuyo objetivo es preparar y
transformar las reservas nutritivas del grano a sustratos apropiados para la

produccion de esta bebida e involucra remojo, germinacion y secado.

El malteado, ya que como tal, el grano de cebada no produce un extracto
fermentable por la levadura, si se mezcla el grano molido con agua caliente lo
anico que se obtiene es un engrudo imposible de manipular. Por lo tanto, el grano
debe sufrir un cambio en su estructura comenzando con la germinacién para que,
de esta manera se produzcan enzimas que hidrolicen sustratos contenidos en el

grano y permitiran su incorporacion al agua (Molina et al., 1989).

Los almidones presentes en la cebada son hidrolizados por la accion de
enzimas, principalmente de la a y 8 amilasa, las cuales van a atacar los extremos
reductores de los azucares, dando como resultado dextrinas que le proporcionaran
cuerpo y estabilidad a la cerveza, asi como maltosa, azlicar fermentable que nos

dard como producto final etanol.



3.1.1 Remojo

El remojo se realiza con el fin de romper el estado latente de la semilla o
grano y asi activar las enzimas que se encargan de degradar el almidén y las
proteinas en pequefias estructuras facilmente consumidas por las levaduras.
Para que el grano comience a germinar se deben cumplir las siguientes
condiciones: humedad suficiente, temperatura conveniente y presencia de oxigeno
(Molina et al., 1989).

Durante el remojo, la absorcién de agua al interior del grano es rapida,
aunque después desciende gradualmente; la semilla de cebada incrementa su
tamafio hasta un 25% y ocurre un ablandamiento de tejidos por hidrolisis de los
componentes presentes en las laminas medias y pared celular. La capacidad de
hidratacion de la cebada depende de la variedad, del tamafio del grano, de la
cantidad de la muestra a remojar, de la temperatura y tiempo de remojo, entre
otros factores (De Meo et al., 2011)

Durante el proceso de remojo, el agua penetra rapidamente a través de la
cascarilla, la cubierta y entra al grano a través del micrépilo. EI embrion toma
rapidamente agua; el endospermo, en cambio, se hidrata mas lentamente. En el
embridn ocurre la produccion de acido giberélico (AG) y otras giberelinas que se
difunden hacia el endospermo, los cuales estimulan la produccion de las enzimas

amilasas, proteasas, B-D-glucanasas y lipasas.

El remojo consta de dos fases importantes: los periodos de inmersion
(suministro constante de agua) y los periodos de oxigenacion (suministro de
oxigeno). El oxigeno es necesario porque la respiracion del embrion aumenta
significativamente lo que crea una demanda importante de este gas en el agua de

remojo, ademas es promotor de la formacion de a-amilasa.



Normalmente se recomienda realizar el remojo a temperaturas proximas a
15 °C con una duracion total de 2 a 3 dias; el tiempo anterior debe distribuirse de
tal manera que cada 6 u 8 h los periodos de remojo sean sustituidos por periodos
de oxigenacion conocidos como descansos de aire. El remojo se interrumpe por
drenaje, a las 12- 24 horas; Una vez remojados los granos se someten a

germinacion (Hough, 1990).

3.1.2 Germinacioén

Una vez que el grano ha absorbido la cantidad necesaria de agua, dispone
de oxigeno y estd a la temperatura conveniente, el embrion pasa del estado
latente a un estado de actividad caracterizada por la secrecion de enzimas que se
difunden por todo el endospermo y, después de disolver las paredes celulares,
desdoblan el almidén, las proteinas, los fosfatos organicos, las grases, etc.
(Molina et al., 1989).

Completado el remojo, los granos se transfieren al equipo de germinacion.
En los sistemas tradicionales, los granos se extienden sobre un suelo para el

malteado, en una capa uniforme de unos 25 cm de profundidad.

El objetivo de la germinacion es la formacion de enzimas necesarias para
llevar a cabo las transformaciones, ya sea la degradacion de parte de las
sustancias nitrogenadas y de los fosfatos solubles, o bien desagregar los granulos
de almidén y facilitar su hidrélisis. Tradicionalmente, la germinacion se lleva a
cabo a temperaturas entre 16 y 20 °C, en este intervalo se obtiene un crecimiento

eficiente de las raicillas de la cebada.



El primer signo de la germinacion es una protuberancia de la coleorriza o
camisa de la raiz, posteriormente producira raicillas o brotes (Figura 9) en esta

fase es donde realmente se estimula la produccioén de enzimas que hidrolizaran al
almidon.

Después de dos dias de germinacion, finaliza la produccién de giberelinas,
precisamente la capacidad de las cebadas para producir enzimas hidroliticas,
depende de la cantidad y viabilidad de las giberelinas generadas.

Figura 9. Cebada germinada (malta de cebada).

Los granos germinados se traspasan a un horno donde son tratados con
temperaturas bajas o altas, dependiendo del tipo de cerveza que se quiera
producir o bien una combinacién de éstas, para detener la actividad de las
enzimas y asi evitar una excesiva hidrdlisis del almidén, también para reducir la
humedad hasta 2-5%, y con ello mantener la estabilidad de la malta durante el
periodo de almacenamiento, asi como introducir las caracteristicas finales de color
y sabor a la cerveza (Hough, 1990).
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Es imprescindible que al terminar la germinacion de la malta el almidon esté
completamente desagregado, pues de lo contrario las enzimas no podran penetrar
en las partes en que no esté, y por consiguiente, no se produciran
desdoblamientos como el de las materias nitrogenadas, lo que conlleva una

cerveza imperfecta de gusto e inestable (Molina et al., 1989).

3.1.3 Secado

El secado se caracteriza por manejar temperaturas que no provoguen dafo
a las enzimas desarrolladas durante la germinacion (a y R-amilasas, R-glucanasas
y proteasas), las cuales son muy sensibles a las altas temperaturas. Puede tener
una duracion de 2 a 4 horas. Durante esta etapa la eliminacién del agua resulta
dificil y lenta ya que se trata de agua estructural o ligada a moléculas. Después del
secado se enfria la malta hasta una temperatura de 24 °C o menos, mediante el

paso de aire para prevenir posteriores dafios enzimaticos.

El secado es un proceso que requiere un riguroso control y comianmente,
se inicia a bajas temperaturas (35-50 °C), las cuales se van incrementando hasta
llegar a temperaturas proximas a 75 °C para la elaboraciéon de maltas claras

y temperaturas menores a 100 °C para obtener maltas oscuras.

La deshidratacion comienza a temperaturas de 50 a 60 °C en el area de
secado que calientan el lecho del grano. Mas adelante las capas superiores del
lecho comienzan a deshidratarse y el contenido de agua de la cebada empieza a
descender progresivamente desde el fondo a la superficie del lecho del grano.



En esta etapa de deshidratacion libre, se extrae sin restricciones el agua de
la cebada, se ajusta el flujo de aire de manera que su humedad relativa sea del
90-95 % en el extremo de salida. Cuando se ha eliminado aproximadamente el
60 % del agua, la deshidratacion subsiguiente se ve dificultada por la naturaleza
ligada del agua residual. Llegado este punto se sube la temperatura del aire de

entrada y se reduce el flujo.

La estabilidad térmica de las enzimas es ahora mayor que cuando la malta
contenia mas agua. Cuando el contenido de agua llega a 12 % toda el agua que
permanece en el grano es ligada, por lo que entonces es cuando se sube la
temperatura de entrada a 65-75 °C y se reduce aun mas la velocidad de flujo.
Finalmente, a una humedad de 5-8 %, dependiendo de la variedad de cebada, la
temperatura del aire de entrada se eleva 80-100 °C, hasta que se alcanza el color

y la humedad requeridos.

Son numerosos los factores que afectan la velocidad de deshidratacion del
grano; cabe citar entre ellos: (i) el volumen de aire que pasa a través del lecho del
grano, (ii) la profundidad del lecho, (iii) el peso de agua a ser eliminado del lecho
del grano, (iv) la temperatura del aire utilizado para la deshidratacién, (v) la

humedad relativa y (vi) el caracter higroscépico de la malta (Hough, 1990).

3.1.4 Molienda

La molienda tiene por objeto triturar la malta para disminuir el tamafio de
particula y asi facilitar el contacto entre el almidén y las enzimas, a y  amilasas.
Es necesario que la cascara permanezca lo mas entera posible, pero asegurar
que el endospermo se muela a un tamafo de particula que permita la liberacién
del extracto, evitando que se triture de mas, ya que no serviria como filtro durante

la recuperacion del mosto.



3.1.5 Maceracion

La malta previamente molida se coloca en un depdésito, también llamado
macerador, en donde se hidratara la harina de malta con agua a una temperatura
de 62 a 67 °C. Manejar estas temperaturas durante el proceso, permite que las
enzimas ataquen a las reservas nutritivas de la malta, parcialmente degradada

volviéndola altamente vulnerable a la fermentacion.

Las enzimas responsables de este ataque son la a y 3 amilasas, las cuales
actian coordinadamente en la amilosa y amilopectina para liberar dextrinas no
fermentables y los azlcares fermentables, respectivamente. La B amilasa es mas
termoestable que la a amilasa, de tal manera que si se manejan temperaturas de
67 °C por un periodo de 30 a 120 minutos, se favorece la accidn de la B amilasa.
Es necesario que las amilasas sean suficientes para asegurar una hidrolizacion

rapida y eficaz de todo el almidon.

Ademas de la accién amilolitica, el ataque proteico se produce a una
temperatura Optima de 50 °C. Las proteasas son exoenzimas que operan mejor a
pHs 5.3 y 5.7 y cortan restos de aminoacidos de las cadenas proteicas; se puede
controlar la protedlisis, si se desea atenuar se recomienda reducir la temperatura,
utilizar un pH relativamente bajo y prolongar los tiempos de maceracion
(Hough, 1990).



3.1.6 Coccidn

La coagulaciéon de las proteinas durante la ebullicion se ve fuertemente
influida por la presencia de taninos y el efecto combinado de la temperatura, el pH
y los iones multivalentes como el calcio y los metales pesados. El calentamiento
conduce a la pérdida de la compleja estructura de las proteinas; éstas se
desenrollan y sufren ruptura de puentes moleculares para producir derivados mas

pequefios como los polipéptidos (Hough, 1990).

El objetivo principal de la coccién es estabilizar y aromatizar el mosto; la
estabilizacion es biologica, pues destruye cualquier microorganismo presente;
bioquimica, porque se destruye la amilasa residual que de otra manera proseguiria
su accion; coloidal, al eliminar la proteinas coloidales inestables mediante
coagulacion térmica, y organoléptica, por eliminacion de compuestos acidos
volatiles y formacion de compuestos reductores que contribuyen a la estabilidad
del sabor de la cerveza (Molina et al., 1989).



3.1.7 Fermentacién

Es necesario enfriar y airear el mosto lo mas rapido posible para terminar
de coagular las proteinas y demas compuestos insolubles, pero sobre todo para
poder inocular el mosto cocido con Saccharomyces cerevisiae para llevar a cabo
la oxidacion de los azUcares presentes; simultdneamente la levadura comenzara a
excretar compuestos como etanol, dioxido de carbono, alcoholes primarios y

ésteres como resultado del metabolismo celular.

El mosto obtenido es una solucion compleja la cual incluye principalmente
carbohidratos, aminodacidos, péptidos, vitaminas y minerales. Sin embargo,
Saccharomyces cerevisiae 0 Saccharomyces pastorianus solamente pueden
asimilar y metabolizar pequefias moléculas como la sacarosa, glucosa, fructosa,
maltosa y maltotriosa. Por ejemplo, con ayuda de la enzima invertasa la cual
hidroliza el almidén en los correspondientes azucares, estos son transportados al

citoplasma en donde continlan su metabolismo.

La asimilacion de carbohidratos se da de manera ordenada comenzando
con la glucosa y fructosa, las cuales compiten con la misma permeabilidad en la
membrana plasmatica de la célula, sin embargo, la glucosa es la que presenta
mayor afinidad obstaculizando el pasaje para la fructosa; por ultimo se absorben la

maltosa y la maltotriosa (Pires et al., 2015).

Las sustancias que son liposolubles llegan a la membrana plasmatica
rapidamente, en cambio las hidrosolubles y las no liposolubles demoran mas
tiempo. Una vez que se encuentran los compuestos dentro de la célula, no son
utilizados inmediatamente; la glucosa y fructosa se consumen con gran rapidez,
seguidos por la maltosa y por ultimo la maltotriosa. Los aminoacidos se absorben
secuencialmente en grupo: primero el glutamato, la asparangina y serina, después

la histidina y leucina, y finalmente la glicocola y el triptéfano.



Debido a la represion que sucede en la ruta bioquimica aerobica, el
metabolismo de la levadura se desvia hacia un estado fermentativo pese que
también tiene la capacidad de llevar a cabo la respiracion aerobia, la levadura
elige producir etanol conocido como el “Efecto Cabtree”. Una de las ventajas de
ser un microorganismo que excreta etanol, es el evitar que otros microorganismos

compitan por los nutrientes presentes en el medio.

Después de que en el citoplasma ocurren una serie de reacciones mediante
la que la glucosa es descompuesta en dos moléculas de piruvato (ruta de
Embden—Meyerhof-Parnas) conocida también como la glucdlisis, en el siguiente
paso ocurre una descarboxilacion del piruvato para formar acetaldehido liberando
moléculas de CO; y finalmente, el acetaldehido es convertido a etanol por accién
de la enzima alcohol deshidrogenasa (Figura 10).
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Figura 10. Ruta bioquimica de la fermentacion.
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La molécula de glucosa-6-fosfato entra a ruta glicolitica para convertirse en
dos moléculas de piruvato mediante la accion de distintas enzimas (1)
glucoquinasa (2) glucose-6-phosphate isomerasa; (3) 6-phosphofructoquinasa; (4)
aldosa fructosa difosfato (5) triosafosfato isomerasa (6) gliceraldehido-3-
phosphate deshidrogenasa; (7) fosfogliceratoquinasa; (8) fosfoglicerato mutasa;
(9) fosfopiruvato hidratasa (10) piruvatoquinasa. Finalmente el piruvato es
descarboxilado por (11) piruvato descarboxilasa, librando una molécula de CO, y
formando acetaldehido, el cual es reducido por (12) la alcohol deshidrogenasa a

etanol.

3.1.8 Maduracion

La maduracion es el periodo, mas o menos largo, durante el cual la cerveza
sufre un reposo prolongado con la finalidad de clarificarla mediante un proceso
fisico de separacion y precipitacion de las aglomeraciones proteinicas residuales
de la malta, los adjuntos y el lGpulo conduciendo todo esto a la mejora de las
condiciones organolépticas del producto que sera entregado al consumidor final.

Durante esta etapa, se utilizan los azucares residuales para formar CO,,
gue a su vez ayuda a la eliminacion de sustancias volatiles no deseadas como son
los aldehidos y compuestos azufrados. El parametro principal que determina el
estado de maduracion es la eliminacion de diacetilo formado durante la

fermentacion primaria.



Aunque este proceso puede durar varias semanas, cervecerias modernas
pueden utilizar cepas especificas de levadura y temperaturas elevadas para
acelerar la eliminacién de las sustancias volatiles no deseadas. Después que la
concentracion de diacetilo cae por debajo de umbral de percepcion (0.1 mg L™?), se
disminuye la temperatura entre -2°C a 3°C para aclarar y estabilizar la cerveza.
A partir de entonces, la cerveza esta lista para pasar a etapas de procesamiento
finales, que pueden incluir todas o sélo algunas de las siguientes operaciones:

filtracion, estabilizacién coloidal, envasado y pasteurizacion.



Capitulo 4. Almidon

El almidén (Figura 11) es el carbohidrato de reserva mas abundante en las
plantas, se le encuentra en diversos oOrganos incluyendo las semillas, frutos,
tubérculos y las raices (Palma et al, 2010). El papel fisiologico del almidén es
proporcionar una fuente de energia, por ejemplo a la semilla durante la
germinacion. Sus principales productos de hidrélisis son maltosa y sus
oligosacaridos, los cuales eventualmente son hidrolizados en glucosa que
proveerd energia para la planta joven y asi poder iniciar la fotosintesis.
Posteriormente, se convertira en hexosas fosfatadas para poder ser utilizadas

durante el metabolismo celular (Ross, 2012).

Para poder aprovechar el almidon presente en los alimentos, Ross (2012)
sefiala que es de suma importancia conocer como y donde se encuentra, su
composicién quimica, tipo de granulo que forma y tamafio, los métodos por los
cuales puede ser modificado, asi como su comportamiento reolégico en presencia
de agua. En forma natural se encuentra organizado en forma de granulos
insolubles de la amilosa y amilopectina, donde las cadenas de glucosa presentan

un empaguetamiento denso y altamente ordenado.
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Figura 11. Estructura quimica del almidon.



Dependiendo de la relacion de amilosa/amilopectina (Figura 12) que
contenga el almidon, se le confieren propiedades fisicoquimicas y funciones
particulares como: temperatura y entalpia de gelatinizacion, susceptibilidad a la
hidrolisis enzimatica, cristalinidad, solubilidad e hinchamiento
(Bello-Pérez et al., 2005). Asi mismo, la relaciébn amilosa: amilopectina va a definir

la clase de almidon, normal y ceroso.

(A) Amylopectin Amylose

L

Figura 12. . Estructura quimica de la amilopectina y amilosa.

El almidon ceroso préacticamente no contiene nada de la fraccion de
amilosa, favoreciendo su modificacion quimica y reduciendo la tendencia a
recristalizarse después de haberse sometido a un proceso térmico de calor a frio;

siendo la amilosa responsable de que las cadenas se recristalicen.
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De manera préctica y visual, con ayuda de yodo y el complejo almidon-yodo
que se forma, se puede estimar cual de las dos fracciones de almidon se
encuentra en mayor proporcion. Si adquiere una tonalidad rojiza, la amilopectina
se encuentra en mayor proporcion ya que el complejo absorbe a una longitud de
onda entre 530-550 nm; si adquiere una tonalidad azul oscuro la concentracion de
amilosa es mayor, pues el complejo con yodo absorbe a una longitud de onda
entre 640-660 nm (Ross, 2012).

La morfologia, el tamafo y la distribucion de los granulos de almidon
también varian de acuerdo al origen botanico (Bello-Pérez, 1995). De este modo
podemos encontrarlos en formas variadas: esféricas, redondas, ovales,
polinédricas y de formas irregulares, algunas veces con protuberancias.
En cuanto al tamafio estos granulos se han clasificado en (>25 ym), medianos
(10-25 um), pequefios (5-10 um) y muy pequeios (< 5 pum)
(Lindeboom y col., 2004).



Capitulo 5. Cambios en la estructura de la semilla de amaranto durante la
germinacion

Balasubramanian et al., (1989) reportan que la actividad enzimatica de la a
y B amilasas se encuentra ausente en el amaranto sin germinar pero aumenta
durante la imbibicion de la semilla en el agua, obteniendo el maximo de 18.6 mg
maltosa h-1; la actividad de la a amilasa decrece después de 96 h de germinacion,
después de este periodo no se detectd actividad alguna.

La actividad maxima de la B amilasa fue estimada a las 48 horas con una
velocidad de 10.4 a 144.8 mg de maltosa h™, observando la disminucién después
de 72 horas. Es necesario para la B amilasa trabajar junto con la a amilasa, ya que
por si sola no le es posible atacar los granos, tomando el almidon soluble

previamente hidrolizado por la a amilasa.

Por otra parte, la concentracion de carbohidratos solubles aumenta después
de 48 horas de germinacion debido a la hidrolisis del almidon, pero comienza su
degradacion pasado ese tiempo. La mayoria de los carbohidratos estaban
presentes como azucares no reductores, estimando a las 48 h una concentracion
del 18.6 %; debido a que el producto de hidrdlisis del almidén es la sacarosa,

la cual seré utilizada para el desarrollo de la raiz y hacer crecer los tejidos.

La cantidad de nitrégeno proteico no varié significativamente durante la
germinacion, teniendo un incremento estimado del 2.2 %; Folkes y Yemm (1958)
reportan el mismo comportamiento en la cebada. Sin embargo, la cantidad de
aminoacidos libres aumenta 13 veces mas después de 120 horas de germinacion,

siendo sus estimadores 0.35 y 4.7 mg de leucina/g.



La concentracion de lisina incrementé en 31 % después de 24 horas de
germinacion, estimandose en 4.46 ¢g/16 g de nitrégeno total. Durante la
germinacion, la proteina soluble incremento del 15.6 % en la semilla sin germinar,
a 21.6 % después de 24 horas de germinacién. Dado que la albumina es una
proteina enzimatica, se sintetiza durante la germinacion y esta es la razén por la

cual su incremento es tan notorio (Balasubramanian et al., 1989).

Hager en el 2014, observd por microscopia electronica de barrida
(Figura 13) como cambiaba la estructura de los granulos de almidén presentes en
la semilla de quinoa durante la germinacién, los cuales se localizan en el centro
del perispermo. Durante las 48 horas de germinacion no observo cambios de
estructura, pero a partir de las 72 horas algunos tuneles (flechas) aparecen lo que

indica el cambio de estructura de algunos granulos.

Figura 13. Vista en microscopia electrénica de barrido de los

cambios en los granulos de almidén de quinoa durante 0, 24,48y 72
horas de germinacion. (Hager et al., 2014).
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Capitulo 6. Hidrélisis de Almidén

En realidad, el ser humano no consume almidon en forma cruda, aunque
esta idea deberia ser considerada dado que es de esta manera que se consume el
almidon de la forma mas resistente al cual se le atribuyen propiedades para

prevenir el cancer colon-rectal.

Generalmente, tendemos a cocinar los alimentos almidonosos antes de su
consumo, ocupando generalmente agua, de esta manera se favorece una
alteracion en la estructura granular del almidon al verse afectada la estructura
interna del granulo. A la par de este fendmeno, los granulos se hinchan varias
veces mas de su tamafio original, favoreciendo que la amilosa, se filtre por las
cadenas de la amilopectina dada la baja miscibilidad que existe entre ambas

macromoléculas del almidon.

Este fendmeno conduce a la ruptura y ablandamiento de las regiones
amorfas, de un estado duro, vitreo y cristalino a un estado maleable caracterizado
principalmente por el aumento de sus estructuras moleculares debido a la

combinacion de temperatura e hidratacion que el agua le confiere.

Una vez que el almiddn se encuentra de manera gelatinizada, si se le
somete a un enfriamiento la viscosidad tenderd a incrementar significativamente,
dado que existe un estado de ordenamiento mas organizado, pero no el estado
inicial del granulo, debido a la insolubilidad de la amilosa en agua fria, asi como
por su tendencia a formar agregados cuando los puentes de hidrogeno entre las
moléculas se vuelven mas rigidos, teniendo una cinética de recristializacion rapida
y fuerte. Por otro lado la amilopectina tienden a asociarse pero su grado de
recristializacion es mas lento y débil que el de la amilosa.



Existen dos etapas durante la gelatinizacion del almiddn, la primera ocurre
cuando la amilosa se une para formar un gel débil, la segunda cuando la
amilopectina comienza a asociarse para formar un gel mas resistente, la cual

puede durar horas incluso dias.

La hidrolisis del almidén, de acuerdo a Cruz (2012) comprende 3 etapas

sucesivas:

e Gelatinizacion

Cuando el almidén es calentado en agua en exceso, cae en una fase de
transicion, asociada a difusion de agua dentro del granulo y posterior region
amorfa, hidratacion e hinchazon radial, pérdida de birrefringencia, pérdida del

orden de regidon cristalina y lixiviacion de la amilosa y amilopectina.

Durante el proceso de hidrolisis, especialmente a inicios de éste, el factor que
contribuye al aumento de viscosidad es el hinchamiento de los granulos, el cual
sucede a temperaturas superiores a los 60 °C. Este aspecto puede notarse al
momento en que se somete a coccion una pasta pues ocurre un incremento de
tamafio después de su coccion, debido a la relacion amilosa: amilopectina
presente en el grano, entre mayor sea la concentracion de amilopectina mayor

sera su capacidad de hinchamiento (Wrolstad, 2016).



e Licuefaccién o dextrinizacion

Es el proceso mediante el cual a partir de un almidén gelatinizado se obtiene
una rapida disminucion de la viscosidad en virtud de una hidrolisis parcial. En esta
etapa se producen polisacaridos de longitud intermedia (malto dextrinas con 5 a
10 unidades de glucosa) y pequefias cantidades de polisacaridos de alto peso
molecular, como también algunos de bajo peso molecular (glucosa, maltosa entre

otros).

e Sacarificacion

A partir de las malto dextrinas obtenidas previamente, se completa la hidrélisis
total del almidén a glucosa. En la digestibilidad de almidones como materia prima,
muchos factores como el tamafio de particula, relacion de amilosa: amilopectina,
extension de la asociacion molecular entre los componentes del almidon, grado de
cristalinidad, longitud de la cadena de amilosa y presencia de complejos lipidos-
amilosa, juegan un papel importante en la degradacién hidrolitica.



6.1 Métodos hidroliticos

6.1.1 Hidrdlisis quimica

La modificacion quimica por hidrélisis acida es una herramienta alternativa
para producir almidones con mayor cristalinidad, porque el acido (clorhidrico o
sulfurico) hidroliza los enlaces glucosidicos a-1,4 y a-1,6. La hidrélisis ocurre
preferente en las regiones amorfas de los granulos permaneciendo las cristalinas
relativamente intactas (Palma, 2010). Sin embargo, el tamafio del granulo, la
relacion amilosa/amilopectina, asi como otras caracteristicas del granulo pueden

tener influencia en este tipo de modificacion.

6.1.2 Hidrdlisis enzimatica

La hidrdlisis enzimética es de suma importancia en la tecnologia aplicada
en el almiddén, desde las enzimas involucradas en la licuefaccion (reduccion de
viscosidad), a las enzimas de sacarificacién (para la obtencién de carbohidratos

fermentables).

Cabe resaltar que la catélisis enzimatica Unicamente afecta el almidon
gelatinizado, dado que los carbohidratos presentes en algunos alimentos son muy
resistentes a la hidrdlisis de enzimas. De esta forma, se puede concluir que la
resistencia por forma y encapsulado de los granulos de almidén pueden ser los
responsables de la baja digestibilidad y resistencia al ataque enzimatico,
requiriendo ser gelatinizados para poder ser degradados por enzimas
(Wang et al., 2006). Por ejemplo, observaciones microscopicas revelan que los
granulos de ciertos alimentos tienen una forma irregular con superficies lisas,
ademas de esto los granulos de almidén podrian estar atrapados en una pared

residual.



El proceso de conversion de almidén gelatinizado a un jarabe glucosado
generalmente consta de 2 etapas: licuefaccion y sacarificacion. La licuefaccion se
presenta cuando se emplea la enzima a-amilasa (durante o después de gelatinizar
el almidon), cortando las cadenas de los polimeros amilosa y amilopectina en
cadenas de tamafio regular, dando como resultado dextrinas, maltosa, maltotriosa
y maltopentosa. Para la produccion de glucosa, se requiere de una segunda etapa
consecutiva a la licuefaccion denominada sacarificacion, adicionando la enzima

amiloglucosidasa (AMG).

Las amilasas, divididas en 3 grupos, son enzimas extracelulares distribuidas
ampliamente en la naturaleza con un peso molecular que va de 40,000 a 50,000
Da; estas enzimas son las principales responsables de generar cadenas mas
pequefias de carbohidratos al atacar los enlaces a-(1,4) y a-(1,6) de la cadena de

almidon, con una actividad enzimatica que oscila entre 53-129 U/L (Peralta, 2010).

6.1.2.1 a- amilasas

Conocidas como a-1,4glucanohidrolasas, con un peso molecular reportado
de alrededor de los 60kDa, enzimas provenientes de Bacillus Licheniformis.
Estas enzimas se asignan al grupo de licuefaccion, las cuales rompen en el
interior del sustrato (endoamilasas) al azar los enlaces a-(1,4) glicosidicos de la
region central de las cadenas de amilosa y amilopectina menos en las
proximidades de los puntos de ramificacion, dado a que su velocidad es mas lenta
en esas regiones. Esta hidrolisis produce la disminucién de la viscosidad en las
dispersiones de este polimero, el producto de esta hidrélisis son dextrinas,
maltosa y glucosa, por lo que el poder reductor de las dispersiones de almidén

aumenta considerablemente.



Tanto en las industrias cerveceras, como en las del pan se utilizan las
enzimas amilasas en un proceso fermentativo realizado por una levadura del
género Saccharomyces que carece de capacidad amilolitica. En la fabricacion
tradicional de cerveza, el almidon del grano de cebada se digiere por accion de la
actividad de a-amilasas sintetizadas por el propio grano al germinar (malta), pero
la adicion de amilasas es una practica generalizada en la mayoria de las industrias

cerveceras.

6.1.2.2 B-amilasas

Enzima exoamilasa, la cual hidrolizan el almidén atacandolo Unicamente por
su extremo no reductor y produce moléculas de maltosa y dextrinas basicamente;
debido a que no hay una inmediata destruccion de la estructura polimérica del
almidon, la B-amilasa reduce la viscosidad de las dispersiones de almidon en

forma muy lenta.

Wang et al. (2006) reportan que la velocidad de hidrdlisis es mas lenta en
los enlaces cercanos a los puntos de ramificacion. La hidrdlisis de la amilopectina
por esta enzima produce glucosa, maltosa y una serie de dextrinas que contienen
enlaces ramificados conformados por 4 o mas residuos de moléculas de glucosa
que presentan enlaces a-1,6 provenientes de las uniones glucosidicas de la

estructura original, llamadas dextrinas de limite.



6.1.2.3 Amiloglucosidasa (AMG)

Conocida como glucoamilasa o amiloglucosidasa EC: 3.2.1.3, empleada en
la produccion de jarabes glucosados, ya que tiene la capacidad de hidrolizar los
enlaces a-1,4 de extremos no reductores de polisacaridos para la formacion de
glucosa. También posee la capacidad de hidrolizar enlaces a-1,6 a mas baja
velocidad, pudiéndose completar la hidrélisis de almidon con la combinacion de las

tres enzimas a-amilasa, pululanasa y amiloglucosidasa de manera completa.

La glucoamilasa (glucano 1,4-a-glucosidasa) es una enzima flangica,
extracelular, producida comercialmente con Aspergillus niger o Rhizopus sp., que
libera unidades de d-glucosa de los extremos no reductores del almidén y de
oligosacaridos como las malto dextrinas. Esta habilidad de degradacién del
almidon a glucosa tiene una gran aplicacién industrial en el proceso de produccién
de jarabes de glucosa, materia prima en panaderia, en la industria de bebidas y en
infinidad de procesos biotecnoldgicos de los cuales los mas representativos son la

produccion de fructosa y etanol (1).

El peso molecular de la AMG puede variar dependiendo de su fuente.
Existen dos tipos de AMG, tipo | y Il. Las AMG tipo 1 poseen pesos moleculares
cercanos a 60kDa. Las AMG tipo Il tienden a tener un peso molecular mayor a los
100kDa.



6.1.2.4 Pululanasa

También conocida como pulalan—6—glucanohidrolasa, EC: 3.2.1.41, con un
peso molecular reportado entre 70 y 110kDa. Esta enzima hidroliza los enlaces
glucosidicos a-1,6 en el pululano y tiene como producto principal la maltotriosa y
maltosa. Enzima usada como complementaria para la hidrélisis de amilopectina
junto con la a-amilasa. Existen dos tipos de pululanasas: la de tipo I, la cual
unicamente hidroliza los enlaces a-1,6 del pululan; y la pululanasa de tipo Il, que

hidrolizan los enlaces a-1,6 y a-1,4 de otros polisacéaridos.



Capitulo 7. Justificacion

Buscar alternativas de uso de la semilla de amaranto que no se dirija a una
botana como el caso de las alegrias o palanquetas, no solo fomentaréa el cultivo y
produccion de la semilla de amaranto sino el consumo de un cultivo benéfico y de
alto contenido nutricional que forma parte de la cultura y tradiciones prehispanicas

por lo gue continuariamos con la tradicion de consumir este alimento.

La cerveza es una bebida fermentada no destilada elaborada
principalmente con agua, cebada y IlUpulo, en la cual con ayuda de
Saccharomyces cerevisiae se transforman los azlUcares presentes en el mosto en
a etanol y diéxido de carbono (CO,). Esta reconocida bebida al ser de la mas
consumida por la poblacion, ha permitido que la elaboracion de cervezas

artesanales ofrezca variedades de nuevos sabores, olores y sensaciones.

Utilizar distintos sustratos para la elaboracién de cerveza, en este caso la
semilla de amaranto, ayudaria a recuperar la importancia que tiene en la dieta de
los mexicanos, obteniendo un producto que no se encuentra en el mercado.
Existen “cervezas de amaranto”, sin embargo, esta materia prima sélo es utilizada

como adjunto (semilla reventada y sin germinar).

Siendo de suma importancia proponer estrategias de seguridad alimentaria
qgue incluyan la produccion de cultivos nativos en situacién de disponibilidad y
autosuficiencia, como el amaranto, el cual posean un amplio potencial nutricional,
agronomico y productivo. Es por ello que maltear la semilla de amaranto podria
proporcionar una fuente de carbohidratos alterna para la elaboracion de una

bebida alcohdlica considerada como alimento funcional.



Capitulo 8. Hipotesis de trabajo

e Hipotesis 1

Al someter la semilla de amaranto a remojo con solucion alcalina, se favorecera la
obtencion de una malta libre de contaminacion durante el proceso de la

germinacion.

e Hipotesis 2

La concentracion de azlcares reductores presentes en el mosto, estara en funcion

de las diferentes condiciones de hidrdlisis del almidén aplicadas en las semillas de

amaranto (natural, quimica y enzimatica).



Capitulo 9. Objetivos

9.1 Objetivo General

Estandarizar el proceso de malteo de la semilla de amaranto para lograr un
germinado libre de contaminacion, y comparar 3 metodos hidroliticos del almidén
para obtener una concentracion de azucares fermentables para la elaboracion de

una cerveza artesanal 100 % de amaranto.

9.2 Objetivos Particulares

- Estandarizar el proceso de malteo de la semilla de amaranto para la elaboraciéon
de una germinado libre de contaminacion para la obtencion de una malta base de

amaranto.

- Comparar los resultados de la sacarificacion de la malta de amaranto por 3

métodos hidroliticos: natural, quimico y enzimatico.

- Elaborar cervezas a partir del mosto obtenido bajo los distintos métodos

hidroliticos.



Capitulo 10. Metodologia

[ Elaboracion de malta de amaranto J
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Figura 14. Esquema general del trabajo experimental realizado.
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Capitulo 11. Materiales y métodos

11.1 Anédlisis de la semilla de amaranto

La semilla de amaranto provino de Santiago Tulyehualco, comunidad de la
delegacion Xochimilco en la Ciudad de México. Se le evaluo la viabilidad mediante
la adicion de sal de tetrazolio al 1% en 3 cajas Petri que contenian 110 semillas
cada una, se dejaron remojando por 2 horas y media a una temperatura de 30 °C,
una vez transcurrido el tiempo se cuantificaron las semillas tefiidas, obteniendo el
promedio del porcentaje de viabilidad, capacidad germinativa, energia germinativa

y latencia de la semillas.

11.2 Obtencidn de malta de amaranto

En Alemania en el afio de 1998, Aufhammer et al., evaluaron el efecto de la
temperatura, luz y presencia de pesticida sobre el indice de germinacion de la
semilla de amaranto. Manejaron por 14 dias temperaturas de los 7 a 35 °C, en
presencia y ausencia de luz, asi como el uso de pesticidas. Para la germinacion
remojaron amaranto por 2 horas a una temperatura de 25 °C y posteriormente lo
sometieron a ventilacion. Concluyen que en presencia de luz y a temperatura de
19 °C, el proceso de germinacion disminuye de 12 a 3 dias; en ausencia de luzy a
temperaturas menores a 25 °C el indice de germinacion se ve inhibido; y realizar

un pre remojo a la semilla genera un aumento de semillas germinadas.



Con base en los resultados obtenidos por Aufhammer et al. (1998) y por

De Meo et al. (2011) se proponen distintos tratamientos para inducir la

germinacion de la semilla de amaranto obteniendo una malta libre de

contaminacion. Se proponen 4 tratamientos distintos para la germinacion por 3

dias de la semilla de amaranto:

Tratamiento A, la semilla se sometio a un remojo inicial de 4 horas en una
solucion de NaOH 0.2% pl/v, dejandola respirar por 1.5 horas,
posteriormente se sometié en solucion alcalina por 2 horas, se retira la
solucion dejando respirar nuevamente a la semilla por 1.5 horas.
Tratamiento B, la semilla se sometié a un remojo inicial de 4 horas en una
solucion de NaOH 0.2% pl/v, posteriormente se colocaron en charolas de
plastico formando lechos con la semilla de amaranto, las cuales se
hidrataban cada 3 horas mediante aspersion con la misma solucion
alcalina.

Tratamiento C, la semilla se sometioé a un remojo inicial de 4 horas en agua,
posteriormente se dejo respirar por 1.5 horas, se someti6 de nuevo a
remojo en la solucion alcalina por 2 horas, se retird el liquido para dejar
respirar nuevamente a la semilla por 1.5 horas.

Tratamiento D, la semilla se sometié a un remojo inicial de 4 horas en agua,
posteriormente se colocaron en charolas de plastico formando lechos con la
semilla de amaranto, las cuales se hidrataban cada 3 horas mediante
aspersién con agua destilada.

Para todos los tratamientos durante la noche fue necesario adicionar solucion

de NaOH 0.2% p/v o0 agua, segun el caso, sin cubrir las semillas para evitar que se

deshidrataran y se detuviera la germinacion. En la Tabla 1, se resumen los

tratamientos aplicados para la germinacion de la semilla de amaranto. Una vez

concluidos los 3 dias, se detuvo la germinacion colocando la malta de amaranto

en charolas de aluminio en una estufa a 70 °C por 48 horas.



Tabla 1. Descripcion de los tratamientos germinativos evaluados.

Tratamiento | Solucion | Descripcién

NaOH | Remojo intermitente (NaOH: aire) (2 h:1.5 h: 2 h: 1.5 h)

B 0.2% | Remoijo inicial 4 horas, hidratacién por aspersion cada 3 horas
C Remojo intermitente (agua: aire) (2 h:1.5 h: 2 h: 1.5 h)
D Agua Remojo inicial 4 horas, hidratacion por aspersion cada 3 horas

11. 3 Hidrdlisis de la malta de amaranto

Se obtuvo el mosto de la malta de amaranto de la misma manera para
someterlos a prueba a distintos tratamientos de hidrdlisis de almidon (natural,
quimica y enzimética). En matraces Erlenmeyer de 250 ml, se pesaron 3 gramos
de harina de malta de amaranto a los cuales se adicionaron 50 ml de agua
destilada y 0.1 g de subacetato de plomo, con el fin de precipitar proteinas y
demas compuestos que lleguen a interferir en la cuantificacion de los

carbohidratos presentes en el mosto.

11.3.1 Natural

Para realizar la hidrdlisis natural del mosto de malta de amaranto, se elevo
la temperatura por 20 minutos a 38°C para comenzar la degradacion de la pared
de la semilla, después se aument6 a 55 °C por 20 minutos para la hidrélisis
proteica, la liberacion de péptidos y aminoacidos, posteriormente se sometio a
prueba el tiempo de activacion para la B-amilasa durante 1, 2 y 3 horas
manteniendo el mosto a 68 °C para promover la sacarificaciéon de los almidones
presentes en la semilla de amaranto, por ultimo a todos los tratamientos se les

elevo la temperatura a 75 °C durante 15 minutos para activar la a-amilasa.




El mosto de malta de amaranto presentd un pH promedio de 6.54 siendo
2 unidades superiores al mosto obtenido de malta de cebada el cual contiene
diversos éacidos como el carbonico, lactico, acético, férmico, y succinico los
responsables del pH acido de la cerveza (4.5 de pH). Se evalu6 el efecto que
produce el pH del mosto de la malta de amaranto para favorecer que
Saccharomyces pastorianus transforme los carbohidratos en etanol y CO,. Se

propusieron los siguientes tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. Tratamientos para evaluar el efecto del pH en el mosto.

Tratamiento Mosto Descripcion
Control El mosto permanece con el pH original (6.54)
Ajustado Adicién de acido citrico 0.1 N para obtener el mosto
apHb5.5
11.3.2 Quimica

Para realizar la hidrolisis quimica del mosto de malta de amaranto, se
realizaron 4 tratamientos (Tabla 3) adicionando 5 ml de HCI concentrado al mosto
original. Para esta hidrélisis se sometié a prueba el tiempo de reaccion del HCI
calentando por 3, 15, 30 y 60 minutos a 70 °C, se enfrid a temperatura ambiente
para posteriormente ajustar el mosto a pH 5.5 con NaOH 20 % p/v para su

posterior fermentacion.




Tabla 3. Tratamientos para la hidrdélisis quimica de la malta de amaranto.

Tratamiento Tiempo de hidrélisis acida (minutos)
A 3
B 15
C 30
D 60

11.3.3 Enzimética

e Etapa 1. Amaranto: Cebada

Para realizar la hidrélisis via enzimatica se propuso inicialmente incorporar

malta de cebada para que las enzimas presentes en la malta del grano

favorecieran la hidrolisis de la malta de amaranto. Se realizaron 2 tratamientos

para este caso, explicados en la Tabla 4.

Tabla 4. Tratamientos para la hidrolisis enzimética con cebada (Etapa 1).

Tratamiento Mosto Descripcion
90:10 Mosto con 90 % malta de amaranto y 10 % malta de cebada
80:20 Mosto con 80 % malta de amaranto y 20 % malta de cebada




e Etapa 2. Enzimas comerciales

Se utilizaron dos enzimas comerciales proporcionadas por Enmex para realizar
la hidrélisis de almidon, estas fueron Glucozyme ® (Glucoamilasa) vy
Thermozyme ® (a-amilasa), las cuales se agregaron al mosto de acuerdo a sus

condiciones Optimas para realizar la hidrdlisis (Tabla 5).

Para la enzima Glucoamilasa se disminuyo el pH del mosto original (6.5) a un
pH (4.5) con ayuda de &cido citrico 0.1 N, sometiendo a prueba la dosis utilizada
(50 y 100 pl) y el tiempo de hidrdlisis (15, 30, 45 y 60 minutos), manteniendo la

temperatura a 45 °C.
Para el caso de la a-amilasa, se disminuy6 el pH a 5.5 con acido citrico 0.1 N,

utilizando diferentes dosis de enzima (50 y 100 ul) y el tiempo de hidrdlisis (15, 30,

45 y 60 minutos), manteniendo la temperatura a 70 °C.

Tabla 5. Tratamiento para la hidrolisis con enzimas comerciales (Etapa 2).

ENZIMA MALTA DE DOSIS (ul) TIEMPO
AMARANTO (minutos)
a-amilasa Sin gelatinizar
Gelatinizado 50y 100 15, 30, 45, 60, 120
glucoamilasa Sin gelatinizar
Gelatinizado




11. 4 Elaboracién de cerveza

En el siguiente diagrama (Figura 15) se muestra el proceso para la
elaboracion de cerveza a base de amaranto malteado, comenzando con (1) la
Sacarificacion de la malta de amaranto, (2) seguido por la Coccién y (3) adicién de
lGpulo, posteriormente con el (4) Enfriado (5) Inoculacion del mosto dulce con la
levadura para finalizar con (6) la Fermentacion. Cada etapa se explica con detalle

a continuacion.

Figura 15. Diagrama de elaboracién de cerveza.

11.4.1 Coccibn

Una vez filtrado el mosto obtenido de la sacarificacion de la malta de
amaranto por los distintos métodos de hidrdlisis, se llevé a ebullicion por 1.5 horas.
En esta etapa se adicionaron 6 gramos de lupulo Crystal con un porcentaje de
alfa-acidos de 5.4, y 10 gramos del lipulo Tetthang con un porcentaje de alfa-
acidos de 4.1, reportados en el empaque (Haz Chela, México). Una vez
transcurrido el tiempo de coccién se enfrié el mosto a una temperatura de 20 °C
para inocular la cerveza con 3.5 g de levadura Saflager W-34/70 previamente

activada en una solucion de glucosa 1 g/L.

I —




11.4.2 Fermentacién-Maduracién

Se traspaso el mosto dulce enfriado previamente a 20°C a un fermentador
de 4 litros. La fermentacion se llevo a cabo durante 7 dias a una temperatura de
16 °C. Para embotellar se esterilizaron 200 ml de una solucién de sacarosa 6 g/L,
se mezclo con la cerveza verde para posteriormente traspasar a botellas ambar y

dejar madurando por 21 dias a 10 °C.

11.5 Cuantificaciéon de AzlUcares Reductores Directos

Se cuantificaron los carbohidratos disponibles presentes en cada
tratamiento hidrolitico por el método de Miller (1995) para cada tratamiento de
hidrdlisis de almidon con el reactivo de DNS. Se colocaron 0.1 ml de cada muestra
(semilla de amaranto, mosto, cerveza verde y cerveza madura) y 0.1 ml de DNS
en un tubo de ensaye se llevaron a ebullicibn por 5 minutos y se enfriaron
colocandolos en un bafio de hielo, se adicionaron 2 ml de agua destilada, se
agitaron y dejaron a temperatura ambiente para posteriormente leerlos en el
espectrofotometro ThermoSpectronic Modelo Biomate 3 a una longitud de onda de
540 nm.

La concentracion de azucares reductores se determing utilizando una curva
de calibracién (Anexo A) graficando absorbancia en funcion de la concentracion.
Para obtener esta curva se prepararon soluciones de 0, 62.5, 125, 187.5 y 250
mg/L, utilizando glucosa como estandar, tratandolas de la misma manera que las

muestras.



11.6 Determinacién de pH

Se calibré el potenciémetro (Conductronic PC45) con las soluciones
reguladoras de pH 4 y pH 7, posteriormente se sumergié el electrodo en las
muestras a temperatura ambiente. Se efectud el andlisis por triplicado enjuagando

el electrodo con agua destilada entre cada muestra.

11.7 Determinacién de alcohol por cromatografia de gases

Se cuantificé la concentracion de alcohol presente en las cervezas de
amaranto para cada tratamiento mediante cromatografia de gases. Se utilizé6 un
cromatografo marca Aligent 19091 modelo M413, equipado con una columna
capilar HP-5 (30 m x 320 pum x 0.25 um), un detector FID; las condiciones de
operacion fueron: temperatura de inyeccion 100 °C, temperatura del horno 100 °C,
nitrdgeno como gas acarreador con un flujo de 1 ml/min y una presién de 6.11 psi

y un volumen de inyeccién de 1 pl.

Se elaboré una curva estandar (Grafica 2, Anexo B) con concentraciones de
1 al 10 % v/v para la determinacion de alcohol presente en las cervezas de
amaranto con los distintos tratamientos, el modelo sugerido tuvo un ajuste del
93.6 %.



11. 8 Disefio experimental y Métodos Estadisticos

Para cada experimento se propuso un Disefio Completamente al azar
(DCA) realizando un ANOVA de uno o dos factores, segun el caso. Se la misma
manera se realizd6 la prueba post-hock (Tukey) para los estimadores de
carbohidratos presentes en el mosto sometidos a los distintos tratamientos

hidroliticos con un a=0.05.

En las siguientes tablas se describen las unidades experimentales, los
factores y niveles a evaluar, las variables dependientes e independientes,
repeticiones y niumero de datos para cada experimento. Asi como las hipotesis

experimentales para cada ensayo.

Tabla 6. DCA para el analisis de la semilla de amaranto.

Unidad experimental: caja petri con 110 semillas
Factor: Viabilidad
Nivel: 1

Variable independiente: | 2 horas @30°C en sal de tetrazolio 1%
Numero de semillas germinadas
Variable dependiente: | Capacidad germinativa (%)

Energia germinativa (%)

Latencia (%)

Repeticiones: 3

Datos: 330 semillas




Tabla 7. DCA para la obtencién de malta de amaranto

Unidad experimental:

charola con 100 g de semilla de amaranto

Solucién | NaOH (0.2 %)
Factor: 2 Agua
Remojo Intermitente
Aspersion
A NaOH (0.2 %) intermitente
Tratamientos 4 B NaOH (0.2 %) aspersion
C Agua, intermitente
D Agua, aspersion
Variable independiente: | 3 dias @ 22 °C
Germinacion
Variable dependiente: | Presencia de hongo
Olor
Color
Tamaiio de raiz
Repeticiones: 3
Datos: 300 g de semilla de amaranto
e SOLUCION

Ho: No hay efecto de la solucion utilizada sobre la germinacion de la semilla de

amaranto.

(Solucion de NaOH 0.2 % = Solucion de agua destilada)

Ha: Para al menos un nivel de solucion utilizada la germinacion de la semilla

difiere.

(Solucion de NaOH 0.2 % # Solucién de agua destilada)

e REMOJO

Ho: No hay efecto del tipo de remojo utilizado sobre la germinacion de la

semilla de amaranto.

(Remojo intermitente = Remojo por aspersion)




Ha: Para al menos un nivel de remojo la germinacion de la semilla difiere.

(Remojo intermitente # Remojo por aspersion)

e TRATAMIENTOS

Ho: No hay efecto del tratamiento utilizado sobre la germinacion de la semilla de

amaranto.

(Tratamiento A = Tratamiento B = Tratamiento C = Tratamiento D)

Ha: Al menos un tratamiento difiere en la germinacion de la semilla de amaranto.

(Tratamiento A # Tratamiento B # Tratamiento C # Tratamiento D)

Tabla 8. DCA para la hidroélisis natural de la semillay malta de amaranto.

Unidad experimental:

3 g de malta de amaranto

Factor:

Tratamientos:

2 | Horas de maceracion 0
1
2
3
Sustrato Semilla
Malta
8 | So, S1, S», Ss
Mo, M1, M2, M3

Variable independiente:

3 g de sustrato en 50 ml de agua @ 65°C

Viscosidad

Variable dependiente: Color

pH

Azucares Reductores Directos (%)
Repeticiones: 2

Datos:

16




¢ HORAS DE MACERACION

Ho: No hay efecto del tiempo de maceracidon sobre la concentracién de azucares

reductores extraidos en el mosto.
(Moh = M1p = M2 = M3p)

Ha: Para al menos un nivel de horas de maceracion la concentracion de azlcares

reductores difiere.
(Mon # M1p # Map # M3p)
. SUSTRATO

Ho: No hay efecto del sustrato utilizado sobre la concentracion de azucares

reductores extraidos en el mosto.
[AR semilla] = [AR malta]

Ha: Para al menos un nivel de sustrato difiere en la concentracion de azuUcares

reductores extraidos en el mosto.
[AR semilla] # [AR malta]
o TRATAMIENTOS

Ho: No hay efecto del tratamiento utilizado sobre la concentracion de azucares

reductores extraidos en el mosto.
(Tso=Ts1=Ts2=Tsz3=Tmo=Tmr = Tmz = Twma)

Ha: Al menos un tratamiento difiere en la concentracion de azlcares reductores

extraidos en el mosto.

(Tso# Ts1# Ts2# Tsz# Tmo # Tm1 # Tz # Twua)



Tabla 9. DCA para la hidrélisis quimica de la semilla y malta de amaranto.

Unidad experimental: 3 g de malta de amaranto
0
Factor: 2 Minutos de reaccion 3
15
30
60
Sustrato Semilla
Malta
Tratamientos: 10 | So, S3, Si15, S30, Seo
Mo, M3, M5, M3g, Meo

Variable independiente: | 3 g de sustrato en 50 ml de agua @ 65°C

Viscosidad
Variable dependiente: Color

pH

Azlcares Reductores Directos (%)
Repeticiones: 2
Datos: 20

e TIEMPO DE REACCION

Ho: No hay efecto del tiempo de reaccion del acido sobre la concentracion de
azucares reductores extraidos en el mosto.
(TRXo = TRX3 = TRX35 = TRX30 = TRX40)

Ha: Para al menos un nivel de tiempo de reaccion la concentracion de
azucares reductores difiere.
(TRXo # TRX3 # TRX15 # TRX30 # TRXg0)

e SUSTRATO

Ho: No hay efecto del sustrato utilizado sobre la concentracion de azucares
reductores extraidos en el mosto.
[AR semilla] = [AR malta]



Ha: Para al menos un nivel de sustrato difiere en la concentracion de azlcares

reductores extraidos en el mosto.
[AR semilla] # [AR malta]

e TRATAMIENTOS

Ho: No hay efecto el tratamiento utilizado sobre la concentracion de azlcares

reductores extraidos en el mosto.
(TSO = TSg = TS;|_5 = TSgo = TSeo = TMO = TM3 = TM15 = TM30 = TMeo)

Ha: Al menos un tratamiento difiere en la concentracion de azUcares reductores

extraidos en el mosto.
(TSo # TS3 # TS15 # TS30 # TSe0 # TMo # TM3 # TM15 # TM3o # TMeo)

Tabla 10. DCA para la hidrélisis enzimatica utilizando cebada (Etapa 1).

Unidad experimental: Lote 3 litros de cerveza
Factor: 1 [ Adicién de cebada 10%
20%
Tratamientos: 2 |90 % amaranto : 10 % cebada
80 % amaranto : 20 % cebada

Variable independiente: | Malta de amaranto, 7 dias de fermentacion @ 10 °C
Variable dependiente: Viscosidad

Color

pH

Azlcares Reductores Directos (%)
Repeticiones: 1
Datos: 2

Ho: No hay efecto del porcentaje de cebada utilizada sobre la concentracion de
azucares reductores extraidos en el mosto.
[AR] Amaranto: cebada (90:10) = [AR] Amaranto: cebada (80:20)



Ha: Al menos un porcentaje de cebada utilizada difiere en la concentracion de
azucares reductores extraidos en el mosto.
[AR] Amaranto: cebada (90:10) # [AR] Amaranto: cebada (80:20)

Tabla 11. DCA para la hidrélisis enzimatica utilizando enzimas comerciales

(Etapa 2).
Unidad experimental: 3 g de malta de amaranto
amilasa
Enzima comercial glucoamilasa
Factor: 3 S
Gelatinizada No
5
Minutos de reaccién | 15
30
60
120
AG5, AG15, AG30, AG60, AG120
Tratamientos: 20 | A5, A15, A30, A60, A120
GG5, GG15, GG30, GG60, GG120
G5, G15,G30, G60, G120

Variable independiente: | 3 g de sustrato en 50 ml de agua @ 65°C

Variable dependiente: Azucares Reductores Directos (%)
Repeticiones: 2
Datos: 40

e ENZIMA COMERCIAL

Ho: No hay efecto de la enzima comercial utilizada sobre la concentracion de

azucares reductores extraidos en el mosto.

[AR] AMILASA = [AR] GLUCOAMILASA



Ha: Para al menos un nivel de enzima comercial la concentracion de azucares
reductores difiere.
[AR] AMILASA # [AR] GLUCOAMILASA

e ESTADO DEL MOSTO

Ho: No hay efecto del estado del mosto sobre la concentracion de azucares
reductores extraidos en el mosto.

[AR] Mosto sin gelatinizar = [AR] Mosto gelatinizado

Ha: Para al menos un nivel de estado del mosto la concentracion de azUcares
reductores difiere.
[AR] Mosto sin gelatinizar # [AR] Mosto gelatinizado

e TIEMPO DE REACCION

Ho: No hay efecto del tiempo de reaccion de la enzima sobre la concentracion
de azucares reductores extraidos en el mosto.
(TRXs = TRX15 = TRX30 = TRXg0 = TRXg0 = TRX120)

Ha: Para al menos un nivel de tiempo de reaccion la concentracion de

azUcares reductores extraidos en el mosto difiere.

(TRXs # TRX15 # TRX30 # TRXe0 # TRXe0 # TRX120)

e TRATAMIENTOS
Ho: No hay efecto en la concentracion de azuUcares reductores sobre el

tratamiento utilizado.

AGs = AG15 = AG3zg = AGgo = AG120 = As = A1s5= Azg = Asp = A120 = GGs = GGy5 =
GG3p = GGgo = GG120 = G5 = G15 = G3p = Geg = G120



Ha: Al menos un tratamiento difiere en la concentracion de azlcares reductores

extraidos en el mosto.

AGs # AG1s5 # AGz0 # AGeo # AG120 7 As # A1s # Ao # Aeo # A120 # GGs # GG #
GG30# GGep # GGi20 # Gs # Gis # G3p # Geo # G120

Tabla 12. DCA para cuantificar el porcentaje de alcohol en cervezas maduras.

Unidad experimental: 25 ml de cerveza verde
100 % amaranto
100 % amaranto pH ajustado

Factor: 1 ["Hidrolisis acida
Hidrdlisis con cebada
Hidrélisis con enzimas comerciales
100 % amaranto
100 % amaranto pH ajustado
Tratamientos: 5

Hidrdlisis acida

Hidrolisis con cebada

Hidrélisis con enzimas comerciales
Variable independiente: | 0.1 pl de cerveza desgasificada
Variable dependiente: Porcentaje de alcohol

Repeticiones: 3

Datos: 15

e PORCENTAJE DE OH EN CERVEZAS MADURAS

Ho: No hay efecto del tipo de hidrdlisis aplicado al mosto sobre el porcentaje

de alcohol en las cervezas maduras.

[OH] 100 9% amaranto = [OH] 100 % pH ajustado = [OH] Hidrslisis acida = [OH] widrolisis cebada =

[OH] Hidrdlisis enzimas comerciales

Ha: Al menos un porcentaje de alcohol en las cervezas maduras difiere.

[OH] 100 % amaranto # [OH] 100 % pH ajustado # [OH] Hidrdlisis acida # [OH] Hidrdlisis cebada #

[O H] Hidrolisis enzimas comerciales



Capitulo 12. Resultados y discusion

12.1 Anédlisis de la semilla de amaranto

Es importante partir con una semilla con las caracteristicas adecuadas para
que el proceso de germinacién se vea beneficiado, para esto fue importante
realizar pruebas de calidad a la semilla de amaranto. Se realiz6 una evaluacion
visual de la semilla (Figura 16), la cual muestra un color amarillo hueso, olor
limpio (a cereal), sin signos de contaminacion, asi como tamafio homogéneo,
minima cantidad de granos dafiados y sin presencia de semillas con indicio de
germinacion. La presencia de basura y cuerpos extrafios ocasiono la necesidad de

cribar la semilla pasandola por una malla No. 10.

Figura 16. Semilla de amaranto.

12.1.1 Prueba de viabilidad

La prueba de tetrazolio, es una prueba bioguimica utilizada para medir la
actividad respiratoria asociada a la cadena de transporte de electrones en las
semillas o granos de cereales; de esta manera podemos conocer la juventud de la
semilla y su capacidad de germinar; sumergiendo las semillas en solucion de sal

de tetrazolio (cloruro de 2, 3,5-trifenil-tetrazolio).
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En el proceso de reduccion en las células vivas, los tetrazoles actian como
aceptadores de los electrones liberados por la enzima deshidrogenasa,
particularmente del &cido malico, reduciendo la sal de tetrazolio y formando una
sustancia roja, estable y no difundible, el trifenil-formazan (Victoria et al., 2006)
(Figura 17).

2 2
N—N— + N——NH—R
5 M R 2H 5 N HCI
R—C —_— R—C\‘
JYSSEECEE N——N——-R’
o]
SAL TETRAZOLIUM FORMAZAN
(sal incolora,soluble,oxidada) (sal con pigmentacion rojiza

insoluble, reducida)

Figura 17. Reduccién Sal de Tetrazolio (Lopez, 2012).

Esta sustancia se establece con diferentes grados de tincion y en distintas
regiones de la semilla, por ejemplo: radicula, plimula, eje embrional y cotiledones
entre otros; indicando que existe actividad respiratoria en las mitocondrias, por lo
tanto existe viabilidad celular y del tejido. El trifenil-formazan se establecio
principalmente en los cotiledones y el endospermo de la semilla, la parte del
perispermo permanecioé incolora (Figura 18). Se obtuvo una viabilidad promedio de
la semilla de amaranto de 98.18 %, el cual es superior al 96 % reportado por
Kreisz en el 2009.
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Figura 18. Semillas de amaranto en sal de
tetrazolio y tincién después de la reaccion.

Estimando la capacidad y energia germinativa, nos permitira medir el
porcentaje de granos que no estan latentes, el cual es un estado fisiologico
transitorio o de inmadurez que impedira al grano germinar a pesar de tener las
condiciones adecuadas, este dato se obtiene por diferencia de la capacidad

germinativa y de la energia de germinacion (Garibay, 1993).
Capacidad germinativa — Energia germinativa = Latencia
En la Tabla 6, se muestra el porcentaje de viabilidad, energia y latencia
para cada muestra los cuales arrojaron estimados promedio de 98.18 %, 94.33 %,

y 3.84 % respectivamente; por lo que la semilla de amaranto se considerd
saludable y adecuada favorable para una buena germinacion.

Tabla 13. Viabilidad de la semilla de amaranto.

Muestra | Viabilidad (%) | Energia Germinativa (%) | Latencia (%)
1 97.27 93.81 3.46
2 98.18 93.92 4.26
3 99.09 95.27 3.82
Promedio 98.18 94.33 3.84
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12.2 Pruebas de germinacion

Tabla 14. Tratamientos germinativos evaluados en la semilla de amaranto.

Tratamiento | Solucién Descripcion

NaOH | Remojo intermitente (NaOH: aire) (4 h: 1.5 h: 2 h: 1.5 h)

B 0.2% | Remoijo inicial 4 horas, hidratacién por aspersion cada 3 horas
C Agua Remojo intermitente (agua: aire) (4 h: 1.5 h: 2 h: 1.5 h)
D Remojo inicial 4 horas, hidratacion por aspersion cada 3 horas

Se cuenta con poca informacion respecto al malteo de granos o semillas
para la elaboracion de cerveza, hasta hace poco De Meo et al. (2011) en ltalia,
compararon distintos cereales y pseudocereales como alternativa para la
elaboracion de una cerveza libre gluten. Para ello, realizaron un proceso de
malteo, con distintos dias de germinacion (3, 6, 7 dias), temperaturas desde 8
hasta 25 °C, asi como el uso de un pre-tratamiento a las semillas, remojandolas
intermitentemente en una solucion de hidréxido de sodio (NaOH 0.2% p/v) para

evitar la contaminacion del germinado.

Concluyeron que germinar a una temperatura de 25 °C aumenta el poder de
germinacion, en cambio germinar a una temperatura de 8 y 10 °C disminuye la
capacidad germinativa de la semilla; y al realizar el pre-tratamiento con NaOH al

0.2 % plv se previene el ataque microbiano a la semilla durante la germinacion.

Durante la marcha se realizaron distintas pruebas en las que se variaron los
tiempos de remojo, los tiempos de exposicidén de la semilla y el tamafio del lecho.
Los resultados mostraron que dejar la semilla remojando por mas de 4 horas y/o
formar las capas del lecho superiores a los 10 cm, provocaba la fermentacion de la
semilla, generando espuma en el sistema y desprendimiento de olores

desagradables, como a yogurt pasado.




Con base en estos resultados, se propusieron los tratamientos finales para
la germinaciéon de la semilla, explicados en la Tabla 7. Se evalué el remojo
intermitente, el cual consisti6 en sumergir la semilla por 4 horas, y después
exponerla por 1.5 horas fuera del liquido para permitir su respiracion y liberacion
de calor, posteriormente se vuelven a remojar por 2 horas para finalmente volver a

retirarlas del medio acuoso.

Por otro lado, se evaluo el efecto que produce la hidratacion por aspersion,
realizando inicialmente un remojo por 4 horas, para después extenderlas en
charolas sin superar los 10 cm de altura del lecho. Las semillas se hidrataron cada
3 horas por medio de aspersién y movimiento del lecho. Los liquidos de remojo
sometidos a prueba fueron la solucion alcalina de NaOH al 0.2 % p/v y agua
destilada.

Los tratamientos presentaron diferencia marcadas, aquellos en los que la
germinacion fue llevada a cabo en cajas de aluminio y agua, lo hicieron bajo
circunstancias normales, sin embargo, la presencia de NaOH reaccioné con el
aluminio produciendo aluminatos (Al (OH)3)— los cuales actian como anféteros.
La presencia de los aluminatos provocaron corrosion de las cajas (Figura 19)
ejerciendo un efecto negativo en la germinacién de las semillas, obteniendo un
porcentaje de germinacion para el amaranto sin tratar (AST) del 80 %, y para el
amaranto tratado (AT) del 40 %, siendo la mitad respecto al no tratado; asi como

un efecto de burbujeo debido a la formacién de hidrégeno.



Tratamiento A TratamientoB TratamientoC TratamientoD

Figura 19. Corrosion de cajas de aluminio durante la germinacion con NaOH.

Al observar que las cajas de aluminio reaccionaban con el NaOH, se
cambiaron por charolas de plastico para evitar que los aluminatos ejercieran un
efecto durante la germinaciéon. Para el primer dia de germinacion, los 4
tratamientos nos sufrieron cambios visuales significativos, Unicamente la absorcion
del agua por parte de la semilla provocando un incremento en tamafo y
tornandose cristalina, permitiendo diferenciar las partes de la semilla del amaranto
(Figura 20). Por otro lado, las semillas tratadas con NaOH comenzaron a tomar un

color amarillo quemado.
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Figura 20. . Estructura cristalina del amaranto.
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La absorcién de agua y expansion del grano fue mas notoria al dia 2 de
germinacioén, asi como la aparicion de algunas raices se hizo evidente. En cuanto
al poder germinativo, en las semillas tratadas con NaOH y remojo intermitente (A)
no hubo indicios de germinacién; en el tratamiento por aspersion (B) solo algunas
semillas iniciaron su germinacion, aunque no homogénea y presentando para

ambos tratamientos cambios en la coloracion de las semillas (Figura 21).

Figura 21. Dia 2, semillas de amaranto
germinados con NaOH (Tratamientos Ay B).

En las semillas geminadas con agua (C y D), la raiz comenzé a ser mas
notoria sin importar el tratamiento, el tratamiento con agua por aspersion presento
el mayor nimero de semillas germinadas; en ambos tratamientos el color amarillo

hueso de las semillas permaneci6 durante el segundo dia (Figura 22).

Figura 22. Dia 2, semillas de amaranto
germinados con NaOH (Tratamientos Cy D).
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Para el tercer en las semillas tratadas con NaOH remojo intermitente
(Tratamiento A) no se observaron indicios de germinacion, por lo que se asumio
gue la presencia del hidroxido de sodio elevo el pH de la semilla, afectando el
paquete enzimatico, inhibiendo la sintesis del &cido giberélico y deteniendo el
crecimiento de la raiz de la semilla.

Las semillas con el tratamiento por aspersion (Tratamiento B), germinaron
de manera no homogénea, dando un tamafio de raiz entre 0.1 a 0.5 cm.
En cambio las semillas de amaranto germinadas con agua, en ambos tratamientos
(C y D) presentaron mayor capacidad y velocidad germinativa, asi como un
tamafio de raiz con una longitud de 2 a 3 veces mayor, es decir de 1.5 cm para
Cy 1 cm paralas D (Figura 23).

Figura 23. Tamafio de las raices de semillas de
amaranto germinadas.

No obstante, la presencia de hongos en la raiz de las semillas tratadas con
agua fue mas evidente en las tratadas con el remojo intermitente (Tratamiento C)
gue en las de remojo por aspersion cada 3 horas (Tratamiento D). En la Figura 24,
se muestra la raiz de la semilla de amaranto con el Tratamiento D libre de
contaminacion, asi mismo se muestra la raiz de la semilla contaminada al utilizar

el tratamiento C.
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Figura 24. (1) Vista en microscopio (10 x) de la raiz de la semilla de amaranto
(Tratamiento D). (2) Vista en microscopio (10 x) de laraiz de la semilla de
amaranto (Tratamiento C).

Noeltin et al. (2004) han identificado diferentes géneros de hongos fungicos
presentes durante la germinaciéon de la semilla de amaranto. Registraron un total
de catorce géneros flungicos (de campo y de almacenamiento) siendo Alternaria el
género aislado con mayor frecuencia. Las semillas de A. hypochondriacus
exhibieron una mayor contaminacién por Mucor, Rhizopus, Fusarium; en tanto que
las semillas de A.cruentus presentaron una mayor contaminacién por Alternaria,

Aspergillus y Penicillium.

De los tratamientos evaluados, el que presentdé mejores resultados para
obtener la malta de amaranto libre de contaminacion fue el D consistente en un
remojo de 4 horas e hidratacion intermitente por medio de aspersion. Pese que
ambos tratamientos (C y D) obtuvieron una energia germinativa superior, se
atribuye a que en el tratamiento C, la semilla al tener una mayor disposicion de
agua, comenzo primero el proceso de pudricion haciendo mas susceptible las

semillas al ataque microbiano.
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En el tratamiento D, al permitir que la semilla respire por periodos mas
largos, y que la disposicibn de agua y humedad sea menor, se disminuye la

probabilidad de que la semilla sea foco para un ataque microbiano.

Por lo tanto, utilizar el NaOH como pretratamiento alcalino para evitar la
contaminacion de la malta como lo sugiere De Meo et al. (2011), no fue eficiente,
ya que ejercid un efecto negativo en la velocidad de germinaciéon, aunque si

disminuy6 la contaminacion en la malta de amaranto.

Hager et al., en Berlin en el 2014, reporta que la semilla de quinoa
(del mismo género que el amaranto) presenta baja actividad de la a-amilasa en el
embrién de las semillas sin germinar, pero emergen en el perispermo después de
24 horas de germinacion. El contenido inicial de almidon estimado en semillas de
quinoa no germinadas, fue del 52% el cual comenz6 a decrecer después de 24
horas de haber iniciado la germinacion estimando una concentracion del 39.5%.
De la misma forma la liberacion de glucosa y fructosa, se observaron después de

las 24 y 36 horas de germinacion.

Balasubramanian et al. (1989) reportaron que durante el proceso de
germinacion, la semilla toma parte de los carbohidratos para crecer, liberando en
mayor cantidad azucares no reductores, en forma de sacarosa, la cual decrece del
5.2 al 3.4 % durante las primeras 24 horas, debido principalmente a que la semilla

toma este carbohidrato como fuente de energia (Hager et al., 2014).

Con base en lo anterior y conforme el proceso de malteo se escalaba, fue
necesario someter a distintos tiempos de remojo la semilla de amaranto dado que
entre mayor cantidad de semilla se utilizaba, ésta requeria un mayor tiempo de
contacto con el liquido. Después de distintas pruebas se estandarizé un proceso
de malteo, con el que se obtiene malta de amaranto libre de contaminacién, el cual

se explica a continuacion.



Figura 25. Diagrama de flujo para obtener malta de amaranto.
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En la Figura 25, se muestra el diagrama de flujo seguido para la elaboracion
de la malta de amaranto. Se realiz6 la limpieza de 2 kg de semilla de amaranto,
retirando material ajeno a esta como palos, hojas y polvo al pasar la semilla por
una malla No. 10. Se lavé la semilla de amaranto con agua purificada para iniciar
el remojo con relacién 1:3 por un periodo de 4 horas a temperatura ambiente
cubriendo el recipiente con una gasa, posteriormente se formaron lechos no
mayores a 5 cm de altura de semilla de amaranto en charolas de plastico
(60 cm X 30 cm) para la germinacion por 3 dias de la semilla. Se favorecio la
respiracion de ésta mezclando el lecho de amaranto cada 3-4 horas y adicionando

agua por aspersion para evitar que la semilla se secara.

La germinacion se detuvo al tercer dia colocando la semilla germinada en
charolas de aluminio por 42 horas a 50 °C. Una vez obtenida la malta de amaranto
se disminuyé el tamafio de particula con ayuda de un molino de café
(Krups GX4100), triturando el grano por no mas de 10 segundos para evitar que

todas las semillas se transformaran en harina y se diera el efecto talco en la malta.



12.3 Sacarificacion

12.3.1 Natural

Una vez que se obtuvo la malta de amaranto, se procedié a la elaboracion
de cerveza de acuerdo a la maceracion tradicional realizada en la cebada, Figura
26. El granulo de almidon presente en el amaranto mide menos de 1 pm, y es
considerado de los mas pequefios dentro de los cereales (Morales, 2009), por lo
tanto se aumentod el tiempo de sacarificacion (etapa 3), permitiendo la difusion del

agua hacia el granulo por periodos de 1, 2 y 3 horas (Tabla 8).

o o
o 68 °C

Tiempo
0

38°C Y
s

Protedlisis

0 20 40 60 80 100 120 140
minutos

Figura 26. Maceracion escalonada para obtencion del mosto.
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Tabla 15. Hidrdlisis natural.

Tratamiento | Sustrato Tiempo de hidrdlisis Variable respuesta
natural (horas)
So
S Semilla de Control
S, amaranto
Ss 1 % de azUcares reductores
Mo directos
M Malta de 2
M, amaranto
M3 3

e Etapa 1. Ajuste del pH del mosto

El mosto que se obtuvo a partir de la malta de amaranto presenté un pH de
6.5, por lo que se evalud el efecto que produce el pH del mosto para permitir que
la levadura pueda transformar los carbohidratos presentes en la malta de
amaranto (Tabla 9). Se elaboraron dos cervezas teniendo una como control,
manteniendo el pH original del mosto de 6.5, y otro tratamiento en el que se

acidificé el mosto a pH 5.5 con &cido citrico 0.1 N.

Tabla 16. Tratamiento de hidrdlisis natural ajustando el pH.

Tratamiento Mosto Descripcion
Control El mosto permanece con el pH original (6.54)
Ajustado Adicion de acido citrico 0.1 N para obtener el mosto a
pH 5.5




e FEtapa 2. Maceracion

Se continud con la maceracion escalonada antes mencionada, modificando el
tiempo de maceracion (1, 2 y 3 horas) a 65 °C para favorecer que la beta amilasa

actie de manera mas eficiente en la hidrdlisis del almidén. En la Figura 27, se

muestran las unidades experimentales para la maceracion de la semilla y malta de
amaranto.

Figura 27. Hidrélisis natural en semillay malta de amaranto.
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Figura 28. Maceracion durante 0, 1, 2y 3 horas de la semilla de amaranto.
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Cuando se adiciona agua a la harina y a la malta de amaranto, ésta penetra
por difusién a los granulos de almidén, hinchandolos ligeramente cerca del 5 %
hasta alcanzar la saturacion, la cual decrece al incrementar la temperatura del
sistema debido a la perdida de solidos solubles durante el remojo
(Calzetta et al., 2005). EI cambio de volumen y la absorcibn de agua son
reversibles si el calor del sistema esta por debajo de la temperatura de
gelatinizacion (65 a 68 °C), como en la unidad experimental control (So) que no se

calenté y por ello no sufri6 cambios.

Al adicionar agua caliente a la harina de semilla de amaranto (S;), el agua y
el calor favorecieron la alteracion de la estructura del granulo, provocando su
hinchamiento permitiendo la liberacion de la amilosa e incrementando su
viscosidad. El calentamiento del almidén causa ruptura de los puentes de
hidrogeno entre las cadenas del almidon y con la liberacion de la amilosa se

produce un gel débil en el sistema (Cruz-Ruiz, 2012) (Figura 28).

Esta viscosidad, atribuida a la gelatinizacion del almidén, incrementa
conforme el tiempo de maceracion también aumenta, generando una pasta de
almidon, en la que la mayoria de los granulos se encuentran hinchados, dafiados
y/o fragmentados, dificultando su manejo de este pero se forma un gel resistente
debido a la ruptura de la amilopectina, como se observé en los tratamientos
(S1, S2 ¥ S3).

Calzetta et al. (2005) reportaron que la temperatura a la cual los granulos
de almidén comienzan su gelatinizacién corresponde a los 64 °C. Por otro lado,
en India Kaur et al., en el 2010, establecieron que la baja actividad catalitica de la
a-amilasa es responsable de conferir las propiedades adecuadas para la

formacioén de la pasta al incrementar su viscosidad.



La actividad de la a-amilasa fue inversamente relacionada a la dureza del
gel, gomosidad y adhesividad, aunque la correlacion no fue significativa.
La firmeza de gel es causada principalmente por la retrodegradacion del almidén,
gue se asocia con la sinéresis de agua y la cristalizaciéon de la amilosa, que

conduce a geles mas duros.

Figura 29. Malta de amaranto macerada durante distintos tiempos.

Durante la hidrdlisis natural de la malta de amaranto, se puede observar
que la accion de las enzimas amiloliticas como las glucanasas y amilasa,
sintetizadas durante el malteo ejercen un efecto significativo al reducir la
viscosidad de mosto, tal como lo reportan Hager et al., en el 2014. Un detalle que
salta a la vista es la obtencion de un mosto color rosa (Figura 29) esto se debe a
gue durante la germinacion no solo se sintetizan enzimas sino también otros
metabolitos que confieren color al liquido, llamados betalainas, principalmente la
amarantina que existe como sal en las vacuolas de las células vegetales
(Paredes, Lépez, 2013). Sin embargo, la estabilidad del pigmento no es tan

grande, comienza a degradarse al superar temperaturas de 68 °C.
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Gréfica 1. Cuantificacién de los azUcares obtenidos por hidrélisis natural de la

semillay malta de amaranto.

Comparando el porcentaje de azUcares reductores presentes en los
distintos tratamientos, podemos observar en la Gréfica 1, que la maceracion de las
semillas de amaranto duplico los azlcares reductores respecto a la malta de
amaranto. Chauhan et al., en India en el 2015, sefiala que la concentracion de
carbohidratos en semillas germinadas disminuye debido al incremento de las
enzimas amilasas que hidrolizan el almidén liberando carbohidratos mas simples y

faciles de digerir.

A pesar que se obtiene un mayor porcentaje de azlcares en la semilla de
amaranto, cuando se somete a un calentamiento y se forma la pasta de almiddn,
se dificulta su manejo para su futuro uso. Para ambos tratamientos, resulta
significativo el efecto del tiempo de maceracion (1 y 3 horas) para extraer en el
mosto los carbohidratos presentes en la semilla y malta de amaranto, con una
probabilidad de P (0.0486, y 0.0216), respectivamente.
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Por el método natural, la hidrdlisis de la malata de amaranto resultd poco
eficiente para la extraccion estimada del 5% de los azUcares reductores en el
mosto, con 3 horas de maceracién. La actividad amilolitica, reportada por
Hager en el 2014 en la semilla de quinoa, es significativamente baja comparada
con la de la cebada, estimando de 30-60 U/g para la quinoa y 180 U/g para la

cebada después de 72 horas de germinacion.

En el primer dia la actividad fermentativa no generé cambios significativos,
pero al dia tres se observo la formacion de espuma mas vigorosa, sefal positiva
de que la transformacién de azucares esta ocurriendo. Al final de la fermentacion,

se obtuvo una cerveza con un porcentaje de alcohol de 1. 006 + 0.087 v/v.

El poder diastasico del amaranto esta reportado como bajo, es por esto que
al elaborar una cerveza fermentando el mosto obtenido por el método natural, el
efecto de la actividad amilolitica de la malta de amaranto fue baja, y a pesar de
aumentar el tiempo de maceracion hasta 3 h, no se presentaron diferencias

significativas en el porcentaje de azucares reductores extraidos.



En la Figura 30, podemos observar la intensidad de la fermentacion

indirectamente por el del dioxido de carbono y espuma generados durante el

proceso.

Figura 30. Hidrélisis natural. Estimacion de la intensidad de la fermentaciéon por el CO, y
espuma generados.
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Figura 31. Cerveza madura de amaranto 100 %.
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12.3.2 Quimica

Debido al bajo poder diastasico que present6 la malta de amaranto y por lo
tanto la baja concentracibn de azlcares reductores obtenidos durante la
maceracion natural en el mosto, se decidié evaluar la hidrélisis del almidon por

otro método, en este caso el método quimico.

Tabla 17. Tratamientos evaluados en la hidrdlisis quimica.

Tratamiento Sustrato Tiempo de hidrolisis Variable respuesta
guimica (minutos)
So
S CONTROL
Sis Semilla de
amaranto 3 % de azucares
S3o
reductores directos
Seo
Mo 15
M3
Mys Malta de 30
amaranto
M3o
Meo 60

La presencia de enlaces a-1,6 en la amilopectina es responsable de la
formacion de zonas amorfas y cristalinas alternadas. Las estructuras de dobles
hélices formadas por cadenas adyacentes de amilopectina dan lugar a la capa
cristalina, mientras que los puntos de ramificacion constituyen las regiones
amorfas. Estas regiones amorfas del granulo de almidon son susceptibles a
reacciones quimicas, por tanto, éstas pueden ser removidas por accion de acidos
(Palma-Rodriguez, 2010).




Se realiz6 la hidrélisis quimica mediante la adicién de HCI concentrado para
romper los enlaces a-1,4 y a-1,6 de las cadenas de almidon, las cuales daran
como producto dextrinas y azucares fermentables siendo éstos ultimos utilizados

por Saccharomyces pastorianus para generar etanol y CO..

Primero, se evalué Unicamente la reacciéon por 3 minutos, pero al no
obtener diferencias significativas se aumenté el tiempo de hidrélisis a sometié a 3,
15, 30 y 60 minutos (Tabla 10).

Los almidones convertidos via hidrolisis é&cida, presentan distintas
caracteristicas, por ejemplo la interrupcion de la estructura cristalina de los
polimeros de almidén por su rapida degradacion a moléculas mas pequefas. Fue
notorio el cambio de viscosidad y cristalinidad del mosto obtenido de la semilla de
amaranto comparado con el obtenido via hidrélisis natural, como se muestran en

la Figura 32.

Figura 32. Hidrélisis quimica de la malta de amaranto.
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El perfil de viscosidad es el reflejo de los cambios granulares que suceden
durante el calentamiento de una dispersion de almidon. Durante la fase de
calentamiento (30 a 95 °C), se presenta un aumento en la viscosidad, la cual es
registrada como el inicio del hinchamiento de los granulos. Al continuar
calentando, los polimeros de bajo peso molecular, particularmente las moléculas
de amilosa, comienzan a lixiviarse desde el granulo y se obtiene un valor maximo

de viscosidad debido al maximo hinchamiento de los granulos.

Palma-Rodriguez (2010) sefiala que los almidones modificados por
hidrolisis acida se pueden utilizar en productos que necesiten un proceso de
calentamiento y que no requieran incrementar su viscosidad. Compara almidones
de papa, maiz y arroz, los cuales fueron modificados quimicamente por hidrélisis
acida, sefialando la influencia del tamafio del granulo para obtener propiedades

especificas para su uso en la industria.

En la Grafica 2, podemos observar que entre mas tiempo consuma la
hidrdlisis quimica, la liberacion de azucares reductores en la malta de amaranto
aumenta. No existié diferencia significativa entre tratamientos (semilla y malta) en
el porcentaje de azlcares extraidos en los tiempos 0, 3, 30 y 60 minutos, excepto
a los 15 minutos de hidrélisis cuando se obtuvo un porcentaje estimado de
azucares reductores con diferencia significativa P (0.0375).

Sin embargo, hubo diferencias significativas por el efecto del tiempo de
hidrdlisis. La hidrdlisis quimica al minuto 60, que resultd el tiempo conveniente, dio
una concentracion 3 veces mayor que solo permitiendo al HCI actuar por 3
minutos. Los almidones hidrolizados via acida no presentaron un perfil de
formacion de pasta ya que no ocurre el hinchamiento de los granulos debido a la

desorganizacion de la estructura producida por el acido (Palma-Rodriguez, 2010).
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Gréfica 2. Cuantificaciéon de los azUcares obtenidos por hidrélisis quimica de
la semillay malta de amaranto.

En la Figura 33, podemos observar, en funcion del dioxido de carbono y
espuma generada durante la fermentacion, la intensidad del proceso. La formacién
de espuma con caracteristicas jabonosa en la cerveza hidrolizada fue tan vigorosa
qgue sale del sistema; asi mismo el color de la cerveza verde adquirio un color
café-verdoso. Sin embargo, en la cerveza sin hidrolizar la espuma no resulta tan
intensa, tuvo caracteristicas similares a la cerveza elaborada por el método
natural. Utilizando este método hidrolitico se obtuvo una cerveza con un
porcentaje de alcohol 2.72 + 0.361.
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Figura 33. Cerveza elaborada por hidrélisis quimica.

Este método hidrolitico resultd ser el mas efectivo para la obtencion de
azlcares fermentables adecuado para obtener una cerveza con un porcentaje de
alcohol cercano al 3% y tuvo las ventajas de ahorro de tiempo, dinero y espacio en
la elaboracion de la malta. Por lo tanto se podria evitar el malteo del amaranto,
pero no hay que olvidar que el principal ingrediente para la elaboracién de la

cerveza es la malta.

Por otro lado, al ajustar el pH a 5.5 con NaOH al 20% pl/v, se formé NaCl y
se pensé que podria generar problemas osmaticos para la levadura y dificultar la
fermentacion, este caso no parece ser un efecto dominante, dado a que la
fermentacion se llevé a cabo, dando una cerveza de 2.73 % de etanol. Se hizo una
degustacion pre-eliminar con personas expertas en cerveza sefialando que el
ajuste con sosa influy6 en el sabor final de la cerveza, presentando algunas notas

saladas las cuales no son deseadas en la bebida.
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12.3.3 Enzimética

Debido a que la hidrdlisis quimica no produjo los resultados esperados se
propuso la adicion de enzimas para la liberacion de azUcares reductores presentes
en la malta de amaranto; esta hidrdlisis se realiz6 en dos etapas.

e FEtapa 1. Enzimas de malta de cebada.

Con el objetivo de evaluar el efecto de las enzimas presentes en la malta de
cebada para facilitar la hidrélisis de los carbohidratos del amaranto, se evaluaron
dos tratamientos (Tabla 11) con distinta relacién de amaranto y cebada, siendo 90
y 10 % para el tratamiento A, vy de 80 y 20 % para el tratamiento B

respectivamente.

Tabla 18. Hidroélisis enzimatica con la adicién de cebada.

Tratamiento Mosto Descripcién
90:10 Mosto con 90 % malta de amaranto y 10 % malta de cebada
80:20 Mosto con 80 % malta de amaranto y 20 % malta de cebada

En la Gréfica 3 se muestra el porcentaje de azucares reductores extraidos
en el mosto utilizando cebada, no se observé cambio significativo (P> 0.05) en la
concentracion de azucares reductores presentes en el mosto. Pese a que se
aumento la relacion amaranto-cebada no se obtuvo un porcentaje estimado de
carbohidratos superior al 4%. Palma-Rodriguez et al. (2010) reportan que la
variacion morfolégica y composicion quimica en los granulos de almidén, son
caracteristicas que afectan las propiedades funcionales de los granulos, asi como

su susceptibilidad al ataque enzimatico.




Como pudimos observar en la Figura 13, los granulos de almidén en la
malta de quinoa (Chenopodium quinoa) por microscopia electrénica de barrido
segun el estudio de Hager et al. (2014) se encuentran tan compactos y ordenados
gue las capas que cubren cada granulo dificultan que el ataque enzimético pueda

llevarse a cabo.

El objetivo de esta hidrdlisis fue utilizar las enzimas presentes en el grano
de cebada para facilitar la hidrélisis del almidon de la malta de amaranto, sin
embargo no se continu6 el aumento de cebada a la mezcla, dado a que el aporte
de malta de cebada genero la presencia de atributos relacionados a este grano,
principalmente el color del mosto, el cual fue mas marcado en la relacion 80:20;

los demas atributos comenzaron a opacar los sabores y olores del amaranto.

u CERVEZA AMARANTO:CEBADA [80:20]
m CERVEZA AMARANTO:CEBADA [90:10]
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Gréfica 3. Cuantificacién de azucares por hidrélisis enzimatica adicionando
cebada.
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La relacibn amaranto: cebada que result6 mas vigorosa durante la
fermentacion fue la 80:20, no obstante para ambos tratamientos se obtuvo una
cerveza con una concentracion de alcohol estimado del 1.27 % para la relacion
(90:10) y de 1.53 % para la relaciéon (80:20) (Figura 34 y 35).

Figura 34. Efecto de la hidrélisis enzimatica Amaranto: Cebada (80:20) en la
intensidad de la fermentacion juzgada por el CO, y espuma desprendida.

Figura 35. Efecto de la hidrélisis enzimatica Amaranto: Cebada (90:10) en la intensidad
de la fermentacion juzgada por el CO, y espuma desprendida.
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e Etapa 2. Enzimas comerciales.

Figura 36. Enzimas comerciales.

En la segunda etapa de la hidrdlisis enzimatica, se propuso la adicion de las
enzimas comerciales a-amilasa y glucoamilasa (Figura 36), las cuales hidrolizaran
el almidon presente en la malta de amaranto, rompiendo los enlaces glicosidicos
en la union a-1,4 y a-1,6 de los carbohidratos de la amilosa y amilopectina. Se
efectud el siguiente disefio experimental (Tabla 12) en el cual se evalud el efecto
gue produce la enzima utilizada, su dosis y tiempo de accion durante la
sacarificacion de los carbohidratos presentes en el mosto.
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Tabla 19. Hidrélisis enziméatica con enzimas comerciales (Etapa 2).

ENZIMA Malta de DOSIS (pl) TIEMPO
amaranto (minutos)
a-amilasa Sin gelatinizar
Gelatinizado 50 5, 15, 30, 60
Glucoamilasa Sin gelatinizar
Gelatinizado

En la Grafica 4 se muestra el comportamiento de la hidrélisis enzimatica
durante los minutos 5, 15, 30, 45 y 60; la actividad de las enzimas resulté ser
significativamente distinta durante los tiempos evaluados con una P(<0.05), dando
un porcentaje de azucares reductores menor al 5 %. Al realizar la prueba de Tukey
se observé que es la enzima glucoamilasa en el mosto gelatinizado la que actia

liberando mayor cantidad de azucares reductores (Anexo C).

La enzima glucoamilasa presentd una mayor actividad, liberando cerca del
5 % de azUcares reductores a partir del minuto 5, permaneciendo constante
durante los 120 minutos de ensayo. Se observdé que durante los tiempos
evaluados es el mosto gelatinizado en el que la enzima glucoamilasa actia de
mejor manera, coincidiendo con Wang et al. (2006) quienes sefialan la necesidad
de utilizar almidon gelatinizado para que las enzimas puedan actuar con mayor

eficiencia.
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Gréfica 4. Cinética de extracciéon de azucares reductores por enzimas
comerciales.

Se deduce que al utilizar el mosto a una temperatura entre 70 y 75 °C, se
evitdo que las demas enzimas que contribuyen a la hidrdlisis natural del almidén,
por ejemplo las B-amilasas, pululanasas y glucoamilasas, actuaran en el sustrato
para hidrolizarlo, de tal manera que tienden a desnaturalizarse a estas
temperaturas por lo que los Unicos productos que se obtienen de la hidrélisis del
almidén utilizando la enzima a--amilasa serian dextrinas, las cuales

proporcionarian Unicamente cuerpo al mosto sin generar azucares fermentables.
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e Etapa 3. Enzima glucoamilasa

Debido a los resultados anteriores se decidié continuar el estudio enzimatico
Gnicamente con la enzima glucoamilasa, al obtener una concentracion cercana al
5% de azucares reductores se aumentd la dosis de enzima a 100 pl. En la
Gréfica 5, se muestra la cinética de liberacion de azucares reductores en el mosto
de la malta de amaranto, el porcentaje evaluado en los distintos tiempos fueron

significativamente distintos con una P<0.05.

—o—Mosto =E=—Mosto gelatinizado

w ~ 01 O

O T T T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135

tiempo (minutos)

% de azucares reductores directos

Gréfica 5. Cinética de hidroélisis enziméatica con glucoamilasa.

En el caso del mosto sin gelatinizar, la liberacion de azucares reductores
inicio con 4.14 %, pero a los 5 minutos de accion la concentracion no supero el 4%
y fue hasta el minuto 30 cuando se obtuvo la maxima concentracion de azucares
reductores del 5.35 %. La concentracion de azlcares reductores disminuyo

después de los 30 minutos de accion.
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El mosto gelatinizado, inicié con una concentracion de 3.44% sin embargo
se observé un incremento del 54% a los 5 minutos, dando una concentracion de

6.35 %, pero ésta comienza a disminuir a partir de los 15 minutos de accion.

La enzima utilizada para hidrolizar el almidén de la malta de amaranto en
ambos mostos, presenté un comportamiento de inhibicidon por sustrato. En efecto,
Bettin et al. (2010) reportaron que la enzima glucoamilasa presento este fenémeno
de inhibiciéon por sustrato. Esto indica que una alta carga de malto dextrinas,
deseable para mejorar la productividad del proceso, no es conveniente porque
pueden ocurrir los siguientes fendmenos de inhibicién: altas concentraciones de
sustrato de diferente grado de polimerizacion, como son las malto dextrinas,
compiten por el dominio activo de la enzima dificultando su acoplamiento; ademas,
ocasionan restricciones en la transferencia de masa limitando la velocidad de
reaccion y, por ultimo, altas concentraciones de glucosa como producto causan

inhibicion competitiva de la enzima.

Se estimaron los pardmetros cinéticos para la glucoamilasa al hidrolizar el
almidon presente en la malta de amaranto con una velocidad maxima de
0.1817 mg/L min, una constante de afinidad de 4.08 X 10 -5 mg/L; de igual
manera se obtuvo la constante de inhibicion de la enzima, la cual fue de
809.29 mg/L.

Con base en los resultados, se efectuaron modificaciones a los tratamientos
utilizados para la hidrélisis enziméatica con glucoamilasa, con el objetivo de extraer
una concentracion entre 8 y 10 % de carbohidratos utilizando 100 ul de extracto

del enzima en 50 ml de mosto.



Para facilitar la activacion de las enzimas se inicié con una temperatura de
45 °C por 15 minutos, favoreciendo la hidratacion de los granulos de almidén y la
hidrolisis de éste. Posteriormente se elevo la temperatura por 15 minutos a 55 °C
para estimular la protedlisis, después se incrementdé a 65 °C para favorecer la
accion de la B-amilasa, y finalmente se aumento la temperatura a 70 °C para que

la a-amilasa termine la hidrélisis.

La enzima glucoamilasa tiene la capacidad de hidrolizar los enlaces a-1,4
de los extremos no reductores de polisacaridos para la formacion de glucosa y a
pesar que también posee la capacidad de hidrolizar enlaces a-1,6, lo hace a mas

baja velocidad generando productos como dextrinas, maltosas y glucosas.
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Gréfica 6. Cinética de maceraciéon escalonada utilizando glucoamilasa.
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De esta manera se pudo observar, bajo estos parametros de hidrolisis, que
la enzima glucoamilasa actu6 de manera eficiente para realizar la hidrdlisis del
almidén presente en la malta de amaranto para proporcionar un mosto con una
concentracion de carbohidratos superiores a los deseados, estimando que se
obtiene una concentracién de 16.91 %, siendo una concentracion apta para poder

generar una cerveza con un porcentaje de alcohol por encima del 5%.



Capitulo 13. Porcentaje de alcohol en cervezas maduras

Comparando los distintos métodos hidroliticos, se observd diferencia
significativa (P<0.0001) en el porcentaje de alcohol obtenido en las cervezas
maduras (Tabla 13) siendo la hidrdlisis acida el método por el cual se obtuvo una

cerveza con una concentracion del 2.73% Alc. Vol.

Tabla 20. Porcentaje de alcohol en cervezas maduras.

Cerveza % Alcohol (v/v)
100 % amaranto 1.006
100 % amaranto con pH ajustado 1.127
Hidrolisis acida 2.727
Amaranto: Cebada (90:10) 1.267
Amaranto: Cebada (80:20) 1.530




Conclusiones

La mayor capacidad de germinacion se obtuvo en los tratamientos con

agua.

La obtencion de la malta base de amaranto libre de contaminacién se

obtuvo cuando se malte6 el grano por aspersion (tratamiento D).

La disminucién de la viscosidad debida a la hidrélisis del almidon durante la
etapa de sacarificacion se vio favorecida por el malteado del grano de

amaranto.

La baja capacidad diastasica del amaranto requiere de utilizar otro método
de hidrdlisis para la obtencion de los azUcares reductores necesarios para

la fermentacion.

No se vio favorecido el aumento de azlcares reductores al incrementar el

tiempo de accion de la B-amilasa de la malta de amaranto.

La hidrolisis quimica favorecid la liberacion de azucares reductores en la
semilla y malta de amaranto pero imparte notas saladas indeseables en la

cerveza.

La hidrélisis enzimética con la glucoamilasa favorecié la obtencion de
azUcares reductores durante la maceracion escalonada realizada en la

malta de amaranto.

La adicién de malta de cebada no favorecid la hidrdlisis del almidén de la

malta de amaranto, pero si cambid los atributos sensoriales de la cerveza.



La hidrolisis enzimatica con la glucoamilasa comercial favorecio la
obtencibn de azUcares reductores durante la maceracion escalonada

realizada en la malta de amaranto.

De las hidrélisis estudiadas, la enzimatica comercial fue el método
hidrolitico mas eficiente, facilitando la liberacién de azlcares reductores en
el mosto suficientes para obtener cervezas con graduaciones mayores a
4 % vlv.

Se aceptd la hipoétesis 1 que establecia que al someter la semilla de
amaranto a un remojo en solucion alcalina, se favorecia la obtencién de una
malta libre de contaminacién durante el proceso de la germinacién, pero se

descarto el uso del NaOH ya que inhibié el malteo de la semilla.

Se acepté la hipétesis 2 que establecia que la concentraciéon de
carbohidratos presentes en el mosto, estaba en funcién de las condiciones
de hidrdlisis del almidén aplicadas al amaranto.
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ANEXO A

Para la aplicacion del método DNS de Miller se necesita preparar el reactivo
DNS, disolviendo 0,8 g de NaOH en agua destilada, luego se adicionan 15 g de
tartrato de sodio y potasio tetra hidratado y 0,5 g de DNS (acido 3,5-
dinitrosalisilico). Esta mezcla se afora a 50mL con agua destilada y se almacena
en un frasco ambar a 4°C. La concentracion de azucares reductores se determina
utilizando una curva de calibracion absorbancia en funcion de concentracion. A
estas soluciones se les aplicé el método DNS y se ley6 la absorbancia de cada
una de ellas en un espectrofotometro (Genesys 10vis) a una longitud de onda 540
nm.

La concentracion de los azucares reductores totales liberados en la muestra
(semilla de amaranto, en el mosto, cerveza verde y cerveza madura) se determina

haciendo una interpolacion en la curva patron utilizando glucosa como estandar.

Tabla A. Curva patron de la glucosa para la cuantificacion de azlucares
reductores por el método de (DNS).

CURVA PATRON

Glucosa [mg/L] Absorbancia (540 nm) promedio Desviacién estandar

0 0 0 0 0
62.5 0.092 0.085 0.0885 0.0049
125 0.243 0.215 0.229 0.0198
187.5 0.391 0.308 0.3495 0.0587

250 0.533 0.5 0.5165 0.0233




CURVA PATRON
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Grafico 1. Curva patron para la cuantificacion de
azucares reductores por el método de DNS.

Una vez construida la curva patrén se aplicé el método DNS a cada una de
las muestras, para lo cual se mezclaron 0,1 mL de cada una con 0,1 mL del
reactivo DNS, se colocaron a ebullicion por 5 min en bafio de maria e
inmediatamente se detuvo la reaccion con bafio de agua y hielo. Se adicionaron 2
ml de agua destilada y se dejaron los tubos a temperatura ambiente hasta su

lectura. . Tubos mostrando la reaccion con el reactivo DNS.
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Anexo B. Curva Patron para la cuantificacién de etanol presente en las
cervezas de amaranto.

Se partié de una solucién de etanol al 98 % para preparar concentraciones

desde 1% hasta 10 %, obteniendo las siguientes areas en los cromatogramas

:FDf A, FERNANDANCASITOOO07 )
PA ]

L
s %
0
36 B

30 - |

. - - - v - - - - - - -—
’ 5 & + 5

T
38

Figura 38. Cromatograma de la corrida del etanol.

Tabla B. Curva patron para cuantificacion de etanol.

% OH AREA PROMEDIO Desviacion Estandar
1 177.502  180.7912 179.1466 2.3258
2 410.9053 443.8027 427.354 23.2620
4 553.7404 595.1494  574.4449 29.2806
6 709.1115 792.4159 750.7637 58.9051
8 925.0518  900.303 912.6774 17.5000
10  1245.0443 1246.8771 1245.9607 1.2960
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Grafico 2. Curva patron para la cuantificacion de etanol.
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Anexo C. ANOVAS - TUKEY

C1. Cuantificacion de los azlcares obtenidos por hidrélisis natural en semilla y malta de amaranto.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
|IControl Inter-grupos J4.755 1 4.755 .903 442
Intra-grupos  |10.533 2 5.266
Total 15.288 3
1 hora Inter-grupos |46.814 1 46.814 19.092 .049
Intra-grupos |4.904 2 2.452
Total |I51.718 3
1 horas Inter-grupos 29.197 1 29.197 10.551 .083
Intra-grupos |5.534 2 2.767
Total 34.731 3
3 horas Inter-grupos |24.206 1 24.206 44.755 .022
Intra-grupos  ]1.082 2 541
Total 25.288 3

C2. Cuantificacion de los azlicares obtenidos por hidrélisis quimica en semilla y malta de amaranto.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados ol cuadratica F Sig.
|Control Inter-grupos |.208 1 .208 4.439 .170
Intra-grupos ].094 2 .047
Total .302 3
3 minutos Inter-grupos  ].245 1 .245 2.275 271
Intra-grupos  |.215 2 .108
Total 460 3




15 minutos Inter-grupos  13.482 1 3.482 25.168 .038
Intra-grupos  |.277 2 .138
Total 3.758 3

30 minutos Inter-grupos ].016 1 .016 .053 .839
Intra-grupos  |.601 2 301
Total 617 3

120 minutos Inter-grupos |.692 1 .692 5.848 .137
Intra-grupos  |.237 2 118
Total .929 3

C3. Cuantificacion de los azUcares obtenidos por hidrélisis enzimética (amaranto: cebada) en

semilla y malta de amaranto.

ANOVA

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ].000 .000 .001 .980
Intra-grupos |.258 .129
Total .258 3




C4. Cuantificacion de los azUcares obtenidos por hidrélisis enzimatica (amilasa y glucoamilasa) en

semilla y malta de amaranto.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
|Control Inter-grupos  ].950 3 317 21.061 .007
Intra-grupos J.060 4 .015
Total 1.011 7
|5 minutos Inter-grupos  ]1.293 3 431 9.579 .027
Intra-grupos ].180 4 .045
Total 1.473 7
15 minutos  Inter-grupos [.831 3 277 7.447 .041
Intra-grupos  |.149 4 .037
Total .980 7
30 minutos Inter-grupos ].606 3 .202 6.523 .051
Intra-grupos  |.124 4 .031
Total .730 7
45 minutos  Inter-grupos  |.262 3 .087 58.217 .001
Intra-grupos ].006 4 .002
Total .268 7
|60 minutos Inter-grupos |.284 3 .095 7.346 .042
Intra-grupos  ].052 4 .013
Total 335 7
120 minutos Inter-grupos |.436 3 145 18.996 .008
Intra-grupos |.031 4 .008
Total 467 7




CONTROL HSD de Tukeya

Subconjunto para alfa = 0.05

lenzimas IN 1 2

amilasa mosto sinj2 7674

gelatinizar

glucoamilasa sinj2 .7945

gelatinizar

glucoamilasa gelatinizado |2 1.3122
amilasa mosto|2 1.5763
gelatinizado

Sig. .996 278

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 2.000.

5 minutos
HSD de Tukeya

Subconjunto para alfa = 0.05

|lenzimas IN 1 2
glucoamilasa sinj2 3.3585

gelatinizar

amilasa mosto|2 4.0668 4.0668
gelatinizado

amilasa mosto sinj2 4.0710 4.0710
gelatinizar

glucoamilasa gelatinizado |2 4.4752

Sig. .090 .346

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 2.000.



15 minutos HSD de Tukeya

Subconjunto para alfa = 0.05
|Enzimas IN 1 2
glucoamilasa sinj2 3.7144
gelatinizar
amilasa mosto|2 4.1638 4.1638
gelatinizado
amilasa mosto sin|2 4.3565 4.3565
gelatinizar
glucoamilasa gelatinizado |2 4.5926
Sig. .093 .260

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 2.000.

30 minutos
HSD de Tukeya

Subconjunto para alfa = 0.05
lenzimas IN 1 2
glucoamilasa sin|2 3.8886
gelatinizar
amilasa mosto sinj2 4.1896 4.1896
gelatinizar
amilasa mosto|2 4.2654 4.2654
gelatinizado
glucoamilasa gelatinizado |2 4.6603
Sig. .281 .168

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 2.000.

60 minutos
HSD de Tukeya




Subconjunto para alfa = 0.05
lenzimas IN 1 2
glucoamilasa sinj2 4.2878
gelatinizar
glucoamilasa gelatinizado |2 4.5906 4.5906
amilasa mosto sinj2 4.7000 4.7000
gelatinizar
amilasa mosto|2 4.7860
gelatinizado
Sig. 071 419
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
120 minutos

HSD de Tukeya

Subconjunto para alfa = 0.05
|lenzimas IN 1 2 3
glucoamilasa sinj2 4.4726
gelatinizar
amilasa mosto|2 4.5904 4.5904
gelatinizado
amilasa mosto sinj2 4.8588 4.8588
gelatinizar
glucoamilasa gelatinizado |2 5.0724
Sig. .585 117 .210

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 2.000.



C5. Cuantificacion de los azUcares obtenidos por hidrélisis enzimética (amilasa-glucoamilasa) en la

malta de amaranto.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
|Control Inter-grupos  ].558 1 .558 6.985 118
Intra-grupos |.160 2 .080
Total .718 3
|5 minutos Inter-grupos  13.973 1 3.973 1052.922 [.001
Intra-grupos ].008 2 .004
Total 3.981 3
15 minutos Inter-grupos |.954 1 .954 146.157 .007
Intra-grupos ].013 2 .007
Total .967 3
30 minutos Inter-grupos ]1.887 1 1.887 1916.624 |.001
Intra-grupos  |.002 2 .001
Total 1.889 3
45 minutos  Inter-grupos  J1.850 1 1.850 1459.834 |.001
Intra-grupos  |.003 2 .001
Total 1.853 3
|60 minutos Inter-grupos  13.753 1 3.753 397.224 .003
Intra-grupos  |.019 2 .009
Total 3.772 3
120 minutos Inter-grupos }4.396 1 4.396 1188.857 [.001
Intra-grupos |.007 2 .004
Total 4.403 3




C6. Cuantificacién del porcentaje de etanol en las cervezas maduras obtenidos por distintos

métodos hidroliticos.

ANOVA
% OH

Suma de Media

cuadrados ol cuadratica F Sig.
Ilnter-grupos |5.815 4 1.454 275.734 |.000
|intra-grupos  ].053 10 .005
Total |5.867 14
% OH

HSD de Tukeya

Subconjunto para alfa = 0.05
ICerveza IN 1 2 3 4
100% amaranto 3 1.0063
100 % amaranto pHJ|3 1.1267 1.1267
ajustado
Amaranto: Cebada 90:10 |3 1.2667
Amaranto: Cebada 80:20 |3 1.5300
|Hidrdélisis quimica 3 2.7267
Sig. .319 .203 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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