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RESUMEN

En el proceso de fabricacion de cervezas se utiliza la malta de cebada como materia
prima principal. Uno de los cereales iddneos para sustituir la cebada es € sorgo ya que
posee ato potencia nutritivo. Sin embargo, la oferta de cervezas de sorgo aln es
insuficiente en el mercado mundial, debido ala bgja calidad de su malta. El objetivo de
la presente investigacion fue estudiar € desarrollo del nitrogeno amino libre (FAN)
durante el malteado del sorgo para el proceso de produccion de cerveza mediante €l uso
de la Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM). Fue usado un disefio compuesto
centra rotable (CCD) para desarrollar un modelo estadistico para la optimizacion de
variables del proceso tales como la concentracion de NaOH (0,2 - 0,5% (p/v)), € tiempo
de remojo (12 - 36 h), y & tiempo de germinacién (48 - 72 h). Los datos obtenidos a
partir de la RSM en la produccion de FAN fueron sometidos al andlisis de varianza
(ANOVA) y fueron analizados usando una ecuacion polindmica de segundo orden. Las
condiciones éptimas del malteado para e valor més ato de FAN (350,00 mg L™
fueron: concentracion de NaOH 0,35%, tiempo de remojo 26 h y tiempo de germinacion
63 h.
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ABSTRACT

In the brewing process, barley malt is used as main raw material. Sorghum is one of the
most suitable cereals to replace barley because of its high nutritional value. However,
the sorghum beer supply is still insufficient in the global market due to the low quality
of its malt. The am of this research was to study the development of free amino
nitrogen (FAN) during sorghum malting for brewing process by using Response Surface
Methodology (RSM). A Central Composite Rotatable Design (CCD) was used to
develop a statistical model for the optimization of process variables such as NaOH
concentration (0,2 - 0,5%(w/v)), steeping time (12 - 36 h), and germination time (48 -
72 h). Data obtained from RSM on FAN production were subjected to the anaysis of
variance (ANOVA) and were analyzed using a second order polynomial equation.
Optimum malting conditions for the highest FAN value (350,00 mg L™) were: NaOH
concentration 0,35%, steeping time 26 h and germination time 63 h.

Key words: beverage, quality, FAN, sorghum malt.

1. INTRODUCCION

El sorgo, a diferencia de la cebada, se adapta muy bien a condiciones semiéridas y
subtropicales, principalmente, en gran parte del continente Africano (Agu y Palmer,
1998). Por ese motivo, es empleada la malta de sorgo en la fabricacion de bebidas en
ese continente. Especificamente, (Lyumugabe et al., 2012) resataron la variabilidad de
cervezas de sorgo de acuerdo con la localizacion geogréfica, dentro de las mismas se
encuentran: ikigage, merissa, doro, amgbaytchoukoutou. Estos autores reportaron que
estas bebidas son ricas en calorias, vitaminas del complejo B (incluyendo tiamina, &cido
folico, riboflavina y &cido nicotinico). Ademas, presentan ato contenido de
aminoacidos esenciades como lisina, y también presentan grandes cantidades de
minerales dentro de los cuales se encuentran hierro, fésforo, potasio y sodio.
Demostrando asi que € empleo de sorgo en la producciéon de cerveza esta basado,
ademés de su disponibilidad, en su alto poder nutritivo.

Por otra parte, € cultivo de este cereal proporciona muchos beneficios tales como
amplia adaptabilidad a medio, tolerancia alos estreses abi6ticos como la seca, salinidad
y alcalinidad, y la capacidad de crecer rdpidamente (Prasad et al., 2007).

Ademas del ato poder diastasico, uno de los principales objetivos del malteado, parala
produccion de cerveza, es producir malta con ato contenido de FAN. El FAN es
producido por la accion de enzimas enddgenas proteasas 0 peptidasas sobre la reserva
de proteinas de los granos (Evans 'y Taylor, 1990) y (Dewar et a., 1997). Los productos
de la descomposicion de la accién proteolitica son aminoacidos y pequefios péptidos, y
son llamados como FAN. Durante € proceso de produccion de cerveza, e FAN es
usado por las levaduras como fuente de nutricidn en lafermentacién, Pickerell (1986).

El remojo de los granos de sorgo con soluciones de NaOH, en pequefias
concentraciones, puede dar maltas con altos niveles de FAN y de poder diastasico
(Lefyedi y Taylor, 2006). Este colectivo de autores confirmé que e empleo de
soluciones de NaOH (0,2% (p/v)) es un método eficaz para € control de bacterias y
hongos durante el malteado ya que reduce las unidades formadoras de colonias/g. En
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este sentido, se han realizados diversos estudios del efecto de diferentes condiciones en
las etapas del malteado sobre la calidad de la malta de sorgo (Bwanganga et al., 2012),
(Bekele et al., 2012), (Djameh et a., 2015). Sin embargo, aln existen pocos estudios
gue muestren las mejores condiciones del proceso de malteado que garanticen un alto
nivel de nitrégeno amino libre en el proceso de el aboracion de cerveza. El objetivo de la
presente investigacion fue estudiar € desarrollo del (FAN) durante e malteado
mediante la RSM, variando la concentracion de NaOH, el tiempo de remojo y € tiempo
de germinacion.

2. MATERIALESY METODOS

2.1. Andlisisde la calidad del grano

Los granos de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) usados en este estudio fueron
proporcionados por la Empresa “Ceres Sementes do Brasil” Energia de germinacion
(EG). La EG (%) fue determinada de acuerdo al método de la EBC (European Brewing
Convention, 1987); pero, a 30 °C en lugar de 20 °C ya que € sorgo es malteado a esa
temperatura para e buen desarrollo enzimético, reflgando su naturaleza tropical
(Djamed et a., 2015). Se tomaron muestras representativas de 100 granos 'y se clocaron
en papeles de filtro humedecidos (con 4 ml de agua doblemente destilada), dentro de
placas Petri cerradas para el desarrollo de la germinacion. Los granos germinados
fueron contados ainterval os de tiempo de 24, 48y 72 h.

2.2. Proceso de malteado

Para estudiar €l desarrollo del nitrégeno amino libre durante el proceso de malteado,
éste fue llevado a cabo a 30 °C.

Remojo. La etapa consistio en colocar las muestras de los granos en solucion de NaOH
a diferentes concentraciones (0,10; 0,20; 0,35; 0,50 o 0,60 % (p/v)) y a diferentes
tiempos de remojo (TR), (3,82; 12,00; 24,00; 36,00 o 44,20 h). Los vasos fueron
drenados cada 6 h, y adicionadas, entonces, nuevas soluciones de NaOH.

Germinacién. Los granos fueron germinados en bandgas metdlicas a diferentes
tiempos de germinacién (TG), (39,00; 48,00; 60,00; 72,00 o 80,00 h). La humedad fue
mantenida por |a aplicacién agua destilada rociada.

Secado. Lamalta fue secada en una estufa aireada (marca Nova Etica) a 50 °C por 24 h
de acuerdo a (Dewar et a., 1997). Al final de esta etapa, 1as raices fueron removidas.

2.3. Andlisisdelas muestras

Preparacion de las muestras. Las muestras de maltas se prepararon para € andisis
mediante la molienda hasta polvo fino. Las mismas fueron almacenadas en bolsas de
polietileno a 4 °C hasta su uso. El contenido de FAN (mg L™) fue determinado a partir
del mosto de las muestras usando un ensayo colorimétrico, de acuerdo a los métodos
ASBC (American Society of Brewing Chemists, 2008). Se colocan en tubos de ensayo 2
ml de los mostos diluidos (100 veces) con agua destilada y de la solucion patron
(glicina) diluida, y se les adicionan 1 ml del reactivo color (ninhidrina pH 6,6). Las
mezclas son colocadas en bafio de agua en ebullicion por 16 min y, después, enfriadas a
20 °C por 20 min. Finamente, se les agregan 5 ml de la solucion de dilucion y es
medida |a absorbancia a 570 nm en espectrofotometro UV-Visible (Thermo Scientific
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Serie GENEYIS 10S) contra € reactivo en blanco. La ecuacion 1 muestra la férmula
utilizada para obtener |os resultados.

FAN (mg L™1) = (ﬁ—:) 2-d D

Donde, A; es la absorbancia media de los ensayos con e mosto, A; es la absorbancia
media de |os ensayos con lasolucion de glicinay d es € factor de dilucion.

2.4. Andlisis estadistico

El programa IBM SPSS Statistics 20 fue usado para los andlisis estadisticos. Se aplico
un Disefio Compuesto Central Rotable, el cual proporciona un modelo de segundo
orden, utilizando la Metodologia de Superficie de Respuesta. Cada variable
independiente, concentraciéon de NaOH (Xj), tiempo de remojo (X;) y tiempo de
germinacion (X3) fue codificada en cinco niveles (Tabla 1). El andlisis de varianza
(ANOVA) y laaceptacion del modelo se basaron en un nivel de confianza de 95%.

3. RESULTADOSY DISCUSION

3.1. Calidad del grano

Los granos de sorgo mostraron buena energia germinacion (98%). El valor de EG
recomendado, para que € sorgo sea considerado adecuado para € malteado, debe ser
mayor que e 90% (Dewar et a., 1995). De acuerdo con los métodos analiticos de la
EBC, & vaor minimo requerido de EG para la cebada es 96%. La EG en € presente
estudio fue acentuadamente superior al valor minimo para el sorgo, y también superior
al minimo requerido por la EBC paralos granos de cebada.

3.2. Calidad de la malta

3.2.1. Derivacion del modelo ajustado

A partir de los datos experimentales (Tabla 1), se obtuvo € modelo de regresion
(ecuacion 2) respecto a las variables independientes estandarizadas. El valor del R
cuadrado corregido es muy alto (0,98); €l error tipico de la estimaciones 13,91 y €l test
de Durbin-Watson arroja un valor que no estd demasiado Igjano al idéneo que es 2, para
mostrar que no hay autocorrelacion de los residuales de laregresion.

FAN = 352,97 — 1,07X, + 32,42X, + 40,25X; — 41,00X2 — 62,32X2 — 59,97 X2
+17,22X, X, — 22,02X, X5 — 12,81X, X5 2)

3.1.2. Comprobacion de laidoneidad del modelo desarrollado

La adecuacion estadistica del modelo de segundo orden se evalué mediante la Prueba F
de Fisher (F-test) y la pruebat de Student (t-test). En la Tabla 2 se muestra e Andlisis
de Varianza (ANOVA) correspondiente a la regresién y se observa que resulta
altamente significativo (lasignificacion del estadistico F es 0,00).

Los resultados de la regresion mostraron |as variables que resultaron més significativas,
donde no aparece como significativa la concentracion de NaOH pero esta variable
aparece en interaccion con otras. Los coeficientes de la regresion se muestran en la
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ecuacion 2. La fiabilidad del modelo se ensayé mediante la comparacion de los valores
pronosticados por la regresion y los experimentales. En la Figura 1 se muestra la
correspondencialineal entre ambos valores.

Tabla 1.Disefio Compuesto Central Rotable y nitrogeno amino libre experimental

Niveles de las Variables independientes Respuesta
. X1 Xz X3 FAN
EXxperimentos (%) h) ) (mgL'l)
Puntosfactoriales
1 -1(0,2) -1(12) -1 (48) 40,51
2 -1(0,2) -1(12) 1(72) 215,19
3 -1(0,2) 1(36) -1 (48) 125,57
4 -1(0,2) 1(36) 1(72) 200,00
5 1(0,5 -1(12) -1 (48) 37,98
6 1(0,5 -1(12) 1(72) 157,69
7 1(0,5) 1(36) -1 (48) 217,72
8 1(0,5 1(36) 1(72) 219,90
Puntos axiales
9 -1,682 (0,1) 0(24) 0 (60) 229,24
10 1,682 (0,6) 0 (24) 0 (60) 187,68
11 0(0,35) -1,682 (3,82) 0 (60) 78,30
12 0(0,35) 1,682 (44,18) 0 (60) 185,58
13 0(0,35) 0(24) -1,682 (39) 54,43
14 0(0,35) 0(24) 1,682 (80) 213,92
Puntos centrales
15 0(0,35) 0(24) 0 (60) 352,57
16 0(0,35) 0(24) 0 (60) 354,23
17 0(0,35) 0(24) 0 (60) 355,96
18 0(0,35) 0 (24) 0 (60) 351,09
Tabla 2. Andlisis de varianza para el modelo
Suma de Grados de Media .
cuadrados | libertad | cuadratica F-test Sig
Regresion 190009,39 9 21112,15 109,12 0,00
Residua 1547,87 8 193,48 - -
Total 191557,26 17 - - -

F = F-test, Sig. = nivel designificacion

43



Boffill et al. / Centro Azlcar Vol 44, No. 2, Abril-Junio 2017 (pp. 39-47)

ipificado pronosticado

Regresion Valor ti

T T T T T T T T
£ 150 00 50 5] ] 400

FAN (mg L)

.J_,

Figura 1. Variacién entre los valores observados y |os predichos

3.1.3. Superficies de Respuesta

La figuras 2, 3 y 4 muestran las tres superficies de respuesta y sus correspondientes
gréficos de contorno de larelacion X,y Xs; X1y X3 X1y Xz cuando Xg, X2 0 X3 se
mantienen constantes en su nivel central. Asi, |as ecuaciones resultantes de la ecuacion
1, cuando X1, X, 0 X3 se mantienen constantes en su nivel centra y las dos restantes
variables toman valores de-1,682; -1; O; 1; 1,682, a partir del modelo (ecuacion 3) son:

Cuando X;=0:
FAN = 352,97 + 32,42X, + 40,25X; —62,32X2 —59,97X2 —22,02X, X, 3)

Cuando X,= 0:
FAN = 352,97 —1,07X; + 40,25X; — 41,00X? —59,97X% —12,81X,X; 4)
Cuando X3 =0:
FAN = 35297 — 1,07X, + 32,42X, — 41,00X% — 62,32X2 + 17,22X, X, (5)

Donde, X1, X2 y X3 son los valores de las variables estandarizadas, concentracion de
NaOH, tiempo de remojo y tiempo de germinacion, respectivamente. El efecto
combinado de las tres variables independientes fue anadizado y se encontré que las
mismas influyen en el nivel de FAN.

La Figura 2 muestra el efecto de la variacion del tiempo de remojo y el tiempo de
germinacion cuando la concentracion de NaOH se encuentra en su nivel central. Puede
observarse que un incremento del tiempo de remojo y del tiempo de germinacion, hasta
el puntos central, incrementa &l nivel de FAN. Igual comportamiento puede apreciarse
en las Figuras 3 y 4 con la concentracion de NaOH vy € tiempo de germinacion, y con la
concentracion de NaOH y del tiempo de remojo.
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Figura 4. Superficie de respuestay gréafico de contorno con X3 constante

3.1.4. Determinacion de las condiciones que optimizan el FAN

Las condiciones que optimizan la variable respuesta estudiada son: concentracién de
NaOH, 0,35 % (p/v); tiempo de remojo, 26,20 h y tiempo de germinacion, 63,20 h (2,63
dias), las mismas se corresponden con los puntos centrales del disefio experimental, y
son afines a la literatura. Por gemplo, (Betaet al., 2000) obtuvieron buenos resultados,
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en términos de actividad a-amilasa, con € uso de NaOH (0,3% (p/v) en & malteado del
sorgo. Ademas de mejorar la actividad o-amilasa, (Taylor et al., 2006) reportaron que,
en Nigeria, los fabricantes usan, rutinariamente, NaOH diluido en la etapa de remojo
como un método efectivo para la reduccién de la contaminacion fingica. También, en
Africa, e proceso tradicional de malteado sorgo se desarrolla hasta 24 h a temperatura
ambiente (Lyumugabe et al., 2010). Por otra parte, a 30 °C, de 3 a 7 dias de
germinacién el grano de sorgo produce maltas con un altos niveles de nitrégeno amino
libre; ademés de alto poder diastatico, y un aumento en e nivel de extracto de agua
calientey del contenido de azlicar (Morrall et al., 1986).

Los valores de FAN de malta de sorgo reportados por otros investigadores estuvieron en
un rango de 90 y 358 mg L™, y se consideran adecuados niveles de 130-150 mg L™ para
soportar €l crecimiento de las levaduras en la fermentacion, Pickerell (1986), (Ogu et
al., 2006). El méximo vaor de FAN (350,00 mg L™), a partir de |as ecuaciones 2, 3 0 4,
es superior a reportado por (Usai et a., 2013), (141 mg L™Y), y esta en correspondencia
al reportados en la literatura por (Bekele et al., 2012), los cuales acanzaron un valor de
343,29 mg L™ con la variedad 76t1#23 a 144 h. Es vélido aclarar que los méximos
valores de FAN fueron alcanzados con remocion de las raices, después del secado, y no
con éstas, como es considerado por (Bekele et al., 2012) y (Dewar et a., 1997), para
mejorar los niveles de nitrogeno amino libre, lo cual demuestra que la variedad de sorgo
estudiada presenta buena calidad; asi, puede ser seleccionada para la produccion de
malta parala elaboracién de bebidas fermentadas.

4. CONCLUSIONES

1. Lavariedad de sorgo usada presentd una energia de germinacion (98%) superior
a valor regquerido para que la malta sea comercializada; demostrando asi que es
capaz de desarrollar procesos enzimaticos adecuados.

2. Las mejores condiciones del proceso de malteado que optimizan e contenido de
FAN, para el desarrollo de lafermentacion, son: concentracion de NaOH, 0,35%
(p/v); tiempo de remojo, 26,20 h y tiempo de germinacién, 63 h.

3. Lamalta de sorgo puede ser utilizada como sustituta de la malta de cebada en €
proceso de produccion de cervezas, teniendo en consideracion los resultados del
presente estudio.
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