UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGRADO

Memoria de Titulo

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA,
COLOR Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE CERVEZAS
COMERCIALIZADAS EN EL MERCADO NACIONAL

CRISTIAN GONZALO PIMENTEL RODRIGUEZ

SANTIAGO - CHILE
2012



UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGRADO

Memoria de Titulo

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA,
COLOR Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE CERVEZAS
COMERCIALIZADAS EN EL MERCADO NACIONAL

CHARACTERIZATION OF PHENOLIC COMPOSITION, COLOR
AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF BEERS MARKETED IN
THE DOMESTIC MARKET

CRISTIAN GONZALO PIMENTEL RODRIGUEZ

SANTIAGO - CHILE
2012



UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGRADO

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA,
COLOR Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE CERVEZAS
COMERCIALIZADAS EN EL MERCADO NACIONAL

Memoria para optar al Titulo Profesional de:
Ingeniero Agrénomo

CRISTIAN GONZALO PIMENTEL RODRIGUEZ

Profesor Guia Calificaciones

Sr. Alvaro Pefia N. 6,8
Ingeniero Agrénomo, Dr.

Profesores Evaluadores

Sr. Eduardo Loyola M. 58
Ingeniero Agrénomo, Dr.

Sr. Roberto Gonzalez R. 6,8
Ingeniero Agrénomo, Dr.

SANTIAGO - CHILE
2012



AGRADECIMIENTOS

Quisiera agradecer en primer lugar a mis padres y hermanos, por su apoyo
incondicional, amor y afecto durante esta importante etapa y durante todas las etapas de
mi vida.

A mi profesor guia, Alvaro Pefia, por su apoyo y orientacion en el desarrollo de este
estudio.

A mis profesores evaluadores, Eduardo Loyola y Roberto Gonzalez, por sus criticas
constructivas.

Al profesor Elias Obreque por la ayuda y orientacion durante la etapa inicial de este
estudio.

A Hector Morales, Laura Cabello y Rosita por su gran ayuda, buena disposicion y
paciencia durante el trabajo en el laboratorio.

Finalmente a mis amigos de la universidad y a mis amigos de la vida, pilar fundamental
durante todos estos afios.



INDICE

RESUMEN..... ..ottt e st e te s e s se e aeanaesreesteeneeaseesaeaneenneas 3
F N I Y I ¥ A 3 SR 4
ABREVIATURAS. ...ttt sttt be et e s te e teene e s be e aeenresaeas 5
INTRODUCCION. ...ttt sttt 6
MATERIALES Y METODOS........co oottt 8
LUQAr A& TraDaJO ....coueiiieiiieie ettt nne e 8
MALEITAIES ... ettt et et e st e et e es e e s re e teeneeereenaeeneenreas 8

Y T oW o] 144 USRS RTRORPRRR 8
EQUIPAMIBNTO ...ttt sttt 8
REACTIVOS ...ttt et et et et e e te e s e s re et e e e e nreeneenes 8

VL3 (0T (o] [T 1 LSRR 8
Tratamientos y disefio experimental ... 8
PrOCEAIMIENTO ....vivieiieie ettt et a e b e e sre e aesneenneens 9
Variables @ MEIN ......cc.viiiiie e 9
ANALISIS ESTAAISTICO.....cuviiiieiie et 9
RESULTADOS Y DISCUSION........oiiiiiesieieiseceee ettt enes st 10
FENOIES TOLAIES ... .eciee e e 13
TaANINOS TOLAIES ... re e 13
Capacidad antioXidante ORAC ........ccciieieiieieeie e nres 14
Intensidad Colorante (1C)......uuiuriiiii et e 16

(O | =1 7 1o TSP SRRUTPPRPRRPRI 17
BIBLIOGRARFIA. ... oottt et ta et et e e e teaneesnaene s 20
CONCLUSION. ..ottt 21
ANEXO . .. oot e e sbe e te et e e e nteenreares 25
ANEXO 1. Marcas comerciales utilizadas en el estudio...........ccccecvervriirrieeresiennnnn, 26

INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Cuadro 1. Tratamientos empleados en el eStUTIO..........coiveiiiiiiieiiiie e 9
Cuadro 2. Resultados del analisis de 1as MUESEIaS.........cccccevveieiieesiecie e 10
Cuadro 3. Correlacion de Pearson entre las variables analizadas...........cc.cccoocveeverinenee. 10
Figura 1. Concentracion de fenoles totales...........ccoovvviiiiniieeieie e 12
Figura 2. Concentracion de taniN0S.........ccueueieereeieseere e seesesee e e see e sreesseeneesraeneens 13

Figura 3. Capacidad antioxidante ORAC............cccveieeie e 15



Figura 4. Intensidad Colorante @ 420 NM.........ccccviieiiieiiieie e
1o 0 B T S G VA oSS
FIQUIA B. 8% Y D



RESUMEN

En el presente estudio se caracterizaron 20 cervezas, comercializadas en el mercado
nacional, en cuanto a composicion fendlica, color y capacidad antioxidante ORAC.

En cuanto a fenoles totales, el promedio fue de 553,62 mg EAG/L, observandose
valores més altos en cervezas del tipo Ale (650,93 mg EAG/L), en comparacion a
cervezas del tipo Lager (529,23 mg EAG/L). En cervezas Ale también de observaron
valores més altos en cuanto al contenido de taninos, observandose un promedio de
249,83 mg EC/L, mientras que en cervezas Lager se observo un promedio de 179,37 mg
EC/L. El promedio de taninos totales para las muestras fue de 193,38 EC/L.

En relacion a capacidad antioxidante, determinada a través del método ORAC, se
observé un promedio de 7843,74 umol TE/L. Las cervezas Ale presentaron el promedio
maés alto (13361,34 umol TE/L), en comparacion con cervezas Lager (6464,32 pmol
TE/L). La capacidad antioxidante se correlaciona bien la concentracién de fenoles
totales (r = 0,623; p < 0,05) y moderadamente con la concentracion de taninos (r =
0,559; p < 0,05).

En cervezas Ale se observd una mayor intensidad colorante, la cual fue determinada a
420 nm. La intensidad colorante se correlaciona bien con el contenido de fenoles
totales (r = 0,791; p < 0,05) y con el contenido de taninos (r = 0,789; p < 0,05). Ademas,
se pudo apreciar una moderada correlacion entre la capacidad antioxidante ORAC (r =
0,564; p <0,05) y el color.

Las cervezas Ale presentaron una menor luminosidad (L*), mayores valores de croma
(C*) y valores positivos de a*, en comparacién a cervezas Lager. Ambas cervezas
presentaron valores positivos de b*.

PALABRAS CLAVES

Cerveza

Fenoles

Capacidad antioxidante
ORAC



ABSTRACT

In the present study 20 beers, sold in the domestic market, were characterized in terms
of phenolic composition, color and ORAC antioxidant capacity.

As for total phenolic composition, the average was 553.62 mg EAG/L, with higher
values in Ale type beers (650.93 mg EAG / L) compared to Lager beers (529.23 mg
EAG / L). In Ale beers also higher values for the content of tannins were observed,
showing an average of 249.83 mg EC / L, while in Lager beers was observed an average
of 179.37 mg EC / L. The average of total tannins for the samples was 193.38 EC/L.

With regard to antioxidant capacity, determined by ORAC method, an average of
7843.74 umol TE/L was observed. Ale beers had the highest average (13361.34 umol
TE/L) compared to Lager beers (6464.32 pumol TE/L). The antioxidant capacity
correlates well with the concentration of total phenols (r = 0.623, p < 0.05) and
moderately with the concentration of tannins (r = 0.559, p < 0.05).

Ale beers had higher color intensity, which was determined at 420 nm. The color
intensity is well correlated with total phenol content (r = 0.791, p <0.05) and tannin
content (r = 0.789, p <0.05). Furthermore, it was observed a moderate correlation
between the ORAC antioxidant capacity (r = 0.564, p <0.05) and the color.

Ale beers had a lower luminosity (L *), higher values of chroma (C *) and positive
values of a*, compared to lager beers. Both types of beers had positive values of b *.

KEY WORDS

Beer

Phenols

Antioxidant capacity
ORAC



ABREVIATURAS

ABTS: 2,2' azino bis-3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfonico
DPPH: 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo

EAG: Equivalente de acido gélico

EC: Equivalente de (+)- catequina

IC: Intensidad Colorante

L: Litro

mg: Miligramo

nm: Nanémetro

ORAC: Oxigen Radical Antioxidant Capacity
TE: Trélox Equivalente

v: Volumen

°C: Grado Celsius

um: Micras

umol: Micromol



INTRODUCCION

De acuerdo a la ley 18.455 (normas sobre produccion, elaboracién y comercializacion
de alcoholes etilicos, bebidas alcohdlicas y vinagres) se puede definir cerveza como
aquella bebida fermentada obtenida a partir de cebada malteada, lGpulo, levadura y
agua. La ley solo acepta las materias primas anteriormente mencionadas, aunque se
permite la adicion de extractos fermentables, tales como arroz, maiz y azucar, debiendo
contener como minimo un 65% de cebada malteada, y en el caso de utilizarse azlcar
como extracto fermentable, esta no debe exceder un 20% del extracto total (SAG,
2010).

El mercado nacional esta representado principalmente por la Compariia de Cervecerias
Unidas (CCU) y por Cervecerias Chile, con un 83% y 15% de participacion,
respectivamente (Marambio, 2009). Dentro de las marcas comercializadas por CCU,
destacan las nacionales Cristal, Escudo, Royal, Dorada y Kunstman, y las
internacionales Budweiser y Heineken (CCU, 2011). Cervecerias Chile comercializa las
marcas nacionales Becker y Baltica, y las internacionales Pacefia, Stella Artois y
Brahma (Cervecerias Chile, 2011). También, dentro de este mercado, se pueden
encontrar 14 marcas importantes de cervezas provenientes de micro cervecerias o de
elaboracion artesanal. Algunas de estas marcas son Szot, Kross, Del Puerto, Capital,
entre otras (Garcia et al., 2009).

Existen tres principales tipos de cervezas. Las cervezas Ale que fermentan a
temperaturas de 20 — 25 ° C, en las cuales Sacharomyces cerevisiae es la levadura que
se utiliza, la que tiende a ubicarse en la parte alta del estanque al final de la
fermentacion. Las cervezas Lager fermentan a 8 — 15 © C, y ésta fermentacion es
realizada por Sacharomyces pastorianus, la cual sedimenta en el fondo del estanque de
fermentacion, al término del proceso (Blake, 2009). También se encuentran las
denominadas Lambic, en las cuales se realiza una fermentacion espontanea (ACECHI,
2008).

La cerveza contiene compuestos fendlicos, los cuales le otorgan propiedades
antioxidantes, siendo el tipo y concentracion dependiente de la forma de elaboracién de
la cerveza, ya que dichos compuestos provienen mayoritariamente de la malta de
cebada, y en menor medida del lupulo, incidiendo en las caracteristicas sensoriales
(astringencia y amargor) y funcionales del producto (capacidad antioxidante) (Carbonell
y Sendra, 1999).

La cerveza presenta compuestos fenolicos no flavonoides derivados del acido benzoico,
entre ellos el acido galico, acido vainillico y acido siringico, y derivados del &cido
cindmico, entre ellos el acido cafeico, p—cumarico y ferdlico. Estos provienen
principalmente de la cebada y en menor grado del lGpulo. También se encuentran
flavonoles, como por ejemplo kaempferol, miricetina y quercetina. En cuanto a
flavanoles, la cerveza presenta mondmeros, como (+)-catequina y (-)-epicatequina, y
taninos, los cuales provienen de la cebada y del IGpulo (Dostadlek et al., 2007). Garcia
(2009), al analizar cervezas Ale y Lager comercializadas en el mercado nacional,
observo valores de fenoles totales entre 389,3 y 1362,4 mg EAGIL, siendo los valores
mas altos los de cervezas Ale y los mas bajos los de cervezas Lager.



Los antioxidantes, son un grupo de moléculas reconocidas por su capacidad de
neutralizar la accion oxidativa de los radicales libres (Echeverri y Lépez, 2007),
entregando un electréon a un radical libre, para que este pueda estabilizarse (Avello y
Suwalsky, 2006).

Un radical libre es aquel &tomo o molécula que presenta un electron desapareado, lo
cual lo hace muy inestable y tiende a captar un electron de aquellas moléculas estables,
con el fin de alcanzar su estabilidad (Avello y Suwalsky, 2006). Los radicales libres se
encuentran generalmente como especies reactivas al oxigeno (ERQO’s). Dentro de estas
especies se encuentran los radicales superdxido, hidroxilo y hidroperoxilo, entre otras, y
los no radicales o pro radicales (especies no radicales que tienen la posibilidad de
convertirse en radical o generarlos), dentro de los cuales se encuentran el perdxido de
hidrogeno y ozono, entre otras (Ugartondo, 2009).

El término de estrés oxidativo se refiere a aquella condicion de la célula en donde existe
un desbalance entre los sistemas oxidantes y antioxidantes de la misma, lo cual afecta
sus procesos metabdlicos. Este puede ser el resultado de una disminucion en las
defensas antioxidantes que posee la célula 0 como consecuencia de una excesiva
produccion de radicales libres (Gutiérrez, 2006).

La capacidad antioxidante se asocia a la capacidad que tiene un compuesto para
capturar radicales libres (Gonzélez et al., 2001).

Los métodos de determinacion de capacidad antioxidante permiten analizar el dafio que
genera un agente oxidante sobre un sustrato oxidable, y de qué manera este dafo
disminuye al adicionar un antioxidante. Algunos de estos métodos son el DPPH, ABTS
y ORAC (Fernandez et al., 2006). Este ultimo método se basa en la capacidad que tiene
un compuesto antioxidante de disminuir la pérdida de fluorescencia de una proteina, la
cual es sometida a la accién oxidativa de un radical libre (Cronin, 2004). En cuanto a
capacidad antioxidante en cervezas, en un estudio realizado por Favalli et al. (2010)
observaron que esta varia entre 424,8 y 10508,5 umol TE/L, siendo los valores mas
altos observados en cervezas Ale.

Actualmente el consumo de cerveza en Chile va en alza, lo cual le ha permitido al pais
posicionarse en el lugar numero 10, dentro de los paises latinoamericanos, con un
consumo per capita que duplica al del vino con 34,5 litros (ACECHI, 2008). Si bien el
consumo de cerveza va en aumento, a la fecha no existen estudios en Chile que hayan
determinado la actividad antioxidante de esta bebida, la cual podria plantearse como una
fuente alternativa de antioxidantes dietarios, al igual que otras bebidas como el té y el
vino. Los antecedentes antes expuestos han motivado la presentacion del presente
estudio.

Objetivo

Caracterizar cervezas comercializadas en el mercado nacional, en cuanto a su
concentracion de fenoles totales, taninos totales, color y capacidad antioxidante ORAC.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de trabajo

El presente trabajo se realizé en los laboratorios de Quimica Enoldgica y de Analisis
Cromatografico del Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de
Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile.

Materiales
Materia prima

Para el presente estudio se emplearon 20 cervezas de marcas comercializadas en el
mercado nacional, dentro de las cuales se incluyeron tanto cervezas nacionales como
internacionales. En cuanto a cervezas nacionales, se incluyeron cervezas del tipo
industrial y de micro cervecerias o artesanales. En relacion a los criterios de seleccion
de la muestra, uno de estos fue el precio, para lo cual se adquirieron cervezas con un
precio maximo de $1.500 (para botellas o latas de 355 mL como méaximo). Otro criterio
de seleccidn fue el color. No se consideraron cervezas negras, y solo se incluyeron
cervezas rubias. En cuanto a graduacion alcohdlica, se adquirieron cervezas con un
grado alcohdlico maximo de 6% v/v. EI material de trabajo fue adquirido directamente
en un supermercado en la Regién Metropolitana.

Equipamiento

Para la determinacién de la capacidad antioxidante ORAC se empled un Fluorémetro
modelo Victor X2 Multilabel Plate Reader (Perkin ElImer, USA). Para las mediciones de
color, fenoles y taninos totales se utilizd un Espectrofotdmetro Jasco V-530 UVS/VIS
(Tokio, Japon).

Reactivos

Fluoresceina,  Estandar  Trolox 'y AAPH  (2,2'-Azobis(-amidinopropane)
dihydrochloride) (Sigma- Aldrich, St. Louis, USA). Reactivos grado pro analisis
(Merck, Santiago, Chile).

Metodologia
Tratamientos y disefio experimental
Las muestras utilizadas fueron 20 cervezas de distintas marcas comerciales (Anexo 1),

presentes en el mercado nacional. Cada cerveza correspondio a un tratamiento, y se
realizaron 3 repeticiones por tratamiento.



Cuadro 1. Tratamientos empleados en el estudio.

Muestra Tipo Elaboracion Origen %v/v
A Pale ale Avrtesanal Nacional 5,0
B Pale ale Avrtesanal Nacional 4,5
C Pale ale Artesanal Nacional 5,2
D Golden Ale | Artesanal Nacional 5,0
E Pilsner Artesanal Nacional 4,9
F Helles Lager | Artesanal Nacional 4,5
G Light Lager | Industrial Nacional 4,0
H Light Lager | Industrial Nacional 4,6
I Light Lager | Industrial Nacional 6,0
J Light Lager | Industrial Nacional 5,8
K Light Lager | Industrial Nacional 55
L Light Lager | Industrial Nacional 5,2
M Light Lager | Industrial | Internacional 5,0
N Light Lager | Industrial | Internacional 5,2
0 Light Lager | Industrial | Internacional 5,0
P Light Lager | Industrial | Internacional 5,0
Q Light Lager | Industrial | Internacional 4,7
R Light Lager | Industrial | Internacional 4,6
S Light Lager | Industrial Nacional 0,3
T Light Lager | Industrial Nacional 0,0

Procedimiento

Las cervezas fueron desgasificadas mediante vacio y se filtraron utilizando una
membrana de 0,45 um, para luego refrigerarlas a 4° C. Posteriormente estas muestras se
sometieron a andlisis de forma inmediata.

Variables a medir

Los fenoles totales se determinaron mediante analisis espectrofotométrico a absorbancia
de 280 nm (recopilado por Garcia-Barceld, 1990), los taninos totales mediante la
reaccion de Bate-Smith (Bate-Smith, 1981), la intensidad colorante mediante analisis
espectrofotométrico a absorbancia de 420 nm (Glories, 1978) y mediciones a través del
método CIELab (Zamora, 2003). La capacidad antioxidante se analizé utilizando el
método ORAC (Cao et al., 1993).

Andlisis estadistico

Este trabajo contemplé 20 tratamientos, cada tratamiento correspondiente a una cerveza,
con 3 repeticiones por tratamiento. El andlisis estadistico de los resultados se realizo
mediante el programa Minitab. El disefio experimental utilizado fue el Disefio
Completamente Aleatorio (DCA). Se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) entre
los distintos tratamientos, ademas de una prueba de Tukey para analizar las diferencias
significativas entre tratamientos. Todas las variables determinadas fueron analizadas
mediante una Correlacion Lineal de Pearson, con un nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS Y DISCUSION
A continuacion en el Cuadro 2 se presentan los resultados obtenidos al analizar las 20

cervezas, de distintas marcas comerciales, de origen nacional e internacional, y de
elaboracidn artesanal e industrial.

Cuadro 2. Resultados del analisis de las muestras.

Muestra Fenoles Totales Taninos ORAC IC L* C* h* a* b*
(mg EAG/L) (mgEC/L) (umol TE/L) 420
A 774,52 357,22 15501,52 |[0,75]84,53]39,40]87,00| 2,06 | 39,35
B 612,61 241,75 11668,91 |0,64|87,40]34,58(88,69| 0,79 | 34,57
C 479,03 150,77 10952,32 (0,28]90,80]17,25]189,43| 0,17 | 17,25
D 737,59 249,49 15324,23 0,73187,77141,31|89,31| 0,50 | 41,31
E 656,20 234,54 18345,83 |(0,47]91,13]21,80]90,55]-0,25| 21,80
F 643,40 243,82 12650,64 |0,79]84,97|40,01(88,12| 1,27 | 39,98
G 519,03 168,04 13040,21 |(0,47]91,27]26,82]91,31]-0,61| 26,81
H 442,09 149,23 3665,42 0,321 93,97 20,96 92,61 | -0,95 | 20,94
| 566,99 193,82 5213,23 0,63 88,83| 36,76 89,08 0,59 | 36,76
J 650,19 271,14 6871,43 0,47192,97|31,44193,34|-1,83| 31,39
K 555,66 185,05 5057,56 0,50(91,77 30,231 91,80 | -0,95 | 30,22
L 521,54 163,15 4284,38 0,35]194,93]23,54|94,33|-1,77 | 23,47
M 533,34 155,16 3403,26 0,30 95,63 18,331 95,61 |-1,79] 18,24
N 544,28 110,18 5246,13 0,30(94,97119,21(94,99|-1,67 | 19,14
O 574,73 189,18 6054,24 0,321 95,03|21,03]|95,05(-1,85]| 20,95
P 489,28 132,22 3841,46 0,32195,30121,7895,10-1,93 | 21,70
Q 427,43 122,04 3077,67 0,32 95,13 20,671 94,70 | -1,70 | 20,60
R 521,49 135,31 3727,88 0,25196,53] 16,43 97,18 | -2,05 | 16,30
S 329,79 135,05 8142,33 0,1896,17|11,97|94,03|-0,84 | 11,93
T 492,26 280,54 813,42 0,50191,10] 29,57 91,51 |-0,78 | 29,55

Cuadro 3. Correlaciéon de Pearson entre las variables analizadas.

Parametro Fenoles Taninos ORAC 420 Cc* a* b* L* h*

Fenoles 1,000
Taninos 0,769 1,000
ORAC 0,623 0,559 1,000
420 0,791 0,789 0,564 1,000

Cc* 0,763 0,774 0423 0971 1,000

a* 0,553 0,663 0,769 0812 0,712 1,000

b* 0,764 0,774 0422 099 1,000 0,712 1,000

L* -0,712 -0,773 -0,674 -0,942 -0872 -0,94 -0,869 1,000

h* -0559 -0,692 -0,689 -0,831 -0,761 -0,96 -0,761 0,964 1,000
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Para efectos de discusion de datos, las cervezas del tipo Lager fueron clasificadas como
Light Lager. Estas cervezas pueden presentar colores palidos y dorados, y durante su
elaboracion pueden utilizarse adjuntos como por ejemplo arroz o maiz (BJCP, 2008). La
muestra E no se clasific6 como Light Lager, debido a que si bien corresponde a una
cerveza Lager, se comercializa como Pilsner. La muestra F, también correspondiente a
una cerveza Lager, se comercializa como Helles Lager. Las cervezas Ale se clasificaron
como Pale Ale y Golden Ale, debido a que se comercializan como tales. Tanto en
cervezas Lager como Ale no se utilizaron cervezas negras.

Fenoles totales

El contenido promedio de fenoles totales fue de 553,62 mg EAG/L, observandose el
mayor contenido en la muestra A, correspondiente a una cerveza del tipo Ale, y el
menor contenido en la muestra B, correspondiente a una cerveza del tipo Lager, sin
alcohol. El promedio para cervezas del tipo Ale fue de 650,93 mg EAG/L y para
cervezas Lager 529,23 mg EAG/L.

Los resultados obtenidos fueron mayores a los obtenidos por Favalli et al. (2010), al
estudiar cervezas del mercado brasilefio, ya que en dicho estudio se observé un rango
entre 119,9 y 523,9 mg EAG/L. Valores superiores fueron observados por Garcia
(2009), al estudiar cervezas del mercado chileno. En este ultimo estudio, el contenido de
fenoles vario entre 389,3 y 1362,0 mg EAG/L. Si bien hubo diferencias entre los
distintos estudios, en cuanto a concentracion de fenoles totales, en todos se concluye
que las cervezas del tipo Ale presentan los mayores valores.

Dostaalek et al. (2007), al analizar cervezas del tipo Lager, con y sin alcohol,
observaron valores mas bajos de fenoles totales en aquellas sin alcohol, lo cual
concuerda con lo obtenido en este estudio, en relacion a la muestra S. Existen
diferentes métodos para la obtencion de cervezas sin alcohol, los cuales se basan tanto
en la remocion de etanol, como en la limitacion de produccion de etanol (Ameida e
Silva et al., 2012). En cervezas sin alcohol, se puede trabajar con un mosto menos
concentrado, lo cual trae consigo una disminucion en la concentracion de compuestos
fenolicos (Gorjanovic et al., 2010). La muestra T también corresponde a una cerveza sin
alcohol, y su concentracion de fenoles totales se encuentra por debajo del promedio,
para cervezas Lager.



12
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Figura 1. Concentracion de fenoles totales (mg EAG/L). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de significancia del 5%, de
acuerdo a la prueba de Tukey.

En cervezas del tipo Lager se utilizan cominmente otros cereales como por ejemplo
maiz y arroz, como adjuntos (BJCP, 2008). La diferencia en cuanto a granos utilizados
para la elaboracién puede generar diferencias en la concentracion de fenoles totales.
En cuanto a composicidn fendlica, los granos de cebada presentan un mayor contenido
de &cidos fendlicos, en relacion a otros cereales (Dykes y Rooney, 2007). Otro factor a
considerar es la variedad de cebada. Dostalek et al. (2008) al analizar 10 variedades de
cebada, encontraron diferencias significativas en cuanto a fenoles totales entre las
distintas variedades.

El malteado corresponde a aquella etapa en la cual los granos se hacen germinar, con el
objetivo de activar y sintetizar enzimas para la degradacion del almidén y otras
macromoléculas. Posterior a la germinacion, se aplican temperaturas entre 50 - 220° C,
para frenar este proceso, como también para tostar los granos (Bamforth, 2009).
Durante la ultima etapa del malteado, el secado, hay un aumento en la concentracion de
compuestos del tipo no flavonoide, como por ejemplo acido géalico, &cido vainillinico y
acido siringico, los cuales son derivados del acido benzdico. Ademas existe un aumento
en la concentracion de acido caféico, p-cumarico y é&cido feralico, compuestos
derivados del acido cindmico. Esto puede asociarse a una mejor extraccion, debido a
que el tejido es mas friable. A mayor temperatura, existe una mayor concentracion de
compuestos fendlicos (Cai et al., 2007). En cervezas del tipo Ale, se tienden a utilizar
mayores temperaturas durante la etapa del secado (Bamforth, 2009). En el caso de las
Pale Ale, durante la etapa del malteado se utilizan mayores temperaturas que en
cervezas Lager (Palmer, 2006).

El proceso de maceracion, permite la degradacion de azUcares y proteinas, por accion
enzimatica, a sustratos fermentables. También durante el proceso de maceracion hay
una liberacion de compuestos fendlicos provenientes de la malta. En relacion a acidos
fenodlicos, la extraccion de estos estard determinada tanto por solubilizacién en agua
coOmo por procesos enzimaticos. En cuanto a procesos enzimaticos, la actividad de las
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enzimas estara definida por factores como temperatura y pH. A pH inferior a 4,6 la
actividad de enzimatica puede verse limitada, y a temperaturas de 65° - 70° C, puede
ocurrir una inactivacion enzimatica (Delvaux et al., 2008). Existen diferencias en cuanto
a maceracion en cervezas del tipo Ale y Lager. En cervezas Ale la maceracion permite
una degradacion de azucares y proteinas de manera enzimatica, mientras que en
cervezas Lager la degradacion es enzimatica y térmica. Durante la maceracion de
cervezas Lager, parte del mostos es hervido, mientras que en cervezas Ale la
temperatura se mantiene a 65-70°C (Preedy, 2009). Las diferencias en cuanto a
temperaturas tendran efecto en la actividad de enzimas, en relacion a la extraccion de
compuestos fendlicos.

Un 80% de los compuestos fendélicos de cervezas provienen de la cebada y un 20% del
lUpulo (Zhao y Zhao, 2012). Cervezas artesanales, tienden a utilizar méas lupulo durante
su elaboracion (Garcia, 2009), lo cual puede explicar diferencias en cuanto a fenoles
totales.

Gil y Rebelo (2010), al analizar vinos portugueses, observaron valores de fenoles totales
entre 2160 — 2727 mg EAG/L para vinos tintos, 624-657 mg EAG/L para vinos rosé y
239-240 mg EAGI/L para vinos blancos. Si se compara el contenido de fenoles totales de
las muestras con el de vinos blancos, todas presentaron valores superiores. En el caso de
vinos rosé, solo las muestras A y G presentaron valores superiores a éstos vinos.

Taninos totales
El valor promedio para este parametro fue de 193,38 mg EC/L. Los valores més altos se

observaron en cervezas del tipo Ale, con un promedio de 249,83 mg EC/L, y los
menores en cervezas del tipo Lager, con un promedio de 179,37 mg EC/L.
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Figura 2. Concentracion de taninos (mg EC/L). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las muestras, a un nivel de significancia del 5%, de acuerdo a la
prueba de Tukey.
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Las cervezas del tipo Ale, comercializadas en el mercado nacional, tienden a ser del tipo
artesanal. A diferencia de aquellas de elaboracidn industrial, en las artesanales se tiende
a utilizar un mayor contenido de lupulo (Garcia, 2009). La variedad de lGpulo utilizada
influira en el contenido de fenoles totales y flavonoides (Haskova et al., 2008).

La variedad de cebada utilizada para la elaboracion de cerveza, influye en la
concentracion de flavanoles de ésta (Cai et al., 2007).

De acuerdo a Cai et al. (2007) el malteado puede influir en la concentracion de los
flavanoles (+)-catequina y (-)-epicatequina. Durante la etapa del secado, hay un
aumento en la concentracion de estos flavanoles, lo cual dependera de la temperatura y
tiempo de secado.

Algunos procesos de desalcoholizacion pueden no afectar o incluso aumentar el
contenido de compuestos fenolicos, por efecto de concentracion. Compuestos como (+)-
catequina y (-)-epicatquina pueden aumentar su concentracién durante procesos de
desalcoholizacion (Belisario et al., 2009). El alto contenido de taninos de la muestra T,
en relacion a otras muestras, puede ser explicada por un efecto de concentracion durante
la desalcoholizacion.

Compuestos del tipo flavonoide, como por ejemplo (+)-catequina y (-)-epicatquina,
interactlan con proteinas presentes en la cerveza. Esta interaccion puede generar
problemas de turbidez en cervezas, lo cual se denomina quiebra proteica. Una forma de
estabilizacion de cervezas es el tratamiento con PVPP, el cual permite eliminar aquellos
compuestos fendlicos responsables de la quiebra proteica (Aron y Shellhammer, 2008).
De acuerdo a De Faveri et al. (2011) el tratamiento con PVPP, durante el proceso
productivo, disminuye la concentracion de taninos en cervezas.

Capacidad antioxidante ORAC

El valor promedio obtenido fue de 7843,74 umol TE/L. El valor més alto se observé en
la muestra F, correspondiente a una cerveza del tipo Ale, y el mas bajo en la muestra L,
correspondiente a una cerveza Lager, sin alcohol. Si bien el valor més alto se observd en
una cerveza Lager, el promedio de cervezas Ale (13361,34 umol TE/L) fue superior al
de cervezas Lager (6464,32 umol TE/L). Los resultados observados son mayores a los
obtenidos por Favalli et al. (2010). En dicho estudio se observaron valores entre 424,8
y 10508,8 umol TE/L, observandose los mayores valores en cervezas del tipo Ale y los
menores en cervezas Lager.

Barbosa et al. (2010) al estudiar cervezas Ale y Lager, provenientes de diferentes
mercados y de distintos color (rojas, rubias, negras), observaron valores entre 3697,3 y
29105,6 umol TE/L. Las cervezas Ale presentaron valores mayores (29105,6 — 10648,4
umol TE/L), en comparacion a cervezas Lager (3697,3 - 10702,2 umol TE/L). En dicho
estudio se incluyeron cervezas sin alcohol, las cuales presentaron un valores promedio
de 8862,5 umol TE/L.

Si bien durante los analisis realizados en cervezas del mercado chileno, la muestra T
(sin alcohol) presentd el valor mas bajo de capacidad antioxidante ORAC, la muestra S
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(sin alcohol) presento un valor superior al promedio. La cerveza presenta compuestos
con propiedades antioxidantes, dentro de los cuales se encuentran azucares reductores,
productos de la reaccién de Maillard, dioxido de azufre, vitaminas y compuestos
fendlicos (Preedy, 2009). La presencia de antioxidantes, del tipo no fendlicos, podria
explicar por qué la muestra S, la cual presentd los menores valores de fenoles totales,
presentd valores de capacidad antioxidante ORAC superiores al promedio de cervezas
Lager. En relacion a azUcares reductores, las cervezas sin alcohol pueden presentar un
alto contenido, debido a restricciones durante la fermentacion (Ameida e Silva et al.,
2012). Otros compuestos con actividad antioxidante, presentes en el IUpulo
corresponden a fenoles, a-acidos (humulonas) y B-acidos (lupulonas) (Kunz et al.,
2010).
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Figura 3. Capacidad antioxidante ORAC (uM Eq. Trolox/L). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de significancia del 5%, de
acuerdo a la prueba de Tukey.

La capacidad antioxidante ORAC se correlaciona bien con la concentracion de fenoles
totales (r = 0,624; p < 0,05) y moderadamente con la concentracion de taninos (r =
0,501; p < 0,05), lo cual concuerda con los resultados observados por Favalli et al.
(2010).

Durante la etapa de maceracion hay un incremento de la capacidad antioxidante, lo cual
estd dado tanto por la extraccion de compuestos fenolicos provenientes de la cebada
como por la formacion de compuestos de Maillard (Zhao y Zhao, 2012). Estos
compuestos de Maillard pueden ser producidos también durante el proceso de malteado,
lo cual dependera de la temperatura (Bamfoth, 2009).

Alves et al. (2011), al caracterizar vinos tintos sudamericanos, observaron valores de
capacidad antioxidante ORAC entre 23777 y 35114 umol TE/L para vinos chilenos, lo
cual dependera de la variedad. Li et al. (2009), al analizar vinos presentes en el mercado
chino, observaron un promedio de 3135 umol TE/L para vinos blancos y 11293 pumol
TE/L para vinos rose. Las cervezas comercializadas en el mercado nacional presentan
una capacidad antioxidante ORAC menor a la de vinos tintos, pero en la mayoria de las
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muestras se aprecian valores superiores a los de vinos blancos, y en el caso de las
muestras A, C, E, F, G y H los valores son superiores a los de vinos rosé.

Intensidad Colorante (1C)

Las cervezas del tipo Ale (0,60) presentaron una mayor intensidad colorante que
aquellas del tipo Lager (0,41).
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Figura 4. Intensidad Colorante a 420 nm (absorbancia). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de significancia del 5%, de
acuerdo a la prueba de Tukey.

El tipo de malta utilizada para la elaboracion de cerveza tendra efecto en el color final
de ésta (Bamforth et al., 2008). En el caso de cervezas del tipo Lager se tiende a utilizar
como base una malta con menor intensidad colorante en relacion a cervezas Ale, como
por ejemplo Pale Ale. Otro tipo de malta que se puede utilizar durante el proceso es la
malta caramelo, la cual aporta dulzor, cuerpo y color. Este tipo de malta se utiliza en
cervezas Pale Ale (Palmer, 2006).

Las temperaturas utilizadas en el malteado influiran en el color de la cerveza. Esto se
relaciona con una mayor liberacion de aminoacidos y azucares desde los granos, los
cuales daran lugar a melanoidinas, las cuales corresponden a compuestos colorantes. En
la elaboracion de cervezas Ale se aplican temperaturas mayores que en aquellas del tipo
Lager, lo cual permite explicar diferencias en cuanto a intensidad colorante (Bamforth,
2009).

Se observd una alta correlacion entre la intensidad colorante y el contenido de fenoles
totales (r = 0,791; p < 0,05). Un comportamiento similar se observo entre la intensidad
colorante y el contenido de taninos (r = 0,789; p < 0,05). Los compuestos flavonoides
influyen en el color de la cerveza, y la evolucion de este se relacionara con procesos de
oxidacion, pudiendo aumentar la intensidad colorante de cervezas al estar en contacto
con el oxigeno (Callemien y Collin, 2007). Ademas se observé una moderada
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correlacion entre la capacidad antioxidante ORAC y la intensidad colorante (r = 0,564;
p < 0,05).

CIELab

En relacion a luminosidad (L*), en cervezas Lager se observé un promedio de 93,13,
mientras que en cervezas Ale el promedio fue de 88,62. De acuerdo a Favalli et al.
(2010) las cervezas Lager presentan un mayor luminosidad que aquellas del tipo Ale, y
esta propiedad refleja la equivalencia de un color dentro de una escala de grises, donde
100 es blanco y 0 negro.

En cuanto a posicion entre rojo y verde (a*), se observd que las cervezas Ale presentan
valores positivos, mientras que en Lager la mayoria de las muestras presentaron valores
negativos, excepto las muestras E y J, las cuales corresponden a cervezas de elaboracion
artesanal. En relacion a posicion entre azul y amarillo (b*), no se observaron valores
negativos, y en cervezas Ale se observd un mayor promedio (33,12) para este
parametro, en relacién a cervezas Lager (24,43). Un comportamiento similar fue
observado por Favalli et al. (2010). De acuerdo a Coghe et al. (2006) el tostado de
granos, durante el malteado, puede generar cromdéforos y melanoidinas, los cuales son
compuestos de Maillard y que influyen en el color de la cerveza. La produccién de estos
compuestos estd determinada por la temperatura. Los cromoforos, compuestos
amarillos, se producen a menor temperatura que las melanoidinas. Los productos de
Maillard pueden formarse durante la etapa de maceracion (Zhao y Zhao, 2012). En
relacién al angulo hue (h*), cervezas del tipo Lager (93,11) presentan mayores valores
que cervezas Ale (88,64).

En cervezas Ale (33,16) se observaron mayores valores de croma (C*), en comparacion
a aquellas del tipo Lager (24,47). Mayores valores de croma, reflejan una mayor
intensidad colorante (Favalli et al., 2010). Cervezas del tipo Ale pueden presentar una
mayor contenido de melanoidinas, debido a ciertas condiciones durante la elaboracion
de este tipo de cervezas, como por ejemplo altas temperaturas (Preedy, 2009). La
presencia de oxigeno provocard la oxidacion de compuestos fenolicos, del tipo
flavonoides, lo cual dara lugar a colores mas pardos (Callemien y Collin, 2007). El tipo
de malta utilizado para la elaboracion de cervezas influird en el color final de éstas
(Bamforth et al., 2008).

Se observo una alta correlacion entre a* y la capacidad antioxidante ORAC (r = 0,769;
p < 0,05). Esta alta correlacion puede deberse al contenido de melanoidinas en cervezas,
las cuales son compuestos colorantes, que pueden influir en la capacidad antioxidante
(Coghe et al., 2006). No se observo una correlacion significativa entre C* (r = 0,423; p
> 0,05) y b* (r = 0,422; p > 0,05) con la capacidad antioxidante ORAC. En relacion a
h* (r =-0,689; p <0,05) y L* (r =-0,674; p < 0,05), se observo una correlacion inversa
con la capacidad antioxidante ORAC.
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Figura 5. L*, C* y h*. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
muestras, a un nivel de significancia del 5%, de acuerdo a la prueba de Tukey.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que
existen diferencias entre cervezas, comercializadas en el mercado chileno, en cuanto a
fenoles y taninos totales, capacidad antioxidante ORAC y color. Las cervezas Ale
analizadas se caracterizaron por una mayor concentracion de compuestos fendlicos y
taninos totales, y una mayor capacidad antioxidante ORAC, en relacién a cervezas del
tipo Lager. En términos de color, las cervezas Ale analizadas presentaron una mayor
intensidad colorante, ademas de caracterizarse por presentar colores mas pardos y una
menor luminosidad, en relacion a cervezas del tipo Lager.

Durante el estudio se puedo apreciar una alta correlacion entre la capacidad antioxidante
con la concentracion de fenoles y taninos totales, lo cual sugiere que todas aquellas
practicas que favorezcan la extraccion de compuestos fendlicos, influirdn de forma
positiva en la capacidad antioxidante. También se pudo apreciar una buena correlacion
entre el color con la concentracion de fenoles y taninos totales.

En el caso de cervezas sin alcohol, la capacidad antioxidante de estas cervezas puede ser
comparable a la de cervezas con alcohol, lo cual fue observado en la muestra S.
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ANEXO 1. Marcas comerciales utilizadas en el estudio
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Muestra Marca Tipo

A Szot Pale ale

B Del Puerto Pale ale

C Capital Pale ale

D Kross Golden Ale
E Kross Pilsner

F Salzburg Helles Lager
G Kunstman Light Lager
H Cristal Light Lager
I Dorada Light Lager
J Baltica Light Lager
K Escudo Light Lager
L Becker Light Lager
M Budweiser Light Lager
N Stella Artois | Light Lager
0 Heineken Light Lager
P Corona Light Lager
Q Miller Light Lager
R Pacerfia Light Lager
S Kunstman s/a | Light Lager
T Cristal s/a Light Lager
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