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RESUMEN

Desde hace 10, 000 afios o mas, la cebada (Hordeum vulgare L.) en sus diversas
formas ha sido uno de los cereales mas importantes en el mundo. Hoy, la cebada
se cultiva en casi todos los rincones del mundo, sirviendo como alimento basico
para humanos y animales, y un ingrediente clave en la produccion de cerveza. En
México la comercializacion del grano de cebada se rige bajo la norma NMX-FF-
043-SCFI1-2003, en la cual se especifican los parametros de calidad a cumplir para
ser considerada como cebada maltera. En los ultimos afos, el mejoramiento
genético se ha utilizado para aumentar la calidad de la cebada para su uso en la
industria cervecera; la formacién de una variedad de buena calidad maltera puede
durar de 5 a 10 afos. Una nueva alternativa que se propone en el presente
trabajoes la modificacion fisica del grano de cebada forrajera o maltera a partir de
la irradiacién de microondas e infrarrojo (IR) para incrementar la calidad industrial
en menor tiempo. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de
la irradiacion con microondas e IR sobre las propiedades mecanicas, calidad
maltera y cambios en algunos componentes bioquimicos del grano de diferentes
variedades de cebada. Se trabajo con dos variedades de tipo maltero y dos de tipo
forrajero. En pruebas preliminares se observé que a temperaturas mayores de
50°C se reducia la germinacién del grano. Los tiempos de irradiacion
seleccionados con microondas fueron 4 y 8 seg, para IR 37 y 54 seg. Los granos
tratados a 4 y 37 seg presentaron un incremento en el extracto de malta cerca de
7 % con microondas y de 4 % con IR, transformandose en maltas de mejor
calidad. También a estos tiempos de irradiacibn hubo una disminucion de la
viscosidad del mosto, dureza, médulo de elasticidad, fibra dietética y B-glucanos
del mosto; no se observd efecto alguno de la radiacién sobre el contenido de
nitrégeno y los sistemas enzimaticos. Micrografias obtenidas mostraron varios
efectos de la radiacién sobre la superficie del granulo de almidén, produciendo una
disminucion de la viscosidad maxima en RVA y cristalinidad detectada con
difraccion de rayos-X. Por otra parte la espectroscopia DRIFT mostr6 que las
microondas y el IR afectaron la estructura secundaria de las proteinas, rompiendo
o debilitando enlaces puente de hidrégeno en a-hélice y lamina B, asi como entre
proteina-almidén, dando lugar a cambios en la hidrofobicidad de prolaminas, sin
modificar su peso molecular. Otros cambios observados fueron en la estructura de
polisacaridos como B-glucanos. Sin embargo en tratamientos con tiempos mas
prolongados de irradiacion se obtuvo un efecto reversible de la estructura
secundaria de las proteinas y las interacciones de proteina-almidén, asi como de
la calidad.

Palabras clave: (microondas, infrarrojo, cebada, calidad maltera, propiedades
mécanicas, componentes bioquimicos)



SUMMARY

Since 10,000 years ago or more, barley (Hordeum vulgare L.) in its various forms
has been among the world’s most important cereal. Today, barley is harvested in
nearly every corner of the globe, serving as a staple food for humans and animals,
and a key ingredient in beer production. In Mexico, the marketing of barley grain is
regulated under the standards of NMX-FF-043-SCFI-2003, which specifies the
quality parameters to meet the kernel to be considered as malting barley. In recent
years, genetic breeding has been used to increase the quality of barley for use in
the brewing industry; this process can last from 5 to 10 years. In recent years, the
genetic improvement has been used to increase the quality of barley for use in the
brewing industry; the formation of a good malting cultivar can take as long as 5 to
10 years. A new alternative that was proposed in this study is was the physical
modification of the barley kernel of feed and malting barley with microwave and
infrared (IR) irradiation to increase the industrial quality in a short period of time.
Therefore, the aim of this study was evaluate the effects of microwave and IR
irradiation on the mechanical properties, malting quality and changes in some
biochemistry components of kernel of different barley varieties. The barley cultivars
evaluated were two malting cultivars and two feed cultivars. Preliminary tests
showed that treatments with temperature higher than 50°C decreased the grain
germination performance. The microwave irradiation times selected were 4 and 8
sec, for IR 37 and 54 sec. The kernels treated for 4 sec with microwave and 37 sec
of IR irradiation showed an increment in the malt extract around 7 % with
microwave and 4 % with IR respectively. Also to those treatments showed a better
quality performance related to a decreament of the wort viscosity, kernel hardness,
elastic modulus, dietary fiber and wort B-glucans. The microwave or IR irradiation
did not show any negative effects on the enzymatic systems. The micrographs
showed some effects of the iradiation treatments on the starch granule surfaces
that reduced the starch peak viscosity of RVA and cristallinity detected by X-ray
diffraction. On the other hand the DRIFT spectroscopy showed that the
microwaves and IR had an effect on the secondary structure of the proteins, by
breaking hydrogen bonds in a-helix and (B-sheet, as well as between protein-
starch; resulting in changes in the hydrophobicity of prolamins, without changing its
molecular weight. Changes were also observed in the structure of polysaccharides
such as B-glucans. However, treatments with longer irradiation times yielded a
reversible effect on the secondary structure of proteins and protein-starch
interactions, as well as quality.

Key words: (microwave, infrared, barley, malting quality, mechanical properties,
biochemistry components)
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INTRODUCCION

El uso industrial y doméstico de las microondas se ha incrementado en las
Ultimas décadas. Las microondas tienen mucho potencial en los procesos de
produccién tales como calentamiento, descongelamiento, coccién, secado y
expansion. Hoy la industria alimentaria ha empezado a utilizar la energia de
microondas, sobre todo en el secado de pasta y posthorneado de galletas
(Vadivambal y Jayas, 2007). Las microondas se han hecho populares en los
hogares para la preparacién de palomitas de maiz (Pondesimo et al, 1990;
Gokmen, 2004). Recientes mejoras en el disefio de hornos de microondas de alto
poder han reducido costos en la manufactura de equipos y costos en energia
eléctrica, por lo cual ofrece un potencial de nuevos desarrollos y eficientizacién de
los procesos industriales (Vadivambal y Jayas, 2007). En el campo de la
agricultura, la energia de microondas ha sido usada para el secado y cuidado de
maiz fresco recién cosechado (Dolinska et al., 2004). La irradiacién de microondas
también es una alternativa a la utilizacién de la fumigacion quimica para la
reduccién significativa del deterioro del grano por las plagas de insectos
(Warchalewski y Gralik, 2010). Recientemente Rodriguez (2010) y Hernandez
(2011) reportaron el uso de microondas para el mejoramiento de la calidad de

masa y tortilla de maiz, asi como de la calidad panadera respectivamente.

El calentamiento de infrarrojo (IR) provee ventajas significativas sobre el
calentamiento convencional, incluyendo reduccién de los tiempos de
calentamiento, calentamiento uniforme, reduccion de la pérdida de calidad,
ausencia de migracion de solutos en el alimento, versatilidad, simplicidad y
equipos compactos y un significante ahorro de energia. El calentamiento de
infrarrojo puede ser usado en varios procesamientos de alimentos, secado,
horneado, tostado, coccién, escaldado, pasteurizacion y esterilizacion. La
combinacién de infrarrojo con microondas u otros métodos convencionales de
calentamiento pueden ser una buena alternativa en el aérea de secado
(Kathiravan et al., 2008). Sin embargo una de las desventajas es que tiene
penetracion menor a las microondas, esto puede prolongar los tiempos y producir
dafnos en materiales biolégicos, pero es una energia de menor costo y de practica
aplicacion.



Existen pocos reportes del uso de estas técnicas de calentamiento en
procesamiento de granos, tampoco se ha aprovechado su potencial para mejorar
granos y semillas, porque la mayoria de los trabajos han usado tiempos
prolongados de calentamiento que solo producen efectos adversos en los granos y
la calidad, ademas de que no existe mucha literatura acerca de la explicacién
tedrica de los efectos de microondas e infrarrojo, especialmente en lo que
respecta a la interaccién de estos tipos de energia con los componentes del
alimento (Kathiravan et al., 2008; Vadivambal y Jayas 2007)

Por otra lado, la cebada (Hordeum vulgare L.) es un cereal de gran
importancia tanto a nivel mundial como nacional por su uso como forraje y en la
produccién de cerveza y whisky. La cebada se clasifica en cebada maltera y
forrajera, y a diferencia de otros granos se comercializa en México con un precio
diferencial por calidad. En lo que se refiere al mejoramiento del grano de cebada
actualmente el proceso mas empleado es el genético, el cual requiere de varias
generaciones para incorporar la calidad apropiada a la cebada para la industria,
este proceso implica costos en la siembra y cosecha de cada nueva generacién

hasta que se logra la variedad mas adecuada.

Algunos autores sugieren que la aplicacion de calentamiento a los granos
de cereales produce cambios en almidén, proteina, fibra dietaria y disminucién de
la viscosidad (Svanberg et al., 1997; Fasina, et al, 2001; Velu et al., 2006;
Rodriguez, 2011), estos cambios bien dirigidos darian lugar en el grano de cebada
a mejores propiedades como cebada maltera. Una nueva alternativa planteada en
la presente investigacion es modificar fisicamente el grano de cebada forrajera o
maltera por medio de irradiacién de microondas e IR para incrementar su calidad
industrial. Con lo anteriormente plasmado, el objetivo de este trabajo fue evaluar
los efectos de la irradiacion con microondas e IR sobre las propiedades
mecanicas, calidad maltera y cambios en algunos componentes bioquimicos del

grano de diferentes variedades de cebada.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la cebada

La cebada es uno de los cereales que se ha cultivado desde la
antigliedad y por ello el origen geografico exacto de la cebada estd sujeto a
debate. Los estudios arqueoldgicos han revelado que el cultivo de cebada de dos
hileras aparecié desde hace 8,000 afos a. C. en lo que hoy se conoce como Irany
la cebada de seis hileras aparecié alrededor de 6,000 afios a. C. en Asia Menor,
convirtiéndose en uno de los primeros cultivos domesticados. Sin embargo, otra
evidencia indica que la cebada que hoy conocemos existio y fue usada por lo
menos hace 17,000 afios en el valle del rio Nilo en Egipto (Wendorf et al., 1979).
Se cree que los habitantes de las tierras fértiles de Oriente Medio comenzaron
primeramente a recoger los granos de las plantas silvestres que crecian de forma
natural y posteriormente comenzaron a recolectar y sembrar los granos de esta
cebada silvestre. En Norteamérica, la cebada fue cultivada por vez primera por los
colonos alemanes y espanoles hacia el afio 1602 (Harol et al., 1987).

La cebada es un cultivo anual de estacién corta y de maduracion
temprana, famoso por su tolerancia a una amplia gama de condiciones adversas,
incluyendo el frio, la sequia y los suelos salinos y alcalinos (Isla, 1998). Prospera
en un rango ambiental mucho mas amplio que cualquier otro cereal, en climas
desde el subartico hasta el subtropical (Poehlman, 1985). Las principales areas de
produccién de cebada en el mundo incluyen a Australia, Canada, la Unién
Europea, el Medio Oriente, la ex Unidn Soviética y los Estados Unidos de Norte

America.

Dada la amplia distribuciéon geografica de la cebada y su adaptabilidad
Unica, existen miles de formas de este grano. Una de las distinciones mas basicas
se establece entre la cebada de dos hileras y la de seis hileras, se difieren con
respecto a la organizacion fisica de los granos en la inflorescencia. Ademas, la

cebada a menudo se caracteriza por el tipo maltero o por el tipo forrajero,



refiriéndose a la intencién del uso o destino del producto. También se le describe
como cubierta o desnuda, dependiendo de la presencia o no de cobertura externa
en los granos. Finalmente, existen cientos de variedades distintas combinando

diversas caracteristicas fisicas y agronémicas (Departament of Agriculture, 2004).

El principal uso industrial que se ha dado a la cebada es para la
elaboracién de malta (cebada germinada y tostada). Aunque son varios los granos
de cereal que pueden ser satisfactoriamente malteados, los de cebada son los que
generalmente presentan menos problemas técnicos. El maiz y la avena se utilizan
muy pocas veces para malteo porque poseen un mayor contenido de grasas y lo
que provoca problemas de rancidez. Por su parte el trigo durante la germinacion
desarrolla microorganismos en la superficie del grano lo que propicia problemas
durante el malteo (Hough, 1990). La malta producida a partir de la cebada puede
ser empleada principalmente para la elaboracién de cerveza, whisky, ginebra y
vinagre. Otro uso de la malta es como potenciador de sabor y color, en café y pan
(Walker y Westwood, 1991). En el transcurso de los afos, se ha ido imponiendo,
practicamente en todo el mundo, el aroma de las cervezas elaboradas a partir de
cebada malteada en comparacién con aquellas cervezas elaboradas con otros
cereales. Ademas, la cebada utilizada para la elaboracion de malta destinada a la
produccién de cerveza es rica en almidén, que es la sustancia que da origen al
extracto fermentescible. También el grano de cebada contiene proteinas,
generalmente en cantidades mas que suficientes para proporcionar los
aminoacidos necesarios para el crecimiento de la levadura, y las sustancias
nitrogenadas que desarrollan un papel importante en la formacion de espuma
(Hough, 1990).

Otros usos no relacionados con el malteo incluyen alimentos para
animales, productos de consumo humano y otras aplicaciones industriales. El
interés por la cebada como alimento para animales y humano se debe a su alto
contenido de fibra dietética total y fibra dietética soluble. Aproximadamente de 80
a 90% de la produccién de cebada en algunos paises es empleada para la

alimentacién de animales (Tremere y Bhatty, 1989). También de la cebada se
4



obtiene almidon, el cual es empleado en la industria textil, del papel, sintesis de

polimeros y en alimentos como en confiteria (Munck, 1993).

2.2 Botanica

2.2.1 Taxonomia

Se conocen muchas variedades botanicas de cebada a las que se les ha
dado el nombre cientifico de Hordeum vulgare L., pertenece a la familia: graminea,
clase: Monocotyledoneae, género: Hordeum (Belitz y Grosh, 1997; Dendy vy
Dobraszczyk, 2004). La cebada es una monocotiledonea de la familia graminea
anual, puede sembrarse en otoflo o0 en primavera, debido a que sus

requerimientos de suelo, agua y temperatura son minimos (Harol et al., 1987).

2.2.2 Anatomia de la cebada

La planta de cebada suele tener un color verde mas claro que el trigo y en
los primeros estadios de su desarrollo. La planta de trigo a diferencia de la cebada
suele ser mas erguida. La cebada tiene presencia de tallos secundarios o retofios,
que surgen de la base de los tallos primarios. Antes de la floracidén, sin embargo,

el tallo se alarga aumentando la longitud de los entrenudos (Figura 1).

La espiga (inflorescencia) se pone finalmente de manifiesto, cuando la
hoja mas alta se enrolla. Durante este desarrollo en superficie, las raices
originales se ramifican y crecen. El sistema radical se ve complementado por
raices adventicias que se desarrollan en la base de los tallos. Esta extension del
sistema radicular permite a la planta absorber agua y sales minerales en una zona
amplia, a una profundidad maxima de dos metros, ademas de proporcionarle un
excelente anclaje (Hough, 1990). Los granos a menudo terminan en apéndices
semejantes a cerdas denominadas aristas (Hough, 1990; Departament of
Agriculture, 2004).
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Figura 1. Planta de cebada madura (Departament of Agriculture, 2004).

Las variedades modernas de cebada tienen tallos relativamente cortos
entre 60-90 cm. Las cebadas de invierno suelen crecer de un modo limitado
durante los meses més frios y aumentar de longitud durante el verano (Hough,
1990). Cada inflorescencia tiene un eje. De cada nudo surgen tres flores simples
agrupadas a un mismo lado del tallo. En el nudo siguiente el agrupamiento se

produce al lado opuesto. Por tanto, si se mira verticalmente, de arriba abajo, sobre
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el eje de la flor se ven seis filas de flores. Sin embargo, en algunas variedades
aunque todas las flores sean fértiles, en otras sélo genera fruto la flor que ocupa la
posiciéon central de las tres (Hornsey, 1999). Asi podemos distinguir las cebadas
cultivadas por el numero de espiguillas. Si queda solamente la espiguilla
intermedia, mientras abortan las laterales, tendremos la cebada de dos hileras
(Hordeum distichum) (Figura 2), si se desarrollan las tres espiguillas, tendremos la
cebada de seis hileras (Hordeum hexastichum) (Figura 3).

Grano
central
Grano
lateral
estéril Grano

i \]I‘\ lateral
estéril

Figura 2. Cebada de dos hileras (Hordeum distichum), (Departament of
Agriculture, 2004).

Grano central

Grano lateral/]
-j /'I- Grano lateral
% | y
W

Figura 3. Cebada de seis hileras (Hordeum hexastichum),
(Departament of Agriculture, 2004).

En ocasiones, cuando la separacion entre las flores es demasiado grande,
los granos laterales de estas ultimas variedades de seis carreras o hileras pueden
producir solapamiento entre granos y dar la sensaciéon de una espiga de cuatro
hileras. También se conoce una forma mutante en la que las flores centrales son
estériles y las laterales fértiles, dando, en consecuencia, espigas de cuatro hileras
(Parrsons, 1999).



La cebada de dos hileras produce granos mas grandes y uniformes, mas
redondeados y con cubiertas mas finas. La cebada de seis hileras produce granos
mas irregulares en tamafo, a causa del menor espacio disponible para crecer
correctamente, siendo mas delgados los laterales y con el extremo distal curvado
(Callejo, 2002).

2.2.3 Fisiologia del fruto

El fruto de la cebada y de otras gramineas se clasifican botanicamente
como cariépside o grano. Los granos de cebada se componen de una parte
externa constituida por unas capas secas y duras de naturaleza lignocelulésica,
las cuales protegen el grano, denominadas glumas y glumillas que son estructuras
florales en forma de hoja que encierran a las cariépsides de los cereales (Hough,
1990). Las cubiertas mas externas forman el pericarpio, que se subdivide en

epicarpio, mesocarpio y endocarpio.

El pericarpio protege a la semilla, formada por germen y endospermo y
rodeada por su propia envoltura (Figura 1). Otra parte del grano es la testa o
envoltura de la semilla. La capa mas externa del endospermo, de naturaleza

proteica, se denomina capa de aleurona (MacGregor y Batty, 1996).

El endospermo puede ser vitreo o amilaceo. En el endospermo vitreo, no
existen espacios de aire y los granulos de almidon estan bien recubiertos por la
matriz proteica, por lo que adquieren formas angulares. Esta estructura tiene
apariencia vitrea o traslucida debido a que la luz no es difractada cuando pasa a
través del endospermo. El endospermo amilaceo se encuentra encerrado en el
vitreo. Contiene las mismas estructuras del endospermo vitreo, pero las unidades
de almidén son de mayor tamafio y menos angulares; la asociacion entre los
granulos de almidén y la matriz proteica es mas débil y en general tiene menos

contenido de proteina que el vitreo (Serna, 2001). El endospermo del grano de



cebada es rico en nitrogeno (1.4-1.8% peso seco), el cual se encuentra en forma

de proteina enzimatica y proteina de reserva (Hornsey, 1999).

PERICARPIO

Epidermis

Hipodermis J

Mesocarpio

Endocarpio

Testa -

Capa de hialina
ENDOSPERMO

Capa de aleurona

Endospermo amilaceo

GERMEN/ EMBRION

Figura 4. Grano de cebada y sus estructuras (http://grain-gallery.com/barley/3d-
renderings/, 2011).

2.3 Composicion quimica del grano de cebada

La composicion quimica media de la cebada se muestra en el Cuadro 1;
los nutrientes mostrados se encuentran expresados en base seca, por lo tanto el
contenido de humedad de la cebada puede variar de 10 a 14% (Callejo, 2002;
Dendy y Dobraszczyk, 2004).



Cuadro 1. Composicién quimica del grano de cebada
(Dendy y Dobraszczyk, 2004).

Nutriente Contenido (%)
Hidratos de carbono 72.8-82.8
Almidén 50.0-63.0
AzUcares 1.8-2.0
Fibra bruta 5.0-6.0
Proteina 7.5-15.6
Materia inorganica 2.0-3.1
Lipidos 1.1-3.1
Oftras sustancias 1.0-2.0

2.3.1 Hidratos de carbono

En las plantas los carbohidratos representan la mayor reserva de energia.
Los carbohidratos simples son inmediatamente utilizados para energia por medio
de las vias metabdlicas y los carbohidratos complejos son reservados para
posteriores requerimientos metabdlicos. Otra de las funciones de los carbohidratos
en las plantas es el mantenimiento de los tejidos estructurales (MacGregor y Batty,

1996). Se pueden dividir los carbohidratos de origen vegetal en dos partes:

A) Carbohidratos no estructurales

Almidén: es el principal constituyente y por lo tanto de mayor importancia.
Depositado en granulos en las células del endospermo, en las cebada malteras el
contenido de almidén es de aprox. 65%. En la cebada estos granulos (Figura 5) se
clasifican segun su tamario en grandes (10 a 25um) y pequefnos (1 a 5um) de
forma esférica. Todos los granulos de almidon se encuentran envueltos dentro de
una matriz proteica. El almidén es minimamente hidrolizado durante la
germinacion de la cebada, solamente un 10 a 15% del total, del que la mayoria
pasa a ser consumido por el embrion en su respiracion. Esto sucede
principalmente en los granulos de almiddn pequenos, ya que son degradados mas
rapidamente que los granulos grandes y sustancialmente desaparecen durante el

malteo (Lewis y Young, 2002). El contenido en azucares solubles aumenta en un
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4-5%. Quimicamente el almidén es un polimero de glucosa, constituido por

amilosa y amilopectina (Callejo, 2002).

Figura 5. Micrografia del granulo de almidon.
(http://braukaiser.com/wiki/index.php/Carbohydrates, 2011)

Amilosa: es un polimero lineal formado por unidades de D-glucosa que se

unen mediante enlaces a (1 - 4), (Figura 6).
CHp OH ShHa OH SHa OH
H A Coh HA Q4 H A 2
ﬂ‘ﬁ‘ao on  H o oH o oH N O_.-"’:?Z?
||4 OH L OH L OH
Figura 6. Estructura quimica de la amilosa (Fennema, 2000).
La amilosa ocupa de 20-25% del almidon total. La amilosa puede ser

hidrolizada completamente a maltosa por la accién combinada de B-amilasa y

otras enzimas denominadas isoamilasas.

11



Amilopectina: se trata de un polimero ramificado compuesto también por
unidades de D-glucosa, unidas por enlaces o (1 - 4) en la cadena lineal y con
ramificaciones unidas por enlaces a (1 - 6), (Figura 7). La amilopectina representa
el 75-80% del almidén de cebada (Banks y Greenwood, 1973).

CHxOH

‘\‘ﬁ“mo oH

H o

i

H
GHa OH CHa CHa OH
o) O a
gsc H n H H N H H N H
H H H QZ?
T OH o oH . CH o
H CH H OH H OH

Figura 7. Estructura quimica de la amilopectina (Fennema, 2000).

Azucares: la cebada contiene cantidades significativas de azucares
simples y de oligosacaridos. Sin embargo, estos carbohidratos estdn presentes en
tan bajas cantidades que son dificiles de determinar con alta precision (MacGregor
y Batty, 1996). Actualmente utilizando cromatografia liquida de resolucién (HPLC)
se ha mejorado la deteccibn de pequenas cantidades de azucares en las

muestras.

Los carbohidratos simples glucosa y fructosa estan presentes en muy
bajas concentraciones y se encuentran en el endospermo. La maltosa se
encuentra en niveles bajos, algunas veces en las regiones adyacentes del
endospermo, en el embrién y la capa de aleurona. Esto sugiere que la maltosa
puede ser formada por la degradacién del almidén provocada durante la
germinacion de la cebada. En pequenas cantidades se presentan la galactosa y
manosa durante el desarrollo de la cebada (La Berge et al., 1973).

12



La rafinosa es el mayor de los oligosacéaridos presentes en la cebada y se
considera cerca de 25% de los carbohidratos de bajo peso molecular del grano.
Mas del 80% de este oligosacarido esta en el embridén y su metabolismo es rapido
durante los estados de germinacion (MacGregor y Batty, 1996).

B) Carbohidratos estructurales

La pared celular del endospermo comprende estructuras complejas como
la hemicelulosa y gomas. Estos compuestos son quimicamente similares que
difieren primordialmente en el peso molecular y la solubilidad (Lewis y Young,
2002).

Celulosa: se localiza exclusivamente en las cubiertas, actuando como
sustancia estructural y tiene interés como aporte de fibra dietética. La lignina es un
componente importante de la cascarilla y de la paja. Como es ldgico la cebada con
cascarilla es mas rica en fibra y en lignina que la cebada descascarillada o
mondada (Serna, 2001). Es insoluble y no hidrolizable por las enzimas de la malta,
carece de influencia en la calidad de la cerveza (Callejo, 2002).

Gomas: se trata de los B-glucanos y pentosanos o arabinoxilanos que son

solubles en agua caliente.

Hemicelulosa: se encuentra formando una rigida matriz en las paredes
de las células del endospermo, es soluble en soluciones alcalinas. Esta constituida
por:

J 80-90% B-glucanos

J 10-20% pentosanas

B-glucanos: tienen un peso molecular entre 200,000 y 4x10° Daltons
formando una solucion viscosa en agua fria, en agua caliente se pueden extraer
mas moléculas viscosas que en agua fria. Las moléculas solubles en agua son

polimeros ramificados de glucosa unidas mediante enlaces B (1 -3) y B (1 - 4), el
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enlace dominante es B (1 - 4) (70%). Las moléculas grandes son secciones de
unidades de glucosa con enlaces 3 (1 - 3) que no existen en componentes de bajo
molecular. Se encuentran estrechamente unidos a la proteina en las paredes

celulares del endospermo (Pollock, 1981; Lewis y Young, 2002).

Cuando estan en solucién, los B-glucanos se asocian mediante puentes de
hidrégeno. Los B-glucanos pueden formar geles, con una implicacién adversa

sobre la filtracion del mosto y cerveza (Vis y Lorenz, 1998; Callejo, 2002).

Pentosanos: son polimeros de xilosa unidos por enlaces B (1 - 4) y
cadenas laterales de arabinosa unidos por enlaces B (1 - 3), parcialmente
hidrolizadas durante la germinacion y el malteado (Callejo, 2002). Estos polimeros
tienen menos importancia en la produccién y calidad de la cerveza en

comparacién con los -glucanos.

2.3.2 Compuestos nitrogenados

La mayor parte de nitrégeno de la cebada esta localizado en el
endospermo como proteina de reserva y proteina enzimatica. Durante el malteo,
algunas modificaciones en las proteinas son necesarias para hacer mas facil la
degradacion del almidon durante el malteo. Solamente alrededor de la tercera
parte de la proteina de la cebada pasa a la cerveza acabada y aunque la suma de
proteina en la cerveza es relativamente pequefia, puede tener efecto importante

sobre la calidad (Hornsey, 1999).

Las proteinas son compuestos que ocupan entre 8-13% de la materia
seca total del grano de cebada; las caracteristicas de solubilidad definen las
proteinas de la cebada en albuminas, globulinas, prolaminas (hordeina) vy
glutelinas. Generalmente la cantidad de albuminas es relativamente baja (3-5% del
total de proteina), y una considerable cantidad de globulinas (10-20% del total de
proteina). Los componentes mayoritarios de la proteina total son las hordeinas
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(35-45%) y glutelinas (35-45%). La distribucidon de las proteinas entre las
diferentes fracciones depende de la variedad y también de las condiciones
agronomicas (Anderson y Knie, 1975; Kirkman et al., 1982). En las mas recientes
publicaciones las proteinas se clasifican de acuerdo a su papel biolégico y uso.
Asi como en el trigo, en la cebada existen proteinas de almacenamiento
(hordeinas y glutelinas) y proteinas citoplasmicas (metabdlicamente activas) que
son las albuminas y globulinas (Lasztity, 1996).

2.3.2.1 Proteinas de almacenamiento de la cebada

A) Proteinas debajo pero molecular

Las proteinas de bajo peso molecular son las llamadas hordeinas,
representan un grupo de proteinas extraidas con etanol al 70% o isopropanol al
55%. Trabajos de investigacién en el campo de la bioquimica y genética también
incluyen en el grupo de las hordeinas los polipéptidos obtenidos después de la
reduccién de los enlaces disulfuro de proteinas de almacenamiento de alto peso
molecular (glutelinas), llamadas D-hordeinas. Las hordeinas son la mayor fraccidén
de proteinas en la cebada y tienen gran influencia sobre la calidad tecnoldgica y
nutricional de este grano (Baxter y Wainwright, 1979; Miflin y Shewry, 1979).

La fraccion de hordeinas extraible de la cebada es una mezcla de
diferentes proteinas. Varios métodos pueden ser usados para la separacion de los
subgrupos o componentes individuales. EI método més poderoso para la
separaciéon es la electroforesis y la cromatografia liquida de alta resolucién con
fase reversa Figura 8 (Shewry et al., 1978; Alison y Bain, 1986). Usando los
métodos para la fraccién de proteinas solubles en alcohol pueden ser separadas
en 15 a 20 bandas de polipéptidos distintos. Los polipéptidos pueden ser
clasificados de acuerdo a su peso molecular. La mayoria de las investigaciones
distinguen un grupo B y C de las hordeinas. Un tercer grupo el menor peso
molecular es mencionado como el grupo de las hordeinas A, este grupo es
diferente en la composicion de aminoacidos y particularmente soluble en

soluciones salinas (Salcedo et al., 1980).
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Figura 8. Cromatografia liquida de alta resolucion con fase reversa de la muestra
de cebada mutante Riso 56 (Alison y Bain, 1986).

El ndmero vy distribucibn de las bandas de electroforesis son
caracteristicas para cada variedad y por lo tanto pueden ser usadas para la
identificacion de variedades. Se han propuesto varios métodos de electroforesis
para la identificacién de variedades (Konarev et al., 1976; Du Cros y Wrigley,
1979). Bietz (1981) reportd la electroforesis en gel de las hordeinas tratadas con
beta-mercaptoetanol. La electroforesis PAGE mostr6 un patron de bandas
heterogéneo. Cuando se compardé con las gliadinas del trigo las hordeinas
presentaban 3 bandas intensas correspondientes a w-gliadinas, 2 de 4 bandas
débiles en la region de las y-gliadinas, y de 4 a 5 bandas medias corresponden en
movilidad a las B-gliadinas. La electroforesis SDS-PAGE revelé 5 bandas mayores
de hordeina (Figura 9). El peso molecular aparente fue de 32, 38, 47.5, 53.2, y
65.6 kDa.

Los polipéptidos de la hordeina pueden ser divididos en dos grupos B y C.

La hodeina B llamada también como hordeina rica en sulfuro debido a su alta

cantidad de aminoacidos que contienen sulfuro. Este grupo de hordeinas estan
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presentes como una mezcla de monémeros con puentes disulfuro
intramoleculares, pero estas proteinas también pueden formar agregados disulfuro
(Field et al., 1983). Usando electroforesis SDS-PAGE la fraccién de hordeina B
puede ser separada en varios componentes con peso molecular de 36 a 45 kDa.
La fraccién de hordeina B tiene alto contenido de prolina cerca del 20% y acido
glutdmico de 30 a 35%.

M,

94 000 — -— 1

69 000 — 7]
c

43 000 — &
B

30 000 — sl

20 000 —

a b c d e f g h 1

Figura 9. SDS-PAGE de la secuencia de extracciones de las proteinas de
cebada para cultivares Arapiles, Schooner y Galleon. Proteinas solubles en
soluciones salinas linea (a) Arapiles, (b) Schooner, (c) Galleon, linea (d) hordeina
Arapiles, (e) hordeina Schooner, (f) hordeina Galleon, linea (g) glutelina Arapiles,
(h) glutelina Schooner (i) glutelina Galleon (Howard et al., 1996).

Las hordeinas C (pobres en sulfuro) no contienen cisteina. Estas proteinas
corresponden del 10-20% del total de las prolaminas de la cebada. La
electroforesis SDS-PAGE de las fracciones de la hordeina C para diferentes
cultivares de cebada revelan un namero variable de bandas mayores con peso
molecular entre 54 y 60 kDa. Bandas menores en algunos casos con bajo peso
molecular de 49 kDa o alto pero molecular de 72 kDa. La composicién de
aminoacidos de la hordeina C es caracteristica por su alto contenido en acido
glutamico y prolina, la fenilalanina también es alta (Lasztity, 1996).
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B) Proteinas de alto peso molecular

Las glutelinas son parte de las proteinas de almacenamiento de la cebada
pero no han sido investigadas exhaustivamente como las glutelinas del trigo. Las
proteinas de almacenamiento de alto peso molecular consisten en polipéptidos
unido con enlaces disulfuro. Estas proteinas no son solubles en etanol, pero
pueden ser extraidas con soluciones de hidroxido de sodio o soluciones de acido.
Aunque las proteinas de alto peso molecular pueden ser separadas en subgrupos
usando cromatografia de gel o diferentes solventes, el estudio detallado de sus
estructuras empieza con la divisién de los enlaces disulfuro por reduccién y
separaciéon de los polipéptidos obtenidos (subunidades) cuando se usa
electroforesis en gel. En cultivares europeos de cebada una subunidad sola podia
ser observada en los electroferogramas si se usaba electroforesis SDS-PAGE.
Una banda con movilidad rapida o algunas veces dos bandas podian estar
presentes en otras lineas (Landry et al, 1972; Shewry y Miflin, 1982). La
composiciéon de aminoacidos de las glutelinas de la cebada denota que son ricas
en 4cido glutamico y prolina, ademas son relativamente altas en el contenido de
glicina (Lasztity, 1996).

2.3.2.2 Proteinas citoplasmicas de la cebada

Las proteinas citoplasmicas de la cebada son llamadas comunmente
como albuminas y globulinas basadas en su solubilidad. La cantidad total de
proteina soluble en soluciones salinas varia de un 10-35%. En algunos trabajo de
investigacion desarrollados por Rhodes y Gill (1981) reportaron que la porcién total
de proteinas solubles en soluciones salinas varia de 10.8-18% del total de proteina
en un genotipo normal, pero en genotipos ricos en lisina el contenido puede variar
de 17.7-33%. Ambas fracciones de proteinas albuminas y globulinas son
heterogéneas y contienen muchos componentes polipéptidicos. Algunas
publicaciones sefialan una alta proporcion de globulinas en las proteinas
citoplasmicas (Simmonds, 1978). En otros trabajos se encontr6é que las albuminas
representan una alta porcién del total de proteinas de un 8-12% en comparacién
con las globulinas que representan de un 2-7% (Rhodes y Gill, 1981; Miflin y

Shewry, 1979). La electroforesis de diferentes variedades muestra muchas
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similitudes, pero diferentes caracteristicas, como el peso molecular de estos
componentes puede variar de 10-70 kDa. También se tiene que tomar en cuenta
que muchas de las albuminas son componentes de enzimas (Almgard y
Landegren, 1974; Wrigley et al., 1982).

2.3.2.3 Importancia de las proteinas durante el proceso de cerveceria

Las proteinas pueden tener influencia importante en el aporte de turbidez.
En cualquier caso, el extracto potencial a obtener de la malta disminuye con el
aumento en proteina de la cebada, por lo que los requerimientos comerciales
normalmente estipulan un maximo de 11.5% de proteina en materia seca en

cebadas para cerveceria.

Debido a la formacién de turbidez en la cerveza, las sustancias
nitrogenadas de la cebada se dividen en dos grupos:

a) Proteinas: compuestos nitrogenados de elevado peso
molecular. Insolubles en soluciones acuosas, precipitan durante la
coccién. La suma de proteinas disminuye durante el malteado y cerveceo

porque es descompuesta enzimaticamente.

b) Productos de degradacion de la proteina: se caracterizan
por su solubilidad en agua, no precipitan durante la coccién. La cerveza
acabada contiene casi exclusivamente productos de ruptura de la
proteina: los de elevado peso molecular mejoran la estabilidad de la
espuma pero pueden estar relacionados con la formacién de turbidez. Los
de bajo peso molecular, péptidos y aminoacidos, son nutrientes
esenciales para las células de levaduras (Callejo, 2002).

Bajas cantidades de proteinas causan fermentaciones lentas, asi como

deficiencia de aminoacidos disponibles para la levadura durante la fase de
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fermentacién y en cerveza terminada originan inestabilidad en la espuma. El
contenido de proteina en cebada es de 9.05 a 10.9 % (Analytica EBC, 2003).

2.3.3 Lipidos

Los lipidos o materia grasa, se encuentran en menor proporcion en
relacion a otros constituyentes del grano de cebada. Sin embargo, estos
constituyentes tienen mucha importancia desde el punto de vista de estabilidad y
procesos metabdlicos. Estdn presentes en el germen y la capa de aleurona de

cebada y son ricos en acidos grasos insaturados.

Aproximadamente, las dos terceras partes de estos lipidos son libres; el
tercio restante son lipidos ligados a otros constituyentes proteicos o glucosidicos.
Algo mas de la mitad de los lipidos de los cereales son lipidos no polares,
principalmente triglicéridos, asi como diglicéridos y ésteres de esteroles y acidos
grasos libres. El resto, lipidos polares, son glicolipidos y fosfolipidos (Callejo,
2002).

Durante la elaboracién de cerveza, la levadura empleada para la
fermentacién requiere de la presencia de lipidos para su crecimiento, sin embargo
altas cantidades de lipidos en malta aportan turbidez en cerveza, incrementando el
“velo” que son los precipitados insolubles causados por uniones de B-glucanos,

proteinas y lipidos en cerveza (Meshehdani et al., 1990).

Otros efectos adversos indeseables provocados por elevadas
concentraciones de lipidos son la presencia de sabores “rancios” en malta, mosto
y cerveza provocados por la oxidacion de lipidos, asi como la destabilizacién de la
espuma de la cerveza, provocada por residuos de lipidos polares tales como los
fosfolipidos (Hollemans et al., 1991).
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2.3.4 Otros constituyentes del grano de cebada

Monofenoles y polifenoles: se encuentran en pequefias cantidades en la

cascara, pericarpio y la capa de aleurona.

Minerales: los cereales son considerados como fuente importante de
algunos minerales. En general el pericarpio, el germen y la capa de aleurona son
ricos en éstos constituyentes. Representan entre el 2-3% de la materia seca del
grano. De entre todos los minerales, destaca la presencia de potasio y de fésforo
que constituyen el 50% de las materias minerales (Tabla 6). La mayor parte del
fosforo de los cereales se encuentra en forma de fitatos. El fosforo de los fitatos de
Ca y Mg es mal asimilado en el organismo y el acido fitico se combina con
numerosos iones disminuyendo la asimilacion de los mismos (Multon, 1996). El
hierro, zinc y el cobre estan en el pericarpio, germen y en la capa de aleurona
(Callejo, 2002).

Vitaminas: la cebada también posee vitaminas del grupo B; elementos
vitales para la fermentacion, las vitaminas se distribuyen en el embrién y la capa

de aleurona (Hornsey, 1999)

2.4 Malteo

El objetivo de la industria maltera es la transformacién de la cebada en
malta para su uso en la industria cervecera. Varios son los motivos que justifican
el empleo de cebada como materia prima principal para el proceso cervecero
(Callejo, 2002):

e La cebada se cultiva desde la mas remota antigliedad y que se adapta
desde las mas fértiles regiones hasta las mas aridas.
e El elevado contenido en almidén del grano de cebada, que asegurara un

buen rendimiento en extracto.
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e La presencia de glumas y glumillas en el grano, tras la molienda, que van a
tener una importante contribucion, protegiendo al grano frente a posibles
contaminaciones criptogadmicas (enfermedad por hongos) superficiales vy
asegurando la distribucion de agua por capilaridad sobre la superficie del grano,
durante el malteo; actuando como lecho filtrante durante la filtracién del mosto en
el proceso cervecero.

e La tradicién secularizada del proceso cervecero que desde sus origenes

utilizaban la cebada como materia prima basica (Callejo, 2002).

El malteo es un proceso fisicoquimico controlado durante el cual los
granos desarrollan y activan sus sistemas enzimaticos y modifican sus reservas
alimenticias. Su finalidad es la obtencién de malta (Figueroa, 1985). La malta es la
cebada parcialmente germinada, secada y tostada. La malta es una materia prima
necesaria para la elaboracién de cerveza, ya que confiere caracteristicas de color,
sabor y espuma por ello su elaboracién exige controles rigurosos de tiempo vy

temperatura.

Las etapas del proceso de malteo son las siguientes:
e  Operaciones previas
e Remojo
e  Germinacién

e Secado

2.4.1 Operaciones previas

El grano destinado al malteo debe cumplir con ciertos criterios, por ello se
lleva a cabo la seleccion y limpieza del grano. Es una actividad cualitativa que se
realiza con base en propiedades organolépticas de la cebada y consiste en
comprobar si el grano posee el tamafno uniforme, si no contiene granos dafados,
libre de materia extrafa tales como semillas de malas hierbas o granos de otros
cereales, etc. En México los parametros de calidad para la cebada maltera se
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encuentran establecidos en la norma NMX-FF-043-SCFI-2003, en dicha norma se

hace referencia a propiedades fisicoquimicas de la cebada (Cuadro 2).

Cuadro 2. Parametros y especificaciones de calidad maltera en cebada (NMX-
FF-043-SCFI-2003).

Parametro Especificaciones

Humedad Entre 11.5a213.5%

Grano de tamafo para uso maltero  Contenido minimo de 85% del total de la
muestra.

Granos quebrados Max. 5.0%

Impurezas Max. 2.0%

Granos dafados Max. 10%

Germinacion minima Min. 85%

Mezcla de otras variedades Max. 10%

Peso hectolitrico 56 Kg/L (cebada de dos hileras)
58 Kg/L (cebada de seis hileras)

Olor Caracteristico del grano, sin olores
extranos.

Residuos toxicos Sin residuos

Contaminantes o toxinas Sin contaminantes téxicos

El grano debe tener un color normal y no presentar signos de haber sido
atacado por insectos o microorganismos. También importante es el olor en el cual
se puede detectar alguna carga microbiana (Dendy y Dobraszczyk, 2004). Para
realizar la limpieza el grano es cribado. El grano para uso maltero es aquel que es
retenido en una criba de orificios oblongos de dimensiones de 2.18 mm x 19 mm
(5.5/64 in x 3/4 in) de acuerdo a la norma mexicana NMX-FF-043-SCFI-2003.
Posteriormente de la limpieza y la seleccién del grano se realizan pruebas de
laboratorio entre ellas la determinacion de humedad, la viabilidad de germinacion
(Callejo, 2002).

2.4.2 Remojo

El objetivo del remojo es incrementar el contenido de humedad inicial del
grano de cebada, que es de aproximadamente 10 a 13.5%, hasta una humedad

de 40 a 45% (Analytical EBC, 2003). Esto se realiza para disolver por efecto del
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agua las sustancias solubles que se encuentran en el grano y promover asi el
desarrollo del embrién (Figueroa, 1985). Aunque aparenta ser un simple paso
encierra una variedad de procesos metabdlicos que tienen un profundo impacto en

la calidad final de la malta.

Diferentes propiedades del grano tienen influencia sobre la absorcion de
agua por ejemplo, el tamafo del grano, el contenido de almidén y proteina. En
particular, los granos con bajo contenido de proteina tienden a absorber mas
rapidamente agua que aquellos que tienen mayor contenido de proteina (Molina-
Cano et al., 2002). En cuanto a los granulos de almidén, los pequerios tienen una
mayor capacidad de absorcidn, alrededor del 33%, mientras que la penetracién de
agua en los granulos de mayor tamafo es mas lenta (Bathgate, 1989). La
variedad de cebada, la cantidad de muestra a remojar, la temperatura y el tiempo
de remojo son factores que influyen también en la capacidad de absorcién de
agua (Briggs, 1998).

Durante el remojo la absorciéon de agua al interior del grano es rapida,
aunqgue después desciende gradualmente; el embridn absorbe rapidamente agua,
en cambio, el endospermo sufre una hidratacion méas lenta (Anderson et al., 2000).

El remojo consta de dos fases importantes: los periodos de inmersion,
suministro constante de agua, y los periodos de oxigenacidén, suministro de
oxigeno. El oxigeno es necesario porque la respiracién del embrién aumenta
significativamente lo que crea una demanda importante de este gas en al agua de
remojo (Fresh y McRuer, 1990), ademas es promotor de la formacion de a-
amilasa; en ausencia de oxigeno, el embrion puede metabolizar anaerébicamente
las reservas, pero de un modo energéticamente poco eficaz, convirtiéndolas en
diéxido de carbono (Wheith y Klaushofer, 1993).

Concentraciones elevadas de diéxido de carbono inhiben el desarrollo de
la nueva planta, ya sea por asfixia o por la acumulacion de compuestos, tales

como acido carbénico, etanol, 4cido lactico y otras sustancias que se producen a
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partir de la fermentacion anaerdbica. La accion del bidéxido de carbono es mas
intensa al principio del desarrollo del embrién que en las etapas subsecuentes; por
tanto, una buena oxigenacion durante el remojo implica una germinacién vigorosa,
contrario a lo que sucede con la cebada “asfixiada”, la cual requiere mas tiempo
para alcanzar niveles 6ptimos de germinacién (Figueroa, 1985).

Conforme avanza el tiempo de remojo, la semilla de cebada incrementa su
tamano hasta 25 % y ocurre un ablandamiento de las células, asi como la
activacion de enzimas presentes en el grano para iniciar el proceso de

germinacion.

Después del remojo, al agua empleada sufre una coloracion debido a que
la cebada puede contener materiales solubles y microorganismos que alteran el
proceso, por ello es importante cambiar el agua de remojo por lo menos una vez

durante todo el malteo (Anderson et al., 2000).

La temperatura del agua de remojo préxima al limite fisioldégico de la
cebada (aprox. 40°C) debe evitarse, debido a la poca solubilidad del oxigeno en el
agua a esta temperatura y al desarrollo de microorganismos. Por ello es preferible
hacer remojo a temperaturas bajas proximas a 16 °C (Figueroa, 1985; Briggs,
1998), con una duracién total de 2 a 3 dias (Wolfgang, 1999; Dendy y
Dobraszczyk, 2004).

Cuando el grano alcanza la humedad deseada se escurre el agua de
remojo durante varias horas y, en ocasiones, se ayuda con ventilacién
descendente. En estos momentos se puede observar los primeros signos de

germinacion y normalmente se transfieren a una camara de germinacion aparte.

2.4.3 Germinacion

La germinacidén es un proceso bioquimico en el cual el grano comienza a

acelerar sus actividades fisiol6gicas cuando se reunen condiciones apropiadas de
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humedad, temperatura y oxigenacion. El principal objetivo de la germinacién es
generar nutrientes, principalmente azucares y aminoacidos mediante la
modificacidén del endospermo, la cual ocurre por el desarrollo, distribucién y accién
de enzimas (o y P amilasas, proteasas, arabinoxilasas y p-glucanasas). Los
compuestos obtenidos en la germinacién seran utilizados por la levadura durante
la elaboracion de cerveza. La modificacion del grano comienza en el extremo

germinal y se continta hacia el extremo distal.

Con el proceso de germinacién lo que se desea es (Figueroa, 1985):

1) Que se activen y desarrollen suficientes enzimas para que haya una
completa transformaciéon del grano; en otras palabras, para que se
tengan concentraciones suficientes de enzimas después del secado,
que puedan efectuar una conversion adecuada de los sustratos en el
macerador y proporcionen de esta manera las sustancias nutritivas para
la fermentacion del mosto por accion de la levadura.

2) Que el endospermo del grano se modifique completamente para obtener
un maximo aprovechamiento del almidén y las proteinas que lo
constituyen.

3) Obtener el maximo rendimiento de extracto y evitar las pérdidas
atribuidas a la formacion de plumula y radicula, y las provocadas por el
proceso de respiracion.

La transformacién de la cebada depende de factores como la cantidad y
forma de distribucién del agua dentro del endospermo amilaceo, la cantidad y
capacidad de enzimas hidroliticas y caracteristicas estructurales del almidén a la

degradacion debido a la proteccion que le confieren B-glucanos y proteinas.

La germinacién del grano es controlada mediante la estabilizacion de la
humedad de la muestra (la cual debe mantenerse alrededor de 45%), con

suministro de oxigeno, la eliminacion del diéxido de carbono y la eliminacion del
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exceso de calor generado por la respiracién de la semilla. Tradicionalmente la
germinacion se lleva acabo a temperaturas entre 16 y 20°C, bajo este rango se
obtiene un crecimiento eficiente en las raicillas de Ila cebada
(MacGregor y Batty, 1996).

La actividad enzimatica se manifiesta por la aparicién de raicillas en un
extremo y el avance por debajo de la cascara de la acréspira o cotiledon (Castane
y Damm, 1997); el crecimiento del cotiledon y de raicillas de la cebada es
conocido como desagregacion, de acuerdo con el grado alcanzado en el proceso
de transformacién, se dice que las maltas son mas o menos desagregadas, de
esta forma, las maltas menos desagregadas, es decir, con tamafos de raicillas
menores se emplean para la elaboracién de cervezas claras (raicillas con 1.5
veces la longitud del grano), mientras que las maltas con grados mayores de
desagregacién son utilizadas para fabricacion de cervezas de color oscuro: se
aceptan raicillas con tamarnios hasta dos veces la longitud del grano segun
Callejo (2002). La germinacién alcanza su mejor etapa cuando el acrdspiro o
plumula ha desarrollado de una a tres cuartas partes del tamafo del grano
(Figueroa, 1985).

Al final del periodo de germinacién se habra degradado alrededor de 18 %
de almidén y los granos se habran hecho mas ricos en azucares solubles y en
aminoacidos. Generalmente se producira una pérdida de alrededor de 10% de la
materia seca de los granos con relacién a la cebada original por la pérdida de
sustancias (0.5 a 1.5%). Estos materiales se pierden como diéxido de carbono y
agua durante la propia respiracion (5 a 6%) y a consecuencia del enraizamiento
alrededor de 3 a 4% (Wolfgang, 1999; Dendy y Dobraszczyk, 2004). Una vez
finalizada la germinacion, el producto obtenido, conocido como “malta verde”, se
puede someter a una corriente de aire estéril a 25°C para disminuir la humedad de
la muestra y con ello reducir el riesgo de desarrollo de microorganismos
(Galan et al., 2004) debido a que un inadecuado control durante la germinacion
puede reducir la calidad de la malta. Sobre todo cuando se desarrolla

contaminacién por mohos o insectos (HGCA, 2002).
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2.4.4 Secado

En el proceso de malteo el secado es la etapa que determina la utilizacién
posterior de la malta de acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas logradas en
ella, por ser la fase en la cual la malta verde, que ha alcanzado niveles 6ptimos en
la transformacién interna de los granos y en el desarrollo enzimatico, si como
también en las pérdidas por malteo, sufre nuevas transformaciones en su
constituciéon y niveles enzimaticos (Figueroa, 1985; MacGregor y Batty, 1996;
Agriculture Western Australian, 1997).

Los objetivos que se desean con el secado son:

1) acondicionar el grano para una molienda apropiada que proporcione
altos rendimientos de sustancias extractables.

2) Estabilizar la actividad enzimatica para el buen almacenamiento de la
malta.

3) Desarrollar color, sabor y aroma.

4) Evitar el rompimiento y vitriosidad del grano.

El secado se caracteriza por requerir temperaturas que no impliquen la
destruccion de las enzimas desarrolladas durante la germinacién (o y B-amilasas,
B-glucanasas, proteasas y dextrinasas), debido a que estas enzimas son muy

sensibles a la temperatura.

Los cambios en la malta son influenciados por la temperatura y humedad
de la propia malta, y por el flujo de aire en el secado. Por ello es necesario
controlar la temperatura y humedad del grano, para tener el maximo
aprovechamiento de las caracteristicas de porosidad y los altos niveles
enzimaticos logrados en la germinacion. Para lograr lo anterior, el grano se
empieza a secar a bajas temperaturas a 35 °C iniciales, con un flujo de aire de 50

dm*/min/Kg de malta, por kilogramo de malta, e incrementando en el flujo en una
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unidad por cada grado centigrado que aumenta la temperatura; asi se evita la
licuefaccion del almidén, pues cuando esto ocurre se produce la hidrolisis del
compuesto en maltosa y dextrinas por accién de diastasas, cuya temperatura
optima de actividad es de 60 °C; asimismo, la licuefaccién ocasiona que el almidén
gelatinizado y los subproductos resultantes obstruyan la porosidad en el grano, lo
cual aumenta la cantidad de granos vitreos y la coloracién y opacidad en sus
mostos, esto ultimo a causa de una disminucidén en su poder péptico, debido a la
destruccién de enzimas proteoliticas. Las condiciones de secado son muy
variadas y estas dependen de las caracteristicas finales que se le quieran dar a la
malta, las cuales van incrementando hasta llegar a temperaturas préximas a 75°C
para la elaboracion de maltas claras y temperaturas préximas a 100°C para maltas
oscuras, sin embargo también existen procedimientos de secado a temperatura
constante, como es el caso de la malta caramelo, la cual se trata a la temperatura
mas baja posible sin aumento de calor (Figueroa, 1985; Meilgaard, 1993;
Anderson et al., 1999). El secado puede durar entre 16 y 60 horas, dependiendo
del tipo de malta a producir (Hornsey, 1999).

El principal cambio que se manifiesta durante el secado es el
oscurecimiento de la malta debido a reacciones de Maillard. La reaccion entre
aminoacidos y azucares puede seguir otras rutas quimicas originando compuestos
como las pirazinas, tiofenoles, pirroles y furanos que confieren caracteristicas
especiales a las maltas, como sabores tipicos a tostado, café o caramelo. Las
reacciones de Maillard se favorecen a temperaturas por encima de 60 °C. En
maltas oscuras se debe inducir la formacién de estos compuestos, mientras que
en las maltas claras las condiciones de tostado han de ser mas suaves para evitar
su sintesis. Durante el secado, también se debe evitar que la malta se someta a
muy altas temperaturas, debido a la produccion de N-nitrosoaminas, las cuales
pueden resultar carcinogénicas, por lo cual debe disminuir y/o evitarse su

formacién (Wainwriht, 1986).
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2.4.5 Molienda y eliminacion de raicillas

Consiste en desechar la mayor parte de raicillas formadas durante el
malteo ya que no tienen una funcion importante en procesos posteriores; el peso
de las raicillas supone de 3 a 5 % del peso total de la malta y se elimina por
abrasioén de la muestra, por agitacién y por tamizado (Pelembe et al., 2002).

Después de la eliminacion de raicillas la malta es molida para que se
someta al macerado, la molienda se realiza con el fin de conseguir una extraccion
adecuada de materias utiles, asi como la produccion de particulas de un tamarno
que sea rapidamente atacado por las enzimas y posteriormente favorecer la
filtracion del mosto (Castafie y Damm, 1997). Las particulas no deben ser muy
pequenas, debido a que estas pueden causar problemas de drenado del mosto,
en tanto que las particulas excesivamente grandes pueden afectar la enzimélisis
de la malta, obteniendo velocidades de conversion lentas e incompletas
(Hornsey, 1999).

2.5 Bioquimica del proceso de malteo

Los procesos bioquimicos durante el malteo incluyen reacciones que
implican citdlisis, protedlisis y amildlisis; tales reacciones se describen a
continuacién (Hornsey, 1999; Bamforth, 2000; Callejo, 2002):

1. Durante el remojo. Comienza la entrada de agua hacia el interior del grano.

2. El grano de cebada contiene cantidades de B-amilasa latente en formas
solubles e insolubles; durante el malteado, la B-amilasa se solubiliza por

completo. En la Figura 10 se representan a grosso modo los procesos
bioguimicos, aqui descritos, durante el malteado en el grano de cebada.
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Cubierta seminal

Figura 10. Procesos bioquimicos en el grano de cebada durante el malteo.

(http://www.forest.ula.ve/~rubenhg/crecimiento_vegetal/, 2011)

3. En el embrién ocurre una produccién de acido giberélico (AG), hormona
vegetal natural, y giberelinas que se difunden hacia el endospermo. Una
vez en el endospermo, el AG se propaga hacia el escutelo y la capa de
aleurona; la produccién de enzimas inicia en el escutelo y posteriormente
contina en el resto de la capa de aleurona (Ranki, 1990); ulterior a la
activacion enzimatica se forman enzimas: a-amilasa, endo B-glucanasas,

pentosanasas y dextrinasas.

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

generadas (Kusada et al., 1991). Los granos que presentan dafos en la
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parte del embridn son incapaces de producir giberelinas, por lo que se debe

omitir su uso para la elaboracion de maltas (MacGregor y Batty, 1996).

Las proteinas son degradadas parcialmente por las proteasas y peptidasas,
liberando nitrégeno libre (FAN: Free Amino Nitrogen). La protedlisis de los
granos es de gran importancia debido al FAN liberado, pues no sélo es
necesario para el crecimiento de enzimas durante todo el proceso de
germinacion (Palmer, 1989). Los péptidos y el FAN obtenidos con la
protedlisis también son requeridos para el crecimiento de la levadura
durante la fermentacion, por ello, una insuficiente degradacién de proteinas

provoca extractos pobres de malta (Taylor, 1991).

Finalmente el resto del almidén es degradado hasta la obtencién de
azucares principalmente maltosa y glucosa, nutriendo el embrion para la

posterior formacion de raicillas en el grano.

Después de la hidrolisis del almidén ocurre un metabolismo denominado
extracto de agua fria, el cual consiste en la formacion de aminoacidos y
azucares durante la respiracién, los cuales se manifiestan con la formacion

de raicillas y acréspira.

2.6 Enzimas implicadas en el proceso de malteo

La degradacion de compuestos como el almidén, proteinas y otros

polimeros para su conversion en nutrientes sencillos y necesarios para la

germinacion se lleva a cabo mediante reacciones enzimaticas especificas que

implican principalmente la actividad de enzimas ya mencionadas anteriormente

como: oy B-amilasas, dextrinas, proteasas y B-glucanasa (Hornsey, 1999).

Amilasas: se trata de enzimas o y p-amilasas encargadas de la

degradacioén del almidén a dextrinas (sustancias quimicamente intermedias entre
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el almidén y monosacaridos) y azucares sencillos, la actividad combinada de estas
enzimas es conocida como poder diastasico (PD). En los procesos de elaboracion
de cerveza se requieren niveles de PD relativamente altos para obtener una

conversion adecuada del almidon (Evans et al., 1996).

La cebada sin maltear contiene cantidades considerables de B-amilasa
latente, tanto en forma soluble como insoluble, esta enzima se solubiliza
completamente durante el malteado; mientras que la a-amilasa esta ausente en la

cebada y se desarrolla en las primeras fases de malteado (remojo y germinacion).

La B-amilasa tiene una actividad dextrinégena, es decir, genera mas
cantidades de dextrinas, en tanto que a-amilasa tiene una accién sacarogénica; es
decir, completa la degradacion del almidén hasta azucares. Las temperaturas bajo
las cuales estas enzimas son viables son entre 62 y 75°C (Wolfgang, 1999).

Proteasas, pentosanasas y dextrinasas limite: son enzimas
encargadas de acelerar la degradacibn de proteinas y pentosanos
respectivamente, estas enzimas al igual que la a-amilasa también se generan

durante el malteado gracias a la actividad del acido giberélico.

B-D-glucanasa (B-glucanasa): se trata de una enzima con peso molecular
cercano a 20 000 unidades (Yin y Macgregor, 1989), se activan durante el
malteado después de la formacion de la o-amilasa en el embrion de cebada
(especificamente en la aleurona y el escutelo) y esta implicada en la degradacion
de B-glucanos (Etokapkan, 1993; Ellis et al., 1997; Hornsey, 1999; Knuckless y
Chiu, 1999). La presencia de esta enzima en concentraciones elevadas se traduce
directamente a una mejor calidad de la malta.

La cantidad y la capacidad enzimatica de la B-glucanasa presente en la
cebada depende principalmente de las propiedades genéticas de la variedad

utilizada (Narasinhalu et al., 1994; Zhang et al., 2001). La B-glucanasa muestra su
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mayor actividad en los dias finales de malteado (Swanston et al, 1994),
posteriormente, durante la maceracion, dicha enzima se vuelve a activar para
desdoblar restos de B-glucanos, inactivandose a temperaturas por encima de los
45°C (Muller, 1995).

Lipasa: también conocida como triacilglicerol hidrolasa; se encarga de
promoveer la ruptura de lipidos, especificamente triacilgliceroles para convertirlos
en acidos grasos. La lipasa se activa durante la germinacion, siendo 37°C su
temperatura 6ptima de actividad, se encuentra principalmente en el embrién y la
aleurona, aunque existen cantidades considerables de esta enzima en el

endospermo amilaceo y en la cascarilla de la cebada (Gaillard y Bowler, 1987).

Ademas de la lipasa, en la cebada existen pequenas cantidades de
fosfolipasas responsables de la ruptura de lipidos polares como los fosfolipidos,
glicerofosfolipidos y eteroles (MacGregor y Batty, 1996).

2.7 Parametros de calidad maltera

2.7.1 Extracto de malta

El extracto representa la cantidad de solidos solubles que pasan del grano
malteado al liquido de cocimiento y es el factor que mayor importancia tiene en el
rendimiento industrial. Para el estudio del extracto es necesario considerar las
condiciones de maceracion que afectan las transformaciones fisicoquimicas del
almiddén contenido en el endospermo como son: el grado de molienda, dilucién de
la muestra, relacién temperatura-tiempo y pH. Estas condiciones deben ajustarse
para obtener actividades Optimas de las enzimas que actuan durante todo el
proceso de maceracion. El agua juega un papel importante en esta accion, debido
a que es el disolvente de las sustancias solubles y el medio de transferencia
térmica para lograr que las enzimas hidroliticas transformen las sustancias
insolubles en otras mas simples, de una manera planificada y reproducible en los

materiales estudiados (Figueroa, 1985).
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La maceracién de la malta permite producir un extracto fermentable que
permita el crecimiento de la levadura, con la consiguiente produccién de cerveza.
La temperatura del agua a mezclar es critica (Hornsey, 1999). El proceso de
maceracion empieza al formarse una pasta de malta molida con agua a 45 °C y
agitacion, de la cual se extraen las sustancias solubles. Las masas concentradas
permiten en cierta medida la accion proteolitica y las diluidas la accién diastasica.
Este periodo de peptonizacion dura 30 min ademds de liberarse los almidones y
proteinas solubles, se activan las enzimas proteoliticas, proteinasa. La enzima
peptidasa actua también en esta etapa. Posteriormente se incrementa la
temperatura a 70 °C, en el lapso del incremento de temperatura actiuan las
enzimas diastasicas a y B-amilasa y actian sobre los granulos de almidén
hinchado, reventandolos y dispersando las moléculas de amilosa y amilopectina a
través del agua y convirtiendo estas en azucares fermentables, maltosa y
dextrinas (licuefaccion). A 70 °C la licuefaccion del almidon presenta la mayor
conversion de azucares fermentables. A esta temperatura se mantiene por una
hora hasta que la conversion sea completa. Finalizada esta reaccion las enzimas

se encuentran inactivas y termina el proceso de transformacién (Figueroa, 1985).

2.7.2 Poder diastasico

El poder diastasico es la habilidad que tiene el grano malteado de
transformar los almidones en azucares reductores. Esta habilidad se estima con la
velocidad de reaccion de las enzimas que producen ciertas cantidades de
azucares por unidad de tiempo. La unidad de medida es el grado Lintner, la cual
podemos transformar en equivalentes de maltosa. En la estimacién del poder
diastasico se esta una refiriendo al conjunto de actividad de todas las enzimas
amiloliticas, como son la a-amilasa, B-amilasa, glucosidasa, B-glucanasa, citasas,
entre otras (Figueroa, 1985). Las maltas con alto poder diastasico pueden ser
requeridas para ciertas cervecerias, especialmente si estas usan una alta porcién

de adjuntos con almiddén no malteado en los grits. El poder diastasico de la malta
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esta determinado por la interaccion genética y ambiental de la cebada (Yin y
MacGregor, 1989).

2.7.3 Nitrogeno soluble

La evaluacion del contenido de nitrogeno en la cebada es una medida
indirecta de la cantidad de proteina presente en dicho cultivo. La mayor parte de
nitrégeno de la cebada estd localizado en el endospermo como proteina de
reserva y proteina enzimatica (Hornsey, 1999).

En el macerado parte de las proteinas de elevado peso molecular que no
alcanzaron a hidrolizarse durante el malteado, se modifican por medio de las
enzimas proteoliticas y forman compuestos mas simples. Si el porcentaje de
proteina es bajo, habra poca cantidad de proteina modificada debido a una pobre
peptonizacion, lo cual trae como consecuencia que la levadura tenga poco
alimento y se efectuen fermentaciones deficientes y a la vez los mostos estan
propensos a enturbiarse. EI método de determinacion de proteinas soluble se
basa en el anadlisis de los compuestos nitrogenados que se obtienen del extracto
de malta (Figueroa, 1985).

2.7.4 o-Amilasa

La a-amilasa actua sobre el almidon gelatinizado, licuando y rompiendo la
capa de amilopectina en los enlaces glucosidicos a 1-4 y reduciendo las
estructuras de dextrinas. La a-amilasa es llamada enzima “dextrinogénica” por
producir dextrinas; aunque muy lentamente puede ser capaz de producir de

producir maltasa muy lentamente.

Los iones de calcio y sodio actian como estabilizadores de la actividad de
la a-amilasa, ademas interaccionan con los fosfatos inorganicos para establecer

un sistema amortiguador que mantiene el pH aceptable; por ello, para valorar la
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accion de las enzimas, especificamente de a-amilasa, es conveniente estandarizar
la temperatura, el pH y las sales reguladoras, a fin de conseguir resultados
reproducibles. Contando con los factores mencionados antes como constantes y
habiendo estandartizado un almidén soluble hasta dextrina limite mediante accién
de la B-amilasa, se hidroliza este compuesto con a-amilasa en presencia de yodo.
Comparando el decremento de la intensidad del color con incrementos de tiempo
de reaccion en el rango lineal de la curva, se obtiene la actividad enzimatica, la

cual esta en relacion directa con la cantidad de a-amilasa presente.
2.7.5 Viscosidad del mosto

La viscosidad en el mosto es causada por la presencia de B-glucanos y
pentosanos, formados por la accién de la B-glucanasa sobre las paredes de las
células endospérmicas. Estos compuestos se disuelven o quedan suspendidos en
los mostos, dependiendo de la accién modificadora de la B-glucanasa sobre la
malta. En el Ultimo caso puede aumentar la viscosidad, lo que es causa de
problemas en la filtracidén y en el almacenamiento de la cerveza por el mal aspecto

que presenta el sedimento que forma (Figueroa, 1985).

La viscosidad es una propiedad de un fluido mediante la cual ofrece
resistencia al corte. La viscosidad depende de las fuerzas de cohesién y la rapidez
de la transferencia de cantidad de movimiento entre moléculas. En un liquido las
fuerzas de cohesién son mas grandes que en un gas debido a que las moléculas
se encuentran mas proximas entre si. Al incrementarse la temperatura a un
liquido, la cohesidén disminuye y por lo tanto, también lo hace la viscosidad.
Existen varias formas de medir la viscosidad de un liquido pero una de ellas es por
medio de viscosimetros como el de Ostwald, el cual se basa en la ley de
Poisseuille:
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Que nos da el caudal Q (volumen de fluido por unidad de tiempo) que
atraviesa un capilar de radio Ry longitud / entre cuyos extremos se ha aplicado
una diferencia de presiones Ap y m es la viscosidad del fluido. Esta ley permite
conocer la velocidad de flujo de un liquido a través de un tubo, en funcién de la
diferencia de presiones bajo las que se establece el desplazamiento (Nuies et
al., 2001).

2.8 Radiaciones electromagnéticas

Una onda en general es una sucesién de maximos y minimos (como las
olas en el agua) que va avanzando por el espacio. A la distancia entre dos
maximos se le llama longitud de onda. En el caso de una onda electromagnética
avanza en dos campos oscilantes, uno eléctrico y otro magnético. La radiacién
electromagnética es una forma de energia que se propaga en el vacio en
ausencia de cualquier material en movimiento. El espectro electromagnético es un
conjunto de ondas que van desde las ondas con mayor longitud como "Las ondas
de radio" hasta los que tienen menor longitud como "Los rayos Gamma"
(Figura 11).

Es importante anotar que las ondas con mayor longitud de onda tienen
menor frecuencia y viceversa. Las caracteristicas propias de cada tipo de onda
no solo es su longitud de onda, sino también su frecuencia y energia (Sharma et
al., 2003).

El calentamiento electromagnético, asi como las microondas e infrarrojo,
se le pueden encontrar aplicacidn en muchos procesos de alimentos en la
industria o en el hogar, incluyendo recalentamiento, precocido, cocido, secado,
pasteurizacion y esterilizacion. Los procesos de calentamiento electromagnético
estan gobernados por las propiedades del material llamadas propiedades
dieléctricas. El conocimiento de estas propiedades se hace cada vez mas critico
para obtener productos constantes y fiables, asi como le proceso y desarrollo del

equipo.
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Figura 11. Esquema de distribucion de las ondas electromagnéticas

(http://www.andor.com/learning/light/).

Las propiedades dieléctricas obviamente dependen de la composicidn,
humedad, contenido de sal, carbohidratos, proteinas y grasa, ya que estos son
los componentes mayoritarios. La constante dieléctrica y el factor de pérdida son
afectados por la presencia de agua ligada o libre, cambios de superficie,
electrolitos y puentes de hidrégeno en el producto. Los cambios fisicos que
suceden durante el procesamiento como la pérdida de humedad y la
desnaturalizacién de proteinas, también afectan las propiedades dieléctricas. Por
lo tanto, la investigacion del comportamiento dieléctrico de los componentes
principales de alimentos y efectos de tratamiento sobre propiedades dieléctricas
es necesaria para disefiar productos de alimentacion, procesos, y equipo (Rao
et al., 2005).

2.8.1 Microondas

Con el término microondas se identifica a las ondas electromagnéticas en el

espectro de frecuencias comprendido entre 300 MHz y 300 GHz. El periodo de
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una sefnal de microondas esta en el rango de 3 ns a 3 ps, y la correspondiente
longitud de onda en el rango de 1 m a 1 mm. Algunos autores proponen que el
espectro electromagnético que comprenden es de 1 GHz a 30 GHz, es decir, a
longitudes de onda entre 30 cm a 1 cm. Las microondas se generan con tubos de
electrones especiales como el Kklistron o el magnetrén, que incorporan
resonadores para controlar la frecuencia, o con osciladores o dispositivos de
estado sOlido especiales. Las microondas tienen muchas aplicaciones: radio y
television, radares, meteorologia, comunicaciones via satélite, medicién de
distancias, investigacion de las propiedades de la materia o cocinado de
alimentos. Tienen la propiedad de excitar la molécula bipolares como el agua, por
consiguiente se utilizan en los hornos de microondas para calentar alimentos que
contengan este liquido (Did, 2004). En el horno de microondas, el magnetrdn
produce microondas de alta intensidad y las envia a la camara del horno
(Figura 12).

Divisor de
haz Ventilador
Paredes Magnetron
metalicas
reflejan las
ondas
Dispositivos

Distribucién de

microondas electronicos

Superficie

de coccidn Plataforma

giratoria

Figura 12. Esquema de las partes de un horno de microondas convencional
(http://globalmicrowave.org/microwaves.php).

Los materiales poseen moléculas polares que responden a un campo

eléctrico como la radiacion con microondas porque estas moléculas seran
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polarizadas en presencia de dicho campo eléctrico. Primero se debe distinguir
entre moléculas que son dipolos eléctricos permanentes como el agua y aquellos
que son dipolos temporales como los hidrocarburos. Cuando los dipolos
permanentes estan en presencia de un campo eléctrico se orientan hacia si
mismos se alinean en direccion del campo eléctrico. Esto es conocido como
orientacion polarizada. Los dipolos temporales no son normalmente moléculas
polares, pero pueden ser deformados bajo la influencia de un campo eléctrico.
Esto causa que adquieran dipolos y sean temporalmente polarizados, asi
también son orientados hacia si mismo para alinearse en direcciéon del campo
eléctrico. Sin embargo, estos pierden inmediatamente su polarizaciéon cuando el

campo eléctrico desaparece (Figura y Teixeira, 2007).

Los alimentos absorben energia de las microondas esto se debe a las
interacciones inducidas entre campos dieléctricos y electromagnéticos, la
penetracion de las ondas dependera del material y la conductividad térmica
(Bhattacharya y Basak, 2006). El calentamiento por microondas es generado por
la friccion molecular de dipolos eléctricos y cambios moleculares bajo un campo
de oscilacién de frecuencia especifica y por la transferencia de calor por
conduccidn, conveccion y evaporacion dentro del alimento (Tong et al., 1992;
Bernussi, 1998). El calentamiento dependerd de la composicion, tamafo vy
geometria del alimento (Van Remmen et al., 1996). Las moléculas de agua
presentan un polo positivo y otro negativo. Las microondas, que cambian
continuamente de signo la mueven muy rapido y provocan una energia que

calienta el alimento (Figura 13).

Los materiales de moléculas no polares no absorben tanta energia y por
eso no se calientan. Tampoco lo hace el hielo, porque las moléculas de agua
tienen posiciones fijas y no chocan tanto entre ellas.
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Figura 13. Molécula bipolar movida por el cambio de signo de las microondas
(http://globalmicrowave.org/microwaves.php).

2.8.1.1 Aplicaciéon de microondas en alimentos
A) Calentamiento y secado

El secado con microondas resulta en una alta eficiencia térmica, cortos
tiempos de secado y productos de calidad comparado con el secado
convencional por aire caliente. El secado con microondas ayuda a remover la
humedad de los alimentos sin tener problemas de endurecimiento (Prabhanjan et
al., 1995). El secado con microondas requiere un espacio pequefio comparado
con los secadores convencionales. Por ejemplo, la coccién del pan se puede
lograr con un 50% de tiempo cuando la energia de microondas es utilizada
(Mullin, 1995). En el secado con este tipo de energia el costo de operaciones es
bajo porque la energia no se pierde en el calentamiento de las paredes del
equipo o en el ambiente (Thuery, 1992; Mullin, 1995).

El calentamiento generado por la energia de microondas ocurre
principalmente en el producto no en las paredes del horno. Funebo y Ohlsson
(1998) estudiaron la deshidratacién en manzana y evaluaron los valores L, ay b
siendo estos similares a los obtenidos con aire caliente y el secado con
microondas. Warchalewski et al. (1998) evaluaron el color del trigo después de
haber sido tratado con microondas y observaron que el color no cambiaba aun a
altos tiempos de exposicion. Las microondas como método de secado se han

aplicado en varios productos como son zanahorias, papas, zarzamoras, ajo,
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espinacas, cebollas, cerezas, eneldo, platano, champinones, entre otros (David,
1987; Prabhanjan et al., 1994; Krokida et al. 1997; Oduro y Clarke, 1999; Sharma
y Prasad, 2001; Cui et al., 2003; Soysal, 2004; Giri y Prasad, 2006).

Ademdas que con el uso de microondas no se ven tan afectados los
parametros de textura y organolépticos (Funebo et al., 2002). Por otra parte el
secado con microondas tiene menos efecto sobre las propiedades nutricionales y
biolégicas de los alimentos que el secado convencional. Walde et al. (2002)
estudiaron el uso de microondas en trigo y determiné que el contenido total de
proteina en las muestras de trigo no cambiaba comparado con el control (9.9%),
pero la estructura y caracteristicas funcionales de la proteina de trigo el gluten si
cambiaron. La funcionalidad del gluten fue alterada, al observarse una disminucién

de la elasticidad de la masa.

Recientemente Hernandez (2011) al calentar diferentes variedades de
trigo con microondas a 5, 10 y 15 seg observé que se mejoraba la calidad
panadera, obteniendo un incremento en el volumen del pan y un incremento en la
tenacidad de la masa. Sin embargo en trigo la capacidad de germinacion fue
afectada por la energia de estas ondas, se observd que la capacidad de
germinacion decrecid, pero en el contenido de proteinas no hubo cambio durante
el secado con microondas (Campana et al., 1993). Velu et al. (2006) evaluaron las
caracteristicas del calentamiento con microondas en maiz, las microondas no
alteraron el contenido total de proteina, sin embargo se notaron algunos cambios
estructurales en las proteinas y el almidén. Efectos similares también fueron
observados por Rodriguez (2010) al emplear tiempo de 5, 10, 15, 25, 35y 45 seq,
en un rango de 0-15 seg se observd un incremento en el rendimiento de la masa y
la tortilla de maiz. También se han reportado efectos sobre la fibra dietética en
chicharo, el contenido total de fibra decrece solo después de un tratamiento de 4
min en microondas, primero existe una pérdida de fibra soluble, se considera
después del primer tratamiento con microondas una disminucion en la viscosidad y
en el peso molecular, pero repetidos tratamientos reducen mas el peso molecular

pero no la viscosidad (Svanberg et al., 1997). Existe en los alimentos degradacién
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de vitaminas, oxidacion de lipidos y reacciones de pardeamiento, pero estas son
menores que con el calentamiento convencional (Lane et al., 1985; Ramesh et al.,
2002; Kharaisheh et al., 2004).

En lo que respecta a la aplicacién del calentamiento de microondas en
cebada Sadeghi y Shawrang (2008) evaluaron el efecto de la irradiacidén sobre las
caracteristicas de degradacién del almidén y proteina en el rumen, usando una
energia de 800 W con tiempos de 3, 5y 7 min. En dicho estudié se observé que la
energia de microondas incrementaba la degradacion tanto de almidéon como de

proteina, es decir facilita la degradacién en el rumen de los animales.

B) Inactivacion de enzimas y microorganismos

La energia de microondas induce efectos térmicos sobre microorganismo
y en enzimas de forma similar que el calentamiento convencional (Tajchakavit et
al., 1998; Matsui et al., 2006). Devece et al. (1999) compararon el uso de
microondas con el calentamiento convencional para la inactivacion de enzimas en
champifiones y se obtuvo una inactivacion de la enzima polifenoloxidasa que es la
enzima principal de la oxidacién del champiindn. Yuanyuan et al. (2007) emplearon
a las microondas para lograr la inactivacion de enzimas en te verde y mejorar la

preservacion de la calidad del té.

Banik et al. (2003) observaron que disminuia Escherichia coli a temperaturas de
45, 47 y 50 °C por medio de la irradiacién con microondas, esta disminucién fue
mas alta que con la esterilizacion convencional a la misma temperatura. Culkin y
Fung (1975) demostraron que E. coliy Salmonella typhimurium no sobrevivia en
sopas cocinadas a 915 MHz. También se logra la esterilizacién o disminucién con
microondas de Staphylococcus aureus (Yeo et al., 1999), Bacillu spp. (Celandroni
et al., 2004), Campylobacter jejuni (Uradzinski et al., 1997), Saccharomyces
cerevisiae y Lactobacillus plantarum, asi como Alicyclobacillus acidoterrestris
(Tajchakavit et al., 1998, Giuliani et al., 2010).
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Por otra parte el calentamiento con microondas también es usado como
un control no quimico de insectos y hongos. Como las microondas tienen una alta
capacidad de penetracion en los granos de cereales, el secado es mas uniforme vy
eficiente (Hurlock et al., 1979). Las microondas tienen la capacidad de inactivar al
Fusarium graminearum en el trigo (Reddy et al., 1998). Watters (1976) uso las
microondas para disminuir al Tribolium confusum J. en el grano de trigo y harina,
se obtuvo una mortalidad del 70% a 55°C y del 100% a 65°C.

2.8.2 Infrarrojo

El nombre de infrarrojo, que significa por debajo del rojo, proviene de la
observacion hecha por primera vez al dividir la luz solar en diferentes colores por
medio de un prisma que separaba la luz en su espectro de manera que a ambos
extremos aparecen visibles las componentes del rojo al violeta. Aunque estas
experiencias habian sido realizadas anteriormente por Isaac Newton. En el afo
1800 William Herschel observé que se recibia radiacién debajo del rojo al situar
medidores de calor en las diferentes zonas no visiblemente irradiadas por el
espectro. Las ondas de infrarrojo son parte del espectro electromagnético. La
longitud de onda del infrarrojo va de 0.75 a 1000 um. La radiacion térmica es
generalmente considerada en un rango 0.1 a 100. La gama de la region infrarroja
(Figura 14) se divide en infrarrojo cercano (0.75 a 3 um), infrarrojo medio (3 a 25
um) e infrarrojo lejano (25 a 1000 um) (Fu y Lien, 1998).

Lejano (25—1000)
Medio (3-25)

i

Cercano  (0.75-3)

B

ONDAS _ ; Luz visible
‘Microondas l uv Rayos X

108 10° 10* 10® 102 10" 10° 10" 102 10°
Lonitud de onda (um)

Figura 14. Espectro electromagnético donde se muestran la region del infrarrojo y
sus subregiones de infrarrojo cercano, medio y lejano (Did, 2004).
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El infrarrojo se utiliza en los equipos de visidn nocturna cuando la cantidad
de luz visible es insuficiente para ver los objetos. Un uso muy comun es el que
hacen los comandos a distancia (telecomandos) que prefieren los infrarrojos a las
ondas de radio. También se usan para comunicar a corta distancia los
ordenadores con sus periféricos 0 en mandos a distancia de equipos electrdnicos.
La luz utilizada en las fibras épticas es generalmente de infrarrojos y por ultimo
también el infrarrojo es empleado en alimentos. En alimentos el infrarrojo es

ampliamente usado para (Did, 2004):

1.  Calentamiento de alimentos.
2. Determinacién espectroscopica de la composicién quimica de
alimentos (aplicacién analitica).

3. Medicion de la temperatura de los cuerpos sin contacto.

Aunque estos tres tipos de usos implican las mismas propiedades, el uso
del infrarrojo para el calentamiento de alimentos implica operaciones como:
secado, coccidon, asado, blanqueado y pasteurizacion superficial. La irradiacion
infrarroja en superficies de alimentos inicialmente comprende pequenas
penetraciones relativamente, sin embargo la penetracién va a depender de la

composicion del alimento y la longitud de onda.

Las interacciones de los alimentos en el infrarrojo cercano y medio son
primariamente de energia vibracional a nivel molecular, mientras que en el
infrarrojo lejano, su interaccién implica niveles de energia rotacional de las
moléculas. Durante la absorcion, la energia es transferida de la onda
electromagnética a una molécula o atomo, provocando un estado excitado. Si
una molécula o el atomo son expuestos a la radiacién electromagnética de
longitudes de onda diferentes, esto so6lo absorbera fotones en aquellas
longitudes de onda que corresponden a diferencias exactas entre dos niveles de
energia diferentes dentro del material (Rao et al., 2005). Los alimentos en
general absorben una gran fraccion de la irradiacién de energia del infrarrojo
lejano (FIR). La mayoria de los componentes de los alimentos absorben rangos

de longitudes de onda cubiertas por el infrarrojo lejano (Fu y Lien, 1998).
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Los alimentos como ya se comento anteriormente estdan compuestos por
varias moléculas como polimeros, sales y agua. Las bandas de absorcion

relevantes para calentamiento de alimentos se observan en la cuadro 3:

Cuadro 3. Bandas de absorcion de infrarrojo relevantes en el calentamiento de
alimentos (Rosenthal, 1992).

Grupo quimico Longitud de onda de  Componente relevante
absorcién (um) del alimento

Hidroxilo (O-H) 2.7-3.3 Agua, carbohidratos
Carbon alifatico-Puente de 3.25-3.7 Grasas, carbohidratos,
hidrégeno proteinas
Carbonilo (C=0) éster 5.71-5.76 Grasas
Carbonilo (C=0) amida 5.92 Proteinas
Nitrogeno-Grupo hidrégeno 2.83-3.33 Proteinas
(-NH-)
Carbon-Carbon doble enlace 4.44-4.76 Grasas insaturadas
(C=C)

2.8.2.1 Aplicacion de IR en alimentos
A) Calentamiento y secado

La aplicacion de FIR en la industria de alimentos representa un nuevo
proceso para la produccion de alimentos secos de alta calidad a bajo costo
(Sakai y Hanzawa 1994). El uso de la radiacion de IR para la tecnologia de
deshidratado en alimentos tiene numerosas ventajas incluyendo la reduccion del
tiempo de secado, una fuente alternativa de energia, incremento en la eficiencia
de la energia, una temperatura uniforme en el producto, mejor calidad del
producto terminado, alto grado de control en los parametros del proceso y crea
un ambiente limpio de trabajo (Dostie et al.,, 1989; Navari et al., 1992; Sakai y
Hanzawa 1994; Mongpreneet et al., 2002).
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Por lo tanto el secado con FIR ha sido aplicado en los recientes afos para
el secado de productos de origen vegetal (Umesh, et al., 2004; Gabel et al., 2006;
Wang y Kuichuan, 2006) como en las papas (Masamura et al., 1988; Afzal y Abe,
1998), en camote (Sawai et al., 2004), en cebollas (Mongpreneet et al., 2002;
Sharma et al., 2005), en kiwi (Fenton y Kennedy 1998), y en manzanas (Nowak y
Levicki, 2004; Togrul, 2005). El secado de algas, vegetales, pescado y pasta es
también hecho en tuneles de secado por IR (Hagen y Drawert 1986). También el
IR se ha empleado para la coccién de tortillas de harina de trigo usando un horno
continuo de infrarrojo sobre el rango del infrarrojo medio y lejano durante 17-19
seg., se determind que este método es rapido y reduce la deshidratacion de la
tortilla obteniendo las mismas caracteristicas fisicoquimicas que con el método
tradicional de coccién, siendo la ventaja a la reduccién de costos empleando el
infrarrojo (Martinez et al., 1999).

En semillas de lenteja se observé que usando infrarrojo se reducen los
tiempos de coccién en comparacion con la coccidén tradicional (Cenkowski y
Sosulski, 1997). La radiacion del FIR puede ser considerada como una absorcion
superficial. El infrarrojo en alimentos también produce solubilidad de proteinas
como en el caso de la semilla de soya a una temperatura de 120-180°C con una
potencia de 650 W, para este caso no es afectada la lisina con respecto a otros
tratamientos como la extrusién (Wiriyaumpaiwong, et al., 2004). En semillas de
leguminosas como el frijol se observaron al someterlas a infrarrojo a 140°C
cambios en la composicidén quimica, propiedades fisicas, mecanicas y funcionales,
tales como incremento en el volumen, bajo punto de ruptura, fragilidad mayor,
mayor absorciébn de agua, los inhibidores de tripsina fueron reducidos, sin
embargo no se observo dafo en el almidén ni en proteinas, ademdas las
caracteristicas funcionales de las harinas obtenidas de las leguminosas irradiadas
fueron mejores que aquellas sin tratar (Fasina, et al., 2001).

En lo que respecta al grano de cebada con cascarilla y perlado ha sido
irradiado con infrarrojo hasta alcanzar una temperatura de 105 a 150°C, dando
como resultado efectos sobre las propiedades funcionales, estructurales y fisicas,
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siendo el grano menso denso, con mayor expansion, se incrementa la absorcién
de agua y hay menos solubilidad de proteinas debido a la desnaturalizacién de
estas (Fasina, et al., 1999).

B) Inactivacion de enzimas y microorganismos

Tratamientos con infrarrojo da una exitosa inactivacién de la enzima
peroxidasa en cebada, también la inactivacion de lipasa y a-amilasa en solucién
empleando infrarrojo lejano a temperaturas mayores de 50°C (Sawai et al. 2003;
Ames et al., 2006), asi como inactivacion de la ureasa en semillas de soya.
También tratamientos con IR dan una inactivacion de la lipooxigenasa, una enzima
responsable del deterioro de la soya, fue inactivada en un 95.5% con 60 seg de
tratamiento (Kouzeh et al., 1982). El FIT ha sido empleado para la inactivacién de
enzimas responsables del desarrollo de sabores desagradables en chicharos
antes del proceso de congelaciéon (Van Zuilichem et al., 1986), asi como en otras
enzimas y bacterias en solucion (Sawai et al, 2003). Galindo et al. (2005)
investigaron la aplicacion del calentamiento de IR en rebanadas de zanahoria
antes del congelamiento, las rebanadas de zanahoria calentadas por irradiacion
de FIR contenian menos dafo celular en la superficie y exhibian la textura
caracteristica del tejido crudo.

Por otra parte el infrarrojo ha sido empleado como un proceso de
pasteurizacion en hot dogs, fue eficiente en la eliminacibn de Listeria
monocytogenes superficial, teniendo incrementos de temperatura de 70 a 85 °C
logrando la inactivacién de dicha bacteria (Huang y Sites, 2008). Esporas de B.
subtilis fueron inactivadas con irradiacion de infrarrojo a temperaturas de 120,
140, 160 y 180°C (Molin y Ostlund, 1975). Tiempos cortos de tratamiento fueron
suficiente para la inactivacion de patégenos a altas temperaturas como E. coli
cuya poblacién se reduce después de 2 min de exposicion al IR (Sawai et al.,
2003).

En la superficie de cereales contaminados con esporas formadas de

Bacillus, Aspergillus 'y Penicillum como el trigo fue tratado con calentamiento de
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infrarrojo a 2.0 kW por 30 seg, seguido de un enfriado de 4 h y otra vez
calentamiento de 30 seg con infrarojo para obtener una reduccién de 1.56 logqo
CFU/g. La irradiaciéon ayuda a la inactivacién de esporas en células vegetales y
una segunda irradiacion efectivamente inactiva esporas formadas. Por otra parte,
tratamientos intermitentes pueden minimizar los cambios de calidad en
comparacién a tratamientos prolongados continuos de 50 seg (Hamanaka et al.,
2000). Las levaduras naturales de la miel fueron inactivadas con tratamiento de 8
min con infrarrojo (Hebbar et al., 2003). La temperatura en la miel fue superior a
los 100°C después del tratamiento, dando lugar a una reducciéon microbiana de
3.8510g10 CFU/mL.
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lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Evaluar los efectos de la irradiacidén con microondas e infrarrojo (IR) sobre
las propiedades mecanicas, la calidad maltera y cambios en algunos componentes
bioquimicos del grano de diferentes variedades de cebada.

3.2 Objetivos especificos:

1. Evaluar los cambios del granulo de almiddén de los granos de cebada
irradiados con microondas e IR empleando Microscopia Electrdnica de
Barrido de bajo vacio (SEM).

2. Determinar las diferencias en el perfil de viscosidad en los granos irradiados
antes del malteo empleando el analizador de viscosidad (Rapid Visco
Analyser).

3. Evaluar los cambios en la conformacion de las proteinas de la forma a o
hélice por medio de espectroscopia FTIR en el grano de cebada irradiado.

4. Evaluar la calidad de la malta del grano de cebada, tratado con microondas
e IR, utilizando los parametros de extracto de malta, contenido de nitrégeno
y viscosidad.

5. Determinar el efecto de la irradiacion en los sistemas enzimaticos del grano
irradiado y la malta obtenida.

6. Evaluar los cambios en B-glucanos y fibra dietetica total del grano de
cebada irradiado.
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7. Determinar los cambios en la solubilidad y peso molecular de las fracciones
de proteinas del grano de cebada irradiado con microondas e IR por medio
de electroforesis SDS-PAGE y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

8. Evaluar los cambios en las propiedades mecénicas y viscoelasticas de los

granos irradiados a los diferentes tiempos.
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IV. METODOLOGIA

Este trabajo se realizo en las instalaciones del Centro de Investigaciones y
Estudios Avanzados (CINVESTAV) del IPN, unidad Querétaro.

4.1 Materia prima

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion se utilizaron como
muestras de estudio cuatro cultivares de cebada (Hordeum vulgare L.) las cuales
fueron producidas en el estado de Hidalgo, dos de ellas de tipo forrajero: Adabella
y Pastor Ortiz cultivadas en Apan, ciclo 2006 y dos cebadas malteras: Esperanza y
Esmeralda del ciclo 2005, cultivadas en Palma Gorda y Zapotlan respectivamente.
También se emplearon cultivos de 2008 en la segunda etapa de los analisis.

4.2 Métodos

4.2.1 Limpieza y seleccion del grano

Se tomaron 5 Kg. de cada muestra de cebada, los cuales se pasaron por
cuatro cribas, dos de ellas de orificios circulares de 12/64” y 6/64”, para separar
las impurezas del grano de cebada y de orificios oblongos 6/64” x 3/4” y 5 2/ 64”
x 3/4” marca Seedburo Equipment para seleccionar al grano de acuerdo al tamano
conforme a la norma NMX-FF-043-SCFI-2003.

4.2.2 Determinacion de humedad del grano de cebada

Se emple6 un medidor digital de humedad Seedburo Equipment 1200
(Método 44-11, AACC 1995), la prueba se baso en las propiedades dieléctricas del
grano de cebada.

4.2.3 Pruebas preliminares de tiempo de radiacion

Se realizaron experimentos para determinar las condiciones a las cuales
se debe someter en tiempo las muestras a microondas e infrarrojo. De cada
muestra se tomaron 100 granos al azar, éstos fueron sometidos a varios tiempos

de exposicion de microondas e infrarrojo, comenzando con rangos grandes y de
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acuerdo a la prueba de energia de germinacion (5.2.3.1) se disminuyeron los
tiempos. Se observé en que rango de tiempo de 0, 5, 10, 15, 25 seg para
microondas y de 28, 37, 54, 115, 136 seg para IR el grano no sufrié dafo y siguio
siendo viable, entonces se puso atencidén en dicho rango y se disminuyeron los
intervalos de tiempo hasta determinar aquellos en los cuales se obtuvo un mayor
extracto de malta. Para el caso de infrarrojo también se establecio la velocidad de
la banda transportadora.

4.2.3.1 Energia de germinacioén

Se tomaron 100 granos tratados con microondas o infrarrojo y se
colocaron en frascos de precipitado con 50 mL de agua a 4°C, siguiendo la
metodologia de Figueroa (1985). Posteriormente se realizd el secado y el extracto
de malta.

4.2.3.2 Calibracion del horno de microondas
Se empled un horno de microondas convencional marca Sharp modelo
R-501CW, con una potencia de 1.45 KW y frecuencia de 2450 MHz. El horno de
microondas fue calibrado empleando la técnica reportada  por
Kharaisheh et al. (2004).

4.2.4 Tratamiento con radiaciones electromagnéticas

4.2.4.1 Irradiacion con microondas

De cada muestra se tomaron 100 g base seca (BS) de acuerdo a la
formula de Figueroa (1985) y fueron introducidos en bolsas de polietileno de 2 Kg
distribuidos homogéneamente. Los tiempos de exposicion a la irradiacion
electromagnética fueron a 4 y 8 seg, teniendo un control a tiempo 0 seg (Lopez et
al., 2008).

4.2.4.2 Irradiacion con infrarrojo
Los 100 g (BS) de cada variedad fueron sometidos a un horno de infrarrojo

continuo desarrollado en el CINVESTAV-Querétaro (Figura 15), se trabajo con una
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potencia alrededor de 900 W, a una longitud de onda de 2.5-4.0 um. La muestra
fue colocada en la banda transportadora en charolas del mismo material que ésta,
de la misma forma que en el microondas se distribuyo en una capa homogénea, la
velocidad de la banda de acuerdo a pruebas preliminares fue a 40 y 60 Hz, lo que
correspondi6 a un tiempo de 54 y 37 seg, respectivamente, teniendo un control a 0

seg.

Figura 15. Equipo de infrarrojo empleado para irradiar las muestras de cebada.

4.2.5 Malteo

4.2.5.1 Remojo

Los 100g (BS) de muestra expuestos a los diferentes tiempos de radiacion
se colocaron en un frasco ambar de 500mL, y se adicionaron 250 mL de agua a 4
C. Los frascos fueron colocados en una germinadora de doble camara Seedburo
Equipment EU650 a 16°C, aqui se mantuvieron por 48 h (Molina-Cano, 2002;
Figueroa et al., 1989; Figueroa, 1985), a las 24 h se cambi6 el agua y se dejaron

en oxigenacion durante 2 h, hasta que se alcanz6 una humedad de aprox. 45 %,
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se elimind el exceso de agua y se determind la humedad del grano por medio de
una termobalanza IR35 DENVER Instrument (Lopez-Perea et al., 2008).

4.2.5.2 Germinacion

Las muestras se colocaron en una charola de plastico en una camara de
germinacion, en condiciones de oscuridad durante 4 dias, hasta que la plumula
alcanz6 un tamano de aprox. 3/4 del grano (Figueroa, 1985; Figueroa et al., 1989;
Vis y Lorenz, 1998; Ruiz, 2006) Se aplicaron dos o tres volteos manualmente para
evitar entrecruzamiento de raicillas (Dewar et al., 1997).

4.2.5.3 Secado

Después del tiempo predeterminado para la germinacion, las muestras
fueron distribuidas en charolas de aluminio y colocadas en una estufa Felisa
inicialmente a 35 °C durante 19 h, después se increment6é a 45°C por 24 h, al
término de este tiempo se increment6 a 65°C por 25 h y por ultimo se disminuyo la
temperatura a 30 °C por 14 h (Lopez-Perea et al., 2008). Al término del secado se
determiné la humedad empleando el método 935.29 de la AOAC (2000).

4.2.6 Molienda
Se pesaron 25¢g de la malta, la molienda se realizé en un molino Mini
Pulvex 100 fue por 30 seg. Para molienda fina se uso una malla de 0.51mm
(0.02”) y para molienda gruesa de 1.37mm (0.0540”). Se recolect6 toda la
molienda en bolsas de pléstico. Entre cada muestra el molino fue limpiado con una
aspiradora para evitar residuos de muestras anteriores (método 935.30 de la
AOAC, 2000).

4.2.7 Analisis de calidad maltera

4.2.7.1 Extracto de malta
Se determind el potencial de la malta produciendo un mosto con una
maceracion estandarizada (Figueroa, 1985;; Método 935.30 AOAC, 2000; Método

4.5.1 EBC, 2003). Se emplearon las siguientes férmulas:
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g_PM-PV
~ PA-PV

Donde:

GS = Gravedad especifica a 20°C
PM = Picnédmetro con muestra
PV = Picnédmetro vacia

PA = Picnédmetro con agua

Para calcular el porcentaje de extracto fue la siguiente:
°p = (GS x 244.26872) - 244.03851

%Extracto(BS)= p(H+800)x 100
(100-°p) (100-H)

Donde:

°p = Grado plato

BS = Base seca

H = porcentaje de humedad de la malta

4.2.7.2 Diferencia de extractos

Realizada la determinacion del extracto de malta tanto para molienda fina
como para molienda gruesa se calcul6 la diferencia de extractos Unicamente por
sustraccién de los valores resultantes para cada uno de ellos. Se consider6 la

modificacidén de la malta segun el cuadro 4:

Cuadro 4: Modificacion de la malta de acuerdo a la diferencia de extractos
(Figueroa, 1985).

Diferencia de extractos Modificacion de la malta
1.5 Excelente
2.5 Buena
3.5 Regular
4.5 0 mas Pobre
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4.2.7.3 Poder diastasico de malta

Se determind el poder diastasico de la malta bajo condiciones
estandarizadas. Las enzimas de la malta fueron extraidas con agua a 40 °C, la
solucién de almidén fue hidrolizada por las enzimas extraidas de la malta. La
cantidad de azucares reductores formados por la accion amilolitica fue estimada
por yodometria. El resultado fue calculado en gramos de maltosa el cual es
producido bajo condiciones especificas por 100 g de malta Método 4.12 EBC
(2003).

4.2.7.4 Actividad de a-Amilasa

Se determiné la actividad de la a-amilasa como tiempo de dextrinizacion
de una solucion de almidon en presencia de un exceso de [B-amilasa. La cantidad
de a-amilasa fue estimada visualmente usando un color correspondiente a la
concentracion de almidon remanente en solucion, que especifica el punto final del
proceso de dextrinizacién (Método 4.13 EBC, 2003).

4.2.7.5 Viscosidad del mosto
La viscosidad del mosto se determind empleando un viscosimetro de
Ostwald bajo el método 4.8 de la EBC (2003).

4.2.7.6 Nitrogeno total en grano, malta y soluble en mosto

El contenido de nitrégeno fue determinado por el método de Kjeldahl
empleando un equipo de micro-Kjeldahl. Las muestras de grano de cebada
(Método 46.10 AACC, 1995), malta y mosto (Método 4.3.1 y 4.9.1 EBC, 2003)
fueron digeridos con &cido sulfurico caliente en presencia de la catélisis que dio el
sulfato de amonio. La digestion alcalina se realiz6 con NaOH y el amonio liberado
fue destilado dentro de un exceso de acido borico. El amonio fue titulado con una
solucion de acido clorhidrico.
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4.2.8 Propiedades mecanicas del grano de cebada

El ancho, alto y largo del grano de cebada fue medido usando un vernier
digital (CD-6 CS, Mitutoyo, Japan). Un TA-XT2 texture analyzer (Texture
Technologies Corporation, Stable Micro Systems, Surrey, England) fue usado para
medir la fuerza de compresidén ejercida sobre el grano y la deformacién de la
cebada entre dos placas paralelas usando una sonda de aluminio de 10 mm de
didmetro x 8.3 de alto con una base de 15x15 mm vy el plato (Figura 17).
Posteriormente para determinar el area de contacto se siguidé la metodologia de
Ponce-Garcia (2008). El area se calcul6 con el software IMAGE J version 1.33°.

Figura 16. Analizador de Textura Universal TA-XT2 y la sonda de aluminio

empleada.

4.2.9 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

4.2.9.1 Preparacion de la muestra

Cinco granos tratados a microondas e IR de cada variedad se fracturaron
con un punzoén obteniéndose el grano en dos partes. Se colocd pegamento por la
parte inferior donde fueron lijados y se colocaron en una placa de aluminio de 5cm

x 5cm x 4cm. En ese momento los granos estuvieron listos para ser observados
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por medio del Microscopio Electronico de Barrido (SEM) Philips model XL30
(Gaytan et al., 2006). Los granos fueron observados a 1500X.

Por otra parte, para determinar el grosor de las capas que conforman la
cascarilla del grano de cebada se tomaron 4 granos de la variedad Esmeralda y
Pastor Ortiz, estos fueron colocados en moldes de goma y fueron embebidos en
un disco hecho de acrilico de dos componentes de resina de acrilato (metacrilato
de metilo y 2-hidroxietil metacrilato) (AcryFix, Struers, Dinamarca). La muestra se
dej6 en reposo durante 12 h, se retiraron del molde de goma y se pulieron. Se
realizé un corte longitudinal de las estructuras del grano por medio del montaje de
la pastillas en una herramienta de pulido (RotoPol-25, Struers, Dinamarca) y
posteriormente se utilizaron diversas lijas hasta obtener una superficie brillante
(Figura 16). Por ultimo las pastillas pulidas fueron limpiadas con etanol y una tela
de algoddén (Figueroa et al., 2011). Fueron observadas al microscopio a 350X
obteniendo 4 micrografias de cada grano en diferentes puntos como se muestra
en la Figura. Para medir el grosor de las capas de la cascarilla del grano se
empleé el software IMAGE J versidén 1.330, la medicion se realizé en 5 puntos

diferentes.

(b)

Figura 17. Granos de cebada preparado para SEM, (a) en un soporte de acrilico,
(b) zonas donde se tomaron las micrografias.
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4.2.9.2 Condiciones de operacion del SEM

El equipo se acondicioné para que trabajara en médulo de bajo vacio, se
ajusté el haz de electrones a 15 kV y aprox. a 50uA de corriente. El detector usado
fue de tipo GSE con spot size del laser de 4.5y a 1 Torr de presiéon. Para la
morfologia del almidon se observaron a 1500x y en el caso de las pastillas de
acrilico fueron observadas a 12x y 350x. Se realizaron las lecturas en las
diferentes areas del grano ajustado a conveniencia de la luminosidad, brillo y

contraste de la imagen, asi como la escala de la misma.

4.2.10 Grado de cristalinidad por Rayos X

Se us6 un difractometro de rayos X (modelo Dmax2100, RIGAKU) a 30kV
y 16 mA, A = 1.78899 A, con radiacién de CoKa y el angulo de barrido fue de 5-38°
sobre la escala 26 con intervalos de 0.2 (Gaytan et al., 2006). La cristalinidad
relativa del grano de cebada fue calculada por el promedio de las areas de la
region amorfa y cristalina del difractograma de rayos X por medio del software
Jade 5.0 Material Date Inc.

4.2.11 Perfil de viscosidad
Se emple6 un equipo Rapid Visco Analyser 3C (Newport Scientific PTY
LTD, Sydney, Australia) para determinar la curva viscoamilografica. EI método

empleado es el reportado por Jane et al., (1999) con ligeras modificaciones.

4.2.12 Extraccion de las fracciones de proteinas

Las fracciones de proteinas de albuminas, globulinas, prolaminas y
glutelinas de la variedad Esmeralda fueron obtenidas de acuerdo a sus
propiedades de solubilidad segun la metodologia de Osborne de 1924 modificada
por Gellrich et al. (2003) y a la cual también se le hicieron determinadas
modificaciones. A la muestra tamizada por malla No 100, seca y desengrasada se
le agrego 600 mL de cada uno de los solventes que se presentan en el cuadro 5,
para cada tipo de fraccion de proteina obtenido se empled determinado tiempo y
temperatura de extraccidén. Entre cada extraccién la muestra fue centrifugada a

1000rpm durante 30min para la siguiente extraccion. El sobrenadante fue
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concentrado hasta 100 mL por medio de un rotavapor Blchi y el precipitado
obtenido de la centrifugacién fue resuspendido con la solucién de la siguiente
extraccion. El sobrenadante después de la concentracién fue congelado con
nitrégeno liquido y posteriormente liofilizado por 2 dias.

Cuadro 5. Proceso de extraccidn de fraccion de proteinas segun su solubilidad.

Paso Solucion Tiempo de Temperatura Fraccion de

(600 ml) extraccion (min) (°C) proteina

| H.0O 40 4 Albuminas

| NaCl 0.5N 60 4 Globulinas

Lavado H)O 15 4

]| 2-Propanol 55% 60 20 Prolaminas
(Hordeina I)

v 2-Propanol 55% + 60 20 Prolaminas
B-mercaptoetanol (Hordeina Il)

0.6%

4.2.13 Determinacion de prolaminas por electroforesis

La determinacién del contenido de proteina en la muestra liofilizada fue
por medio del equipo LECO Protein Analysis. Los cambios en el peso molecular
de las prolaminas del grano de cebada irradiado de la variedad Esmeralda fueron
determinados por medio de  electroforesis SDS-PAGE basandose en la
metodologia de Khan y Nygard (2003). La intensidad relativa de las bandas fue
determinada usando el software IMAGE J version 1.44p, considerando el area
bajo la curva obtenida.

4.2.14 Determinacion de hordeinas por RP-HPLC

La fraccién de prolaminas (Hordeina) de la variedad Esmeralda fue
analizada por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con fase reversa, se
uso un equipo de HPLC Agilent 1100 series con detector de UV acoplado al
Software Instrument 1. Se siguidé la metodologia de Wingad et al. (1986) con
modificaciones. Se pesaron 0.05 g de hordeina liofilizada, adicionando 1 mL de 2-
propanol al 55%, se mezclo con un vortex y se centrifugo a 5000rpm por 10 min.
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Se tomaron 20 puL de muestra para inyectar. Se empleo una columna Agilent
Eclipse XCB-C8/ ZORBAX Rx-SIL (5um, 4.6 x 150mm). El solvente (A) fue 15% de
acetonitrilo con 0.1% de &acido trifluroacético y el solvente (B) fue 85% de
acetonitrilo con 0.1% de acido trifluroacético, se hizo un gradiente lineal de 10%-
55% del solvente B con un tiempo de corrida de 55 min y un tiempo de lavado
entre muestras de 5 min. Se empleé una temperatura de 35°C, la lectura se
realizé a una longitud de onda de 214 nm y un flujo de 1 mL/min. Los espectros

fueron normalizados.

4.2.15 Determinacion de p-glucanos en mosto
La determinacién de B-glucanos fue realizada en los mostos obtenidos de
los tratamientos empleando un Kit Mixed-Linkage-Beta-Glucan (K-BGLU) de

Megazyme (Megazyme, 2006).

4.2.16 Fibra soluble, insoluble y dietética total del grano de cebada
La determinacién de fibra se determiné en el grano de cebada irradiado y
el control por medio del Método 32-07 of AACC (1995), usando enzimas de la

marca Sigma.

4.2.17 Reflectancia difusa de infrarrojo por transformada de Fourier

Se tomaron 6 mg de harina de cebada seca y tamizada por malla 60, se
mezclaron con 194 mg de KBr previamente secado en un horno durante 24 h a
135°C. El andlisis espectroscépico se realizd en un espectrofotometro Perkin-
Elmer Spectrum GX de reflectancia difusa con accesorio Easi Diff (modelo Pike)
para reflectancia difusa en el infrarrojo por transformada de Fourier (DRIFT).Los
espectros se recogieron en 4 cm-1 de resolucion, con el rango de numero de onda
de 400-4000 cm-1; tomando la media de 25 lecturas. El espectro de KBr puro se

restd el espectro de las muestras analizadas (Hernandez, 2010).
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4.2.18 Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando la prueba de Tukey vy
correlaciones simples empleando el paquete estadistico SAS (1999),
considerando un alto grado significativo a P<0.05 y 0.05 respectivamente.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio preliminar del tiempo de radiacion

Se han realizado diversos estudios sobre la aplicacidn de microondas en
cereales como reportan Campana et al. (1986, 1993) que estudiaron el uso de
microondas para el secado del grano de trigo, observando las propiedades
fisicoquimicas y de panificacion, reportaron que la germinacion fue reducida por la
exposicidon a microondas. Dichos autores indicaron que temperaturas mayores de
58-62°C afectaron significativamente la germinacion. Por lo cual este rango de
temperatura fue considerado para determinar los tiempos que se usaron en las
pruebas preliminares para el grano de cebada, siendo el maximo tiempo a 25 seg
(Figura 18a), debido a que tiempos mayores se observé dafio fisico en el grano.
Con respecto al tratamiento de infrarrojo (IR) se emplearon tiempos de irradiacion
de 0-136 seg (Figura 18b), un rango mayor de tiempo que el usado con
microondas, esto a causa de la potencia menor con la que se trabajo el horno de
IR de 900 W con respecto a 2450 W del horno de microondas.
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Figura 18. Efecto del tiempo de irradiacién con (a) microondas e (b) infrarrojo
sobre la energia de germinacién de la cebada. La linea azul indica el % de
germinacion y la roja el incremento de temperatura.
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La energia de germinacién fue evaluada a los tiempos de irradiacién
determinados para microondas e IR, esta prueba indica la velocidad de
germinacion. La Figura 18, muestra que a tiempos mayores de 10 seg de
irradiacién con microondas (a) y a tiempos mayores de 60 seg para infrarrojo (b),
se afecta significativamente la germinacién, produciendo una disminucién de la
viabilidad del grano de cebada. En el proceso de malteo se requieren porcentajes
mayores a 85% para que se desarrolle normalmente el potencial enzimatico
(Figueroa, 1985). Se observd que a tiempos menores de 10 seg con microondas y
de 60 seg con IR se obtiene una germinacién que podia ser considerada para
llevar a cabo el proceso de malteo, ademas que se emplean temperaturas
cercanas a 38 °C que es limite fisiologico del grano de cebada. La forma de la
curva de la Figura 18, también es muy similar a la reportada por Campana et al.
(1986) y Campana et al. (1993). Por lo que en base a lo anterior se seleccionaron
los tiempos de 0, 4 seg (32°C) y 8 seg (47°C) para microondas y para infrarrojo
tiempos 0, 37 seg (35°C) y 54 seg (38°C).

5.2 Efecto de la irradiacion sobre la calidad

5.2.1 Extracto de malta

Recientes trabajos realizados por Rodriguez (2010) y Hernandez (2011)
demostraron que la irradiacion con microondas a tiempos cortos mejoraban la
calidad de los productos finales obtenidos tanto de maiz como de trigo, es decir,
del rendimiento de la tortilla e incremento en el volumen del pan respectivamente.
Hasta el momento no existen estudios sobre el efecto de microondas en la calidad
maltera de cebada. El extracto de malta es el factor de mayor importancia en la
calidad maltera, debido a que mide la cantidad de azucares fermentables o
solubles (glucosa y maltosa) en el mosto, esto determina la cantidad de alcohol
que puede ser producido por wuna tonelada de grano de cebada
(Farmnote, 1999).Por ello el interés en observar el efecto de la irradiacién
electromagnética sobre dicho parametro. En la Figura 19, se muestra la calidad
maltera de las cuatro variedades de cebada sometidas a los diferentes tiempos

con irradiacion de microondas. Se puede observar en dicha figura que la cebadas
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malteras Esmeralda y Esperanza sin tratamiento tienen un extracto de malta de
76.08 % y 77.49 %, ligeramente por arriba del limite minimo permitido de 76 %.
Sin embargo las cebadas forrajeras Adabella y Pastor Ortiz no cumplen con la
especificacidon teniendo 66.95 % y 73.53 % de extracto de malta respectivamente.
Al realizar el tratamiento con microondas se observo un incremento en el extracto

de malta tanto para cebadas malteras como forrajeras.
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Figura 19. Efecto del tiempo de irradiacion de microondas sobre el extracto de
malta en las cuatro variedades de cebada. Letras diferentes en las barras
representa que existen diferencias significativas (P<0.05 ).

En la variedad Esmeralda se observé a tratamiento de 4 seg con
microondas un incremento en el extracto de malta en comparacion con el control,

logrando un aumento de 7.61 %. Sin embargo a 8 seg se obtuvo una disminucién
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del extracto. Este comportamiento es similar al obtenido en las variedades
Esperanza y Pastor Ortiz, dando lugar a un aumento de 459 % y 7.12 %
respectivamente de extracto entre el control y el tratamiento de 4 seg; pero al
aumentar la exposicion a microondas a 8 sec el extracto disminuye, siendo en la
variedad Esperanza a 8 seg (77.49 %) similar al control (77.08 %). Se observan
diferencias significativas en las tres variedades mencionadas anteriormente entre
el control y el tratamiento a 4 seg. En el caso de la variedad Adabella se tuvo un
comportamiento diferente, es decir, que al incrementarse el tiempo de irradiacion
a microondas el extracto de malta aumenté teniendo a 4 seg 75.24 % y un mayor
porcentaje de extracto a 8 seg 77.07 %, logrando un incremento de 3.54 %,
habiendo diferencias significativas entre el control y el tratamiento a 8 seg.

Como se mencioné anteriormente las variedades forrajeras sin tratamiento
no cumplen con la especificacién, sin embargo al realizar el tratamiento con
microondas a 4 seg la variedad Pastor Ortiz se aproxima al minimo requerido, con
respecto a la variedad Adabella a 8 seg se encuentra ligeramente por arriba del
minimo. Por lo tanto la irradiacién con microondas ayuda a la obtencion de mayor
cantidad de azucares fermentables en el mosto. Esto concuerda con lo obtenido
por Warchalewshi et al. (2010) al observar la influencia del calentamiento de
microondas (2450 MHz) sobre granos de trigo, donde el contenido de azucares
reductores se incrementd con la aplicacién de microondas a tiempos de 15, 45y
60 seg, pero disminuyé a tiempos de 90, 120 y 180 seg, ademas sugieren que
este incremento de los azucares reductores se debe a una mayor actividad de la

amilasa enddgena durante el calentamiento a temperaturas < 48°C.

Por otra parte con respecto al tratamiento con IR también se observd que
existia efecto sobre el extracto de malta siendo este menor que el tratamiento con
microondas. En las cuatro variedades de cebada se obtuvo que a tratamiento de
37 seg con IR el extracto de malta se incrementara en comparacion con el control
(Figura 20).
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Figura 20. Efecto del tiempo de irradiacion de infrarrojo sobre el extracto de malta
en las cuatro variedades de cebada. Letras diferentes en las barras representa
gue existen diferencias significativas (P<0.05).

La variedad Esmeralda a 0 seg se encuentra muy cerca del minimo de la
especificacion (75.97%) al realizar el calentamiento con IR a 37 seg el extracto se
incrementa en un 3.93%, pero a tiempos mayores de irradiacién de 54 seg el
extracto disminuye en comparacién con el tratamiento de 37 seg habiendo
diferencias significativas entre tratamiento. En la variedad Adabella se observa la
misma tendencia donde se obtuvo un incremento de 2.72% a 37 seg, el control sin
tratamiento (74.42%) no cumple con la especificacion, pero tanto a 37 y 54 seg de
irradiacién esta variedad ya esta dentro de los requerimientos con 77.14% vy
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76.13% de extracto respectivamente. Ambas variedades siguen un

comportamiento similar al observado con microondas.

En lo que corresponde a las variedades Esperanza y Pastor Ortiz se
observd que el calentamiento de IR, a los tiempos seleccionados, aumentaba el
extracto de malta en comparacién con el control, pero este se mantenia sin
cambio entre los tratamientos. La variedad Esperanza mostré un incremento de
extracto de malta de aproximadamente 2% y Pastor Ortiz 3.88%, siendo esta
ultima una malta de mala calidad aun con el tratamiento de IR por tener valores
entre 69-74% de extracto, no superando el minimo de la especificacion. Sawai et
al. (2004) obtuvieron resultados similares al utilizar la radiacion de IR sobre
camote en presencia de B-amilasa, ellos demostraron que a temperaturas
menores de 70°C la cantidad de maltosa se incrementaba debido a la radiacion,
sin embargo a temperaturas altas bajaba la concentracién de maltosa, los autores

lo atribuyen a dafio sobre la enzima produciendo su inactivacion.

El tratamiento con irradiacién de microondas e infrarrojo incremento la
calidad maltera de las cebadas que son usadas para este rubro (Esmeralda y
Esperanza) y mejora la calidad de la cebada forrajera Adabella que podria ser
usada como cebada maltera después del proceso de irradiacién. Sin embargo la
variedad Pastor Ortiz aun con tratamiento esta fuera de la especificacion, seria
rechazada para la industria maltera, pero era importante conocer los efectos que
tenia la exposicion de microondas e infrarrojo sobre este tipo de variedad por lo

cual se continuo con su estudio.

5.2.2 Diferencia de extractos
En la diferencia de extractos, refiriéndose a la diferencia entre extracto de
molienda fina y extracto de molienda gruesa, este parametro es un indicador del

grado de modificacion del grano desde el punto de vista de carbohidratos.

En el tratamiento con microondas no se observaron diferencias

significativas entre el control y los tratamientos tanto a 4 seg como a 8 seg en las
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cuatro variedades de cebada (Cuadro 6). Comportamiento similar fue observado
con el tratamiento de IR en el cual no hubo diferencias significativas entre el
control y los tratamientos asi como entre estos. La diferencia de extractos para
ambos tratamientos se encuentra entre 2 a 4 % y de acuerdo al cuadro 4 se
obtuvo una modificacion de la malta entre buena y regular, teniendo mejor
modificacidn las cebadas malteras. En el grano modificado la permeabilidad de las
particulas es muy alta y no existen zonas dentro de la célula que escapen al
ataque enzimatico, por lo que se espera entonces que el extracto de molienda

gruesa sea muy semejante al extracto de molienda fina (Figueroa, 1985).

Cuadro 6. Diferencia de extractos de malta de diferentes variedades de cebada
irradiada’.

Microondas Infrarrojo
Variedad t. Dif. De Ext. t. Dif. De Ext.
(seg) (%) (seg) (%)
Esmeralda 0 2.50ab 0 2.29¢c
4 2.03b 37 2.46bc
8 2.82ab 54 2.79abc
Esperanza 0 3.34ab 0 2.87abc
4 2.84ab 37 3.66ab
8 2.31ab 54 2.39bc
Pastor Ortiz 0 3.04ab 0 3.37abc
4 3.53ab 37 3.99a
8 3.13ab 54 3.24abc
Adabella 0 3.70a 0 3.09abc
4 3.45ab 37 3.60abc
8 3.25ab 54 3.71abc
Especificacion' Min 2.5

t = tiempo de irradiacién; Dif. De Ext. (Diferencia de Extractos).

T Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son significativamente diferentes
P<0.05).

gT Especificaciones de calidad para nuevas variedades para la industria cervecera (Figueroa, 1985).

5.2.3 Poder diastasico
El poder diastasico determina la actividad de algunas enzimas de la malta
como a-amilasa, B-amilasa y dextrinasa limite para producir azucares reductores.

Las enzimas diastasicas convierten el almidén del grano en azucares solubles (o
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extracto de malta). Los niveles de varias enzimas diastasicas son importantes
para lograr una calidad estandar requerida por los compradores de malta. Bajos
niveles de diastasas estan asociados con un bajo potencial de extracto de malta.
El poder diastasico es una medicion de la actividad enzimética de la malta. Como
las enzimas diastasicas son proteinas, su nivel esta directamente relacionado con
la concentracion de proteina en el grano (Farmnote, 1999). En el cuadro 7 se
observan los valores obtenidos del poder diastasico de las maltas de cada una de
las variedades. Las variedades de cebada sin tratamiento, presentaron diferencias
significativas en el poder diastasico, las variedades con menor poder diastasico
fueron Esmeralda y Adabella estando por debajo del minimo de la especificacion
(125°L), la variedad Esperanza se encuentra del rango permitido, sin embargo
Pastor Ortiz supera el maximo permitido de 170°L.

Cuadro 7. Poder diastasico de malta obtenida de diferentes variedades de
cebada irradiada’.

Microondas Infrarrojo
Variedad t. P.D. t. P. D.
(seq) °L(B.S.) (seq) °L (B.S.)
Esmeralda 0 102.24c 0 115.33bcd
4 127.19b 37 128.26ab
8 127.76b 54  125.66abc
Esperanza 0 130.73b 0 126.95ab
4 125.85b 37 143.38a
8 137.87b 54  124.58abc
Pastor Ortiz 0 181.15a 0 133.71a
4 179.05a 37 126.74ab
8 183.87a 54 130.41ab
Adabella 0 92.98c 0 98.56¢d
4 96.09¢c 37 95.20cd
8 88.84¢c 54 95.20d
Especificacion™ 125-170

t = tiempo de irradiacién; P. D. (Poder Diastéasico), °L (Grados Lintner), B. S. (Base seca).

T Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son significativamente diferentes
P<0.05).

gT Especificaciones de calidad para nuevas variedades para la industria cervecera (Figueroa, 1985).
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Con respecto al poder diastasico se debe encontrar dentro de los limites
permitidos por la especificacion (125 a 170°L) porque si existe una deficiencia de
enzimas diastasicas no se logra una buena conversién del almidén en azucares
reductores y en el caso opuesto al haber mayor cantidad de enzimas se llega a un
punto en el cual no se logra una buena hidrélisis del almidén por saturacion del
sistema enzimatico, ademas que durante la germinacion se puede obtener mayor
cantidad de azucares reductores y estos sean empleados para el crecimiento de
la raiz y plumula del grano (Hornsey, 1999). Al llevar a cabo la irradiaciéon tanto
con microondas como con IR se determind que no existia un efecto significativo
de dicha irradiacién sobre los sistemas enzimaticos, representado en este caso
por el poder diastasico, en cual no se presentaron diferencias significativas entre
el control y los tratamientos, asi como entre los tratamientos de 4 — 8 seg para
microondas y de 37-54seg para infrarrojo.

Las diferencias encontradas entre variedades se pueden atribuir al tipo de
cebada y asi como por la regién donde fue cultivada debido al tipo de suelo, asi
como las condiciones de nitrégeno que existian al desarrollarse la planta. La
calidad maltera esta determinada por las condiciones ambientales principalmente
y la influencia del genotipo. El genotipo es muy importante en el potencial de la
calidad de una variedad donde se encuentra englobado el sistema enzimatico
(Farmnote, 1999). Ademas algunas de las diferencias encontradas se pueden
deber a algunos inconvenientes durante la etapa de secado en el proceso de

malteo.

5.2.4 Actividad a-Amilasa

La actividad de a-amilasa sigue la misma tendencia que la observada con
el poder diastasico, es decir, las variedades sin tratamiento de irradiacidén por si
misma al ser de diferentes regiones presentan diferencias significativas en el
contenido de a-amilasa, que varia entre 23 y 61 U. D. (Cuadro 8). La variedad
Adabella es la que presenté menor contenido de a-amilasa por debajo de 35 U. D.
que es el minimo de la especificacion. Las variedades Esmeralda y Esperanza se

encuentran por arriba del minimo requerido, a excepcion del control de la variedad
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Esmeralda que se usé para la irradiacion con microondas, en la cual el contenido
de a-amilasa es menor y no supera el minimo necesario, como ya se menciond
anteriormente posiblemente se deba a problemas en la etapa de secado ya que
esta es la importante en lo que se refiere a los sistemas enzimaticos y la
estructura del grano para la posterior maceracién. Por otra parte Pastor Ortiz es la
que presento mayor actividad de a-amilasa, asi como poder diastasico lo cual es
bueno para el uso que se le da como cebada forrajera.

Cuadro 8. Efecto de microondas e infrarrojo sobre la actividad de a-amilasa de
malta de diferentes variedades de cebada’.

Microondas Infrarrojo
Variedad t. a-Amilasa t. a-Amilasa
(seg) (U.D.)BS (seg) (U.D.)BS
Esmeralda 0 23.96¢ 0 38.33b
4 33.55b 37 34.18bc
8 31.62bc 54  31.92bcd
Esperanza 0 34.98b 0 32.43bcd
4 29.00bc 37 34.66bc
8 31.27bc 54  36.16bc
Pastor Ortiz 0 61.40a 0 50.93a
4 61.46a 37 51.71a
8 60.30a 54 53.47a
Adabella 0 28.34bc 0 26.44d
4 27.77bc 37 28.91cd
8 28.19bc 54  25.92d
Especificacion™ Min. 35

t = tiempo de irradiacién; B. S. (Base seca); U. D. (Unidades de dextrinizacion) a 20 °C.

T Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son significativamente diferentes
P<0.05).

g* Especificaciones de calidad para nuevas variedades para la industria cervecera (Figueroa, 1985).

Comparando el control con los tratamientos de microondas no existen
diferencias significativas en cada una de las variedades (cuadro 8), Unicamente en
la variedad Esmeralda a 0 seg existen diferencias significativas con el tratamiento
a 4 seg. Estudios realizados con microondas han demostrado que se puede

producir una inactivacion de enzimas, esto es por el uso de tiempos de irradiacién
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prolongados logrando temperaturas mayores a los 60°C, ejemplo, Tajchakavit y
Ramaswamy (1997) usaron el calentamiento de microondas como una
pasteurizacion del jugo de naranja logrando la inactivacién de la pectin-metil-
estereasa a 70°C, asi como Lau y Tang (2002) a una temperatura de 88°C por 30
min inactivaron a la enzima peroxidasa en esparragos. Aunque sean enzimas
diferentes a las presentes en el grano de cebada y con diferentes caracteristicas
fueron inactivadas por el calentamiento de microondas a altas temperaturas. Sin
embargo en este trabajo de investigacion las temperaturas producidas por
calentamiento de microondas a 4 y 8 seg no superan los 50°C, con lo cual no se
da un dafno en las enzimas, ya que no existe una desnaturalizacion de proteinas a
esa temperatura que pudiera disminuir la eficiencia de estas. Ademas de que
a-amilasa es resistente al calor y B-amilasa se inactiva a los 70°C. Esto concuerda
con lo reportado por Warchalewski y Gralik (2010), a tiempos de 15, 45 y 60 seg
de calentamiento de microondas no se observaron diferencias significativas en la
actividad de la amilasa, solo a tiempos mayores de 90 seg y temperaturas = 64 °C

observaron una disminucién en la actividad enzimatica.

El tratamiento con IR mostré el mismo comportamiento que microondas en
el contenido de a-amilasa. El control de cada una de las variedades no presentd
diferencias significativas con respecto a los tratamientos de 37 y 54 seg. Al igual
que las microondas también el IR se ha empleado para la inactivaciéon de enzimas
lo cual se logra a temperaturas altas como Wiriyaumpaiwong et al. (2004)
mostraron que en un rango de temperatura de 100-160°C se lograba la
inactivacion de la ureasa en la soya a tiempos de 0-30 min. No obstante en el
presente trabajo no se usan temperaturas altas con infrarrojo, no se superan los

40°C, por lo tanto no se logra una inactivacién de enzimas.

5.2.5 Viscosidad del mosto

La viscosidad del mosto mide indirectamente la cantidad de gomas
solubles en agua. Esto también es un indicativo del estrés al cual ha estado la
planta de cebada durante su crecimiento. El genotipo también tiene una mayor

influencia sobre la viscosidad del mosto. Ademas la viscosidad es una medida
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indirecta del contenido de B-glucanos. El grano de cebada con baja viscosidad
germina mejor que los granos con alto contenido de pared celular. Esta pared
celular puede restringir la conversion de almidon a extracto de malta (Farmnote,
1999).

Posiblemente ningun paso en la elaboracion de cerveza es mas dificil que
la filtracién del mosto, por lo que controlar la viscosidad del extracto es un aspecto
de calidad muy importante. En la determinacion de la viscosidad del mosto se

observaron diferencias significativas entre variedades.

En cada una de las variedades se observo que la viscosidad del mosto
disminuy6 al ser irradiado el grano de cebada con microondas como se muestra
en la Figura 21. A tiempo de 0 seg la variedad Esmeralda mostrd una viscosidad
del mosto de 1.57 cP, esta disminuyé conforme se incrementé el tiempo de
exposicidén a las microondas teniendo a 4 seg una viscosidad de 1.52 cP y a 8 seg
1.47 cP, habiendo diferencias significativas entre el control y los tratamientos. La
variedad Esperanza manifesté una tendencia similar a la de Esmeralda. En la
variedad Pastor Ortiz se encontré que no existian diferencias significativas entre el
control y el tratamiento a 4 seg, pero si con el tratamiento de 8 seg. Un
comportamiento diferente se observd en la variedad Adabella en la cual no se
tuvieron diferencias significativas entre el control y los tratamientos con
microondas, a pesar de esto si se observé una ligera disminucioén de la viscosidad
del mosto, teniendo para el control 1.52 cP, los tratamientos a 4 seg 1.50cPy a 8
seg 1.49 cP. El valor maximo permitido de viscosidad es 1.50 cP por lo que el
control de las variedades Esmeralda y Esperanza no cumplen con esto, al realizar
la aplicacién de microondas la viscosidad del mosto disminuyd, dando lugar a que
estas variedades se encuentren dentro de la especificacién. Resultados similares
fueron obtenidos por Svanberg et al. (1997) en ejotes, usando un microondas con
una potencia de 700 W y tiempos de 4 min con recalentamientos de una o dos
veces mas 2 min, estos autores refieren que la viscosidad de la solucién con
ejotes disminuyo con la coccion de microondas siendo el mejor tiempo a 4 min en

comparacién con el cocimiento tradicional.
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Figura 21. Efecto de la irradiacion de microondas sobre la viscosidad del mosto.

Letras diferentes en las barras representa que existen diferencias significativas
(P<0.05).

El calentamiento de IR tuvo menor efecto que el calentamiento con
microondas sobre la viscosidad del mosto como se muestra en la Figura 22. En la
variedad Esmeralda se presentdé una disminucion de la viscosidad del mosto a
tiempos cortos de irradiacion habiendo diferencias significativas entre el control y
el tratamiento a 37 seg, en cambio a mayor tiempo de exposicién al IR la

viscosidad se incrementd siendo similar al control.

Para la variedad Esperanza se obtuvo un comportamiento similar al de
Esmeralda, la viscosidad disminuyé para ambos tiempos de irradiacion, aunque la
diferencia es minima se se tiene un valor igual o cercano al maximo permitido

(1.50 cP). Pastor Ortiz exhibié la misma tendencia, la viscosidad disminuy6 al
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realizar el calentamiento con IR en comparaciéon con el control (1.34 cP), pero

entre los tratamientos se tuvo la misma viscosidad (1.32 cP). En el caso de la

variedad Adabella no se observd un efecto del IR sobre la viscosidad

permaneciendo en 1.55 cP. Para estas tres ultimas variedades mencionadas no

se tuvieron diferencias significativas entre el control y los tratamientos.
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Figura 22. Efecto de la irradiacion de infrarrojo sobre la viscosidad del mosto.

Letras diferentes en las barras representa que existen diferencias significativas
(P<0.05).

5.2.6 Nitrégeno total de malta y nitrogeno soluble en mosto

La proteina de la malta puede tener un papel controlador de la actividad

de ciertas amilasas, por lo que puede condicionar el nivel de modificacion
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amilolitica. Por otro lado, altos contenidos de proteina y niveles bajos de
modificacién de la malta pueden dar lugar a una baja fermentabilidad (Hornsey,
1999). En los cuadros 9 y 10 se observa que las muestras sin tratamiento poseen
diferencias significativas entre las variedades en lo que respecta al contenido total
de proteina en malta, siendo la malta de la variedad Esperanza con mayor
contenido proteico, seguida de la variedad Esmeralda, Adabella y la mas baja en
proteina Pastor Ortiz, estando dentro de lo que establece la especificacion 10.5-
13.5%.

El calentamiento con microondas no afecto el contenido total de proteina
en la malta al no existir diferencias significativas entre el control y los tratamientos
de las cuatro variedades. Resultados similares fueron obtenidos por Walde et al.
(2002) y Grundas et al. (2008) al someter al trigo a calentamiento de microondas,
observaron que no existian diferencias significativas en el contenido de proteina
total entre el control y los tratamientos con microondas a tiempos menores a 60
seg y sin sobrepasar los 48°C, porque a tiempos de 90-180 seg la estructura y
caracteristicas funcionales de las proteinas del trigo cambiaron. La funcionalidad
del gluten fue alterada observandose la ausencia de elasticidad de la masa. Por
su parte el calentamiento con IR tampoco mostro efecto sobre el contenido total
de proteina de la malta (Cuadro 10) a tiempos de 37 y 54 seg. Lo anterior
concuerda con lo obtenido por Fasina et al. (1999) al someter al grano de cebada
a calentamiento con IR a temperaturas de 105 a 150°C y no obtuvieron variacion
en el contenido de proteina total, tanto para cebada perlado como con cascarilla.

En lo que respecta al contenido de proteina soluble en el mosto para
ambos tratamientos microondas e IR, se observdé una tendencia similar al
contenido total de proteina en la malta (cuadro 9 y 10). Las Variedades Esmeralda
y Esperanza se encontraron dentro de la especificacién (4.0-6.10%) para el
contenido de proteina soluble. La variedad Pastor Ortiz y Adabella tuvieron niveles
por debajo del minimo de la especificacién, esto sugiere que no hay una buena
degradacioén de las proteinas en el grano durante la germinacién o el malteo. Por

otra parte Esmeralda y Esperanza son diferentes significativamente con Pastor
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Ortiz y Adabella. Las muestras con o sin tratamiento de microondas no
presentaron diferencias significativas en relacion a este parametro, por lo ya
mencionado anteriormente que las microondas y el IR a tiempos cortos no

afectanron el contenido de las proteinas.

Cuadro 9. Contenido de nitrdgeno de malta y mosto de cebada en funcién del
tiempo de irradiacién de microondas'.

Variedad t. Prot. Total  Prot. Sol. indice de
(seq) (%) BS (%) BS Kolbach
Esmeralda 0 12.68¢c 5.02a 39.55ab
4 12.85bc 5.13a 39.93ab
8 12.65¢C 5.10a 40.29a
Esperanza 0 13.48ab 5.12a 38.02ab
4 13.77a 5.20a 37.79ab
8 13.65a 5.14a 37.34bc
Pastor Ortiz 0 10.33e 3.49b 33.81d
4 10.59¢e 3.70b 34.91cd
8 10.61e 3.41b 32.17de
Adabella 0 11.97d 3.67b 30.69e
4 11.93d 3.61b 30.23e
8 11.98d 3.64b 30.37e

Especificacion' 105-13.5 4.0-6.10 38—44

t = tiempo de irradiacién; B. S. (Base seca); Prot. Total (Proteina total en malta); Prot. Sol.
(Proteina soluble en mosto).

T Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son significativamente diferentes
grPso.OS).

T, Especificaciones de calidad para nuevas variedades para la industria cervecera (Figueroa
1985).

El indice de Kolbach es la relacion entre el contenido de proteina total y la
soluble, es un indicativo de la degradacion de la proteina por efecto de las
enzimas durante la maceracion. Las variedades que mejor indice de Kolbach
mostraron fueron Esmeralda y Esperanza (cuadro 9 y 10), ambas variedades
cumplen con la especificacién (38-44), lo cual esta relacionado con que estas
variedades tienen un buen contenido de proteina soluble en relacién al contenido
total de proteina de la malta. En el caso de la variedad Pastor Ortiz y Adabella los
valores obtenidos del indice de Kolbach estan por debajo del minimo requerido
por la especificacion. Por otra parte la irradiacion con microondas e IR no afectan
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esta relacion entre el contenido de proteina total y la soluble, por o que no existen
diferencias significativas en el indice de Kolbach entre el control y los tratamientos
en cada una de las variedades para los dos tipos de radiacién electromagnética.

Cuadro 10. Contenido de nitrégeno de malta y mosto de cebada en funcién del
tiempo de irradiacion de infrarrojo’.

Variedad t. Prot. Total  Prot. Sol. indice de
(seq) (%) BS (%) BS Kolbach
Esmeralda 0 12.07b 4.46b 36.97a
37 12.27b 4.48b 36.56ab
54 12.12b 4.48b 36.96a
Esperanza 0 13.54a 4.70a 34.76bc
37 13.55a 4.69a 34.61c
54 13.52a 4.70a 34.75bc
Pastor Ortiz 0 10.58d 3.31c 31.34d
37 10.59d 3.28¢c 31.01d
54 10.66d 3.31¢c 31.05d
Adabella 0 11.25¢ 3.38¢c 30.10d
37 11.16¢c 3.35¢ 30.03d
54  11.05cd 3.34c 30.23d

Especificacion' 105-13.5 4.0-6.10 38—44

t = tiempo de irradiacién; B. S. (Base seca); Prot. Total (Proteina total en malta); Prot. Sol.
gProtel’na soluble en mosto).

Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son significativamente diferentes
P<0.05).
g'f. Especificaciones de calidad para nuevas variedades para la industria cervecera (Figueroa
1985).

5.3 Efecto de la irradiacion en las propiedades mecanicas del grano

La dureza es un término usado para considerar los factores que afectan el
procesamiento y calidad del producto final (Pomeranz y Williams, 1990). En la
cebada ha sido medida por medio del indice de tamario de particula, indice de
perlado, tiempo de molienda, energia de molienda, almidén dafado, analisis de
NIR y SKCS entre otros (Halverson y Zeleny, 1988; Baik y Ulrich, 2008; Gamlath
et al., 2008, Lopez-Perea et al., 2008) Varios investigadores han definido la
dureza en funcién de las propiedades mecanicas del material (Gates y

Dobraszczyk 2004, Ponce-Garcia et al., 2008) tales como el esfuerzo y médulo de
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elasticidad, este Ultimo es el que mas informacién puede aportar sobre las

propiedades mecanicas, por ello se evalu6 en este trabajo de investigacion.

Las cebadas malteras generalmente son clasificadas como granos suaves
y las forrajeras como granos duros (Allison et al., 1976; Lopez-Perea et al., 2005,
2008). Haciendo referencia a lo anterior la variedad Pastor Ortiz que es una
cebada forrajera, es la que presenté mayor dureza que el resto de las variedades

como se muestra en el cuadro 11.

Cuadro 11. Efecto del tiempo de irradiacién de microondas e infrarrojo sobre las
propiedades mecénicas entre cultivares de cebada.

Microondas Infrarrojo
Variedad t. Fuerza t. Fuerza
(seg) (N) (seg) (N)
Esmeralda 0 68.90ab 0 62.08bc
4 47.24d 37 47.33cd
8 62.22bcd 54 52.53cd
Esperanza 0 64.58abc 0 59.72cd
4 62.76abcd 37 52.94cd
8 65.64abc 54 58.64cd
Pastor Ortiz 0 79.99a 0 77.60a
4 60.99bcd 37 76.33ab
8 62.43bcd 54 76.77ab
Adabella 0 56.02bcd 0 54.86¢d
4 55.53bcd 37 46.25d
8 51.29cd 54 49.41cd

t = tiempo de irradiacién.
T Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son significativamente
diferentes (P<0.05).

El calentamiento de microondas e IR mostraron afectar la dureza del
grano, en las cuatro variedades de cebada hubo una disminucién de la dureza al
ser tratados los granos a 4 seg con microondas y a 37 con IR (Cuadro 11). Al
aumentar el tiempo de irradiacién el efecto se revierte, dando lugar a granos mas
duros en comparaciéon a la dureza obtenida en tiempos menores. La variedad

Adabella con irradiacion de microondas es la excepcién al comportamiento
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observado, donde la dureza disminuye al incrementarse el tiempo de irradiacion.
En el tratamiento de infrarrojo Pastor Ortiz es la que mostré una tendencia
diferente dando una fuerza similar entre tratamientos. Aun habiendo ligeros
cambios en la dureza del grano sometidas a microondas e IR, no se obtuvieron

diferencias significativas.

En la figura 23 se muestra con mayor claridad la tendencia que sigue la
dureza del grano de cebada al ser irradiado con microondas e IR.
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Figura 23. Curva tipica del desplazamiento de fuerza de la variedad Esmeralda
con tratamiento de microondas: A (0 seg), B (4 seg), C (8 seg) y tratadas con IR:
D (0 seq), E (37 seq), F (54 seg). La linea continua es la carga y la linea punteada

la descarga. La zona de gris oscura es el trabajo elastico y la zona gris claro es el
trabajo plastico.

Estudios realizados por Rodriguez (2011) sobre diferentes tipos de maiz
encontré que al someter al grano a irradiacion de microondas la dureza descendia

hasta tiempo de 15 seg, sin embargo a tiempos mayores hasta 45 seg la dureza
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volvia a elevarse. También Grundas et al. (2008) observd el mismo efecto pero en
trigo. En cuanto a la exposicién a infrarrojo Fasina et al. (2001) demostrarén que
el calentamiento con este tipo de energia disminuia la dureza en diferentes
leguminosas, produciendo a altas temperaturas de 150°C que los granos fueran
mas fragiles y susceptibles a la ruptura por la pérdida de agua.

La dureza del grano de cebada mostr6 tener una correlacidén altamente
significativa (r = —0.61; P<0.001) con el extracto de malta obtenido, como se
puede apreciar en la Figura 24. A mayor dureza del grano de cebada se dificulta la
obtencién del extracto de malta dando lugar a maltas pobres. Llorca (1995) indicd
que cebadas con mayor dureza presentan una mayor cantidad de endospermo
vitreo y una mayor compactaciéon de los granulos de almidén, asi como una mayor
cantidad de matriz proteica que envuelve dichos granulos, dificultando la

transformacion del endospermo del grano de cebada durante la germinacion
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Figura 24. Correlacidén entre la dureza del grano y el porcentaje de extracto de las
diferentes maltas.

Por otra parte en las cuatro variedades de cebada se observd que la
variedad Pastor Ortiz es la que mostraba mayor moédulo de elasticidad y la
variedad Esmeralda la de mas bajo modulo. Hernandez (2011) y Rodriguez (2010)
observaron que las microondas tenian efecto sobre el médulo de elasticidad de
granos de trigo y maiz. El médulo descendia a tiempos de 0-15 seg, en la region |
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como la designa Rodriguez (2010) y en la region |l de 25-45 seg el médulo de
elasticidad aumentaba nuevamente. En el presente estudio se trabajo en la zona |,
observando que a tiempos cortos de 4 seg el modulo se redujo en las cuatro
variedades (Cuadro 12). Al someter al grano a mayor tiempo de radiacion el
moédulo aumentd, solo en la variedad Adabella se observé que el modulo
continuaba disminuyendo. Tendencia similar a la obtenida en la dureza. Stasiak et
al. (2007) usando un método con ultrasonido reportd valores del mddulo de
elasticidad de la cebada similares a los obtenidos de 80-90 MPa para cebadas de
Polonia. Asi como Bargale e Irudayaraj (1995) encontraron por método de

compresién valore del médulo en granos de cebada de 80-120 MPa.

Cuadro 12. Efecto del tiempo de irradiacion de microondas e infrarrojo sobre el
médulo de elasticidad entre cultivares de cebada’.

Microondas Infrarrojo
Variedad t. Médulo t. Maédulo
(seg) (MPa) (seg)  (MPa)
Esmeralda 0 71.67bcd 0 69.32¢c
4 59.93d 37 61.03c
8 70.17cd 54 68.85¢
Esperanza 0 77.49bcd 0 66.83c
4 61.72d 37 57.64c
8 75.84bcd 54  59.44c
Pastor Ortiz 0 107.69a 0 118.96a
4 90.76abc 37 110.66a
8 98.29ab 54 107.15ab
Adabella 0 83.97abcd 0 72.75bc
4 70.31cd 37 54.83c
8 64.58d 54  61.16¢C

t = tiempo de irradiacién.
T Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son significativamente
diferentes (P<0.05).

La exposicién del grano de cebada a infrarrojo tuvo efecto sobre el médulo
de elasticidad observandose un comportamiento semejante al obtenido con
microondas. En las cuatro variedades el médulo se redujo a 37 seg, pero al
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prolongar el calentamiento a 54 seg este se incrementd. No existen diferencias
significativas al realizar los tratamientos, pero aunque sean minimos estos
cambios son suficientes como para producir un mayor rendimiento en el extracto
de malta, posiblemente esto se debe a que al disminuir el médulo el grano
adquiere mayor plasticidad haciéndolo mas susceptible al ataque enzimatico.

Se obsevo una diferencia entre los datos obtenidos de la dureza del grano
y el modulo de elasticidad entre las variedades. En fuerza la variedad con menor
dureza es Adabella, sin embargo en el modulo no lo fue, solo después de Pastor
Ortiz. Esmeralda y Esperanza obtuvieron menos modulo de elasticidad que
Adabella. Ademas la variedad Esmeralda tuvo mayor dureza que Esperanza y en
el médulo fue inverso. Por tanto esto también demuestra que el moédulo de
elasticidad es una medicién mas precisa que da mayor informacion en si que la

dureza del grano, ya implica el trabajo elastico y plastico del grano de cebada.

5.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El salvado del grano de cebada maltera usualmente representa cerca del
7-14% del grano y esta es importante para evitar el rompimiento del grano durante
su cosecha, transportacion y almacenamiento, también en las operaciones
industriales como el remojo y germinacién durante el malteo, asi como durante la
filtracion del mosto en el proceso de cerveceria (Figueroa, 1985). El salvado de la
cebada consta de diferentes capas las principales son el pericarpio, la testa y la
aleurona. La pared celular del grano esta conformada por diferentes polisacéridos
entre ellos la celulosa, arabinoxilanos y [-glucanos, estos Ultimos son
polisacaridos hemicelulosos, la proporcion de cada polisacarido en la pared
celular va a depender del tipo de tejido (Stone, 2006). En la figura 25, se muestra
la variacion del grosor de las diferentes capas del salvado del grano de cebada.
Se muestra solo a la variedad Esmeralda como cebada maltera y a Pastor Ortiz
como forrajera, esto se debe a que en las propiedades mecanicas mostraron
diferencias marcadas entre el control de cada una y asi poder observar mejor las

diferencias que existen entre ellas de acuerdo a su pared celular.
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Figura 25. Micrografias de la cascarilla del grano de una cebada maltera y otra
forrajera, siendo (A) Esmeralda y (B) Pastor Ortiz.
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En las micrografias se observé que el salvado de la variedad maltera
Esmeralda tiene menos grosor comparada con la variedad Pastor Ortiz a simple
vista. El grosor del salvado para Esmeralda fue de =106 um y para Pastor Ortiz
~280 um. Estos datos corresponden con lo reportado para buenas cebadas
malteras que usualmente tienen cascarilla delgada en comparacién con las
cebadas forrajeras (Figueroa, 1985). También fueron determinados los grosores
de cada una de las capas que conforman al salvado (cascarilla, pericarpio, testa y
aleurona). En la cebada maltera se obtuvo de cascarilla 23 um, pericarpio 21 um,
testa 14 um y 48 um de capa de aleurona, datos menores en relacién a 67 um de
cascarilla, 72 um de pericarpio, 15 um en testa y 124 uym de aleurona en la
variedad forrajera. La cebada forrajera Pastor Ortiz es aproximadamente 2.5 el
grueso de la cebada Esmeralda, las diferencias estdn marcadas en la cascarilla,
pericarpio y aleurona, el grosor de la testa es muy similar entre ellas.

Por los resultados anteriores se demostrd que existe una relacién entre el
grosor del salvado del grano de cebada y las propiedades mecanicas del mismo,
en resultados anteriores el modulo para la variedad Esmeralda fue =70 MPa y
=110 MPa en Pastor Ortiz (Cuadro 11), siendo la cebada forrajera la que necesita
mayor energia para ser deformada a causa del grosor del salvado, entre otras
caracteristicas como la matriz proteica, la humedad, entre otras. Esta relacién se
debe a que la pared celular es la primera barrera que el grano posee ante

cualquier deformacion o ruptura.

Por otra parte también fueron observados los efectos de la irradiacion de
microondas e IR sobre la estructura de los granulos de almidéon del grano de
cebada. En las Figura 26 se observan las micrografias de los granulos de almidén
después de la etapa de remojo previamente el grano irradiado con microondas.
Las micrografias fueron tomadas después de la etapa de remojo para observar
como influia la irradiacién en el hinchamiento de los granulos y si era posible

observar algunos dafnos en la superficie de los mismos.
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Figura 26. Micrografias de los granulos de almiddn después de la etapa de remojo
de Esmeralda irradiada con microondas: a (0 seg), b (4 seg) y ¢ (8 seg).
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La irradiacion con microondas produjo dafos en el granulo de almidén que
pueden ser observados en las micrografias (Figura 26), el dafio consiste en
ruptura de la estructura después de la etapa de remojo, estos dafios son mas
evidentes a tratamiento de 8 seg en relacién a 4 seg, sin embargo también la
magnitud de las fracturas pueden ser producidas por el vacio que ejerce el quipo
de microoscopia, es decir, si habia un dafo producido por la irradiacion al
producirse el vacio y eliminar una porcion del contenido de humedad la estructura
del granulo pudo colapsar ligeramente. La exposicion a microondas a tiempos
cortos da lugar a un ligero hinchamiento de los granulos de almidén el control
mostré en promedio en la longitud del grano de =11.11 um, con tratamiento a 4
seg =14.45y a 8 seg = 13.90. Estos resultados concuerdan con los reportados por
Rodriguez (2010) el cual observo que el granulo de almiddén tenia un mayor
hinchamiento en nixtamales de maiz irradiado con microondas que aquellos

nixtamales del proceso tradicional.

Por su parte la irradiacion con IR produce dafios menores que el
calentamiento con microondas, en las micrografias que se muestran en la Figura
27, los dafios son minimos y poco visibles, observandose mejor en el tratamiento
a 54 seg. En comparacion con microondas en los tratamientos de IR los dafios
estuvieron presentes en menos granulos de almidéon. Aunque el calentamiento con
IR es menos drastico que las microondas se produce mejor hinchamiento de los
granulos, el control que se empleo en este proceso tuvo una longitud del grano
promedio =10.50 um, a irradiacion de 37 seg 12.66 um y a 57 seg 16.18 um, por
lo tanto adquieren mayor capacidad de absorcién de agua. Fasina et al. (2001)
reportaron mayor absorcién de agua después de 24 hrs en leguminosas tratadas

con microondas.
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Figura 27. Micrografias de los granulos de almiddn después de la etapa de remojo
de Esmeralda irradiada con infrarrojo: a (0 seg), b (37 seg) y ¢ (54 seg).
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5.5 Grado de cristalinidad del almidén medido por difraccion de rayos X

El comportamiento del grado de cristalinidad del almidon fue evaluado en

las cuatro variedades de cebada, para ambos tipos de radiacion microondas e

infrarrojo a los diferentes tiempos. A partir de los difractogramas de rayos- X se

calcul6 el porcentaje de cristalinidad, los resultados son mostrados en el Cuadro

13. Las variedades forrajeras sin tratamiento presentaron mayor cristalinidad que

las cebadas malteras. Aquellos granos de cebada que poseen un mayor contenido

de endospermo vitreo son representativos de granos de cebada con mayor dureza

caracteristica de variedades forrajeras (Hornsey, 1999).

Cuadro 13. Efecto del tiempo de irradiacion con microondas e infrarrojo sobre la
cristalinidad relativa del grano de cebada’.

Microondas Infrarrojo
Variedad t. Cristalinidad t. Cristalinidad
(seg) (%) (seg) (%)
Esmeralda 0 7.83cd 0 6.60cd
4 6.40efg 37 5.99cde
8 5.09¢9 54  5.55cde
Esperanza 0 7.33cde 0 6.93c
4 5.26fg 37 5.47e
8 5.46fg 54 4.81e
Pastor Ortiz 0 12.71a 0 12.05a
4 8.50c 37 4.82e
8 6.20efg 54  5.47cde
Adabella 0 10.48b 0 9.81b
4 6.64def 37 5.03e
8 6.22efg 54  5.54cde

t = tiempo de irradiacién.

"Medias seguidas con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05).

Al someter al grano de cebada a radiacion con ambos tipos de ondas

electromagnéticas se observé que la cristalinidad descendia dando lugar a

diferencias significativas entre la cristalinidad del control y los tratamientos. Manful

et al. (2008) obtuvieron que el calentamiento de granos de arroz produjo una
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disminucion de la cristalinidad. También se ha demostrado que el calentamiento
con microondas decrece el grado de cristalinidad de trigo y maiz (Rodriguez,
2010; Lewandowicz et al., 2000).

Los difractogramas mostrados en las Figura 28 y 29, son representativos
de las tendencias observadas después del calentamiento con microondas e IR,
respectivamente. En todas las muestras se observan picos mayoritarios a un
espaciamiento planar de 5.8, 4.9, 4.4 y 3.8 Angstroms (A) similar a los hallados en
cebada por Tang et al. (2000), dando lugar a un almidén tipo A. Zobel (1988)
reporté un espaciamiento planar de 5.8, 5.2, 4.5 y 3.8 A que son caracteristicos de

un almiddn tipo A comudn en los almidones de cereales.

En la Figura 28 se presentan los difractogramas de rayos-X obtenidos
después del tratamiento con microondas. Las variedades Esmeralda, Esperanza y
Pastor Ortiz mostraron el mismo comportamiento por ello unicamente se muestra
el difractograma de la variedad Esmeralda. En estas tres variedades el
calentamiento con microondas produjo un aumento de la intensidad de los picos
en ambos tratamientos principalmente a 4 seg, donde el pico localizado a 4.9 A es
mayor en intensidad con respecto al control, al igual que el pico a 4.4 y 3.8 A.
También se observa la aparicion de un pico a 5.2 A y otro muy atenuado a 4.6 A
lo cual puede ser un indicativo de un cambio en la forma cristalina del almidén. Al
prolongar el calentamiento a 8 seg se obtuvo un difractograma similar al control
con una mayor intensidad de los picos que este, pero volviéndose a restaurar la
forma cristalina del almidén, también desapareci6 el pico formado a 4 seg a un
espaciamiento planar de 5.2 A, pero se produjo un nuevo pico a 4.2 A. En la
variedad Adabella se obtuvo un difractograma con diferente comportamiento al
resto de las variedades. El tratamiento a 8 seg es el que mostré mayor intensidad
en los picos que el control, lo que da lugar que a mayor exposicion a microondas
mayor efecto sobre la cristalinidad del grano de cebada. Los picos presentes en el
difractograma del control a 5.1 Ay 4.9 A se unen para formar un solo pico a
tratamiento de 4 seg, este pico vuelve a formar los picos originales con 8 seg de

irradiacion. El difractograma del tratamiento a 8 seg es similar al obtenido en el
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control pero con mayor intensidad en todos los picos. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Rodriguez (2010).

Esmeralda Adabella
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Figura 28. Difractogramas de rayos-X de granos de cebada irradiados con
microondas. El difractograma negro corresponde al control, rojo a 4 seg y azul a 8
seg.

Ademas Zobel (1988) sugiere que el pico a 4.4 A es representativo del
complejo amilosa-lipido donde se observaron cambios en los difractogramas.
También el pico a 4.9 A como ya se menciono anteriormente existen cambios
visibles y este pico esta dado por la amilopectina (Rojas — Molina et al., 2007). Por
lo tanto la exposicidn a microondas produce cambios tanto en amilosa como en
amilopectina del granulo de almidon. En la variedad Esmeralda a 4 seg los
cambios se dan en ambos constituyentes del almidén, pero a 8 seg es visible el
cambio en la amilosa y no tanto en amilopectina. En la variedad Adabella por su
parte, la modificacion en el almidén es tanto en amilosa como en amilopectina en

ambos tratamientos, siendo mayor a 8 seg.

En el calentamiento con IR se obtuvieron comportamientos similares entre
las variedades en los difractogramas obtenidos de rayos X, a excepcion de la
variedad Pastor Ortiz (Figura 29). De igual forma solo se presentan los
difractogramas de la variedad Esmeralda y Pastor Ortiz. El difractograma del
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control de Esmeralda no muestra definido el pico de 4.9 A. La exposicién a IR da
lugar a un incremento en la intensidad de los picos a 37 y 54 seg, siendo mayor a
37 seg en relacion al control. Con calentamiento a 37 seg el pico a 4.9 A aumenta
significativamente su intensidad y desaparece por completo el pico a 4.4 A
formandose una serie de picos de menor intensidad, lo que representa
modificaciones en las cadenas de amilopectina y amilosa, siendo mayor en

amilosa al desaparecer el pico 4.4 A.
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Figura 29. Difractogramas de granos de cebada irradiados con infrarrojo. El
difractograma negro corresponde al control, rojo a 37 seg y azul a 54 seg.

De la misma forma el pico a 3.8 A desaparece, sin embargo aparece un
pico a 4.6 A no bien marcado. Este Gltimo pico es mas visible en el tratamiento a
54 seg el cual no se encuentra en el control. A 54 seg la estructura cristalina
regresa casi a la estructura inicial. EI comportamiento anterior es para las
variedades Esmeralda, Esperanza y Adabella. En el caso particular de la variedad
Pastor Ortiz present6 una tendencia similar a las otras variedades pero no se
muestra una variacion de la intensidad de los picos tan marcada. En esta variedad
el difractograma del tratamiento a 37 seg fueron mas evidentes los cambios en la
intensidad de los picos, pero conserva la estructura del control. Unicamente a 37
seg el pico de la amilopectina (4.9 A) se incrementa ligeramente la intensidad,
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sugiriendo cambios minimos en el almidén y menos marcados que con
tratamientos de microondas. Por lo tanto se puede especular que la irradiacion
tiene un efecto significativo sobre la estructura de la amilosa y la amilopectina,
quizas sea mayor el efecto sobre la amilosa ya que se observo el cambio en todos
los tratamientos, este hecho da lugar a una disminucién en la cristalinidad del
almiddén, debido a que Manful et al. (2008) sugieren que la amilosa es el mayor
componente cristalino. Por su parte Lewandowicz et al. (2000) coinciden en que la
amilosa tiene efecto sobre la cristalinidad del almidén y que es susceptible al

tratamiento con microondas.

5.6 Perfiles de viscosidad

Se evaluaron los perfiles de viscosidad (RVA) para observar los efectos
qgue ha tenido la irradiacion sobre el almidon. De las variedades expuestas a la
radiacion de microondas solo se realizaron los perfiles de viscosidad en
suspensiones acuosas de Esmeralda y Adabella de acuerdo a los resultados
obtenidos en los analisis anteriores. Asi como para la irradiacion con IR se
obtuvieron unicamente los perfiles de viscosidad de Esmeralda y Pastor Ortiz. En
el Cuadro 14 se muestran los cambios en la viscosidad por efecto de las

microondas.

Cuadro 14. Cambios en la viscosidad por efecto del tiempo de irradiacion con
microondas sobre dos cultivos de cebada.

t. Viscosidad Viscosidad
Variedad (seg) maxima (cP) Final (cP)
Esmeralda 0 1864a 1641a

4 1401b 1377b

8 1547b 1447ab
Adabella 0 241c 167¢c

4  204c 137¢c

8 193c 140c

t = tiempo de irradiacién.
"Medias seguidas con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05).

96



La variedad Esmeralda tuvo una viscosidad maxima mayor que la
variedad forrajera Adabella. La viscosidad maxima en la variedad Esmeralda fue
menor al ser expuesta la cebada a microondas, obteniendo una disminucion de la
viscosidad maxima a 4 seg y se aumenta ligeramente a tratamiento de 8 seg pero
sin haber diferencias significativas entre tratamientos. Este efecto también se

observo en la viscosidad final de esta variedad.

En contra parte en la variedad Adabella no existi6 una disminucion
significativa de la viscosidad maxima ni de la viscosidad final, sin embargo los
resultados obtenidos por rayos X mostraron que si existié dafo en el almiddn pero
este no fue suficiente para producir una mayor modificacidon en los perfiles de
viscosidad. Sin embargo Hernandez (2011) al emplear microondas en trigo
también obtuvo efectos similares sobre los perfiles de viscosidad que los

conseguidos con la variedad Esmeralda.

El calentamiento con infrarrojo tuvo un efecto similar que el obtenido con
microondas sobre los perfiles de viscosidad. La viscosidad maxima de la variedad
Pastor Ortiz fue menor que la obtenida para Esmeralda (Cuadro 15). Al aplicar
radiacion de IR la viscosidad maxima decrecid siendo menor a tratamiento de 54

seg.

Cuadro 15. Cambios en la viscosidad por efecto del tiempo de irradiacién con
infrarrojo sobre dos cultivos de cebada.

Variedad t. Viscosidad Viscosidad
(seq) maxima (cP) Final (cP)

Esmeralda 0 1864a 1641a
37 1454b 1466ab

54 1360c 1338b

Pastor Ortiz 0 1098d 1110c

37 938e 956¢
54 989e 1001c

t = tiempo de irradiacién.
"Medias seguidas con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05).
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La variedad Pastor Ortiz tuvo la misma tendencia ha 37 seg,
posteriormente se aumenta ligeramente la viscosidad maxima pero no existen
diferencias significativas entre tratamientos. En el valor de la viscosidad final para
la variedad Esmeralda siguié la misma tendencia que la viscosidad maxima por el
calentamiento con IR, sin embargo en Pastor Ortiz no se obtuvo un efecto

significativo de la radiacion sobre la viscosidad final.

La radiacion de microondas e infrarrojo afectaron los perfiles de viscosidad
del grano de cebada, esto puede ser como consecuencia del dafno que sufri6 la
estructura superficial del granulo de almidén como se observo en las micrografias.
Ademas de que se producia un mayor hinchamiento del granulo, lo cual da lugar al
que el dafo producido permita mayor absorcién de agua pero también debido a
las fracturas que se observaban el grano colapsa mas rapidamente cuando se

somete a temperatura, dando como consecuencia una menor viscosidad.

5.7 Electroforesis de prolaminas del grano de cebada

La fraccion de las prolaminas de la cebada Esmeralda fue extraida
después de la exposicion a la irradiacion, por medio de varios lavados con
diferentes soluciones de acuerdo a la solubilidad de las proteinas. De la muestra
liofilizada se calcul6 la cantidad de prolaminas. Esta fraccidn recibe el nombre de
hordeinas. La fraccion de hordeinas fue seleccionada para su estudio porque es la
fraccion que se encuentra en mayor porcentaje en el grano de cebada (35-45%) y
es la proteina que se encuentra formando la matriz proteica que envuelve a los
granulos de almiddn, la degradacién de la hordeina durante el malteo es necesaria
para que las enzimas tengan acceso al almidén, facilitando su hidrélisis (Howard
et al.,, 1996). Los analisis de electroforesis fueron realizados en los laboratorios del
departamento de ciencia de los alimentos de North Dakota State University,
Estados Unidos.

En el Cuadro 16 se muestra el contenido de proteina presente en cada

fraccion de hordeina obtenida, denominadas como hordeina | y hordeina Il, por la
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soluciébn de alcohol empleada (2-propanol 55% y 2-propanol 55% +

B-mercaptoetanol 0.6 %, respectivamente).

Cuadro 16. Contenido de hordeina del cultivar Esmeralda después del proceso
de extraccion.

t. (seg) Hordeinal  Hordeinal ll
Control 57.45 48.01

4 seg™ 34.29 76.97

8 seg™ 51.97 45.54
37 seg" 56.22 40.07
54 seg" 55.97 -

t = tiempo de irradiacion
m = tratamiento con microondas
ir = tratamiento con infrarrojo

En los tratamientos realizados con microondas la cantidad de la fraccién
de hordeina | obtenida difiere entre ellos, siendo menor el tratamiento de 4 seg.
Sin embargo en la fraccion de hordeina Il a 4 seg es donde se extrajo mayor
cantidad de proteina. Esta disminucién e incremento en la cantidad de hordeina
extraida puede ser como consecuencia de un cambio en la solubilidad de la
proteina por efecto de la radiacion. Por otra parte, el incremento en la fraccién de
hordeina Il a 4 seg se deba al uso de B-mercaptoetanol, el cual ocasioné la
apertura de enlaces sulfuro haciendo mas disponible la proteina y aunado al
tratamiento con microondas se logro una mayor extraccién de la proteina a
diferencia de la fraccién de hordeina I, donde solo se uso una solucién con 2-
propanol sin ningun agente desnaturalizante. El calentamiento de infrarrojo como
se ha mostrado es menos potente y drastico que microondas, esto se ve reflejado
en la cantidad de hordeina | y hordeina Il que se obtuvo de la extraccion que es
similar entre el control y los tratamientos. En la fracciébn de hordeina Il para
tratamiento de 54 seg de infrarrojo hubo problemas durante la liofilizacién por lo

cual esta fraccion fue eliminada para su analisis.

La fraccién de hordeina obtenida de los granos irradiados con microondas
e infrarrojo fueron sometidos a electroforesis SDS-PAGE (Figura 30) para
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determinar cambios producidos en la proteina por efecto de la irradiacién. En el

gel de electroforesis fueron colocados ambas fracciones obtenidas de hordeina.

Figura 30. Electroforesis SDS de las fracciones de hordeina de granos de la
variedad Esmeralda. Harina de cebada (carril a), Fraccion de Hordeina control |
(carril b), control Il (carril c), tratamientos con microondas: 4 seg | (carril d), 4 seg
Il (carril e), 8 seg | (carril f), 8 seg Il (carril g) y tratamiento con infrarrojo: 37 seg |
(carril h), 37 seg Il (carril i), 54 seg | (carril j). * | y Il son las fracciones
dependiendo de la solucion usada (2-propanol 55% y 2-propanol 55% + B-
mercaptoetanol 0.6% respectivamente).

En general se pueden observar 3 zonas de bandas con diferente peso
molecular las cuales han sido denominadas como hordeina D, C y B por diversos
autores (Brennan, et al, 1998; Lookhart, et al, 1999; Fox, et al., 2002). La

hordeina D es la de mayor peso molecular, esta se ubica alrededor de pesos
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moleculares de 66 KDa, en este trabajo se localiza a 66 KDa. La hordeina C se
localiz6 entre 43-55 KDa y la hordeina B entre 37-42 KDa estas fueron los
componentes mayoritarios, segun Howard et al. (1996) y Qi et al. (2006)
corresponde al 70-80% y 10-20% respectivamente del total de hordeina. La
hordeina C y B en el gel de electroforesis de la fraccion de hordeina | y I
concuerdan con los perfiles reportados. En el gel de SDS-PAGE se observo que
no existieron cambios evidentes en el peso molecular por efecto de los
tratamientos, no hay desplazamiento de las bandas tanto en el control como en los
tratamientos, mostrando un peso molecular similar entre ellos sin perder la

conformacién de las fracciones de D, C y B.

No obstante es evidente el contraste de la intensidad de las bandas entre
la fracciébn de hordeina | y Il, debido a la diferencia en la composicion de la
solucién empleada durante el proceso de extraccion de la proteina del grano de
cebada (Figura 30). La intensidad de las bandas de hordeina D y C, es mayor en
la fraccion de hordeina | que en la fraccién de hordeina Il. La intensidad de la
hordeina B es menor en la fraccion de hordeina |I. Este efecto se observa en el
control y en los tratamientos con microondas e infrarrojo. Sin embargo en el gel de
electroforesis se observa un efecto inverso a tratamiento de 4 seg con microondas

en la fraccién de hordeina Il.

Para un mejor analisis del efecto de la irradiacibn de microondas e
infrarrojo sobre la proteina se determiné la intensidad relativa de cada una de las
hordeinas (D, C y B). Con respecto a la hordeina D, en la fraccidén de hordeina | se
observo una disminucién de la intensidad de la banda para ambos tratamientos
de irradiacion, siendo ligeramente mayor la intensidad en tratamientos con

infrarrojo que los de microondas (Figura 31).
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Figura 31. Efecto de la irradiacidon con microondas e infrarrojo sobre la fraccion de
hordeina D. Harina (harina del grano de cebada), | (hordeina I) y Il (hordeina II).

En la fraccién de hordeina I, la intensidad de la banda representativa de
hordeina D disminuye en el control, comparando con el control de la fraccion de
hordeina | (Figura 31). También se observo un incremento de la intensidad a 4 seg
de irradiacion con microondas en relacion al control de esta fraccion (hordeina Il),
dando lugar a una mayor extraccion de la proteina por efecto de la irradiacién y no
debido al uso de B-mercaptoetanol en la solucion de extraccion, porque en
control-1l no se observo este efecto. Para tratamiento de 8 seg con microondas y
37 seg con infrarrojo la intensidad de la hordeina D disminuyo. Howard et al.
(1996) encontraron que la hordeina D tenia una correlacién negativa (r = -0.76)
con la calidad maltera, ademas de que esta proteina es muy independiente de las
condiciones de cultivo de la cebada. En relacion a lo anterior la fraccién de

hordeina |, en los diferentes tratamientos, es la que presenta resultados similares
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a estos autores porque el extracto de malta (Figura 19 y 20) es mayor en aquellos

tratamientos donde se observo menor intensidad de la hordeina D.

En la hordeina C (Figura 32), el efecto de la irradiacién de microondas e
infrarrojo es similar al observado en la hordeina D. En la fraccion de hordeina | se
obtuvo una disminucion de la hordeina C después del tratamiento con irradiacion,
dando una menor intensidad de las bandas a tratamiento de 4 seg con microondas
y esta se incremento ligeramente a 8 seg. En el tratamiento con infrarrojo también
se tiene una disminucién de la intesidad de la hordeina C en comparacién con el

control, pero a tratamiento de 54 seg se incremento siendo similar al control.
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Figura 32. Efecto de la irradiacion con microondas e infrarrojo sobre la fraccion de
hordeina C. Harina (harina del grano de cebada), | (hordeina I) y Il (hordeina II).
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Por otra parte en la fraccién de hordeina Il se observo una disminucién de
las bandas entre los controles, también se tuvo un incremento en la intensidad al
someterse a irradiacion de microodas a 4 seg. En contraste a tratamiento de 8 seg
con microondas y 37 seg con infrarrojo la intensidad de las bandas de hordeina C
disminuyo siendo parecida al control de la misma fraccion de hordeina (Il). De
acuerdo a Tatham y Shewry (1995) la hordeina C limita la hidratacién, asi como la
hidrdlisis del almidén y proteinas durante la etapa de remojo y malteo, por lo tanto
interfiere en la calidad maltera de la cebada. Al igual que con la hordeina D, los
efectos de la irradiacion sobre la fraccion de hordeina | son los que se relacionan
con los obtenidos en trabajos anteriores, es decir, donde se tiene menor
intensidad de las bandas es donde se obtuvo mayor calidad maltera con respecto
al extracto de malta, porque se logro una mejor hidrdlisis del almidon y de
proteinas.

Por ultimo en la hordeina B (Figura 33), que es la que tiene mayor nimero
de bandas pero de menor peso molecular, se obtuvo un efecto diferente de la
irradiacién sobre este tipo de proteinas al obtenido en la hordeina D y C. En el
control se tuvo un incremento de intensidad de las bandas en la fraccién de
hordeina Il, donde se utilizo el B-mercaptoetanol y esto es un comportamiento que
se observo también en tratamiento de microondas, pero no con tratamiento de
infrarrojo. Lo anterior indica que posiblemente en este tipo de proteina la presencia
de B-mercaptoetanol facilito la extraccion de la proteina, sin embargo con la
irradiacion de infrarrojo este efecto no se observo. En ambas fracciones de
hordeina (I yll) se obtuvo que al realizarse el tratamiento de microondas a 4 seg la
intensidad disminuyo con respecto al control y se incrementa nuevamente a 8 seg
de irradiacion. Miflin et al. (1983) observaron que la hordeina B tiene agregados
que son ricos en enlaces disulfuro, lo cual pordria explicar porque en este tipo de
hordeina el B-mercaptoetanol tiene un efecto en la extraccién de la proteina.
Ademas de que estos mismos autores sugieren que la hordeina B también tiene
efecto directo sobre el extracto de malta, teniendo una correlacion negativa entre

ambos factores. Lo anterior concuerda con lo obtenido en este estudio.
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Figura 33. Efecto de la irradiacion con microondas e infrarrojo sobre la fraccion de
hordeina B. Harina (harina del grano de cebada), | (hordeina I) y Il (hordeina Il).

La intensidad de las bandas en la harina de cebada tiende a ser menor en
cada uno de los tipos de hordeina porque no se encuentran separadas las
proteinas y estan inmersas las globulinas, glutelinas, prolaminas y albuminas. Se
observo con electroforesis SDS que la radiaciéon con microondas e infrarrojo tiene
efecto significatico sobre la hordeina, produciendo cambios en los tipos de
hordeina presentes D, C y B. Los cambios en la intensidad de las bandas no
representan en definitivo cambios en el peso molecular de la hordeina, sin
embargo si se puede deber a un cambio en la solubilidad de la proteina por efecto
de la irradiacion. Warchalewski y Gralik (2010) reportaron que el calentamiento
con microondas a tiempos mayores de 45 seg produjo cambios en el peso
molecular de las albuminas del trigo por la desnaturalizacion que sufren, sin

embargo a tiempos menores no se modifica el peso molecular, lo cual sucede con
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las hordeinas de las cebadas estudiadas, en las cuales no se presenta una

desnaturalizacion.

Partridge et al. (2003) sugieren que cambios en la intensidad de las
bandas del gel de electroforesis en prolaminas representan cambios en la
hidrofobicidad o de la formacién de enlaces covalentes entre polipéptidos o
polipéptidos-almidén diferentes a los enlaces disulfuro, esto después de un
proceso de calentamiento. Sin embargo estos autores indican que hay
rompimiento de enlaces disulfuro pero a temperaturas mayores a 145°C. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo para electroforesis apuntan a que
cambios observados se deban a posibles cambios en la hidrofobicidad de la
proteina y a rompimientos en enlaces de hidrégenos o enlace oxigeno-hidrégeno,
por accién del calentamiento con microondas e infrarrojo. No se puede especular
de rompimiento de enlaces disulfuro porque las temperaturas empleadas son
bajas y la energia no es suficiente para romper un enlace covalente (335 KJ/mol),
sin embargo enlaces de hidrégeno son débiles (2-40 KJ/mol), asi como el enlace
oxigeno-hidrégeno (13-25 KJ/mol) (Fennema, 2000), estos enlaces si pueden ser
afectados por los tratamientos con microondas e infrarrojo, dando lugar a una

modificacién de la estrcutura de la proteina.

5.8 Cromatografia liquida de alta resoluciéon de hordeinas

La fracciéon de hordeina obtenida fue analizada por HPLC para encontrar
posibles cambios en el peso molecular de la misma o cambios en la solubilidad. La
fraccion de Hordeina | fue la Unica analizada. En los cromatogramas obtenidos se
pueden identificar 5 picos mayoritarios, después del ultimo pico se observaron una
serie de picos no definidos (Figura 34 y 35). Los picos 1, 2. 3 y 4 son
caracteristicos de la hordeina C y el pico 5 de la hordeina B, resultados similares
han sido hallados por Allison y Bain (1986) y Wingad et al. (1986).
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Figura 34. Cromatograma de la fraccion de hordeina | de la variedad Esmeralda,
para tratamientos con microondas. Cromatograma negro (control), rojo (4 seg) y
azul (8 seQ).

En la Figura 34 se observa un descenso en la absorbancia de los picos en
ambos tratamientos con microondas, siendo mas marcado a 8 seg. La
modificacién en la proteina por la radiacion se observé en ambas fracciones de
hordeina C y B. En la hordeina C a 4 seg el pico 2 esta mas definido que el
control, pero el pico 3 desaparecio. A tratamiento de 8 seg el cromatograma fue
similar al del control pero con menor absorbancia. En la hordeina B el pico 5 es el
que cambia en ambos tratamientos, teniendo mayor absorbancia a 4 seg y
disminuyo a 8 seg. La serie de picos después del pico 5 también se ven
modificados estando mas atenuados a 8 seg.

El efecto de la exposicidn a infrarrojo también fue observado por RP-HPLC
como se muestra en la figura 35. Se observdé una tendencia similar que el
tratamiento con microondas en los cromatogramas, a 37 y 54 seg la absorbancia
de los picos descendio. En la hordeina C a 37 seg solo se tuvo disminucién de la
intensidad de los picos pero conserva la forma del control, sin embargo a 54 seg el

pico 2 desaparece, teniendo los tratamientos absorbancias similares. En la
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hordeina B los cambios en el pico 5 fueron menos marcados que con microondas,
pero si hay disminucidon minima de absorbancia del pico, los picos posteriores a

este también presentaron cambios.
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Figura 35. Cromatograma de la fraccion de hordeina | de la variedad Esmeralda,
para tratamientos con infrarrojo. Cromatograma negro (control), rojo (37 seqg) y
azul (54 seq).

Los cromatogramas solo muestran cambios en la absorbancia de los picos
presentes la cual es evidente en microondas e infrarrojo, esto solo puede estar
dado por cambios en la hidrofobicidad de la proteina como se habia mencionado
en resultados anteriores, porque el principio de la RP-HPLC esta en base a la
hidrofobicidad de las moléculas, sin embargo este efecto es minimo porque los
tiempos de retencién no fueron muy diferentes (Cuadro 17), confirmando lo
obtenido por electroforesis, los cromatogramas también revelan que no existieron
cambios de peso molecular al no haber modificaciones marcadas en los tiempos

de retencion.
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Cuadro 17. Tiempos de retencién de la fracciéon de hordeina I.

Pico Control 4 seq 8 seg 37 seg 54 seg

1 25.1 23.9 24.6 24.7 24.6
2 25.9 25.4 25.5 24.9 -

3 26.3 - 25.8 25.8 25.8
4 27.6 27.1 27.1 23.7 27.3
5 34.1 32.1 32.90 33.8 33.7

Sin embargo existe un comportamiento inverso entre lo la intensidad de
las bandas del gel de electroforesis y la absorbancia de los cromatogramas, en
ambas técnicas se observa una disminucion en los tratamientos con respecto al
control, pero entre los tratamiento existe una diferencia marcada; siendo mas
evidente con irradiacién de microondas. En el tratamiento de 4 seg la intensidad
de las bandas del gel de lecdtroforesis es menor que a 8 seg de exposicién de
microondas, pero en el cromatograma la absorbancia es mayor a 4 seg. Se puede
inferir que los cambios producidos por efecto de la radiacion fueron de tipo
estructural en la hordeina sin llegar a un desorden de la misma, dando lugar a
cambios en solubilidad de la proteina. Ademas la disminucién en la absorbancia
de los picos también sugiere un cambio en la estructura de las proteinas que hace
que el grupo croméforo (enlace peptidico) no se encuentre disponible de la misma
forma que el control, la orientacidn relativa de los croméforos y las interacciones
entre ellos, afecta la energia e intensidad de la absorcion, siendo detectado con
diferente absorbancia por el lector de UV a 214 nm. Por lo tanto a 4 seg de
irradiacién de microondas la proteina tuvo menor solubilidad que representa
menor extraccién de hordeina C y B, sin embargo el grupo cromé6foro estaba mas
disponible que a tratamiento de 8 seg obteniendo una mayor absorbancia.

5.9 Efecto de la irradiacion sobre la fibra dietaria

El almidon fue afectado por la radiaciéon siendo este un polisacérido se
esperaria que también se afectaran otros polisacaridos entre ellos la fibra. El
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contenido de fibra insoluble, soluble y dietética total fueron determinados para el
tratamiento de microondas (Cuadro 18), esta determinacién no se realiz6é para el
tratamiento con infrarrojo por falta de muestras porque fue de los ultimos analisis

realizados y solo fue posible para microondas.

Zia-Ur y Shah (2005) encontraron que los procesos de cocimiento tuvieron
un efecto sobre la celulosa y hemicelulosa de diferentes leguminosas. El
calentamiento del grano de cebada con microondas tuvo un efecto sobre la fibra.
La fibra insoluble fue afectada después de 4 seg de irradiacién con microondas,
con un contenido mas bajo que el control; sin embargo, aumentando el tiempo de
irradiacién incremento también la fibra insoluble para Esmeralda y Pastor Ortiz.

La fibra soluble mostr6 un comportamiento opuesto.

Cuadro 18. Efecto de la radiacion de microondas sobre la fibra dietética del grano
de cebada’.

. t. F. L F.S. FDT
varedad  (seq) (%) (%) (%)
Esmeralda 24.26 c 857b 32.83b

22.45d 8.98b 31.43bc
27.45 a 9.82a 37.28a
Esperanza 26.43ab  4.64cd 31.07bc

25.50bc 4.85¢c 20.97c
22.12d 5.16¢c  30.66d
20.77ef 232e 23.09e
19.73 f 3.87d 23.60e
21.47de 4.45cd 25.92d
22.25ab 7.89cd 30.14 bc
20.69bc 8.66c 29.35¢C

8 19.61d 553¢ 25.14d
t = tiempo de irradiacién, F. I. = Fibra insoluble, F. S. = Fibra soluble, FDT = Fibra dietética total
T Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son significativamente diferentes
(P<0.05).

Pastor Ortiz

Adabella

A OOPN~AOOOPNAOO®O®PPMDO

La fibra soluble aument6 en dos variedades con tiempos prolongados de
calentamiento a 8 seg. Por su parte la fibra dietética total (TDF) present6 la misma

tendencia que la fibra insoluble. La FDT aumento con temperaturas altas logradas
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con tiempos mayores de irradiacion. Estos cambios en el contenido de fibra
pueden ser por efecto de las microondas sobre las cadenas de los polisacaridos
que forman parte de la fibra dietética total del grano de cebada.

Un comportamiento similar fue reportado por Svanberg et al. (1997) y por
Marconi et al. (2000) en frijol después del tratamiento con microondas. Autores
indican que los cambios en la FDT por efecto del microondas son posibles a una
despolimerizacion de la fibra y de una solubilizacién parcial, también se pueden
generar rupturas en los enlaces débiles de los polisacaridos de la pared celular o

entre polisacéridos-proteina.

5.10 Efecto de la radiacion sobre B-glucanos

Los B-glucanos son los componentes mayoritarios de la pared celular del
grano de cebada (Wood, 1993). Normalmente ha habido problemas con el uso de
la cebada para la alimentacién animal debido al efecto negativo que los B-
glucanos, junto con otros polisacaridos no amilaceos tienen sobre la absorcién y
aumento de peso corporal. Ademas, los niveles de B-glucanos han sido
considerados como una caracteristica mas influyente en relacion con el potencial
cervecero y el rendimiento de la cebada, que regulan la tasa de modificacién del
endospermo y también influyen en la viscosidad del mosto (Edney y Mather,
2004). Aunque es relativamente pequefia la contribucidén de los $-glucanos al peso
total del grano (2-6 % peso seco), esta claro que los B-glucanos tienen un gran
impacto sobre la utilizacién tecnoldgica de la cebada y sobre el valor nutricional
del grano (Zhang et al., 2002). Es por ello la importancia de determinar el efecto

de la irradiacion sobre los B-glucanos.

Las cebadas sin tratamiento muestran que la variedad forrajera Pastor
Ortiz es la que contiene mayor cantidad de B-glucanos en el mosto y Esmeralda la
de menor contenido, como era de esperarse por ser una variedad maltera,
ademas de que esta variedad fue la que presenté menor grosor de las capas de
salvado. Los [B-glucanos en el grano de cebada fueron afectados por el
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calentamiento de microondas e infrarrojo y este efecto fue reflejado en el
contenido de B-glucanos del mosto (Figura 36 y 37). El calentamiento con
microondas a 4 seg es suficiente para reducir el contenido de B-glucanos en el
mosto de las cebadas malteras y forrajeras, presentando diferencias significativas
en comparacion al control (Figura 36). La variedad Esmeralda mostr6 alta
extractabilidad de B-glucanos después de 8 seg de calentamiento (200.25 mg/L),
mas aun que el control (160.99 mg/L). En el caso de la variedad Pastor Ortiz y
Esperanza la extractabilidad de B-glucanos a 8 seg fue similar al del control, no
habiendo diferencias significativas.

Esmeralda Esperanza

f-glucanos (mg/L)
f-glucanos (mg/L)

0 4 8 0 4 8
Tiempo de irradiacion (seg) Tiempo de irradiacion (seg)
Adabella Pastor Ortiz
350+
< = 300
(=] (=]
E E 250-
3 o 200-
5 5
o o 150'
3 3
?.n ?.n 100+
=1 (-= 1
1] a b a
0 | 1 |
0 4 8 0 4 8
Tiempo de irradiacion (seg) Tiempo de irradiacion (seg)

Figura 36. Efecto de la irradiacion de microondas sobre el contenido de (-
glucanos en el mosto.
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Los resultados obtenidos de fibra dietética (Cuadro 16) indicaron cambios
debidos al calentamiento por microondas en el contenido de la fibra soluble, donde
forman parte los B-glucanos, estos cambios en el contenido de fibra estan
relacionados con los cambios que suceden en los B-glucanos por efecto de las
microondas, posiblemente afecta la parte lineal de las cadenas de B-glucanos
debilitando los puentes de hidrogeno entre cadenas adyacentes de este
polisacarido. Knuckles et al. (1997) reportan que los B-glucanos disminuyeron su
peso molecular en agua caliente y la extraccion se incremento a 25, 65 y 100°C.
Resultados similares encontrados por Rose et al. (2010) indican que las
condiciones del procesamiento de los alimentos pueden afectar la extractabilidad y

peso molecular de B-glucanos y arabinoxilanos en los cereales.

En los tratamientos con infrarrojo se observo que a tiempo de 37 seg los
B-glucanos disminuyen en las cuatro variedades (Figura 37) habiendo diferencias
significativas con respecto al control. A tiempo de 54 seg el contenido de (-
glucanos se incrementa significativamente pero solo en la variedad Esmeralda. En
las otras variedades el contenido de B-glucanos en el mosto es similar entre los
tratamientos. Ambos tipos de radiacion afectaron el contenido de B-glucanos en el
mosto, confirmando la disminucion de la viscosidad del mosto en granos
sometidos a radiacién de microondas e infrarrojo (Figura 21 y 22). Los efectos que
se producen pueden ser posibles sobre los B-glucanos que se encuentran como
pared del endospermo almidonoso y en la capa de aleurona (Woodward et al.,
1983) permitiendo mayor acceso de las enzimas al almiddn para poder hidrolizarlo
y dar lugar a mayor cantidad de azucares fermentables (mayor extracto de malta).
Adicionalmente Dawkins y Nnanna (1995) reportaron que la temperatura produce
cambios reversibles en la viscosidad de los B-glucanos, generalmente decrece con
la temperatura, pero esto solo es observado en 3-glucanos de cebada cuando se
incrementa la temperatura, porque en B-glucanos de avena sucede el efecto
contrario. Lo cual concuerda con la disminucidn de la viscosidad del mosto (Figura
21 y 22), producida por posibles cambios estructurales en las micelas de los -

glucanos.
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Figura 37. Efecto de la irradiacion de infrarrojo sobre el contenido de B-glucanos
en el mosto.

La reduccién del contenido de B-glucanos por efecto del calentamiento es
un aporte importante para la industria cervecera. Los B-glucanos han sido
reconocidos como una causa potencial de problemas en el proceso de elaboracién
de cerveza. Esto incluye pobre conversién del macerado, retardan e ineficientan la
filtracidn de mosto y cerveza, ademdas de producir una turbidez coloidal al final del
producto (Bamforth, 1982). Por ello se usan cebadas con bajo contenido de B-
glucanos y en las cebadas forrajeras uno de los impedimentos para emplearlas es

el contenido alto de B-glucanos, con los tratamientos aplicados de radiacién el
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contenido de B-glucanos extraidos en el mosto disminuye siendo similar al de las

cebadas malteras.

Por otra parte se puede relacionar a los B-glucanos con las propiedades
mecanicas porque ambas mediciones presentan el mismo comportamiento al ser
irradiados los granos de cebada con microondas e infrarrojo, los B-glucanos
presentaron una alta correlacion con la dureza del grano (r = 0.87) y con el médulo
de elasticidad (r = 0.92). Resultados similares fueron obtenidos por Nielsen (2003)
y Gamlath et al. (2008) indicaron que la dureza esta altamente correlacionada con
el contenido de B-glucanos del grano de cebada (r = 0.86). Algunos autores
sugieren que las proteinas son las causantes de la dureza del grano y estan
altamente relacionadas con las propiedades mecénicas del grano (Chandra et al.,
1999; Chandrashekar y Mazhar, 1999; Palmer. 2000), sin embargo en este trabajo
se observo que la radiacién no tenia efecto sobre las proteinas, el contenido no
cambia y el de los B-glucanos si se ve afectado signficativamente, asi como la
viscosidad.

5.11 Espectroscopia de infrarrojo. Reflectancia Difusa de Infrarrojo por
transformada de Fourier (DRIFT)

La espectroscopia de infrarrojo DRIFT es una herramienta ampliamente
usada por su capacidad de detectar variaciones minimas en las moléculas y
especifica por la vibracion de los grupos funcionales. Principalmente es uno de
los métodos mas usados para la deteccién de cambios en la estructura secundaria
de las proteinas (Makarenko et al., 2002 Wellner, et al., 2005; Byaruhanga, et al.,
2006; Serrano et al., 2007). Por lo anterior se realizé DRIFT para determinar los
cambios se llevaron a cabo por efecto de la irradiacién a nivel molecular,

esencialmente enfocados a la estructura secundaria de las proteinas.

En la Figura 38 se muestra el espectro general de DRIFT de la variedad
Esmeralda para tratamientos con microondas e infrarrojo, es representativo de

todas las variedades porque siguen el mismo comportamiento. En la primera
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region del espectro de DRIFT después de 1500 cm-1 fueron localizadoslos grupos
funcionales, en esta region se observaron grupos funcionales que corresponden a
la harina de cebada y del agua. Se denota una banda a 3300 cm-1 que
corresponde a estiramientos OH asociados y estiramientos NH (Robertson et al.,
2006) que representan a la molécula del agua y las proteinas respectivamente.
Modos vibracionales del grupo CH, fueron observados a 2925 y 2854 cm-1 estos
estan relacionados con polisacaridos del pericarpio del grano, asi como un banda
en 3005 cm-1 es vibracién del CH unido a C-C de doble enlace relacionado a
lipidos insaturados del germen (Barron y Rouau, 2008).

En los espectros se encuentra una segunda regidn que pertenece a
vibraciones de las huellas digitales (Barron y Rouau, 2008) que aparecen por
debajo de 1500 cm-1 y es donde se obtiene mayor informacion del efecto de
radiacién sobre los componentes del grano de cebada y una confirmacién de los
grupos funcionales encontrados en la primera parte para determinar la molécula

que esté vibrando.

Se observé que los espectros de infrarrojo de los controles tienen menos
absorbancia que aquellos que pertenecen a los tratamientos de microondas e
infrarrojo. Las bandas de los espectros a 4 seg con microondas y 37 seg con
infrarrojo absorben mas que a 8 seg y 54 seg respectivamente, ademas de que es
evidente que los tratamientos con microondas tienen bandas con mayor
absorbancia que los tratamientos de infrarrojo, concordando con lo propuesto
anteriormente de que los efectos con microondas son ligeramente mayor que los

observados con infrarrojo (Figura 38).

Para un mejor analisis de las huellas digitales del espectro, este de ha
divido por secciones la primera de 1550-800 cm-1 (Figura 38) y la segunda para
observar cambios en la estructura secundaria de la proteina de 1800-1400 cm-1
(Figura 38). En la primera seccion se tienen las principales bandas de absorcién
de los polisacaridos que se encuentran a 1200-800 cm-1. La banda mayor se

encuentra a 1035 cm-1 puede ser asignada a una flexibn C-OH con hombros a
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1158 y 897 cm-1 que son relacionados con un estiramiento asimétrico C-O-C del

enlace glucosidico y del enlace 3 (1-4).
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Figura 38. Espectros de infrarrojo medio de la variedad Esmeralda a los diferentes
tratamientos. Tratamiento con microondas (A) e infrarrojo (B); Espectro negro
corresponde al control, verde (4 seg), morado (8 seg), rojo (37 seg) y azul (54

seg).

Las bandas encontradas en la region de las huellas digitales de los
polisacaridos estan relacionadas con componentes de la capa de aleurona, los
arabinoxilanos (Barron y Rouau, 2008). Un cambio también puedo ser observado
en la regidn de los polisacaridos a 994 cm-1 relacionado con un alta cantidad de (-
glucanos que pueden ser observados cerca del endospermo almidonoso (Robert
et al. 2005). Picos a una longitud de onda de 1170-900 cm-1 son asignados a un
estiramiento C-O-C y CO (-CHO) del almidén (Li et al. 2006). Bandas a 1450-
1400, 1240 y 1195-1129 cm-1 indican al grupo carbonilo, flexion C-H, estiramiento
C-H y estiramiento C-O de los lipidos (Belton et al.1995). Picos a 1238-1030 cm-1
es vibracion del estiramiento C-O del grupo éster de los acidos grasos (Chen vy

lrudayaraj, 1998).

Por lo tanto como se observa en la Figura 39, los tratamientos tanto de

microondas como de infrarrojo presentan mayor absorbancia de las bandas que el
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control, siendo esta mayor a 8 seg de microondas y 37 seg de infrarrojo.
Posteriormente a mayor exposicion a la radiacion la absorbancia disminuye, lo que
produce una reestructuraciébn de las moléculas. La radiacion afecta a los
polisacaridos, confirmando el efecto sobre los B-glucanos cercanos al almidén y
por consecuencia también sufre cambios la estructura del almidén, asi como
modificaciones en la capa de aleurona. Los enlaces que son afectados
posiblemente son hidrégeno-hidrégeno que se encuentran en las cadenas lineales
de a molécula de B-glucanos y de estos mismos enlaces formados con el almidon.
En el almidén el enlace glucosidico es afectado, asi como las cadenas del mismo,
primordialmente sobre la amilosa como se sugiere en los difractogramas de rayos
X. También los acidos grasos son afectados por la radiacién. Algunos de los
cambios producidos en estas moléculas pudieran deberse a la pérdida de
moléculas de agua durante el calentamiento o movilidad de agua a otras regiones

mas afines.
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Figura 39. Espectros de infrarrojo medio de la variedad Esmeralda a los
diferentes tratamientos, mostrando detalles en carbohidratos. Tratamiento con
microondas (A) e infrarrojo (B); Espectro negro corresponde al control, verde (4
seg), morado (8 seg), rojo (37 seg) y azul (54 seg).
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En la segunda seccion del espectro de infrarrojo de 1800-1400 cm-1
(Figura 40), se observan dos regiones definidas de 1580-1720 cm-1 asignado a la
amida | y de 1480-1580 cm-1 para la amida Il componentes de la estructura
secundaria de las proteinas (Mangavel et al., 2001). La amida | corresponde a
vibraciones por estiramiento de C=0 en un 80%, junto con algunas contribuciones
de estiramiento CN (10%), deformacion CCN vy flexion NH en el plano (10%) de la
cadena polipeptidica. La amida Il son vibraciones de estiramiento de CN (40%) y
flexion de NH (60%) (Bandekar, 1992; Kacurokova y Mathlouthi, 1996).
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Figura 40. Espectros de infrarrojo medio de la variedad Esmeralda a una longitud
de onda ampliada en la region de proteinas. Tratamiento con microondas (A) e
infrarrojo (B); Espectro negro corresponde al control, verde (4 seg), morado (8
seq), rojo (37 seq) y azul (54 seq).

En la region de la amida |, el pico a una frecuencia de 1650-1658 cm-1 es
determinado para a-hélice (Surewicz y Mantsch, 1988; Duodu, et al., 2001), en el
caso de la cebada una banda méaxima a 1654 (Makarenko, et al. 2002). La
longitud de onda de 1620-1640 cm-1 ha sido asignada para estructuras de lamina
B (Duodu et al., 2001). En la regién de amida Il, a-hélice puede ser localizada a
1545-1547 cm-1 y lamina B a 1524 cm-1 (Surewicz y Mantsch, 1988; Duodu, et
al., 2001). Una banda entre 1660-1670 cm-1 son de giros B (Hollési et al., 1994).
Bandas a 1612 cm-1 y 1633 cm-1 representan estructuras intermoleculares e
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intramoleculares de lamina B, respectivamente (Popineau, et al., 1994; Wellner, et
al., 2005). Picos de 1651-1648 son hidrogenos de a-hélice unidos a moléculas de
agua (Jackson et al., 1991; Belton, et al., 1995; Allain, et al., 1999). Lamina 3
antiparalela se localiza a 1686-1680 cm-1 (Naumann et al,, 1993; Allain, et al.,
1999; Dornberger et al., 1996; Meng y Ma, 2001).

En esta seccion de los espectros (Figura 40), se denotan cambios en la
estructura secundaria de las proteinas por efecto del calentamiento con
microondas e infrarrojo. Esto se infiere por el desplazamiento del espectro hacia
una mayor absorbancia a tratamientos de radiacién. Habiendo un efecto mayor a 8
seg de microondas y 37 seg de infrarrojo (Figura 40), por lo cual estos tiempos y
tipos de radiacién produjeron cambios en la estructura de a-hélice y lamina 3 en
cualquiera de sus componentes giros [, asi como cambios intra e inter
moleculares de la lamina B, propios de la estructura secundaria. El aumento de
absorbancia de las bandas también pude ser como resultado de la ruptura de
enlaces hidrogeno que producen un desenrollamiento parcial de a-helice y una
apertura de lamina 3, como resultado de la pérdida de estabilidad de la proteina y
por lo tanto de la estructura secundaria, debido a que los enlaces de hidrégeno
son los que estabilizan la estructura secundaria de las proteinas (Fennema, 2000).
Asi como pérdida de puentes de hidrégeno entre la unién de proteina-almidén. Al
momento de incrementarse el tiempo de radiacion a 8 seg y 54 seg, de cada una
de las ondas electromagnéticas usadas, la absorbancia de las bandas de la region
de amida | y amida Il decrecen produciendo un reacomodo al azar de la proteina
semejante al control (Rodriguez, 2010).

Algunos autores obtuvieron resultados similares a los presentados en este
trabajo, cuando las proteinas fueron sometidas a algun tipo de calentamiento la
intensidad del espectro de infrarrojo tendio a incrementar en la regién de amida | y
amida Il. Rodriguez (2010) reporta que en maiz al ser irradiado con microondas
hasta 15 seg aumento la absorbancia de las bandas de amida | y Il, pero a
tiempos mayores decrecio de nuevo la absorbancia. Esta tendencia fue seguida

también en trigo donde la maxima absorbancia se logra a 5 seg y posteriormente
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cae (Hernandez, 2011). En karifina también se obtuvo un comportamiento similar,
calentando a 96°C y a diferentes tiempos con esa temperatura constante la
absorbancia se incremento en todos los tiempos (Byaruhanga et al., 2006).
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VI. CONCLUSIONES

La radiacion con microondas e infrarrojo afectaron de forma negativa la
germinacion del grano de cebada, siendo aun viable a tiempos menores de 10 seg
de microondas y de 55 seg de radiacién de infrarrojo.

El extracto de malta se incremento a tiempos cortos de irradicion,
aproximadamente un 7 % con tratamiento de microondas y de 4 % con infrarrojo
en cebadas forrajeras y malteras. Este variable es la de mayor importancia a nivel
industrial, y la irradiacion produce una mayor extraccion de azucares fermentables
en el mosto, dando lugar a un mayor sustrato para la levadura en la produccién de
cerveza. Los tratamientos de irradiacion microondas e infrarrojo en cebadas
forrajeras les da el potencial para ser empleadas como una nueva alternativa en la

industria maltera.

El calentamiento a temperaturas menores de 50 °C por la exposicién a
microondas e infrarrojo no afecto el contenido de proteina total, soluble e indice de
Kolbach del mosto. De la misma forma a los tiempos de irradiacién empleados no
se afecto la actividad de los sistemas enzimaticos, representados por el poder
diastasico y a-amilasa.

La dureza del grano de cebada a tiempos cortos de irradiacién de
microondas e infrarrojo disminuyd en ambos tipos de cebada. También el médulo
de elasticidad fue menor a 4 seg de microondas y 37 seg de IR. A tiempos

mayores de irradiacién la dureza y el médulo aumentaron.

Las micrografias del salvado de la cebada demostraron que el grosor de
las diferentes capas que lo conforman tiene relacién con el comportamiento de las
propiedades mecanicas del grano. Granos con mayor grosor de cascara y salvado
(pericarpio, testa y aleurona) dan lugar a variedades con mayor dureza y modulo,
que granos de menor grosor, resultando en cebadas de baja calidad maltera.
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Los granulos de almidén observados en SEM mostraron dafios en la
superficie por efecto de la radiacion después del remojo, siendo mas evidentes
estos dafnos con irradiacion de microondas. También se obtuvo un mayor
hinchamiento de los granulos de almidén por efecto de la irradiacién y asi una
mayor capacidad de absorcion de agua.

El analisis con rayos X demostr6 que las microondas y el IR producjeron
modificaciones en la estructura del almidén, lo que se sugiere que la cadena lineal
del almidon (amilosa) fue la mas afectada, al observarse cambios a una distancia
interplanar de 4.4 A que representa el complejo amilosa-lipido. Los cambios
producidos en el almidén dan lugar a una disminucién en la cristalinidad a tiempos
cortos de irradiacién, pero a tiempos mayores el almidén sufre una restructuracién

de la forma ordenada vy la cristalinidad aumenta.

Debido a los dafios producidos por la irradiacion los granulos de almidén
tienden a colapsar mas rapido cuando son sometidos a calentamiento con agua,
dando lugar a una disminucién de la viscosidad maxima en los perfiles de
viscosidad. Infiriendo que el efecto es mayor en la amilosa y la lixiviacién de esta

molécula durante la gelatinizacion podria ser en menor tiempo.

La electroforesis SDS-PAGE, asi como la RP-HPLC revelaron que no
existieron cambios en el peso molecular de las fracciones de hordeina del grano.
La concentracién relativa de las bandas de electroforesis mostré6 que hay minimos
efectos principalmente a tratamientos con microondas. Sin embargo, los cambios
producidos en la hordeina por la radiacion son de posibles rupturas de enlaces
hidrégeno o hidrégeno-oxigeno y esto origina cambios en la hidrofobicidad de la
proteina. Ademas, la cromatografia sugiere cambios estructurales de la proteina
que modifican la percepcion de la absorbancia del grupo croméforo, siendo menor

con los tratamientos.
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La exposicion a la radiacion afecto cadenas de polisacaridos no
amilaceos, como son los presentes en la pared celular del grano de cebada
ocasionando una disminucion en la fibra soluble y dietética total a tiempos cortos
de radiacion y se revierte el efecto a tiempos prolongados de calentamiento. La
fibra soluble presenté una tendencia diferente, la aplicacién de temperatura al

grano de cebada por la radiacion aumenta el contenido de este tipo de fibra.

Las microondas y el IR, a 4 y 37 seg respectivamente, afectaron las
cadenas de los B-glucanos causando una disminucién de estos polisacaridos en el
mosto. La irradiacion puede producir una ruptura de los enlaces hidrégeno-
hidrdgeno que existen en las cadenas lineales de la los B-glucanos y aquellos
enlaces hidrégeno-hidrogeno unidos al endospermo almidonoso. A tiempos
mayores de radiacidn el efecto se revierte. Estas modificaciones en 3-glucanos se
ven reflejadas en el contenido de la fibra dietaria y la disminucion de la viscosidad
del mosto.

La espectroscopia de DRIFT sugiere efectos de la radiacion sobre
almidén, lipidos, proteina y polisacaridos de la pared celular del grano. El
calentamiento con microondas e IR destabilizan los enlaces hidrogeno-hidrégeno
produciendo un incremento en la absorbancia. Mostrando vibraciones mayores de
las moléculas de las cadenas de los polisacaridos originadas por cambios en la

interaccion almidén- B-glucanos y almidon-proteina.

Las proteinas mostraron cambios en los espectros de DRIFT. Se
observaron dos bandas anchas a 1480-1520 cm-1 y otra a 1580-1720 cm-1 que
son denominadas como amida | y amida Il, estan relacionadas con la estructura
secundaria de las proteinas. En estas regiones se observaron cambios de
absorbancia que representan cambios en a-helice y lamina B por efecto de la
radiacion. Existen pérdidas de puentes de hidrégeno que originan una
destabilizacién de la estructura secundaria a tiempos cortos, sin embargo a

tiempos mayores de irradiacién hay un reacomodo al azar de la proteina.
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En conjunto todos los cambios producidos en las estructuras de
polisacéridos, lipidos, proteina y en la movilidad del agua dan como resultado un
mejoramiento de la calidad global del grano de cebada. Incrementando la calidad
de las cebadas malteras y mejorando la calidad de la cebada forrajera Adabella
pudiéndose emplear como cebada maltera con un menor costo. Sin embargo la
variedad Pastor Ortiz aun después de la irradicion no cumple con las
especificaciones de cebada maltera.

La variedad Pastor Ortiz como cebada forrajera es una buena fuente de
enzimas amiloliticas. Ademas de tener un mayor contenido de B-glucanos que
podria emplearse como alimento de consumo humano por el efecto

hipocolesterolémico demostrado de este tipo de polisacaridos.
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