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PRÓLOGO

Las ciencias biológicas abarcan diferentes disciplinas, entre ellas la medicina, la 

epidemiología, la biotecnología y hasta el medio ambiente; que se relacionan con otras 

ciencias que estudian la salud como la antropología médica. Estas aportan las bases 

científicas para el mejoramiento de la vida y la salud. En la actualidad, hay un gran 

interés sobre nuevas investigaciones en ciencias biológicas que ayudan a contestar 

diferentes inquietudes ocurridas en la vida cotidiana. En este libro, constituido por 

16 capítulos, se enfoca en las disciplinas de la salud, la disciplina biotecnológica y la 

disciplina del medio ambiente.

En la disciplina “Salud y Prácticas”, dos artículos están vinculados a desafíos para 

los profesionales de la salud, uno sobre el manejo de la muerte y otro sobre la maternidad 

transnacional, en sus aspectos psicosociales y culturales. Estos trabajos son importantes 

porque demuestran la importancia de actitudes de humanización y empatía por parte 

de los profesionales de la salud, como parte de sus habilidades y competencias para un 

abordaje profesional de la muerte y de la maternidad transnacional.

Por otro lado, capítulos que abordan sobre el tópico neurológico están incluidos 

en esta área: uno de ellos está dirigido a los niños sordos y la aportación del sentido 

de su vista para el mejoramiento de su salud, y el otro artículo está relacionado con los 

masajes para el tratamiento de los pacientes con lumbalgia y ciatalgia. Finalizan esta 

sección trabajos sobre la rehabilitación motora para los pacientes con enfermedad de 

Huntington, así como un artículo sobre la cadencia musical en la hidrogimnasia y un 

estudio relacionado con el uso de cannabis para el tratamiento de las enfermedades 

crónicas. Sin duda, estas aportaciones son de gran interés para el área de la salud.

Un estudio de epidemiología sobre la enfermedad de Chagas en mujeres de edad 

fértil en el Centro de Atención Primaria de la Salud, en la Cañada (Argentina), demuestra 

que en algunos lugares la prevalencia de esta enfermedad es alta.

En biotecnología se reportan capítulos sobre el impacto de la malta hacia la 

actividad de proteasas, la producción de proteína de forraje en Clitoria spp, el aislamiento 

de bacterias celulolíticas y xilanolíticas en Cachiyacu de Lupuna en Perú, y por último 

una evaluación del efecto gastroprotector de Anacyclus radiatus. Estos trabajos aportan 

investigación nueva sobre aspectos biotecnológicos.

En la parte del medio ambiente, un estudio enfocado sobre la relación del cobre 

con la fotosíntesis de microalgas, otro capítulo sobre control biológico de Spodoptera 

sp. y dos trabajos sobre el uso de sensores remotos y aplicación en lagos de Chile y la 

identificación de tóxicos en efluentes urbanos.

El libro está dirigido a la comunidad médica y científica que aporta información 

relevante en el área de ciencias biológicas; el lector puede tener una visión general de 

la investigación de estas áreas y comprender la complejidad y diversidad de tópicos 

relacionados con la biología y la salud.

Juan Carlos Cancino-Diaz
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RESUMEN: La cebada malteada representa 
el principal componente del mosto cervecero 
y las enzimas proteasas juegan un papel 
fundamental en la calidad. Fue comparada la 
actividad proteolítica en cebadas malteadas, 
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cultivadas bajo condición de riego (D1) y temporal (D3). La mayor actividad proteolítica 
se presento a pH 7.0 (26.5 UAE/mg) para D1 y pH 5.0 (22.7 UAE/mg) para D3. Entre las 
proteasas observadas, sobresale una metaloproteinasa ca. 150 kDa en D1, mientras que 
D3 presentó una cisteinil proteasa ca. 37 kDa. El análisis de los mostos reveló mayor 
concentracion de FAN (350 mg/L) y proteína soluble (700 mg/L) para D1 contra 273 
mg/L de FAN y 400 mg/L de proteína para D3. La concentración de dimetil sulfuro (DMS) 
total fue de 172 ppb y 63 ppb para D1 y D3, respectivamente. Estos datos correlacionan 
con la cantidad (ppm) y perfil de aminoácidos, especialmente de ácido aspártico (5.13) y 
metionina (2.84) en D1 contra 4.17 y 2.02 en D3. Con respecto a los azúcares fermentables, 
D3 tuvo mayor porcentaje (p/p) de maltosa (6.1%), maltotriosa (1.3%) y fructosa (0.2%). La 
malta D3 proporciona mejores características al mosto.
PALABRAS CLAVE: Cebada malteada. Zimogramas. Hidrolasas. Calidad de la malta.

DIFFERENT TYPES OF MALT IMPACT ON THE PROFILE AND ACTIVITY OF 

PROTEOLYTIC ENZYMES

ABSTRACT: Malted barley represents the main component of the brewing wort. The 
proteolytic and diastatic activity of the malted barley cultivated under irrigation (D1) and 
rainy (D3) conditions was compared. The highest proteolytic activity was obtained at pH 
7.0 (26.5 EAU/mg) for D1 and pH 5.0 (22.7 UAE/mg) for D3. The proteases included a 
metalloproteinase with a molecular weight of ~150 kDa and an amylase of ~20 kDa. D3 
contained a cysteinyl protease of ~37 kDa and two amylases of ~30-35 kDa. The analysis 
of the wort revealed higher free amino nitrogen (FAN) (350 mg/L) and soluble protein 
(700 mg/L) concentrations in D1 compared to 273 mg/L of FAN and 400 mg/L of protein 
in D3. The total dimethyl sulfide concentration was 172 ppb and 63 ppb in D1 and D3, 
respectively. These data correlate with the quantity and profile of amino acids, particularly 
aspartic acid (5.13 ppm) and methionine (2.84 ppm) in D1 compared with 4.17 ppm and 
2.02 ppm in D3. The best diastatic activity occurred at pH 5.0-7.0 in both malts. Regarding 
the fermentable sugars, D3 had a higher percentage (w/w) of maltose (6.1%), maltotriose 
(1.3%) and fructose (0.2%). Malt D3 has better quality characteristics for beer production.
KEYWORDS: Malted barley. Zymograms. Hydrolases. Malt quality.

1 INTRODUCCIÓN

La cebada (Hordeum vulgare) es uno de los cereales más cultivados en el mundo 

y es ampliamente utilizado para las industrias de alimentos y bebidas (Guo et al., 2016). 

La cebada tiene el potencial de modificar las proteínas del endospermo, para adaptar 

su metabolismo y contenido enzimatico (Wang et al., 2004). Esto le permite tener una 

gran capacidad de adaptación a diferentes condiciones ambientales y de estrés biótico 

y abiótico, como son la limitación de agua y suelos salinos (Ouda y Gaballah, 2007). En 

México, la cebada es producida en dos ciclos de cultivo: primavera-verano (temporal) 

y otoño-invierno (riego). Actualmente, seis variedades corresponden a más del 70% de 

la producción total anual y son destinadas a la industria cervecera por su alta calidad: 
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Armida, Adabella, Esmeralda, Alina, Esperanza y Doña Josefa (Fernández, 2013). En la 

industria cervecera, la cebada es el principal ingrediente para la preparación del mosto 

fermentable y sus características bioquímicas estarán relacionadas con la calidad de la 

cerveza. La cebada antes de ser utilizada en el proceso cervecero debe ser sometida a 

un proceso de malteado, con el fin de activar las enzimas necesarias para transformar 

proteínas y almidones del endospermo, en nutrientes para la levadura. Las proteinas, 

almidones y enzimas en el grano de malta definiran la calidad de la malta y de la cerveza 

final, y dependeran de la variedad de cebada, condiciones de cultivo y proceso de 

malteado (Fang et al., 2019). Las proteasas de la malta determinan el tipo y concentración 

de aminoácidos en el mosto. Estos, serán metabolizados por la levadura, definiendo 

los sabores y olores en la cerveza. Las enzimas tienen un impacto en el desarrollo de 

métodos de malteo, durante el proceso se generan cuatro endoproteasas estables a 38 

°C e inactivadas a 72°C. La actividad proteolítica está involucrada en los niveles de FAN 

(amino nitrógeno libre), mejoran la extracción de los azúcares fermentables al degradar las 

proteínas inhibidoras de la dextrinasa limitante y la β-amilasa (Hu et al., 2014). Actividades 

de tipo serino proteasas y aminopeptidasas pueden estar relacionadas a la generación 

de proteínas activas formadoras de turbidez (Jones, 2001). Diversos autores han 

diferenciado y comparado variedades de cebada malteada empleando zimogramas, con 

el fin de estudiar los perfiles enzimáticos y caracterizando bioquímicamente los sistemas 

hidrolíticos para encontrar enzimas que sirvan como marcadores de calidad de la cebada 

malteada (Wrobel y Jones, 1992). La obtención de un marcador de calidad podría ahorrarle 

a la industria cervecera una cantidad sustancial por año. La identificación de las enzimas 

presentes en la malta y el estudio bioquímico de su actividad (niveles de pH, temperatura, 

tiempo, etc.) podría dar la información necesaria para que los cerveceros ajusten de 

manera eficiente sus procesos, evitando operaciones innecesarias de acuerdo con el tipo 

de materia prima utilizada (López et al., 2016). En el presente estudio, se compararon 

bioquímicamente los perfiles hidrolíticos de dos cebadas malteadas del mismo genotipo, 

cultivadas bajo diferentes condiciones de riego, con el propósito de analizar diferencias 

entre condiciones y su relación con los parámetros de calidad del mosto y la cerveza.

2 MATERIAL Y MÉTODOS

2.1 MUESTRAS BIOLÓGICAS

Fueron evaluadas dos cebadas malteadas (Hordeum vulgare L.) del mismo genotipo 

(nombradas como D1 y D3 respectivamente) cultivadas bajo diferentes condiciones 

de cultivo, las cuales fueron proporcionadas por Cervecería Cuauhtémoc Moctezuma 
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(CCM), México. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso. Adicionalmente, 

fue utilizada la malta comercial 2-ROW como control, obtenida de la empresa Malteurop 

(Milwaukee, WI, USA).

2.2 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS

Las muestras de malta (10 g) fueron molidas hasta un polvo fino (<50 μm) 

usando un molino de marca Foss Cyclotec 1093. Las proteínas fueron extraidas con 

buffer de extracción (Tris-HCl 25 mM; MgCl2 5 mM pH 7.5), según lo reportado por 

López et al. (2016). La concentración de proteína soluble total se determinó mediante 

el método de Bradford.

2.3 EFECTO DEL PH EN LAS HIDROLASAS PRESENTES EN LA CEBADA MALTEADA

La evaluación del efecto del pH sobre la actividad enzimática tipo amilasa fue 

realizada en microplaca de 96 pozos de acuerdo con la metodología descrita por Oliveira 

et al. (2019), con algunas modificaciones. Las pruebas fueron realizadas bajo diferentes 

condiciones de pH utilizando buffer de acetato de sodio 0.05 M (pH 3.0, 4.0 y 5.0) y buffer 

de fosfato de sodio 0.1 M (pH 6.0, 7.0 y 9.0). En cada pozo fueron colocados: 20 µl de cada 

buffer a sus respectivos niveles de pH, 10 µl de solución de almidón de papa al 0.2 % y 10 

µl de cada muestra. La microplaca fue incubada a 40 °C por 30 min. Terminado el tiempo 

de incubación, fueron añadidos 30 µl de la solución de Lugol a una dilución 1:10 y 170 µl 

de agua bidestilada. Finalmente, la microplaca fue leída a 595 nm. El efecto del pH en la 

actividad de proteasa fue realizada de acuerdo con la metodología descrita por Secades 

y Guijarro (1999) con algunas modificaciones. Para este ensayo fue empleada azocaseína 

1.0 % como sustrato disuelta en buffer Tris-HCl 25 mM con MgCl2 5mM en un rango de pH 

de 3.0 a 11.0. A 60 µl de cada muestra de malta fueron agregados 240 µl de azocaseína 

1.0 %, mezclados por vórtex e incubadas a 40°C por 30 min. La reacción fue detenida con 

300 µl de TCA 10 %, incubado en hielo por 30 min y centrifugación a 15,000 g por 10min 

a 4 °C. Pasado el tiempo fueron tomados 400 µl del sobrenadante y fueron neutralizados 

con 100 µl de NaOH 1.8 N. Finalmente, se leyó la absorbancia a 420 nm. Una unidad de 

actividad enzimática se definió como la cantidad que produjo un aumento en A420 de 

0.01 en 30 min a 30 °C. Se realizaron triplicados biológicos para todas las pruebas.

2.4 ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA

La actividad enzimática fue evaluada mediante zimogramas de una dimensión 

como lo describen Herrera et al. (2018) y López et al. (2016) con algunas modificaciones. 
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En resumen, las muestras fueron ajustadas a 100 µg/µl de proteína total soluble y 

mezcladas con el buffer de corrida (125 mM Tris-HCl pH 6.8, glicerol 24 % [v/v], 0.02% 

[w/v] azul de bromofenol y 1 % SDS), la separación se realizó en geles de poliacrilamida 

al 10 % en condiciones reductoras (1 % SDS) copolimerizado con 0.1 % [p/v] de gelatina 

(actividad proteasa) (Sigma, San Luis, Misuri, USA). Los geles fueron corridos a 50 voltios 

y 4 ºC hasta que el frente del azul de bromofenol alcanzó el límite inferior del gel. Para 

la actividad de proteasas, las proteínas fueron renaturalizadas incubando los geles en 

agitación moderada durante 40 min en solución de tritón X-100 al 2.5 %. Posteriormente, 

los geles fueron lavados con agua bidestilada para quitar el exceso de tritón. Para la 

activación de las enzimas de tipo proteasas, los geles fueron incubados durante toda la 

noche a 40 °C en buffer Tris-HCl 25 mM, MgCl2 5 mM en un rango de pH de 4.0 a 7.5. Para 

estos ensayos empleamos enzimas comerciales como control: tripsina de páncreas bovino 

(Cas. T1426) y bromelina de tallo de piña (Cas. B4882). Las enzimas fueron adquiridas 

de la compañía Sigma, San Luis, Misuri, (USA). Posteriormente, fueron realizados ensayos 

de inducción, para esto se empleó una concentración de proteína soluble de 200 µg/µl, 

suplementada con ácido giberélico a 10 µM e incubadas por 96 h a 4 °C (Koehler y Ho, 

(1988)). Después, 20 µl de volumen final de la reacción fueron combinados con buffer de 

corrida y corridos en zimogramas bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.

La actividad de proteasa fue revelada con tinción de azul brillante de Coomassie R250, 

fue observada por las bandas claras sobre el fondo del gel. Todos los zimogramas se 

realizaron por triplicado.

2.5 ELABORACIÓN Y EVALUACIÓN DE MOSTOS 100 % CEBADA MALTEADA

Los mostos (mosto D1 y mosto D3) fueron preparados en el laboratorio de 

acuerdo con Iimure et al. (2012); 50 g de cebada malteada (malta D1 y malta D3) fueron 

mezclados con 200 ml de agua bidestilada desionizada. La mezcla se calentó a 45 °C 

por 30 min. Después la temperatura se incrementó a 70 °C (1 °C/min) y se agregaron 100 

ml de agua bidestilada desionizada e incubada a 70 °C por 60 min. Finalmente, el mosto 

fue enfriado hasta temperatura ambiente (22 °C), filtrado y ebullido durante 15 min. En 

cada cambio de temperatura, 5 ml de mosto fueron tomados y almacenados a -20 °C 

para su posterior análisis. La evaluación de los parámetros fue realizada siguiendo los 

métodos analíticos oficiales de la American Society of Brewing Chemists (Métodos de 

análisis ASBC) por el laboratorio de CCM. Las muestras de cada mosto fueron tomadas 

en condiciones asépticas.
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2.5.1 Nitrógeno amino libre (FAN)

Fue utilizado el método colorimétrico de ninhidrina para determinar la cantidad 

de FAN en el mosto. (Método de Wort-12). Los mostos (1 ml) se diluyeron a 100 ml con 

agua destilada y 2 ml de la dilución fueron transferidos a tubos de ensayo por triplicado. 

Después, se añadió 1 ml de reactivo de ninhidrina (Na2HPO4 2.8 mM, ninhidrina 0.3 mM, 

KH2PO4 4.4 mM, pH 6.6 – 6.8) a cada muestra y se colocó en un baño de agua hirviendo 

durante 16 minutos. La reacción se dejó enfriar durante 20 min en un baño de agua a 20 

ºC. Posteriormente, fueron añadidos 5 ml de la solución de dilución (KIO3 9.4 mM, etanol 

al 38.4 %) a cada muestra. Después de mezclar bien la reacción, la absorbancia es medida 

a 570 nm contra agua bidestilada. Fue utilizada solución de glicina 0.14 mM como solución 

estándar. Para los cálculos se utilizó la siguiente formula: FAN (mg/ml) = (absorbancia 

neta de la solución de prueba/ absorbancia neta de la solución estándar) x 2 x dilución.

2.5.2 Determinación de azúcares en el mosto

Las muestras de mosto fueron analizadas por HPLC Agilent 1100 con detección 

ELSD. El solvente de HPLC fue 75 % de acetonitrilo en agua, a una tasa de flujo de 1 ml/

min utilizando una columna de hidratos de carbono de Alltech de 4.6 mm × 250 mm. El 

ELSD se ajustó a un caudal de nitrógeno de 2 ml/min (a 87 ◦ DO). Las mediciones fueron 

realizadas por duplicado.

2.5.3 Color

El color fue determinado siguiendo el método Beer-10. 100 ml de volumen final 

de mosto es filtrado y mezclado con 5 g de tierra de diatomeas grado analítico. Se deja 

reposar por 5 min y se filtra nuevamente para clarificar completamente el mosto. La 

absorbancia se mide a 430 nm en una cubeta de espectrofotómetro (1/2 in.). El color es 

calculado por la fórmula: Color = 10 (Absorbancia en ½ cubeta a 430 nm).

2.5.4 pH

La concentración de iones hidrógeno se mide empleando un potenciómetro a 

temperatura ambiente. 

2.5.5 Viscosidad 

La viscosidad de los mostos se midió de acuerdo con el método Wort-13. Este 

método calcula la viscosidad absoluta o dinámica (en unidades centipoise) utilizando un 

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

inclinado lleno de 5 ml de agua o mosto a 20 °C. Cálculos: Viscosidad = Tiempo de flujo 

de mosto x Densidad de mosto x 1.002.

2.5.6 Análisis de aminoácidos libres

Fue determinado el perfil y concentración de aminoácidos presentes en cada 

mosto mediante el método de AccQ Tag Waters, utilizando el reactivo AccQ Flour 

(6-aminoquinolyl-N-hydroxisuccinimidyl carbamato, AQC); seguido de cromatografía de 

líquidos de alto desempeño reversa (High Performance Liquid Chromatography, HPLC‖) 

para separar los derivados; finalmente, la cuantificación se realizó por medio de un 

detector de fluorescencia a 395 nm.

2.5.7 Determinación de DMS (libre, total y precursor)

Para la determinación de dimetil sulfuro (DMS) en mosto se emplea la cuantificación 

por cromatografía de gases acoplada a Headspace (HS/GC). Para la medición de DMS 

libre se utilizó directamente el mosto, mientras que para DMS-p (DMS precursor) se 

realizó un pretratamiento térmico en rotavapor con la adición de hidróxido de sodio, 

esto convierte los DMS-p en DMS, luego la solución se mide con HS/GC utilizando una 

columna GS-Q. El DMS total es la suma del DMS libre y DMS-p.

2.5.8 Monitoreo de las hidrolasas presentes en los mostos 100 % cebada malteada

Para el monitoreo de las hidrolasas presentes en los mostos 100 % cebada 

malteada fue empleada la metodología descrita en la sección 2.4.

3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1 PARÁMETROS DE CALIDAD DE LA MALTA CERVECERA 

Las caracteristizas bioquimicas de la cebada malteada influiran directamente 

sobre la elaboracion y calidad de la cerveza. En este trabajo, caracterizamos dos maltas 

cerveceras y relacionamos sus características con la calidad del mosto. Las cebadas 

malteadas provienen de diferentes ciclos de cultivo (invierno y verano), ambas son 

comúnmente empleadas en la industria cervecera en México. Las diferiencias en sus 

perfiles bioquimicos diferencias influyerón en los siguientes parámetros: enzimas, 

concentración de proteína total soluble, niveles FAN, viscosidad, color, DMS, perfil de 

aminoácidos y de azúcares.
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3.2 EFECTO DEL PH 

El efecto del pH fue medido con el fin de caracterizar las proteasas presentes 

en dos maltas, nombradas D1 y D3 , en un rango de 3.0 a 11.0. Ambas presentaron mayor 

actividad enzimática entre pH 5.0 a 9.0 (Fig. 1). Esto resultados demuestran que las maltas 

contienen proteasas ácidas (tipo cisteinil y aspártico proteasas) y alcalinas (tipo serino 

proteasas, carboxipeptidasas y aminopeptidasas) y coincide con lo reportado por Jones 

y Marinac (2002). La malta D3 presentó un mayor contenido de enzimas ácidas, mientras 

que la malta D1 contiene mayor contenido de enzimas alcalinas.

Figura 1. Efecto del pH en la actividad de proteasa en muestras de malta.

3.3 ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA

La cebada contiene reservas de nutrientes, almidón y proteínas, que son necesarios 

para su desarrollo. Durante el malteado son activadas las enzimas que convertiran 

estas reservas en nutrientes asimilables por la levadura, logrando un buen desempeño 

durante la fermentación (Schmitt y Marinac, 2008). Cada malta varía de acuerdo con su 

variedad y condición de cultivo, por eso es necesario entender los sistemas hidrolíticos 

presentes en cada una. Con este estudio, ayudaremos a predecir el desempeño de la 

fermentación y tomar acciones preventivas, ya sea combinando lotes de malta o mediante 

la suplementación de enzimas durante el proceso. Se evaluó la actividad tipo proteasa 

utilizando zimogramas con gelatina como sustrato, las dos maltas mostraron un perfil 

diferente al ser incubadas a diferentes valores de pH. La malta D1 a pH 7.5 muestra 6 

bandas con actividad proteolítica entre 50 y 150 kDa, mientras que la malta D3 mostró 4 

bandas con actividad proteolítica con diferentes pesos moleculares 100 kDa, 60 kDa, 45 

kDa y 30 kDa. Grudkowska et al. (2013) reportan una metaloproteinasa (150 kDa) y una 

proteinasa aspártica (110 kDa) similares. Las metaloproteinasas son relacionadas con la 
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calidad y pertenecen a un grupo de proteasas importantes en el proceso cervecero. Estas 

enzimas de alto peso molecular juegan un rol importante en la hidrólisis de proteínas 

de almacenamiento, relacionadas con el contenido de KI y FAN. A pH 5.0 ambas maltas 

(D1 y D3) no mostraron diferencias en los patrones de actividad, además, mostraron dos 

bandas de actividad de 23 y 35 kDa y sin bandas definidas de actividad a mayor peso 

molecular (Fig. 2). 

Figura 2. Determinación de la actividad proteolítica en muestras de malta. D1. Malta D1. CM. Malta comercial. D3. 
Malta D3. B. Bromelina de tallo de piña 30µg/µl. T. Tripsina de páncreas bovina 20 µg /µl.

El pH óptimo en el proceso de maceración es de 5.0, al no observar diferencias 

entre las maltas se procedió a la búsqueda de un cofactor u agente que estimulara la 

actividad enzimática de las proteasas. Koehler y Ho, (1988) purificaron y caracterizaron 

una cisteinil endoproteasa de la capa de la aleurona inducida durante 96 h con ácido 

giberélico 1 µM y visualizada mediante zimogramas nativos empleando hemoglobina 

como sustrato. La enzima purificada correspondía a la EP-A con un peso molecular de 37 

kDa. Este tipo de proteasa está relacionada con la calidad de la malta ya que incrementa 

su expresión durante el proceso de germinación y es la responsable de degradar a las 

hordeínas (mayoritarias de la malta) (Koehler y Ho, 1990). La inducción de la actividad 

proteolítica se realizó siguiendo la misma metodología de Koehler y Ho. (1988) y para 

su visualización fueron empleados zimogramas con gelatina como sustrato. En la malta 

D3 incubada a pH 4.0 y 5.0 fue detectada una banda muy prominente de actividad 

proteolítica de 37- 50 kDa (Fig. 5, flecha amarilla), similar a la tiolproteasa EP-A reportada 

por Koehler y Ho. (1988). Este resultado indica que empleando esta malta dará un nivel 

óptimo de FAN y perfil de aminoácidos, lo que se traduce a una buena fermentación y 
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una cerveza con características deseables. Se puede observar que a pH 7.5 la actividad 

es inhibida en todas las maltas y controles (Fig. 3). Esto indica que las maltas poseen 

actividad de tipo cisteinil proteasas las cuales son inhibidas a este valor de pH incluso 

con el uso de inductores.

Figura 3. Inducción de la actividad proteolítica en muestras de malta D1. Malta D1. MC. Malta comercial. D3. Malta 
D3. B. Bromelina de tallo de piña 30µg/µl. T. Tripsina de páncreas bovina 20 µg /µl. -. sin inductor. + con inductor.

3.4 PREPARACIÓN DEL MOSTO

Diferentes grupos de enzimas hidrolíticas participan durante el proceso de 

maceración y son activadas mediante los cambios de temperatura que ocurren en las 

diferentes etapas del proceso (Fig. 4).

Figura 4. Curva de maceración de los mostos con 100 % malta.

Para relacionar las hidrolasas provenientes de la malta con la calidad del mosto, 

se prepararon mostos 100 % de cebada malteada (Iimure et al., 2012). La concentración 

de proteína total soluble fue medida en cada etapa de la maceración (Fig. 5) con el 

fin de estudiar cambios en el contenido de proteínas presentes durante el proceso. 

Los resultados muestran que en el mosto D1 no hubo disminución en el contenido de 
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proteínas durante todo el proceso de maceración en comparación con el mosto D3 que 

si disminuyó el 50 % de su contenido de proteínas. Steiner et al. (2011) mencionan que en 

mostos con 100 % de cebada, se pueden encontrar más compuestos proteicos disueltos 

prevaleciendo incluso en la cerveza. Estos compuestos pueden tener una influencia 

positiva en importantes características, tales como: cuerpo, sensación en la boca, la 

estabilidad y formación de la espuma. 

Figura 5. Proteína total soluble en el proceso de maceración. Mostos preparados con 100% malta.

Otro parámetro analizado fue el FA,N importante para el crecimiento de la 

levadura. El mosto D1 obtuvo un valor más alto 327 mg/L en comparación con el mosto 

D3 (262 mg/ L), el cual fue similar al valor obtenido con el mosto de malta comercial 

(269 mg/ L) (Tabla 1). Estos resultados coinciden con las bandas de actividad proteolítica 

de alto peso molecular encontradas mediante zimogramas en la malta D1. Los valores 

FAN deben estar en los niveles adecuados para asegurar la disponibilidad de nutrientes 

nitrogenados a la levadura y no afectar el proceso de fermentación (Briggs et al., 2004). 

Los niveles bajos de FAN dan una baja propagación de la levadura, un mal desempeño 

de la fermentación y se generan subproductos no deseados (diacetilo, compuestos de 

azufre, etc.). Sin embargo, una muy alta concentración de FAN puede provocar reacciones 

no deseadas a través de la reacción de Maillard que tienden a producir colores altos en 

la cerveza (Steiner et al., 2011). 

Tabla 1. Parámetros de los mostos producidos con diferentes maltas.

Parámetros de análisis
Mostos

D1 D3 Malta comercial

Proteína total soluble (mg/ L) 700 400 400

Alfa amino nitrógeno (mg/L) 350 273 269

Viscosidad (cps) 1,72 1,67 1,51

pH 5,9 6,0 5,9
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Estos resultados también concuerdan con los valores obtenidos respecto al color: 

mosto D1 (20.80±0.57), mosto D3 (20.90±0.14) y mosto control (8.4). Guzmán-Ortiz et al. 

(2018), reportaron resultados similares con mostos preparados con la variedad de cebada 

Doña Josefa y presenta un color tipo melano (16.26±0.19) y tipo chocolate (27.73±0.79), 

clasificándolas como cervezas tipo Weissbier y Double IPA, respectivamente. En cuanto 

al perfil de aminoácidos libres, el mosto D1 mostró mayor concentración con respecto al 

control y al mosto D3 (Fig. 6). Lingzhen et al. (2016), encontraron que la prolina y el ácido 

glutámico son importantes constituyentes en la formación de turbidez en la cerveza. 

Figura 6. Perfil de aminoácidos de mostos 100 % malta.

Mediante zimogramas, observamos que las principales diferencias entre la malta 

D1 respecto a las maltas D3 y la comercial, son bandas de actividad presentes entre 25 y 

37 kDa observadas principalmente a pH 5.0 y 7.5 (Fig. 7). Una pequeña banda de actividad 

de ca. 22 kDa fue observada en la etapa de maceración a 70 °C (pH 4.0), la cual está 

presente solo en esta malta (flecha amarilla). Otra de ca. 33 kDa (pH 7.0) que es más 

intensa en la malta D1 (flecha rosa). Estas dos bandas podrían estar relacionadas a los 

resultados descritos anteriormente.

Figura 7. Actividad proteolítica presente en el proceso de maceración D1. Mosto preparado con malta D1. CM. 
Mosto preparado con malta comercial. D3. Mosto preparado con malta D3. 25, 45 y 70 representa la temperatura 
de cada etapa a diferentes valores de pH.
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El perfil de azúcares de los dos mostos evaluados está dentro de los parámetros 

de calidad establecidos por la European Brewery Convention, 1998; donde casi el 60 

% es maltosa, seguido de maltotriosa 15-17 %, glucosa 12-15 % y 1.3-1.9 % de fructosa 

(Fig. 8). Estos resultados indican que las condiciones de cultivo no afectan de manera 

significativa el perfil de azúcares fermentables, ya que los mostos preparados con 

esta variedad, producen el perfil óptimo para una buena fermentación y poseen niveles 

similares al mosto preparado con malta comercial. Sin embargo, el mosto D3 presentó 

niveles ligeramente más altos de fructosa, maltosa y maltotriosa.

Figura 8. Determinación de azúcares fermentables en los mostos.

Finalmente, evaluamos el DMS libre, total y el s-metilmetionina (SMM) precursor 

del DMS. El DMS es un importante contribuyente al sabor de la cerveza tipo lager, es 

beneficioso para el sabor y aroma en concentraciones moderadas entre 30 y 100 ppb 

pero a concentraciones superiores a su umbral aporta notas desagradables al aroma 

de la cerveza tal como aroma a pan de elote (Ferreira y Guido, 2018). Encontramos 

que el mosto D3 dulce cumple con los parámetros de calidad para este compuesto, 

detectándose niveles bajos (127 ppb mosto sin ebullición y 63 ppb con ebullición) y cae 

dentro del rango que no son percibidos. Por el contrario, el mosto D1 presentó niveles 

moderados (172 ppb) de DMS solo en los mostos después de la etapa de ebullición. Los 

mostos hervidos preparados con malta D1 y D3 presentaron niveles menores de DMS en 

comparación con el mosto de la malta comercial (229ppb). Por lo tanto, la malta D3 puede 

ser utilizada para preparar mostos dulces reduciendo el tiempo de maceración, mientras 

que, utilizando la malta D1 requerirá de la etapa de ebullición después de la maceración 

para disminuir los niveles de DMS (Fig. 10). 
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Figura 9. Determinación de Dimetil sulfuro en mostos 100 % malta.

No se había demostrado como impacta la aplicación de azufre y nitrógeno en 

los procesos de fertilización de la cebada, hasta que el grupo de Zhao et al. (2006) 

comprobaron que al aplicar concentraciones altas de azufre y nitrógeno puede afectar 

la concentración de DMS precursor en la cebada malteada, la calidad del malteo, el 

tamaño del grano y a su vez el sabor de la cerveza. Ellos recomiendan una adecuada 

concentración para que no se vea afectados los parámetros de calidad de la cebada. 

Estos resultados se relacionan con lo observado con el mosto D1, donde nuevamente 

las condiciones de cultivo impactan en las características de la cebada malteada, lo que 

significa que la cebada D1 en su condición de cultivo está más expuesta a suelos ricos en 

azufre y nitrógeno, de ahí sus niveles altos de DMS precursor y FAN.

4 CONCLUSIONES

La producción de enzimas hidrolíticas depende principalmente de la variedad de 

cebada, condiciones de cultivo y condiciones ambientales. La actividad enzimática es 

activada durante el proceso de malteado de la cebada y maceración del mosto, y son 

pieza clave para la producción de cerveza. De estas actividades dependerán la cantidad 

de aminoácidos y azúcares disponibles para la levadura durante la fermentación. La malta 

D1 mostro una proteasa de 150 kDa similar a una metaloproteinasa reportada relacionada 

con el KI y FAN. Presenta niveles superiores de FAN y una mayor cantidad del aminoácido 

prolina relacionado con la presencia de turbidez en la cerveza. Este resultado se relaciona 

también con la presencia de mayor actividad proteolítica alcalina. La malta D3 muestra 

mayor actividad proteolítica ácida que se relaciona con un óptimo nivel de FAN y perfil de 

aminoácidos. Presenta una banda tipo tiolproteasa EP-A muy prominente ca. 37-40 kDa 

inducida con ácido giberélico, principal enzima de digestión de las hordeínas. Utilizando 
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la malta D3 para la preparación del mosto, se puede reducir el proceso de maceración 

eliminando el paso de ebullición, lo cual es benéfico para la industria cervecera.

Los resultados muestran que ambas maltas presentan buenas características 

para su uso en la producción de cerveza, teniendo mejores características la malta D3. 

Ambas dan un perfil óptimo de azúcares fermentables y de aminoácidos.

En este estudio pudimos observar que la malta preparada a partir de la misma 

variedad de cebada puede tener diferentes características de calidad según las 

condiciones de cultivo a la cual estuvo sometida. Fueron observadas importantes 

diferencias que se relacionan con el proceso cervecero o con la cerveza final. Esto 

permitirá establecer mejores criterios de selección de maltas, manejo y programación de 

preparación de mostos, reducción en los procesos de maceración y asociar la presencia 

de enzimas con el desempeño de la fermentación o de la cerveza final.
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