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Titulo

Evaluacion de parametros bioquimicos relacionados con la calidad maltera, en 12

lineas comerciales de cebada cervecera (Hordeum vulgare)

Resumen

La cebada (Hordeum vulgare L.) en los dltimos afios tuvo un gran desarrollo
en el pais por la creciente demanda de las industrias cerveceras. Asi, la produccion
de cebada nacional en el afio 2020 ocup6 el décimo lugar mundial y su produccion
se concentré en la zona nucleo. Desde el afio 2000 hubo un fuerte recambio de
cultivares en Argentina, lo cual provocé, una disminucion de la superficie sembrada
con cultivares de origen nacional. La variedad “Scarlett” llegd a ocupar mas del 80%
de la superficie del cultivo. Actualmente, la superficie sembrada estd dominada por
una Unica variedad: Andreia. La utilizacion de una Unica variedad provoca una
mayor vulnerabilidad en la cadena agroindustrial de la cebada frente a condiciones
ambientales adversas. Por lo tanto, en este trabajo se tuvo como objetivo evaluar la
calidad maltera de 12 lineas comerciales de cebada (Hordeum vulgare) segun la
caracterizacion de parametros germinativos y bioquimicos. De esta forma, la
informacion generada podria contribuir en la toma de decisiones adecuadas para
favorecer la sustentabilidad del sistema productivo. Para ello, se analizaron 12
variedades de cebada cervecera denominadas: Yanara, Fatima, Militza, Danielle,
Montoya, Charles, Alhue, Sinfonia, Overture, Aliciana, Jennifer, Andreia, las cuales
fueron donadas por la Red Nacional de Cebada Cervecera de la Estacion
Experimental de INTA, Bordenave. La calidad maltera depende de la combinacién
de parametros germinativos (capacidad germinativa (CG), energia germinativa (EG)
y tiempo medio de germinacion (TMG) y parametros bioquimicos (contenido de
proteina total, proteinas de reserva/hordeinas y actividad enzimatica amilolitica) que

favorecen el proceso de malteo y son inherentes a cada variedad.

Se evidenciod la variabilidad genética de las 12 variedades, determinada por

sus patrones de hordeinas por medio de la técnica SDS-PAGE. Dicha variabilidad
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permitié agrupar a las variedades mediante la elaboracion de un dendograma por

semejanza con la utilizacién del programa estadistico MVSP Data.

Por otra parte, se determind la actividad sinérgica de las enzimas a- y B-
amilasas presentes en los granos germinados. De esta manera, se cuantifico por el

método de azlcares reductores la actividad catalitica de cada variedad.

Segun los parametros de calidad maltera evaluados en este trabajo, la
variedad Andreia presentd las mejores propiedades requeridas por la industria
cervecera. Sin embargo, las variedades Sinfonia y Jennifer también presentaron
caracteristicas de interés industrial similares a Andreia, por lo que se sugieren como
una alternativa para diversificar el cultivo de cebada cervecera manteniendo el stand

de calidad.

Palabras claves: Parametros germinativos, proteinas totales, hordeinas, alfa

amilasa, beta amilasa.



Introduccion

Cultivo de cebada cervecera

La cebada (Hordeum vulgare L.) es un cultivo que se encuentra ampliamente
difundido en todo el mundo, ocupa el cuarto lugar en superficie sembrada después
del trigo, el maiz y el arroz. Es una planta anual monocotiledonea, de ciclo corto,
que pertenece a la familia de las poaceas (gramineas) y el cultivo de la misma esté
representada por dos especies: Hordeum distichum cominmente llamada cebada
cervecera y Hordeum hexastichon que se usa como forraje, ambas especies se
pueden agrupar bajo el nombre de Hordeum vulgare subsp (figura 1). La cebada
cervecera, es un cereal de invierno, en el hemisferio sur se inicia la siembra a fines
de mayo y se extiende a los meses de junio/julio, hasta los primeros dias de agosto.
La cosecha, se realiza a partir de los meses de noviembre, diciembre y

eventualmente primeros dias de enero (SISA Cebada 2019/20).

Figura 1: Hordeum vulgare A) Espiga con granos. B) llustracién de la planta entera

La cebada cervecera tuvo un desarrollo importante en el pais en los Gltimos
6-7 afos, ya que aumenté el area sembrada y su produccion. Su cultivo depende y
estéd impulsado activamente por la industria de la malta o cervecera. Estas, reciben
toda la produccion del grano con calidad apta para maltear, por contratos
previamente establecidos entre la industria maltera y productores de cebada. Una

vez abastecidas las industrias, los excedentes de cebada cervecera se exportan.
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https://magyp.gob.ar/new/0-0/programas/dma/granos/Informe-de-cebada.pdf
https://magyp.gob.ar/new/0-0/programas/dma/granos/Informe-de-cebada.pdf
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/informe_cebada2020.pdf

En el afio 2020, Argentina fue el décimo pais en produccion de cebada (FAO, 2020).
En la figura 2a se muestra la evolucion del area sembrada y la produccion de cebada
en Argentina, desde el afio 1969 hasta el 2022, segun la Bolsa de Comercio de
Rosario. Segun el informe de Sistema de Informacion Simplificado Agricola (SISA),
la distribucion geografica del cultivo de cebada cervecera se ve reflejada en el mapa

de la figura 2b en la campaifia 2019/2020.
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Figura 2: A) Area sembrada y produccion de cebada en Argentina. B) Mapa de distribucion
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de cebada cervecera por departamentos.

El grano de cebada ocupé el sexto lugar de importancia en Argentina, ya que
la produccion fue de 4.48 millones de tn en 2020 (ultimo dato oficial FAO). Sus
principales usos engloban tanto la alimentacién para el ganado como la produccién
de malta y cerveza. En Argentina en los Ultimos afios, el cultivo de cebada cervecera
se incrementd de manera notoria como alternativa a los cultivo de invierno, ya que
cuenta con un ciclo de menor duracibn en comparacion con otros cereales
invernales (Veliz, 2017). Esto permite la siembra de soja de segunda y de malta
para la fabricacion de cerveza (FAO, 2009).

A partir del afio 2000 hubo un fuerte recambio de cultivares en Argentina, lo
cual provocé, una disminucion de la superficie sembrada con cultivares de origen

nacional. La variedad “Scarlett” inscripta en el Registro Nacional de Cultivares
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https://www.fao.org/faostat/es/#rankings/countries_by_commodity
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https://www.bcr.com.ar/es/mercados/investigacion-y-desarrollo/informativo-semanal/noticias-informativo-semanal-38

(RNC) en el afio 1999, lleg6 a ocupar mas del 80% de la superficie del cultivo, debido
a su alto potencial de rendimiento como a su excelente calidad maltera, reconocida
a nivel internacional (Giménez, 2017). Para la campafia 2019/2020 los productores
declararon en el SISA el uso de 75 cultivares diferentes de cebada. Entre las 4
primeras variedades: Andreia, Scarlett, Montoya y Shakira conformaron el 80.43%
de la superficie sembrada, y la mas utilizada fue “Andreia” inscripta en el RNC en el
afo 2011, la cual represento el 65.23% de la superficie sembrada declarada en

Argentina.

Actualmente, a pesar del gran numero de cultivares inscriptos en el RNC, la
superficie sembrada esta dominada por una Unica variedad: Andreia. La utilizacion
de una Unica variedad provoca una mayor vulnerabilidad en la cadena agroindustrial
de la cebada frente a condiciones ambientales adversas. En este sentido, es
necesario generar informacioén que permita la toma de decisiones adecuadas para
favorecer la sustentabilidad del sistema (conformado por el sector productivo y la
agroindustria), por medio de la seleccion de germoplasmas de cebada cervecera
con altos y estables rendimientos, calidad industrial elite, buen comportamiento
sanitario, y aptas para las demandas industriales. En este contexto, los programas
de mejoramiento como el que lleva a cabo INTA — Bordenave, perteneciente a la
Red Nacional de Cebada Cervecera (RNCC), persiguen el desafio de desarrollar
ideotipos de cebada cervecera con calidad diferenciada, que favorezca la
competitividad y contribuyan a la diversificacion y sustentabilidad de los sistemas

productivos.

Desde hace mas de 10 afios, la RNCC genera informacion de materiales
existentes y/o novedosos a fin de difundir eficientemente nuevas tecnologias que
promuevan una cadena agroproductiva sustentable. En el afio 2020 se evaluaron
caracteres morfolégicos, sanitarios, productivos y de calidad comercial de 25
genotipos, de los cuales 12 fueron cultivares comerciales (Alhue, Aliciana, Andreia,
Charles, Danielle, Fatima, Jennifer, Militza, Montoya, Overture, Sinfonia y Yanara)
y 6 lineas experimentales de cebada cervecera (L1-2020 a L6-2020) en 22

ambientes de produccion diferentes en Argentina. Segun las diferencias de
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https://inta.gob.ar/documentos/red-nacional-de-cebada-cervecera-rec-campana-2020#:~:text=En%20la%20campa%C3%B1a%202020%20de,Kg%2Fha%2C%20respectivamente).

rendimiento entre los cultivares mas difundidos actualmente (Shakira, Andreia y
Danielle), Shakira registré un rendimiento del 2 % y 8 % menor, segun la subregion.
Danielle fue el cultivar de mayor rendimiento en las cinco subregiones evaluadas
(hasta 11 % mayor) y Andreia, el cultivar mas difundido, presenté un rendimiento
intermedio (Moreyra y Abbate, 2020).

Caracteristicas de la cebada cervecera

La cebada es la principal materia prima para la elaboracion de cerveza, ya
que la malta (cebada germinada y tostada) es el insumo de mayor incidencia en el
costo final de la cerveza. La malta se produce haciendo germinar bajo condiciones
controladas (15°C), los granos de cebada. Durante la germinacion se sintetizan
enzimas hidroliticas, que luego se utilizaran para degradar el almidén, y degradar o
modificar la estructura de los granos (matriz proteica y paredes celulares). Cuando
se considera que este proceso ha llegado al estado deseado (5 dias), se interrumpe
la germinacion mediante el secado de los granos. Muchas caracteristicas de los
granos de cebada vinculadas a una mejor calidad industrial tienen un fuerte control
genético y algunas estan mas influenciadas por las condiciones ambientales y de
manejo. Debido a este control genético, los granos de cebada cervecera deben
mantener la pureza y la identidad del cultivar hasta la elaboracion de la malta, ya
que los diferentes cultivares tienen distinto proceso de malteado y dan como
resultado maltas de diferentes caracteristicas. La calidad comercial de la cebada
cervecera se refiere a caracteristicas de la cebada, que estan relacionadas con el

comportamiento que presentara en la malteria.

El grano de cebada (figura 3) esta compuesto principalmente por el embrion,
el endosperma y el pericarpio. El embrion (o germen) representa un 3.5% del peso
seco del grano, conteniendo altos porcentajes de azucares tales como sacarosa,
rafinosa y fructosanos. El endosperma (78.5%) es fundamentalmente de tipo
amilaceo, siendo la matriz proteica que envuelve a los granulos facilmente
degradable, lo que facilita la accesibilidad y fermentabilidad del almidon. ElI 18%

restante corresponde al pericarpio, el cual esta moderadamente lignificado. Cabe
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resaltar que el grano de cebada posee una baja proporcion de lipidos (2%), un bajo
contenido de pigmentos, vitaminas liposolubles y vitamina B12. En cambio, es una
excelente fuente de algunas vitaminas del grupo B, tales como tiamina, riboflavina
y acido pantoténico. En cuanto a las proteinas, la proporcién de proteinas solubles
(albuminas y globulinas) es alta, mientras que las prolaminas (hordeinas)

representan un 52% del contenido del grano (Martinez, 2020)

Glumilla dorsal
Pericarpio y testa
Capa de aleurona

Plumula

Endospermo amilaceo

Barba
Micropilo

Raicillas

» Extremo distal
Giumilla Escutelo

ventral

Raquilia

Figura 3: Estructura de un grano de cebada (Van der Heden, 2015).

Calidad maltera de la cebada

La calidad maltera es un caracter complejo, depende de la interaccién de
caracteristicas individuales expresadas durante el desarrollo del grano y durante el
proceso industrial (Aguinaga, 2019). A su vez, la calidad del grano es crucial para
su uso comercial, particularmente, la actividad total de las enzimas que degradan el
almidon en la cebada, se considera un pardmetro de calidad importante para
malteado y elaboracion de cerveza (Qi et al., 2006). Dentro de los parametros de
calidad comercial, los mas importantes son: el poder germinativo, la pureza varietal,
el tamafio de los granos y el contenido y tipo de proteinas. En este trabajo nos
centramos en el poder germinativo y en el contenido y tipo de proteinas de interés

para el malteado de variedades que ya son comerciales.

El poder germinativo, es la principal caracteristica de una cebada cervecera,
ya que todos los granos deben germinar durante el malteo. El poder germinativo
debe ser alto (mayor a 95%), los granos que no germinan no colaboraran en la

produccion de enzimas ni transformaran la cebada y seran atacados mas facilmente
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por microorganismos durante la germinacién. Una buena cebada cervecera debe
tener la mejor energia germinativa (EG) posible, ya que en el malteado la rapidez
con que se inicia la germinacién es de importancia capital (Arias, 1991). Este
parametro se determina a los tres dias y es el porcentaje diario de germinacion
acumulada cuando la tasa de germinacion fue la mas alta (Quiroz Marchant et al.,
2009).

Otro pardametro importante para la cadena agroindustrial de la cebada
cervecera es el contenido de proteinas totales, siendo el valor minimo de
comercializacion del 10 % y el valor maximo del 12%. Un déficit de proteinas
afectara la capacidad enzimatica de la malta, la formacion y retencion de la espuma
en la cerveza y disminuira la cantidad de aminoé&cidos libres para la nutricion de las
levaduras durante la fermentacién. Por otro lado, altos contenidos de proteinas
generan menores contenidos de almidon debido a la relacién en el balance de
almidon y proteinas en el endosperma. Este parametro es sensible a las
fluctuaciones de las condiciones ambientales (suelo, clima y manejo) (Veliz, 2017).
Las proteinas en el grano de cebada se pueden separar en albumina, globulina,

prolamina y fracciones de gluten segun lo descrito por Osborne (1924).

Las principales proteinas de almacenamiento (30 al 50% de las proteinas del
grano) constituyen una reserva de aminoacidos en el grano de cebada para ser
utilizadas durante el proceso de germinacion, las cuales son las prolaminas o
también denominadas hordeinas (Jonassen et al., 1987 Kirkman et al., 1982;
Shewry et al., 1983). Las mismas, son almacenadas en forma de cuerpos proteicos
en el endosperma y presentan polimorfismos entre los genotipos de la especie. Esta
Gltima caracteristica se debe a que las prolaminas provienen de familias
multigénicas dando lugar a que sean utilizadas como marcadores genéticos
(Salgado-Albarran et al., 2015).
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Composicion bioquimica de los granos de cebada: Proteinas de reserva y

enzimas hidroliticas

En los granos de cebada, coexiste una gran cantidad de compuestos como
almidon, proteinas y glucanos. Las enzimas producidas en la germinacion ayudaran
a degradar estos componentes y generar otros mas sencillos que seran asimilados
y transformados por las levaduras en la etapa de fermentacion de la cerveza. La
presencia y concentracion de proteinas y enzimas impactan de manera directa
sobre las caracteristicas del mosto y este a su vez determinara la eficiencia de la
fermentacién y caracteristicas organolépticas de la cerveza. Las hordeinas,
proteinas importantes relacionadas con la calidad de la malta son conocidas como
proteinas de reserva. El contenido de hordeinas en la malta es un criterio tradicional
empleado para evaluar la calidad de la malta. Uno de los cambios fisico-quimicos
importantes que se producen durante el malteado es la degradacion de las
hordeinas y su conversion en péptidos solubles y aminoacidos. Las hordeinas son
un componente dominante de la matriz proteica que rodea los granulos de almidén
dentro de las células del endospermo, por lo tanto su degradacién durante el
malteado es necesaria para facilitar la hidrolisis completa del almidon (Slack et al.
1979; Howard et al. 1996).

Las hordeinas, tienen un peso molecular que va desde 30 hasta 100 kDa
aproximadamente y se clasifican en tres grupos: 1) ricas en azufre (hordeinas B y
Y), 2) pobres en azufre (hordeinas C) y 3) de alto peso molecular (hordeinas D). Los
tres grupos se caracterizan por su solubilidad en mezclas de alcohol/agua, pero
varian considerablemente en otras propiedades como el peso molecular, punto

isoeléctrico y composicion de aminoacidos.

En primer lugar, las hordeinas D tienen un tamafio aproximado de 100 kDa,
representando menos del 10% del contenido total del grano; mientras que las
hordeinas C poseen un tamafio menor (55-70 kDa), representando un 10-20% de
las proteinas totales. Estas ultimas, carecen de residuos de cisteina, y no forman

complejos con otras proteinas. Por otra parte, las hordeinas B tienen un tamafio de
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aproximadamente 36-44 kDa, existiendo abundantes residuos de cisteina, por lo
que pueden formar puentes disulfuro intra o intercatenarios. Esta Ultima fraccion, es
la més abundante representando alrededor del 75 al 80% de las hordeinas totales,
siendo el factor principal que afecta la calidad de la cebada, ya que ha sido
demostrado una correlacion negativa entre el contenido de hordeinas B y el extracto
de malta (Salgado-Albarran et al., 2015).

Las hordeinas ¥ son de tamafio similar a las B y contienen residuos de
cisteina pero son menos abundantes que éstas, representan el 1-2% de la fraccién
de hordeinas (Qi et al., 2006). Las hordeinas ¥ pueden formar puentes disulfuro

intra o intercatenarios y se asocian con las B en los cuerpos proteicos.

La calidad de malta que produce un cultivar de cebada depende también de
la cantidad de enzimas amiloliticas (a y B amilasas) dado que estas enzimas
degradan el almidén durante la primera etapa del macerado (De Schepper et al.,
2021). Esto quiere decir, que debe producirse un mosto cuya fermentabilidad sea
maxima, con suficiente cantidad de azucares en solucion para que la alimentacion
de la levadura sea Optima. Una mejora en estas caracteristicas hace que las maltas
producidas sean mas competitivas ante una demanda globalizada y un fuerte
mercado internacional. La hidrdlisis de almidon en azulcares fermentables son
catalizados principalmente por cuatro enzimas: a-amilasa, B-amilasa, dextrinasa y

a-glucosidasa (figura 4).
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Figura 4: Representacion de las estructuras enzimaticas: a-amilasa, B-amilasa, dextrinasa

y a-glucosidasa.

De todas estas enzimas producidas durante el malteo, las principales son las
que degradan el almidon (< y B amilasas). La «x-amilasa no esta presente en el
grano de cebada maduro y se produce durante la germinacion para hidrolizar la
molécula de almidon en unidades menores. Por otra parte, la B-amilasa esta
presente en el grano de cebada y es activada durante la germinacion. Durante la
sacarificacion, la B-amilasa transforma el almidén en maltosa y dextrinas pero para
ello requiere que la x-amilasa haya iniciado la transformacion del almidén. La
actividad de la B-amilasa se puede utilizar como criterio de deteccion para identificar
cultivares adecuados para la malta (Gibson et al., 1995). Numerosos estudios han
demostrado que la actividad B-amilasa se relaciona directamente con uno de los
pardmetros de evaluacién de la calidad de la malta, el poder diastatico, que es la
capacidad de la enzimas amiloliticas para degradar el almidén (Qi et al., 2006). Asi,
la comprension de la acumulacion de hordeina y B-amilasa en el grano de cebada
puede aplicarse en el fitomejoramiento cuando sé tiene como objetivo mejorar
calidad maltera de la cebada. Ademas, la relacion entre las fracciones de hordeina
y la actividad B-amilasa en el grano son esenciales para que los productores
optimicen las medidas agronémicas para mejorar la calidad del grano ya que existe
una amplia variacion genotipica y ambiental en el contenido de la fraccion de
hordeina en el grano de cebada.

La caracterizacion fisicoquimica de las fracciones de hordeinas a través de
la técnica de electroforesis en gel (SDS-PAGE), es muy utilizada para la
identificacion de variedades de cebada. No obstante, en Argentina el programa de
mejoramiento que se lleva a cabo por la Red Nacional de Cebada Cervecera, aun
no ha utilizado esta técnica para la clasificacion de las cebadas evaluadas. El
objetivo general de este trabajo fue evaluar la calidad maltera de 12 variedades de
cebada segun la caracterizacion bioquimica de sus granos. De esta manera este

estudio aportara conocimiento para la clasificacion de las cebadas cultivadas en
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nuestro pais segun su calidad maltera, otorgandole un valor agregado al programa

de mejoramiento genético.
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Hipotesis
Las variedades de cebadas podran ser clasificadas segun su calidad maltera, a

través de, la evaluacion de parametros germinativos y el estudio de fracciones

proteicas y enzimaticas (hordeinas y « y 3-amilasa) de sus granos.

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la calidad maltera de 12 lineas
comerciales de cebada (Hordeum vulgare) segun la caracterizacion de parametros

germinativos y bioquimicos de sus granos.

Objetivos especificos

1).- Determinar parametros germinativos en lineas comerciales de cebada.
2).- Obtener diferentes fracciones enziméaticas (hordeinas y enzimas amiloliticas).
3).- Caracterizar fracciones enziméaticas obtenidas.

4).- Evaluar parametros de calidad maltera.
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Metodologia

Para cumplir con los objetivos del presente trabajo se plantearon las siguientes

actividades:

1. Cultivares y acondicionamiento de muestras

Se utilizaron semillas de doce cultivares comerciales de cebada, donadas por la
Red Nacional de Cebada Cervecera de la Estacion Experimental de INTA,
Bordenave. Los doce cultivares utilizados fueron: Yanara, Fatima, Militza, Danielle,
Montoya, Charles, Alhue, Sinfonia, Overture, Aliciana, Jennifer, Andreia
(denominadas del 1-12 en el trabajo). Estos cultivares tienen condiciones de cultivo
similares y corresponden a la camparfa 2017 por tener procedencia de una red de
ensayos de rendimiento. Los granos de cebada de cada cultivar fueron molidos en
molino a cuchillas de alta velocidad. La harina resultante se seco a 50°C, durante

22 h y se almacenaron a -20°C para su posterior uso.

2. Germinacion

Se procedié a una desinfeccion de las semillas con etanol al 70 % v/v por 10
minutos, seguidos de una inmersion en hipoclorito de sodio (48 g Cloro activo/l) al
20 % v/v durante 20 minutos. Posteriormente, se lavaron tres veces con agua
destilada estéril y se dispuso 25 semillas por placa de Petri, cuatro repeticiones por
cada variedad de cebada. Luego, se incubdé a 15°C en oscuridad. El criterio de
germinacion que se consideroé fue la aparicion de una radicula de por lo menos 0.5

mm de largo (Bewley, 1994).

2.1. Estimacion de parametros germinativos
Para observar el comportamiento de las semillas respecto a la velocidad de
germinacion, se registré el numero de semillas germinadas cada 4 h. Luego se

estimaron los siguientes parametros

- Energia germinativa (EG): Porcentaje de germinacion acumulada diaria
cuando la tasa de germinacion fue la mas alta (Gonzélez et al, 2009).
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- Capacidad Germinativa (CG): Porcentaje de germinacion total al finalizar el
ensayo (Pece, 2010).

- Tiempo Medio de Germinacion (TMG): Numero promedio de horas utilizadas
en la germinacion. Mide la velocidad y la dispersion del proceso (Ranal y
Garcia, 2006).

TMG= ((X1.h4) + (X2.h8) + ... + (X9.h72))/ total de semillas.

Donde X1, X2, X9 son semillas a las 4 horas h4, h8... h72.

2.2. Proceso de micromalteado de los granos de cebada

Se realiz6 un proceso de macerado y germinacion con las 12 variedades de cebada.
Para ello se sigui6 la metodologia propuesta por Passarella y colaboradores (2003).
Brevemente, se utilizé 10 gr de grano de cada variedad y se embebi6 durante 4h en
agua destilada y por 20 h se dejaron secar a 15°C y oscuridad (dia 1). En el dia 2
las semillas fueron embebidas durante 5 h y se dejaron secar por 19 h, bajo las
mismas condiciones que el dia 1. Luego se procedié a la germinacion de estas
semillas por 4 dias, en los cuales se tomaron registro de los granos germinados
cada 4 h.

3. Obtencidn de diferentes fracciones proteicas

3.1 Determinacion de proteinas totales

El contenido proteico total de las diferentes cebadas, se determind mediante el
método Kjeldahl por duplicado (AOAC, 1990). El calculo de proteina se realizé a
partir de los datos de nitrdgeno obtenidos de la muestra, utilizando el factor de

conversion 5.83.

3.2. Extraccion de Hordeinas

Se utilizé harina de las diferentes variedades previamente obtenidas. Se realizo una
extraccion alcoholica de acuerdo a Howard y colaboradores (1996). Brevemente,

0.1 g de harina se le agrega 1 ml de buffer de extraccién (55% propanol, 1% acido
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acético, 2% Beta-mercaptoetanol). Las muestras fueron mantenidas en agitacion
durante 1 hora a una temperatura de 60°C y luego centrifugadas por 10 min a 10000
rpm. El sobrenadante fue utilizado para las siguientes determinaciones.

3.3. Extraccién de enzimas amiloliticas en granos sin germinar

Las enzimas amiloliticas se extrajeron con buffer de extraccion fosfato 10 mM pH 7.
Para ello a 0.1 g de harina se le adicion6 1ml de buffer y se mantuvo en agitacion
por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron por 5 minutos a
10000 rpm, el sobrenadante se reservd para las demas determinaciones. El

procedimiento de extraccion se repitié 2 veces sobre la misma harina.

3.4. Extraccion de enzimas amiloliticas en granos germinados

Semillas germinadas sin raicillas (1 g) fueron maceradas en mortero con 5 ml de
buffer fosfato 10 mM pH 7. Luego se procedi6 a centrifugar durante 5 min a 10000

rpm, y el sobrenadante se reservé para futuras determinaciones.

4. Caracterizacion fisico-quimica de fracciones enzimaticas

4.1. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE

Las fracciones de hordeinas obtenidas se caracterizaron mediante electroforesis
desnaturalizante y reductora por el método SDS-PAGE de Laemmli (1970).
Brevemente, se realizaron geles de poliacrilamida al 12% en el cual se determin6
segun la movilidad electroforética los diferentes grupos de hordeinas en cada
muestra de cebada. Una vez realizada la corrida electroforética, los geles se fijan
en metanol al 50% y acido acético 10%. Luego se procedié al lavado con agua
destilada y se llevé a cabo la tincion con Coomassie Brilliant Blue (0.01%). Por ultimo
fueron destefidos con agua destilada por 24h. Los procedimientos de tincién, lavado
y teflido se repitieron 3 veces, con una duracién de 15 minutos en agitacion

constante cada uno de ellos.
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4.2. Determinacion de proteinas solubles

El contenido de proteinas solubles fue determinado por el Método de Bradford

(1976), usando seroalbumina bovina como patrén (0-20ug).

5. Andlisis de agrupamiento genético

El estudio de variabilidad genética fue realizado por medio de la confeccion de una
matriz binaria de ausencia/presencia de bandas electroforéticas de hordeinas
obtenidas en el SDS-PAGE. Para la realizacion de la matriz de las distancias, se
procedi6 al analisis estadistico, utilizando el programa estadistico MVSP Data 3.1,

y se utilizé para este tipo de analisis el coeficiente Nei-Li's (Nei y Li.,1979).

6. Evaluacion de calidad maltera

6.1 Determinacion de actividad « amilasa

La actividad a-amilasa se determind utilizando AmilokitR (Wiener Grupo de
Laboratorios, Rosario, Argentina). Para ello, la mezcla de reaccion fue de 0.8 ml de
buffer fosfato de sodio 0.01 M (pH 7.4), 5 pl de extracto de cada variedad germinada.
Después de la incubacion previa de la mezcla de reaccion en hielo durante 5
minutos, la reaccion enzimatica comenzé al agregar 0.5 ml de reactivo A (sustrato)
en la mezcla de reaccion. Luego, se incubd a 37°C durante 7 min y se agregé 0.5
ml de reactivo B (solucién de yodo), para el desarrollo del color. La mezcla de
reaccion se llevé a un volumen final de 5.3 ml con agua destilada. Y la absorbancia

se determin6 a 640 nm en un espectrofotometro.

6.2. Optimizacién de actividad amilolitica de extractos de cebada

Para determinar las condiciones Optimas de reaccion de las enzimas amiloliticas
extraidas, se utilizé la prueba de Lugol. Brevemente, se utiliz6 1ml de solucion de
almidon (0.17%) en buffer citrato 10 mM pH 5.5, 3.4mM de CaClz. Al reactivo se le
adicion6 0.1 ml de extracto de la variedad Charles (dilucion 1/10 y 1/100), ya que
mostro el mayo valor de proteina soluble (7.5 mg/ml). La mezcla de reaccion se

incubo a 50°C a diferentes tiempos (de 0 a 15 minutos). Para cortar la reaccion se
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utilizd 0.5 ml de 0.5M NaOH luego se agrego la solucion de lugol 500ul (10% IK, 5%
I2). Esta técnica cualitativa fue puesta a punto para este trabajo y permitioé establecer
el tiempo de reaccion y la cantidad de enzima necesaria para determinar la actividad

amilolitica total de los extractos.

7. Cuantificacién de la actividad amilolitica total (a y B amilasa)

7.1. Hidrolisis enzimatica de extractos

Los diferentes extractos de las semillas germinadas, fueron diluidos 100 veces. Para
la determinar la actividad amilolitica los extractos diluidos se incubaron con una
solucién de almidén (0.17% en buffer citrato 10 mM pH 5.5, 3.4mM de CacCl),
durante 10 minutos a 50°C. Para cortar la reaccion se utilizé 0.5 ml de 0.5M NaOH.

7.2. Cuantificacion de azlcares reductores

Para la determinacion de azUcares reductores liberados luego de la hidrolisis
enzimatica del almidén se utilizé el método Somogyn-Nelson. Para ello, a 0.5 ml de
la mezcla de reaccion se le agregaron 0.5 ml del reactivo de cobre y se coloc6 a
bafio maria por 10 minutos. Luego se dejo enfriar por 5 minutos y se agreg6 0.25
ml de arsenomolibdeno (1.8%) se utilizO el vortex para una adecuada
homogeneizacion y por ultimo se agregd agua destilada para lograr un volumen final
de 5ml. Por ultimo se ley6 la absorbancia a 520 nm. La curva de calibracién se

realizé por triplicado con glucosa al 1% p/v como patron.

8. Andlisis estadistico de los datos

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y para
determinar las diferencias entre medias se realizo un test de Fisher (DMS) al 5% de
significacion. Este analisis fue llevado a cabo a través del programa estadistico
INFOSTAT versioén estudiantil (Di Rienzo et al., 2009).
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Resultados y discusion

1. Determinacion del contenido de proteina total en granos de cebada

Para la comercializacion de la cebada en la industria cervecera se utilizan
ciertas caracteristicas del grano que se correlacionan con la calidad maltera. Entre
ellas, el contenido total de proteina, cuantificado como nitrégeno total y el calibre o
tamafio de los granos (proporcional al contenido de almidon). Como se observa en
la figura 5, se registraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001) en
cuanto al contenido total de proteinas en las 12 variedades analizadas por el método
de nitrégeno total Kjeldahl (AOAC, 1990). Sin embargo, se comprobo que todas las
variedades se encontraban dentro del rango adecuado para su comercializacion,
conforme a la resolucion N°27 del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca que
estipula las normas de calidad y bases para la comercializacion de cebada
cervecera en Argentina “NORMA V - ANEXO A - Resoluciéon SENASA 27/2013”. En
esta normativa se establece que el contenido de proteina minimo debe ser 9.5% y
el contenido de proteina maximo de 13%. Nuestros resultados demuestran que bajo
esta legislacion todas las variedades de cebada evaluadas pueden ser
comercializadas en Argentina como cebadas cerveceras. En general, la industria
maltera y cervecera requieren valores de proteinas entre 10 y 12% ya que valores
excesivamente bajos limitan el crecimiento de las levaduras encargadas de la
fermentacién durante el proceso de producciébn de cerveza. Por otra parte,
contenidos proteicos excesivamente altos disminuyen el rendimiento de la malta y
generan problemas de turbidez en la cerveza (Veliz, 2017). Un alto contenido de
proteina se relaciona con una mayor proporcién de proteinas de reserva (Arias.,

INIA 1991)), entre ellas se encuentran las prolaminas (hordeinas)
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Figura 5: Contenido de proteina total de las variedades de cebada: 1) Yanara, 2) Fatima,
3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles, 7) Alhue, 8) Sinfonia, 9) Overture, 10)
Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia. Analizado por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990).
Variedades seguidas de la misma letra, no difieren significativamente segun el test de LSD
Fisher (p = 0,05).

2. Solubilizacion y caracterizacion de prolaminas

Las principales fracciones proteicas que se encuentran en los granos de
cebada son las prolaminas o también denominadas hordeinas (Kirkman et al., 1982
Shewry et al., 1983; Jonassen et al., 1987) caracterizadas por su solubilidad en
mezcla de alcohol y agua. Estas prolaminas, ricas en los aminoacidos prolina y
glutamina (lo que da el titulo de prolamina), son mas conocidas como las proteinas
del gluten y en la cebada son denominadas hordeinas (Espinosa et al., 2015). Se
realiz6 una extraccion alcohdlica para la obtencién de prolaminas y los resultados

de las proteinas solubilizadas se muestran en la figura 6.
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Figura 6: Cuantificacion de hordeinas solubles (mg/ml). Variedades analizadas: 1) Yanara,
2) Fatima, 3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles, 7) Alhue, 8) Sinfonia, 9) Overture,
10) Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia. Variedades seguidas de la misma letra, no difieren

significativamente segun el test de LSD Fisher (p = 0,05).

Como se puede observar, las variedades Yanara, Fatima y Alhue (1, 2y 7,
respectivamente) presentaron menores valores de hordeinas solubles (0.63, 0.89 y
0.90 mg/ml, respectivamente), con respecto al resto de las variedades que variaron
entre 1.06—1.42 mg/ml. Por otra parte, las variedades Jennifer (11) y Andreia (12),
presentaron mayores valores de hordeinas solubles respecto a las otras variedades
analizadas (1.42 y 1.26 mg/ml, respectivamente). Ha sido descrito en bibliografia,
que una mayor proporcién de hordeinas tipo ¥ y B (ricas en cisteinas y grupos
sulfhidrico), pueden contribuir a la formacién de puentes disulfuro intra y
intercatenarios que generan aglomeraciones y disminuyen la solubilidad de las
proteinas. Por otra parte, las hordeinas C que poseen un tamafio menor respecto a
las hordeinas D (55-70 kDa), representan un 10-20% de las proteinas totales. Las
mismas carecen de residuos de cisteina, y no forman complejos con otras proteinas
(Martinez, 2020). En este sentido, se podria inferir que las variedades Jennifer y
Andreia, presentan una menor proporcion de hordeinas tipo ¥ y B y una mayor

proporcion de hordeinas tipo C. En caso contrario, las variedades Yanara, Fatima y
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Alhue podrian tener una mayor proporcion de hordeinas tipo ¥ y B, dado el menor

contenido de hordeinas solubles determinado en dichas variedades.

3. Caracterizacion fisico-quimica de hordeinas por SDS-PAGE

En cebada, las principales proteinas de almacenamiento (30 al 50% de las
proteinas del grano) son las hordeinas, las cuales presentan un alto grado de
polimorfismo por proceder de familias multigénicas.

Desde un punto de vista genético, los genotipos de bajo nivel de proteina en
los granos son deficientes en hordeinas (Dailey et al., 1988). Para caracterizar las
diferentes fracciones de hordeinas presentes en cada una de las variedades de
cebada, se realiz6 un perfil electroforético (SDS-PAGE) con geles de acrilamida del
12% a partir de los extractos alcohdlicos. En la figura 7a y 7b, pueden observarse
los resultados de los diferentes perfiles proteicos con 5 a 9 bandas de proteinas por
variedad que varian de 20-100 kDa en cada variedad.

En las figuras 7a y 7b se puede observar que las variedades Yanara (1),
Fatima (2) y Alhue (7) presentaron un mayor numero de bandas de hordeinas tipo
¥ y B respecto de las demas variedades analizadas. Estas hordeinas se
caracterizan por aumentar su contenido en el proceso de maduracion del grano
(Pulido, 2004) y tienen un peso molecular que varia de 36 a 44 kDa (Salgrado-
Albarran et al, 2015). Estos perfiles permiten confirmar lo observado en la figura 6,
donde mayor cantidad de hordeinas tipo ¥ y B con residuos de cisteina podrian
generar aglomeraciones que dificultan la solubilizacién de las mismas en un medio
alcohdlico. En las variedades Jennifer (11) y Andreia (12), se puede observar menor
proporcion de hordeinas tipo ¥ y B, en comparacion con Yanara, Fatima y Alhue.
Ademas, como se puede ver en las figuras 7a y 7b, las muestras que presentaron
tener mas bandas con pesos moleculares entre 36-48 kDa fueron las variedades 1,
2,3,5,7,10y 11 con cuatro bandas cada una, mientras que la muestra 8 solo se
conformé por dos banda y en las muestras restantes (4, 6, 9 y 12) se observaron
tres bandas correspondientes, con los pesos moleculares sefialados (36-48 kDa).
Esta variabilidad observada para las hordeinas tipo B ha sido documentada por
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varios autores. Se ha demostrado por medio de la electroforesis un importante
polimorfismo en este tipo de hordeinas (B) (Motembault, 1983; Shewry y Tatham,
1990; Vapa, 1998; Leistrumaité y Paplauskiené, 2007) A través de la comparacién
de las secuencias de aminoacidos de las hordeinas B, estas pueden dividirse en 2
subgrupos Bl y B3, donde su tamafo es de 45 y 36 kDa respectivamente (Arte,
2013). Ademas, las hordeinas tipo B1 difieren en sustituciones de aminoacidos y
pequefias inserciones/deleciones, mientras que la hordeina B3 difiere ademas en la
organizacion de dominios repetitivos (Shewry y Tatham, 1990). Por tal motivo, en
las hordeinas B se identificaron entre 8 a 13 perfiles diferentes (Montembault, 1983;

Leistrumaité y Paplauskiené, 2007).

Por otra parte, Jennifer (11) junto con la variedad Aliciana (10) y Sinfonia (8)
muestran una banda correspondiente a las hordeinas de tipo C que se caracterizan
por tener peso molecular de 55-70 kDa y no contienen residuos de cisteina
(aminoacidos que favorecen la aglomeracion entre proteinas) (fig 7b, *). En las
demas variedades analizadas, las bandas correspondientes a hordeinas tipo C, se
observan de manera mas tenue en el SDS-PAGE. Esto podria deberse a que este
tipo de hordeina disminuye su contenido durante el proceso de maduraciéon del
grano (Pulido Regadera, 2004).
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Figura 7: SDS-PAGE con estandares de peso molecular de fracciones de hordeinas. A)
Muestras 1 a 6. 1) Yanara, 2) Fatima, 3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles. B)
Muestras 7 a 12. 7) Alhue, 8) Sinfonia, 9) Overture, 10) Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia.

Por dltimo, la banda de 96-100 kDa, se corresponde a las hordeinas de tipo
D, y la banda inferior de 20 kDa, son las hordeinas de tipo ¥, ambos tipos estan
presentes en todas las muestras. De esta manera, se pudo demostrar diferencias
en el patron de hordeinas para todas las variedades analizadas. Asi, los
polimorfismos observados podrian permitir agrupar genéticamente a las diferentes

variedades.

4. Analisis de agrupamiento

Dada su gran variacion genotipica las hordeinas han sido utilizadas como
marcadores genéticos (Shewry et al., 1995). En este trabajo se determind un
analisis de semejanza a partir de los perfiles electroforéticos de hordeinas (fig 7a'y
7b). Para ello, se realiz6 una matriz de presencia-ausencia de cada una de las
bandas que aparecieron en los SDS-PAGE y con la utilizacion del programa
estadistico MVSP Data, se obtuvo un dendograma que permitié el analisis de

agrupamiento de las diferentes variedades (figura 8).

Centroid
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Figura 8: Dendrograma que muestra la distancia genética entre las poblaciones de cebada
estudiadas en funcion del polimorfismo de la hordeina. Variedades analizadas: 1) Yanara,
2) Fatima, 3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles, 7) Alhue, 8) Sinfonia, 9) Overture,
10) Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia.

Como puede observarse en la figura 8, si se establece un grado de similitud
del 65%, las variedades se agrupan en 6 clusters o grupos diferentes. En primer
lugar puede decirse que los agrupamientos formados por las variedades Fatima (2)
y Militza (3), y por otra parte Aliciana (10) y Jennifer (11) muestran 100% de similitud
entre ellas. Luego se observa que las variedades Montoya (5) y Charles (6) tienen
un 94.1% de similitud entre ellas y comparten el mismo grupo con las variedades
Fatima (2) y Militza (3), relacionadas por una distancia de 0.35. Con un 80% de
similitud se observa al grupo formado por las variedades Sinfonia (8) y Andreia (12)
que difiere en origen al grupo formado por Alhue (7) y Overture (9), (también con
83.3% de similitud). Por dltimo, se observa el cluster formado por Yanara (1) y
Danielle (4) con 71.4% de similitud, y a una distancia de 0.35 con Overture (9) y
Alhue (7). Ademas, podria agregarse que si se considera un 35 % de similitud
guedan determinados tres grupos con 4 variedades cada uno, indicando un posible
origen genético en comun para las variedades del mismo grupo. En este sentido,
también podria diferenciarse las variedades 2, 3, 5y 6 del resto, ya que su origen
genético podria ser distinto de las demas variedades estudiadas. No obstante, seria
necesario un estudio de secuenciacion filogenético para poder confirmar nuestras

aproximaciones.

Como era esperable, el resultado del dendrograma coincide con lo
previamente observado en las electroforesis. En el primer grupo se puede ver que
las variedades Fatima (2) y Militza (3) comparten las mismas bandas de hordeinas
entre ellas y las variedades Montoya (5) y Charles (6) son muy similares pero se
diferencian por la banda de 30 kDa (hordeina B). Por otro lado, las variedades
Jennifer (11) y Aliciana (10) que comparten las mismas bandas entre ellas, son muy
similares a las variedades Sinfonia (8) y Andreia (12), las diferencias se deben solo

a las bandas de 66 kDa “Hordeina C”, 48 y 40 kDa “Hordeinas B”. En el dltimo grupo
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del extremo superior se observa una similitud con las variedades Overture (9) y
Alhue (7) respecto de las variedades Yanara (1) y Danielle (4) con el resto de las
variedades. Asi, se puede decir que las diferencias observadas en el dendogramas,
se deben al polimorfismo que se ha previamente descrito para las hordeinas de tipo

B previamente mencionado en la sesion anterior.

En resumen, el andlisis de las hordeinas por SDS-PAGE, ofreci6é un recurso
para caracterizar y distinguir los cultivares en cebada. Este método ha permitido
detectar el polimorfismo de proteinas seminales de diversas especies tales como
avena, trigo, semillas de forrajeras, café y algodon, con lo cual se logra identificar y
discriminar cultivares. En este caso particular, los patrones electroforéticos
obtenidos permitieron afirmar que la técnica empleada resulta un indicador idéneo,

de tipo analitico, ya que permitio evidenciar la diferenciacion varietal buscada.

5. Pardmetros germinativos y su efecto sobre el malteado

El malteado es la germinacién controlada de la semilla a 15°C, seguida por
su desecacién a una temperatura que varia de 55 a 82°C (Giménez, 2017). Asi este
proceso de la industria cervecera depende directamente de los parametros
germinativos de los granos de cebada. En laimagen 9 (A, By C), se observa granos
de cebada en diferentes estadios de germinacién en condiciones de oscuridad y a

15°C a diferentes tiempos. Por otra parte, se evalud la capacidad germinativa, la

energia germinativa y el tiempo medio de germinacion de las 12 variedades.
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Figura 9: A) Granos de cebada sin germinar. B) Granos de cebada germinados a las 8 hs.
C) Granos de cebada a 72 hs de germinacion. Variedades analizadas: 1) Yanara, 2) Fatima,
3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles, 7) Alhue, 8) Sinfonia, 9) Overture, 10)
Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia.

En la figura 10, puede observarse la capacidad germinativa (CG) de las
variedades luego de 3 dias de germinacion (tiempo establecido en el proceso de
malteado), donde la mayoria de las variedades mostraron valores superiores al 95-
98%. Estos valores son los porcentajes minimos y Optimos establecido para la
comercializacion de cebadas cerveceras segun la Camara Arbitral de Cereales de
Buenos Aires (Resoluciéon N° 27/2013). Sin embargo, las variedades Alhue (7) y
Aliciana (10) mostraron valores de capacidad germinativa inferiores a estos valores
establecidos para la comercializacion como cebada cervecera, (93% y 81%

respectivamente).
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Figura 10: Respuesta de la capacidad germinativa CG (%) de las doce variedades de
cebada analizadas, bajo condiciones de oscuridad y 15°C. Variedades analizadas: 1)
Yanara, 2) Fatima, 3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles, 7) Alhue, 8) Sinfonia, 9)
Overture, 10) Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia. Variedades seguidas de la misma letra,

no difieren significativamente segun el test de LSD Fisher (p = 0,05).
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Por otra parte, la energia germinativa (EG) hace referencia a la proporcion
de granos que no presentan letargo para germinar y se usa como un método
indirecto para medir el vigor de las semillas. Se determina a los tres dias y una
buena cebada cervecera debe tener la mejor energia germinativa posible (tiempo
minimo donde la tasa de germinacion es mayor), ya que en el malteado la rapidez
con que se inicia la germinacion es de importancia (Arias, 1991). Con respecto a
este parametro la Unica variedad que demostr6 una mejor EG fue la variedad
Andreia (12), presentando la mayor tasa de germinacion (32%) en las primeras 16
h de germinacion. Luego las variedades Yanara (1), Fatima (2) y Danielle (4)
presentaron una energia germinativa de 20 h con el 38%, 46% y 34% de semillas
germinadas, respectivamente. Y por ultimo, las variedades restantes, mostraron un

tiempo minimo de 24 h, para alcanzar su maxima tasa de germinacion.

Cabe resaltar que el objetivo de este andlisis fue establecer la
proporcionalidad entre velocidad de germinaciébn y numero de plantulas
germinadas. Este parametro es muy 0til para el proceso de malteado, porque da
una idea de la cantidad de semilla que rapidamente brotara evitando cualquier

ataque de patdégenos (www.mapama.gob.ar).

Por otro lado, el tiempo medio de germinacion (TMG) de la variedad Andreia
(12) (figura 12), fue del rango de las demas variedades (20.08 h). Este parametro,
indica el tiempo necesario para efectuar el proceso de germinacion. La variedad 11
(Jennifer) present6 el menor TMG 19.04 h, sin embargo este parametro por si solo,
no permite determinar la mejor cebada con respecto a su proceso de germinacion.
En este sentido, considerando los tres parametros evaluados, la variedad 12

presenta los valores germinativos 6ptimos para el proceso de malteado.
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Figura 11: Tiempo medio de germinacion TMG (h) de las 12 variedades de cebada.
Variedades analizadas: 1) Yanara, 2) Fatima, 3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles,
7) Alhue, 8) Sinfonia, 9) Overture, 10) Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia. Variedades
seguidas de la misma letra, no difieren significativamente segun el test de LSD Fisher (p 2
0,05).

6. Efecto de malteado en la solubilidad de proteinas

La germinacion es un proceso biolégico que desencadena multiples eventos
para permitir la sintesis de nuevas proteinas y favorecer la solubilidad de otras.
(Giménez, 2017). Cuando la cebada es malteada y utilizada para elaborar cervezas,
las proteinas contribuyen con caracteristicas como sensacion en boca y cuerpo de
la cerveza, en la estabilidad de la espuma y en la tendencia de formar turbidez
(Ferreyra, 2014). En general, se observo un aumento de 1.85 veces en el contenido
de proteinas solubles cuando se evalué después de la germinacion (figura 13). A
excepcion de las variedades Danielle (4), Montoya (5), Charles (6) y Sinfonia (8)
donde no se registré un aumento de proteina soluble. Los granulos de almidén que
representan el 60% del peso seco total en el grano de cebada (Espirita, 2009)
forman complejos aglomerados con las proteinas de reserva del grano sin germinar
(Prieto Méndez et al., 2009). Ademas, las proteinas solubles (albuminas y
globulinas) representan el 25% de las proteinas del grano (Armentia. A, 1999) y son
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deseables para ser utilizadas por las levaduras como fuente de nitrégeno para la
elaboracion de malta (Giménez et al., 2011). Los complejos de granulos de almidon
y proteina, son hidrolizados por un conjunto de enzimas como las denominadas a y
B amilasa, y endoproteinasas (Jones & Budde, 2005) que se sintetizan en la
germinacion causando la movilizacion y conversion de las proteinas a un estado
soluble. Este mismo autor, afirma, que el 50% de las proteinas se solubilizan en el
malteado, para proveer de energia a la germinacion y desarrollo de las semillas y
por consiguiente obtener una adecuada calidad maltera (Jones & Budde, 2005 Xue,
2016). En este sentido, el aumento de proteinas solubles podria ser una
consecuencia directa de la sintesis de enzimas amiloliticas y proteoliticas para la

degradacion de las estructuras del endospermo, como es el caso del almidén.

==
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Figura 12: Contenido de proteina soluble por el método de Bradford en (m) granos de
cebada sin germinar y (m) granos de cebada germinados o micro malteados. Variedades
analizadas: 1) Yanara, 2) Fatima, 3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles, 7) Alhue,
8) Sinfonia, 9) Overture, 10) Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia. Letras distintas dentro de
cada tratamiento (granos germinados y sin germinar) indican diferencias significativas
(p<0,05).
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7. Determinacion de actividad «- amilasa

En la figura 13, se cuantifico el contenido de a-amilasa en granos de cebada
germinados. Como se puede observar, el contenido de esta enzima fue mayor en
las variedades Militza (3), Alhue (7), Overture (9) y Aliciana (10). Por otra parte, las
variedades Fatima (2), Sinfonia (8) y Andreia (12) mostraron niveles de a-amilasa
menores al 50% con respecto a las variedades mencionadas anteriormente. Esto,
podria relacionarse con una menor solubilidad de proteinas durante el proceso de

germinacion observado en la figura 12 para las mismas variedades.

Los autores Kolusheva y Marinova (2007) reportaron, que la mayoria de las
veces la hidrdlisis enzimatica del almidén se lleva a cabo con a-amilasas y en menor
proporcion aparecen las -amilasas. No obstante, se ha demostrado que estas dos
enzimas realizan una labor sinérgica para hidrolizar el almidén de la cebada.
Ademas, de acuerdo con lo informado por Eglinton et al (1998), las -amilasas son
enzimas claves en la degradacién del almidon de la cebada germinada, la cual es
sintetizada durante el desarrollo del grano, al igual que otras enzimas importantes,
como las endoproteinasas que también participan en el proceso de germinacion
(Jones & Budde, 2005). En este sentido, no se puede concluir sobre la calidad
cervecera de las diferentes variedades de cebada con la evaluacién de la a-amilasa,

sino que deben evaluarse la actividad en conjunto de la a- y B- amilasa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Variedades de cebada
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Figura 13: Actividad de la enzima a-amilasa (U/ml) de las 12 variedades de evaluadas.
Variedades analizadas: 1) Yanara, 2) Fatima, 3) Militza, 4) Danielle, 5) Montoya, 6) Charles,
7) Alhue, 8) Sinfonia, 9) Overture, 10) Aliciana, 11) Jennifer, 12) Andreia. Variedades
seguidas de la misma letra, no difieren significativamente segun el test de LSD Fisher (p =
0,05).

8. Determinacion de actividad a y B amilasas

Para corroborar la actividad sinérgica de las enzimas a- y B- amilasas
presentes en los granos germinados y sin germinar, se realizo la actividad hidrolitica
in vitro utilizando una solucién de almidén como sustrato. Luego se cuantificd los
azucares reductores por el método de Somogy Nelson. Como se puede observar
en la figura 14, los granos sin germinar mostraron una baja capacidad hidrolitica del
almidon, y esto puede deberse fundamentalmente a la ausencia de la enzima a-
amilasa previamente descrito en la bibliografia (Prieto Méndez et al, 2009). Por otra
parte, después de la germinacion, las variedades Fatima (2), Alhue (7), Alician (10),
Jennifer (11) y Andreia (12) produjeron la mayor concentracion de azlcares
reductores (glucosa, fructosa, galactosa, lactosa y maltosa). Este aumento de
azucares simples es producto de la degradacion del almidon resultado de su
hidrolisis con las enzimas amiloliticas (Ketiku, 1973; Maduwanthi y Marapana 2017;
Pereira et al. 2018). En este sentido, la variedad Andreia (12) mostré una actividad
mayor con respecto a las demés variedades, dando indicio de ser un cultivar de
cebada con buena calidad cervecera ya que podria alcanzar un alto potencial de
rendimiento en extracto (principal caracter econémico en la cerveceria). Paredes
Espinoza (2017) concluyé que el aumento en el rendimiento de azlcares
fermentables (sustrato a usar por la levadura durante la fermentacion), permite
emplear menos cantidad de materia prima y obtener el mismo volumen de alcohol
en el producto final. Esta caracteristica le confiere la particularidad de ser un cultivar
mas competitivo ante una demanda globalizada y un mercado internacional

fuertemente subsidiado.
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Figura 14: Actividad de enzimas amiloliticas total (m) granos sin germinar y (m) granos
germinados/ micromalteados. Variedades analizadas: 1) Yanara, 2) Fatima, 3) Militza, 4)
Danielle, 5) Montoya, 6) Charles, 7) Alhue, 8) Sinfonia, 9) Overture, 10) Aliciana, 11)
Jennifer, 12) Andreia. Letras distintas dentro de cada tratamiento (granos germinados y sin

germinar) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Conclusion

De los andlisis que se llevaron a cabo en esta tesis se pudo concluir que:

Las doce variedades de cebada cervecera analizadas en el presente trabajo
no presentaron diferencias en el contenido total de proteina. En este sentido, todas
las variedades se encuentran dentro de los valores de referencia para ser

consideradas de calidad maltera.

Con respecto a las proteinas de reserva (hordeinas) de los cultivares
evaluados, se destacaron la variedad Jennifer (11) y Andreia (12) por su mayor
abundancia en hordeinas solubles mientras que las variedades Yanara (1), Fatima
(2) y Alhue (7) presentaron menor abundancia de estas. Este resultado también fue
demostrado por los patrones de hordeinas observados en geles SDS-PAGE (menor
contenido de Hordeinas B). En este sentido, se pudo concluir que las variedades
Jennifer (11) y Andreia (12), presentan mejores patrones de prolaminas (Hordeinas
C) para favorecer el proceso de malteado de la cebada. Ademas, de acuerdo al
analisis de agrupamiento las variedades 11y 12 con un 35 % de similitud comparten
el mismo origen genético, por lo tanto es esperable el comportamiento observado
para sus proteinas de reserva (hordeinas). También puede destacarse que la
variedad Sinfonia (8) comparte un 80% de similitud con la variedad 12 y podria ser
también considerada de buena calidad maltera.

De acuerdo a los parametros germinativos (CG, EG y TMG), la variedad
Andreia (12) presento los mejores valores, dando un indicio de ser una variedad con
buena respuesta germinativa, necesario para el proceso industrial de malteado.
Ademas, las variedades Sinfonia (8) y Jennifer (11) también mostraron valores
Optimos de germinaciéon (CG>95% y TMG aproximadamente 19 h). Por otra parte,
las variedades Alhue (7) y Aliciana (10) presentaron valores de CG por debajo del

minimo necesario por las industrias cerveceras.

Se pudo demostrar a través de la actividad amilolitica, que la variedad

Andreia (12) presentd mejor calidad maltera, demostrado por un alto potencial de
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rendimiento en extracto que se relaciona de manera directa con un aumento en
azucares reductores fermentables.

A partir del estudio realizado en este trabajo de tesis, se concluye que la
variedad Andreia, manifiesta caracteristicas necesarias para ser utilizada por la
industria cervecera. Sin embargo, concentrar la demanda del sector en una sola
variedad podria representar una desventaja para el cultivo de cebada debido a la
uniformidad genética. De esta manera, frente a condiciones ambientales adversas
la cadena agroindustrial de la cebada queda vulnerable. Por ello, se sugiere el
cultivo de variedades como Sinfonia (8) y Jennifer (11) que también presentaron

caracteristicas de interés industrial similares a Andreia.
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