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Resumen

Desde 1960 se inicio estudios de los efectos de los antioxidantes (moléculas que roban un
electrén y previenen el dafio celular) en la salud, su relacién con el estrés oxidativo y como
las enfermedades (fallo cardiaco, dafios cerebrales y ciertos tipos de cancer) aparecen
siendo resultado del mismo. El mercado de los antioxidantes crecio de 1 a 6%, porque los
millenias exigen alimentos basados en plantas. Ecuador no posee bebidas ni alimentos con
caracter antioxidante, solo tienen bebidas de fermentacién (cerveza). El cambio climatico ha
provocado que el producto baje su calidad y aumente su precio. Por ello se busca
implementar plantas endémicas como la Moringa oleifera L.; Ocotea quixos (Lam.) Kosterm;
Luma apiculata B. y Coffea arabica L. (material vegetal) a la cerveza. La cerveza artesanal,
presenta capacidad antioxidante; las materias que conforman son la cebada malteada,
agua, levaduray el lapulo. La cerveza de Café arrojo valores de 58,81% de inhibicion de
radicales libres para DPPH, un 55,69% de inhibicion de radicales libres en ABTS, 5,72 Red
Act. Mg FeSO4 ml para prueba Frap, para ensayo Folin-Ciocalteu arrojo un valor de 1,03
mgGAE/ml y para flavonoides dio un valor de 0,031 TFC (mg/ml), demostrando que la
cerveza que tiene un alto perfil antioxidante fue la cerveza de café que al mismo tiempo tuvo

una de las mayores puntuaciones en la cata realizado.

Palabras clave: Cerveza artesanal, caracter antioxidante, fenoles, flavonoides.
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Abstract

Since 1960, studies were initiated on the effects of antioxidants (molecules that steal an
electron and prevent cell damage) on health, their relationship with oxidative stress and how
diseases (heart failure, brain damage and certain types of cancer) appear to be the result of
oxidative stress. The antioxidant market grew from 1 to 6%, because millennials demand
plant-based foods. Ecuador does not have beverages or foods with antioxidant character,
they only have fermentation beverages (beer). Climate change has caused the product to
lower its quality and increase its price. For this reason, endemic plants such as Moringa
oleifera L.; Ocotea quixos (Lam.) Kosterm; Luma apiculata B. and Coffea arabica L. (plant
material) are being used in beer. Craft beer has antioxidant capacity; the materials that make
up the beer are malted barley, water, yeast and hops. Coffee beer yielded values of 58.81%
inhibition of free radicals for DPPH, 55.69% inhibition of free radicals in ABTS, 5.72 Red Act.
Mg FeSO4 ml for Frap test, for Folin-Ciocalteu test it gave a value of 1.03 mgGAE/ml and for
flavonoids it gave a value of 0.031 TFC (mg/ml), demonstrating that the beer that has a high
antioxidant profile was the coffee beer which at the same time had one of the highest scores

in the tasting performed.

Keywords: Craft beer, antioxidant character, phenols, flavonoids.
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Capitulo I: Introduccion
Antecedentes.

Los avances cientificos en medicina sorprenden tanto en el conocimiento de enfermedades
COmMo en su tratamiento y sus complicaciones. En afos recientes, ha habido un interés en
temas relacionados con estrés oxidativo, radicales libres, especies reactivas de oxigenoy

antioxidantes ( Gutiérrez , 2002).

Desde la década de 1960 se inici6 el estudio de los efectos de los antioxidantes en la salud,
su relacién con el estrés oxidativo y en consecuencia con las enfermedades que aparecen
como resultado (Trujillo Hernandez, 2019) del mismo (estrés oxidativo: es un desbalance
entre las sustancias oxidantes y pro-oxidantes). Este dafio oxidativo causado por los
radicales libres se relaciona con una amplia gama de enfermedades y desordenes
incluyendo fallo cardiaco, inflamaciones, cataratas, dafios cerebrales (Bohorquez Fajardo,
2016), ciertos tipos de cancer (debido a mutaciones que producen en el ADN y a que
favorecen la proliferacion celular al alterar factores de transcripcion), patologias asociadas a
un deterioro cognitivo, como el Alzheimer, envejecimiento prematuro, etc. (Pérez Jiménez,

2015)

Frente a estas sustancias pro-oxidantes y sus efectos, un antioxidante puede ser definido
como moléculas con capacidad de oxidacion (robo de un electron), que previene el dafio
celular al neutralizar los radicales libres mediante el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes (Pérez Jiménez, 2015). Esto fue aclarado en 1992 al realizar un estudio
evaluando la incidencia de enfermedad coronaria en la poblacién francesa que poseia una
dieta alta en grasas saturadas. Los resultados sorprendieron a Renaud y de Lorgeril ya que
observaron una baja incidencia de esta enfermedad y lo atribuyeron al consumo moderado
de vino. Este estudio representa evidencia epidemiolégica de que los antioxidantes pueden

prevenir e incluso tratar estas enfermedades (Repilado Alvarez, 2016).
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Los compuestos fendlicos o fenoles poseen su origen en el mundo vegetal, estos son
sintetizados por las plantas y regulados genéticamente, contribuyen a la pigmentacion de
muchas partes de la planta y estos se hallan en casi todos los alimentos de origen vegetal,
la cebolla, el té, el vino tinto, cacao, el aceite de oliva virgen, son alimentos ricos en
fenoles.; estas sustancias intervienen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los
alimentos, porque actllan como colorantes, antioxidantes y proporcionan sabor (Creus,

2004).

En 2020, el mercado de los colorantes naturales y el mercado de antioxidantes a nivel
mundial se estimaron en 1,3 billones de délares estadounidenses hoy, este mercado esta
valorado en aproximadamente 7,7 billones de délares estadounidenses y se espera que
crezca a una CAGR de aproximadamente 6% para el periodo 2021-2026. Con el mercado
europeo como principal protagonista y en que Sudamérica seria la region que mas rapido
creceria debido a su poblacion millenials demandando mas alimentos basados en plantas
(Pino & Vergara, 2022). Ecuador no posee un registro de productos alimenticios ni de
bebidas con caracter antioxidante, aun asi, se sabe que la industria de alimentos y bebidas
en el 2021 y tras una recuperacion econdmica relacionada a la coyuntura sanitaria del 2019
y 2020, el total de ventas en este sector se incrementd y represent6 el 42,8% de los

ingresos generados en el pais (Mucho mejor Ecuador, 2022).

La fermentacion espontanea de alimentos y bebidas ha sido practicada tradicionalmente por
muchas culturas en América del Sur. En Ecuador, los métodos de fermentacion
intervinieron en la localidad con una cantidad significativa de alimentos fermentados
consumidos durante generaciones, incluidos el cacao, el café y bebidas como la chicha, el

chaguarmishqui y el champus (Guerra, Cevallos Cevallos, & Ruales, 2022).

En 1886 en Ecuador se comienza con la producciéon de un fermentado consumido a nivel
mundial la cerveza, es gracias a los Sres. Martin Reimberg Dendder y Leonardo Stagg
Flores que se establece en la ciudad de Guayaquil la Lager Beer Breweries Association,

primera fabrica de cerveza en esta ciudad, pero existe un registro histérico de que esta
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industria inicio en nuestro pais en el afio 1566, con Fray Francisco Jodoco Rique, siendo
figura del convento de San Francisco, quien llego de Flandes, ahora Bélgica, convirtiéndola
en la primera en Latinoamérica por lo que podemos decir que esta bebida esta relacionada
a nuestra historia y cultura (Martinez Gémez, 2015). De acuerdo con el INEC-2018(Instituto
Nacional de Estadisticas y Censos) mas de 900 mil personas consumen alcohol, de este
porcentaje el 79,2 tiene gusto por la cerveza ante que las demas bebidas alcohdlicas (Brush
& Almeida, 2019), esto sumado a la produccién de cebada que esta en auge en la regién
interandina dota de todas las facilidades para que se fortalezca la produccion. Ademas hay
una mencion de apoyo al desarrollo de la industria cerveza artesanal, esta se menciona en
el art. 311 de la Constitucion citando: “el sector financiero popular y solidario se compondra
de cooperativas de ahorro y crédito, y bancos comunales, y que las iniciativas de servicios
del sector financiero popular y solidaria de las micro, pequefias y medianas unidades
productivas, recibiran un tratamiento diferenciado y preferencial del Estado, en medida que

impulsen el desarrollo de la economia popular y solidaria” (Hormaza Mufioz , 2020).

También hay que recalcar que la Asociacién de Cervecerias del Ecuador (Asocerv),
instituida en el afio 2013, ha fortalecido el sector productivo mediante el apoyo a los
emprendimientos cerveceros, esto lo ha realizado con el impulso del concurso la Copa
Artesanal de Cerveza mitad del Mundo; este concurso permite premiar la cerveza artesanal
nacional e internacional, a través de un tribunal calificativo experto en la catacion de este
tipo de bebidas. Otra actividad a destacar es la realizacién de congresos y capacitaciones,
con la presencia de expositores expertos para que se fortifique esta area y abarcan también
la promocién y generacion de exhibiciones a nivel nacional que promueven esta bebida que

es la cerveza artesanal (Hormaza Mufioz , 2020).
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Justificacion del problema.

Desde el afio 2000 Ecuador no cuenta con una moneda propia, esta politica permitié una
estabilizacion de la economia nacional; sin embargo, esto causo la dependencia del pais al
ingreso de divisas generado por las exportaciones y el uso de las mismas para importar
otras materias primas que no son producidas en el pais. Para elaborar cerveza artesanal se
utilizan una gran variedad de materias primas que son importadas, esta problemética
justifica el analisis que identific6 aquellas materias primas locales que pueden ser

empleadas con el fin de mejorar los costos de produccion (Peralta Bustamante , 2020).

Ademas, el cambio climatico ha jugado un papel importante en las cosechas de cebada a
nivel de Canada y EE.UU ya que estas han sufrido de sequias y en Europa estas cosechas
han sufrido de inundaciones por exceso de lluvia lo que provoco la reduccion del volumen
total disponible de cebada cervecera en Europa en un 30% mas bajo de lo habitual. Los
periodos humedos en Europa han provocado un mal crecimiento de la cebada, dando como
resultado granos mas pequefios en comparacioén con afios anteriores, como consecuencia
de este escenario se producira un incremento en el precio y una probable disminucion de la

calidad de la malta (Store, 2022).

Por lo que con este proyecto se busca la implementacion de plantas endémicas del Ecuador
tomando en cuenta sus caracteristicas organolépticas y sus propiedades medicinales que
en conjunto con el ltpulo sean capaces de otorgar aromas y amargores 6ptimos propios de
una cerveza artesanal permitiendo que se llegue a la calidad cualificada por la BJCP, a mas
de ello transferir sus propiedades antioxidantes a dicha bebida (Rivera Jara & Naula

Cepeda , 2019).

Por otro lado, se pretende obtener una bebida con identidad nacional, capaz de abrir
nuevas puertas para el desarrollo productivo nacional, incrementando la manufactura y uso
de materias primas nacionales, creando una cultura gastronémica con identidad patrimonial

(Rivera Jara & Naula Cepeda , 2019).
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Objetivos del proyecto

Objetivo general.

Evaluar el caracter antioxidante, el contenido de compuestos fendlicos y las
propiedades sensoriales presentes en cerveza artesanal enriquecida con plantas ubicadas
en la zona Andina del Ecuador.

Objetivos especificos.

e Elaborar una cerveza artesanal de moringa, una cerveza artesanal de café,
una cerveza artesanal de ishpingo, una cerveza artesanal de arrayan y una
cerveza artesanal convencional que no requiera adicion alguna de estas
plantas.

¢ Cuantificar el caracter antioxidante de cada cerveza artesanal empleando los
siguientes métodos: FRAP (capacidad de reduccion férrica del plasma),
DPPH (capacidad reductora del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y
ABTS (capacidad antioxidante mediante la reaccién del radical &cido 2,2'-
azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico).

e Cuantificar los compuestos fendlicos de cada cerveza artesanal con el
método colorimétrico de AICI3 y el ensayo Folin-Ciocalteu respectivamente.

e Comparar las propiedades sensoriales de las cinco cervezas artesanales
mediante pruebas hedonicas.

Hipotesis del proyecto.

Las cervezas artesanales enriguecidas con plantas ubicadas en la zona Andina del Ecuador
presentaran capacidad antioxidante, contenido total de fenoles y valores de las propiedades

sensoriales significativamente mayores que la cerveza artesanal sin plantas.
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Capitulo Il: Marco Teorico.

Cerveza Artesanal.

La cerveza artesanal es una bebida alcohdlica consumida a nivel mundial, dltimamente la
parte nutricional de la cerveza ha tomado mucha relevancia debido al contenido de
compuestos antioxidantes y los bajos niveles de etanol que esta presenta (Salanta , et al.,

2020).

La mayoria de compuestos valiosos de la cerveza (aminoacidos, vitaminas, minerales y
compuestos fendlicos), juegan un papel dentro de la dieta humana, proviniendo estas de las
materias primas basicas (Borsa , et al., 2022). Las materias primas convencionales incluyen
malta, granos de cebada, lUpulo, agua y levadura, en diversas porciones. Los compuestos
fendlicos que se hallan en la cerveza se originan en la malta (70-80%) y el lGpulo utilizados
en la elaboracion de esta bebida (Coelho Silva , Pereira Dos Anjos , Nani Guarierio , &

Souza Machado , 2021).

Los compuestos antioxidantes principales de la cerveza son los compuestos fendlicos y las
melanoidinas (estas se formar durante la reaccion de Maillard), ademas si se usan aditivos
antioxidantes en la cerveza uno de los principales es la vitamina C lo que este puede

contribuir en gran medida a su capacidad antioxidante (Neven, Vanderhaegen , Verachtert,

& Derdelinckx, 2005)

La composicién polifendlica influye en el sabor, color, espuma, turbidez, amargor y también
en las propiedades coloidales y sensoriales, ademas de la estabilidad y en la vida util de la
misma, por lo que se puede decir que el tipo y la cantidad de compuestos fendlicos

presentes en las cervezas le atribuyen un indicador de calidad en el procesamiento y en su

comercializacién (Zhao, 2015) (Socha, 2017).

El uso de especias en las cervezas artesanales puede mejorar las texturas, sabores y
aromas, aumentando asi el contenido de compuestos bioactivos y la estabilidad oxidativa

(eliminando radicales en los sistemas bioldgicos) (Nunes Filho, et al., 2021). Varios estudios
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han asociado el consumo de alimentos y bebidas ricos en compuestos fendlicos (incluyendo
el consumo moderado de bebidas alcohdlicas con bajo contenido de etanol) con beneficios
para la salud de los consumidores, como prevencién de enfermedades cardiovasculares y
ciertos tipos de cancer y prevencion de otras enfermedades relacionadas con el
envejecimiento (Coelho Silva , Pereira Dos Anjos , Nani Guarierio , & Souza Machado ,
2021). Estos productos denominados “nutracéuticos” son emergentes, aceptables y

deseados en el mercado actual (Nunes Filho, et al., 2021).

Las cervezas artesanales se pueden clasificar segun su proceso de fermentacion en dos la
primera son las Lager, son el tipo de cerveza mas consumida, que se producen por baja
fermentacion y suelen efectuarse entre 6 a 15°C. Mientras que el otro tipo de cerveza son
las Ale que se producen mediante fermentacion alta, estas se realizan entre los 16 y 24°C,
después de lo cual las células de las levaduras ascienden a la superficie del medio de
fermentacion formando asi una pelicula espesa que no se puede eliminar por completo. Y
por ultimo las cervezas lambic que es el resultado de una fermentacion espontanea

(Martinez Gomez , Caballero , & Blanco , 2020).

La elaboracién de cerveza artesanal es un proceso extremadamente complicado, ya que en
ella intervienen demasiadas variables, la quimica y bioguimica involucrada en ella son muy
complejas. Por lo cual las composiciones y concentraciones de sustancias reductoras
cambian constantemente a lo largo del proceso; las materias primas y los tratamientos que
se aplican también son una fuente de variacién. Los pasos de procesamiento térmico
siempre incitan cambios importantes en el contenido fendlico individual de la malta. Las
altas temperaturas inducen la degradacion de compuestos fendlicos (incluidos los acidos
fendlicos) o su polimerizacion (como las proantocianidinas) (Inns, Buggey , Booer, Nursten,

& Ames, 2011).

Materias primas empleadas en la elaboracion de cerveza.

Malta y el proceso del malteado.



27

Se pueden germinar varios granos (maiz, arroz, cebada, trigo, sorgo). El grano principal
utilizado en la produccién de cerveza artesanal y comercial es la cebada porque contiene la
cantidad Optima de almidon, la sustancia que forma el extracto fermentable. También
contiene proteinas, normalmente suficientes para proporcionar aminoacidos esenciales para
el crecimiento de la levadura, y sustancias nitrogenadas que juegan un papel importante en

la formacion de espuma (Suarez Diaz , 2013).

La Hordeum vulgare (cebada) es una planta graminea anual, originaria de Asia, existen dos
variedades de cebada, la primera es la cebada cervecera de dos carreras (Hodemum
distichum) que presentan dos hileras de semillas y la cebada de seis carreras (Hodeum
dexastichum) con seis hileras de semillas. La diferencia entre estas dos se presenta en que
la cebada de dos hileras es adecuada para la elaboracion de cerveza porque posee mas
azucares fermentables y tiene menos proteina, en cambio la cebada de seis carreras puede
ser usada ya que esta convierte mas que su propio peso de grano sin maltear, el pequefio
inconveniente es que al igual que el maiz, arroz o el sorgo se requiere maquinaria para
realizar filtracién porgue esta presenta problemas de clarificacion por su contenido en

proteinas (Ferreyra, 2014).

El proceso de malteado se centra principalmente en la germinacién parcial y el secado del
grano. Cuando las condiciones de germinacion son las adecuadas, el embrién segrega
acido giberélico, que activa las enzimas que descomponen las proteinas y los almidones en
formas mas solubles y metabolizables. Los congeladores controlan este proceso midiendo
el tamafio del germen (brote). Luego, la malta se coloca en un horno donde se calienta para
detener la germinacion. Dependiendo de la temperatura y el tiempo de secado se obtienen
diferentes maltas. Se dividen en dos grandes categorias: maltas basicas o maltas
especiales. La malta base es indispensable en la elaboracion de cerveza (Ferreyra, 2014).
Se secan a una temperatura de 40 a 60 °C, lo que permite reactivar las enzimas en la fase
de maceracion. Es decir, son maltosas, ricas en enzimas que descomponen el almidén. Las

maltas especiales se utilizan para dar a la cerveza un color especifico (amarillo, rojo,
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marrén, negro), sabor y aroma (pan, malta, chocolate, tostado, café, etc.) y no se ven
afectadas por las enzimas de sacarificacion. Este tipo de malta se seca a una temperatura
mas alta (90-250 °C), lo que favorece las reacciones de caramelizacion y tostado, la

formacion de pigmentos llamados melanoides y la sintesis de aromas (Suarez Diaz , 2013).

Agua.

El agua constituye el 85% de la composicion final del producto y se utiliza en el proceso de
remojo en los equipos de germinacion, maceracion y limpieza, el agua utilizada le dara
sabor a la cervezay la duracion de las diferentes etapas, ya que el agua alcalina o neutra
hard que la maceracién sea mas prolongada. Si es agua ultrapura, carecera de
oligoelementos como el calcio o el fosfato, lo que inhibira el crecimiento de la levadura, y
esta agua también afectara negativamente al grano durante el proceso de germinacion,
provocando el colapso de las células de la planta. La temperatura durante la germinacion
limitara la penetracién en el endospermo, ya que demasiado rapido (en agua caliente)
puede producir subproductos malolientes o, por el contrario, usar agua demasiado fria
significa una penetracion lenta, prolongando el proceso. El requisito minimo para el agua de
cerveza es que toda el agua utilizada debe ser potable (quimica y biol6gicamente segura).
Ademas, debe ser incoloro y tener un equilibrio mineral que coincida con el caracter de la

cerveza que se produce (Verdu, 2016).

Dentro de los perfiles cerveceros se puede mencionar que para elaborar cervezas oscuras
se usa aguas duras (agua que contienen mas minerales que un agua normal) y en la
elaboracion de cervezas claras se usan aguas blandas (aguas aptas para el consumo

humano) (Diaz Alulema , 2018).

Lupulo (Humulus lupulus)

Es una planta trepadora perteneciente a la familia del cafiamo, cuyas flores secas se utilizan
para aportar amargor, sabor, aroma y sabor a la cerveza. Dentro de las flores hay glandulas

amarillas llenas de una resina llamada lupinina, que es el ingrediente activo que usan los
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cerveceros. El lupulo ayuda a conservar la cerveza debido a sus propiedades
antimicrobianas, y otra funcién importante es brindar amargor ya que compensa el dulzor de
la malta, ayudando con la formacion de espuma y la retencién; que contienen polifenoles,
reaccionan con las proteinas de malta no deseadas y no las disuelven para que puedan
filtrarse o precipitarse. Dependiendo del tipo de IUpulo y de cémo se agreguen durante el
procesamiento, pueden producir sabor y aroma de diferentes maneras, ademas de tener

beneficios para la salud (Alvarez Quinto , 2020)

Dentro de la composicién del lUpulo tenemos materias nitrogenadas (17,5%), materias no
nitrogenadas (27,5%), celulosa bruta (13,3%), aceites esenciales (0,4%), taninos (3%),
resinas (18,3%), agua (12,5%), cenizas (7,5%) se menciona los componentes significativos
para la cerveza que son las resinas, los taninos o polifenoles y los aceites esenciales, que
son encontrados en la lupulina. Las resinas en el lUpulo fresco son llamadas resinas
blandas estos estan compuestos por grupos quimicos que dotan de amargor a la cerveza,
ayudan a la generacion de espuma y permiten que la cerveza tenga una vida Gtil mas

alargada (Alvarez Quinto , 2020) (Silva, 2007).

Debemos mencionar que dentro de los componentes de la resinas del lGpulo se encuentran
los < —acidos, que representan entre el 2 y 15% segun la variedad del lupulo y los 8 —

acidos (Alvarez Quinto , 2020).

Los «< —acidos se hallan en mayor concentracion en el mosto y en menores
concentraciones en la cerveza, esto sucede a que durante la ebullicion del mosto en el
proceso de elaboracion se produce la isomerizacion térmica de los « —acidos y l0S iso—«
—acidos. Dicha isomerizacion no es muy eficiente, solo el 50% de los < —acidos se
isomerizan y menos del 25% del potencial de amargos originales se mantienen en la
cerveza. Aproximadamente el 80% del sabor amargo se debe a los iso—x —acidos (Alvarez

Quinto , 2020).

Levadura



30

Son organismos vivos unicelulares pertenecientes al reino de los hongos, su principal fuente
de alimentacién son los azucares que provienen de la malta, esas levaduras toman a estos
azucares y los convierten en alcohol y CO.. El transcurso de fermentacion se ejecuta en
ausencia de oxigeno. Las levaduras usadas para la elaboracién de la cerveza son de dos
tipos, la primera es la levadura ALE que fermentan a temperaturas que oscilan entre 14 y 25
°C, la segunda levadura es la levadura LAGER que fermenta a temperaturas méas bajas de 6
a 10 °C, el uso de estas levaduras puede otorgar sabores y olores diferentes a las cerveza.
Por lo general las cervezas industriales para mantener una cerveza limpia usan levaduras
LAGER y en cambio las cervecerias artesanales usan las levaduras ALE, porque facilitan la
fermentacion al poder mantener el equipo de fermentacion a una temperatura de 14 a 25 °C
y no necesita de refrigeracion para llevar a temperaturas bajos 10 °C (Carvajal Martinez &

Insuasti , 2010).

En el proceso de fermentacion de la cerveza se presentan dos fermentaciones: la primera
se realiza en el equipo fermentador primario en donde se genera cierta un aproximado 3
grados alcohdlico por litro de cerveza verde y la segunda fermentaciéon que se desarrolla en
el interior de la botella @mbar, en donde al adicionar dextrosa o azUcar de mesa a la botella

permite la generacion de alcohol y gas (Carvajal Martinez & Insuasti , 2010)

Existe una diversidad de levaduras que pueden otorgar caracteristicas diferentes e
individuales sabores que pueden ser un juego al paladar, pero dentro de las las levaduras

usadas en la elaboracion de cervezas artesanales se clasifican en:

@,

++ saccharomyces cerevisiae

++ saccharomyces uvarum

La cerevisiae es la que realiza su fermentacion a temperatura ambiente por eso se dice que
realiza fermentacion alta aparte de que sus levaduras al terminar terminan flotando sobre el
liguido ya biotransformado y la uvarum provoca una fermentacion baja porque este proceso

lo realiza a bajas temperaturas y las levaduras al final terminan en el fondo del fermentador.

El resto de especies de levaduras se clasifican dentro del grupo de levaduras salvajes como
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son la candida, pichia, cloequera, pongue, etc. por lo general estas levaduras dafian a la
cerveza provocando malos sabores y olores desagradables. La levadura presenta una
forma esférica con dimensiones de un didmetro de 2 a 8 ym y una longitud de 3 a 15 um.
Ademas, estas estadn conformadas por un 75% de agua y dentro de sus constituyentes
posee de un 90 a 95 % de materia organica, la cual se puede clasificar en un 45% de
carbohidratos, 5% de materias grasas y un 50% de materias nitrogenadas, siendo las mas
importantes en las nitrogenadas las proteinas y en menos cantidad las vitaminas, en la
materia inorganica se puede mencionar que tiene de un 5 a 10% de sodio, fosforo,
magnesio, potasio, hierro, zinc, azufre y tiene un 8% de grasas (Carvajal Martinez & Insuasti

, 2010)

Adjuntos

Aparte de los ingredientes principales como el agua, la malta, el lpulo y la levadura se
pueden afiadir a las cervezas componentes amilaceos que se puedan transformar en
azucar por la accién de una digestion enzimatica. Los amilaceos son amilasas que
contienen almiddn y que en su estructura presentan cadenas de 24 a 30 moléculas de
glucosa por lo general se ramifican en un polimero de 2000 a 3000 moléculas, estos, los
amilaceos se pueden encontrar generalmente en tubérculos y cereales (Alvarez Quinto ,

2020)

Hace milenios que la yuca, el maiz, la papa, el arroz, el sorgo, la avena, el trigo y el mijo
han sido usados como fuentes de carbohidratos ya que presentan azucares reductores
facilitando asi la fermentacion espontanea. La fuente de carbohidrato puede influir en la
elaboracion de la cerveza, el maiz pude ser usado lo que permitira reducir el contenido de
proteinas y leucoantocianinas, generando asi cervezas sin turbidez, pero si lo comparamos
con las otras fuentes de carbohidratos vemos que el trigo realiza un efecto contrario ya que
este aumenta la proteina generando turbidez pero no todo estd mal ya que este permite el
aumento de la espuma si se afiaden copos de arroz aumentara alcohol y cuerpo a la

cerveza esta fuente de carbohidrato no afectara al sabor, ni al sabor ni al color mejor
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gracias a su alto contenido de nitrégeno permitird que las cervezas sean mas claras. Una
fuente de carbohidratos que genera el mismo efecto que el trigo son los copos de avena. Se
puede mencionar que el centeno permite una mejor coloracion de las cervezas otorgandole

un color rojizo (Alvarez Quinto , 2020).

Métodos de lupulado.

El lGpulo es la inflorescencia femenina de la planta Humulus lupulus L., los conos de esta
planta tienen tricomas glandulares conocidos como glandula lupulina donde se acumulan
metabolitos secundarios de interés para la elaboracion de cerveza. Estos metabolitos son
aceites esenciales principalmente terpenos, sesquiterpenos y sus analogos oxigenados,
terpenoides y sesquiterpenos, compuestos fendlicos, alfa-acidos y beta-acidos. Los conos
son usados en la cerveza ya que mejoran la estabilidad microbiolégica, la espuma, los
aroma, el sabor y el amargor. El amargor proviene de la reaccion de isomerizacion de los
acidos alfa del lupulo, estas moléculas son de baja solubilidad en agua y durante el proceso
de ebullicion se convierten en iso-alfa acidos, que es la molécula soluble que proporciona el

amargo caracteristicos de la cerveza (Oliveira Gomes, Ceola , & Guimaraes, 2022).

Existen variedades de lUpulos presentes en el mercado, cada tipo de lupulo posee
caracteristicas propias e Unicas, con diferentes concentraciones de aceites esenciales y
resinas. Este lupulo puede ser afiadido de diferentes maneras ya sea al final de la
ebullicién, el en whirpool o durante la fermentacion (dry hoppin). Esta Ultima técnica es muy
popular dentro de la industria cervecera artesanal ya que es una extraccion en frio de los
compuestos de lapulo volatiles y no volatiles en una solucion alcohélica; esta extraccion es
Optima cuando se usan granulos o polvo de lupulo porgue ambos contienen la glandula
lupulinica triturada, aumentando la superficie de contacto. Al ser una extraccion en frio, sus
aromas difieren significativamente del lupulado tardio, pudiendo incluso ser rica en
hidrocarburos terpénicos. Durante el siglo XXI esta técnica se hizo muy popular y es
utilizada por los cerveceros artesanales para aumentar el aroma y la estabilidad del sabor

de la cerveza. El lupulado tardio no es nada mas que la adicién del lapulo durante el
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whirpool (remolino o final de ebullicién) en este el lUpulo tiene que estar en menor tiempo de
contacto altas temperaturas, reduciendo asi la perdida de los componentes arométicos

(Oliveira Gomes, Ceola , & Guimaraes, 2022).

Las cervezas aromaticas por lo general se obtienen mediante multiples adiciones tardias de
lGpulo. Los aromas retenidos en este proceso son cercanos a los presentes en el cono o
granulo (pellet). El lupulado tardio otorga a la cerveza aromas de caracter especiado, nobel,
herbal, amaderado e incluso afrutado. A diferencia del lUpulo que es agregado durante la
elaboracion en donde las moléculas sufren reacciones de oxidacion y pueden alterar sus
sabores y aromas, la adicion de lapulo en la cAmara frigorifica proporciona sabores y
aromas similares a lupulo fresco. Los sabores mas utilizados para describir el dry hopping
son citricos, florales y de pino a diferencia de la cerveza tradicional con lapulo (Oliveira

Gomes, Ceola , & Guimaraes, 2022).

Dry hopping (HD)

La eficiencia del dry hopping depende de varios factores, como la cantidad de lGpulo,
el numero de adicciones (simples o multiples), el tiempo de contacto, la temperatura,
las caracteristicas del lupulo. El pH de la cerveza aumenta después de HD. Cuando
se trata del amargor, las cervezas con HD difieren de las cervezas con lupulo. Las
cervezas HD incorporan humulinonas del lipulo que poseen un sabor amargo, ya
gue estas, al igual que los lapulos son acidos alfa oxidados; las variedades con
mayores acidos alfa tendran mas humulinonas, al igual que los IGpulos mas viejos.
Dicha clase de compuestos son insolubles a temperaturas, por lo que su efecto en
las adiciones de lupulo es insignificante, en un estudio reciente sobre el amargor
relativo se informaron que las humulinonas tienen el 66% del amargor de los &cidos
iso-alfa y las hulupones (nombres dados a las formas oxidadas de los acidos alfa 'y

beta), el 84% (Oliveira Gomes, Ceola , & Guimaraes, 2022).
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El objetivo del dry hopping es potenciar el aroma a IUpulo, por lo que se prefieren
variedades con mayor contenido de aceite esencial. Las cervecerias varian la
cantidad utilizada por receta. Es importante que el cervecero tenga nocion de la
quimica del lupulo para no sobredosificar la cantidad de Iapulo en el HD. Las
cantidades altas de Iupulo dan lugar a aromas fuertes de hierbas o té y a una
extraccion ineficiente, mientras que cantidades bajas tenian aromas mas bajos y

agradables (Oliveira Gomes, Ceola , & Guimaraes, 2022).
Compuestos bioactivos y composicién nutricional de la cerveza.

La cerveza tiene una cantidad significativa de nutrientes como vitaminas y minerales, es una
fuente potencial de vitamina B12. Es isotonico y sus ingredientes principales tienen
potenciales benéficos para la salud. El contenido de proteinas y aminoacidos esta
influenciado por los procesos de produccion: la cerveza lager, ale y de trigo generalmente
carecen de proteinas, mientras que otros tipos de cervezas, independientemente de su
contenido de alcohol, tienen un contenido de proteinas de 0,3 a 0,6 g/100 ml. Los
carbohidratos contribuyen al valor energético de las cervezas y las cervezas sin alcohol
tienen concentraciones mas altas que las cervezas normales (4,5-14 g/100 ml frente a 3,3-
4,4 g/100 ml). La adicién de frutas aumenta la concentracion de compuestos bioactivos
como flavonoides, tocoferoles, acido ascoérbico y carotenoides, mejorando la calidad de la
cervezay el impacto en la salud del consumidor. La cerveza es rica en compuestos
antioxidantes como los compuestos fendlicos y las melanoidinas generadas principalmente
por las variedades de cebada y lUpulo utilizadas en las recetas de cerveza (Borsa, y otros,

2022)

Durante el proceso de elaboracién de cerveza, los compuestos fendlicos estan expuestos a
cambios cualitativos y cuantitativos. Al final de proceso de produccién, el 60% del contenido
fendlico de malta se pierde debido a la pasteurizacion y filtracion a alta temperatura en la
cerveza de gran produccion industrial, mientras que la cerveza artesanal no se filtra por lo

cual tiene una mayor concentracién de compuestos fendlicos. Debido a los procesos de
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elaboracion las cervezas industriales y las cervezas sin alcohol tienen concentraciones
bajas de compuestos fendlicos (Borsa , y otros, 2022). Silva et al., 2021 menciona que
identificaron y cuantificaron compuestos fendélicos en 14 muestras de cervezas artesanales
brasilefias por HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién de matriz
de diodos) con el objetivo de encontrar un método simple para analizar bebidas u otras
matrices. La formononetina estaba presente en todas las muestras; la catequina, la
epicatequina y el 4cido cafeico presentaron las concentraciones mas altas, influenciadas por
la adicién de café, vainilla o miel en el proceso de elaboracion de la cerveza artesanal. Los
acidos fendlicos se consideran una fuente valiosa de antioxidantes y también tienen un
papel en las propiedades sensoriales, el color y la estabilidad del sabor de la cervezay la
actividad de eliminacion de radicales libres, y su presencia en la cerveza artesanal es un
beneficio para el consumidor. Marques et al., 2017, determino que en 4 estilos de cerveza
artesanal el acido galico, el acido caféico, el 4cido ferulico y el acido p-cumarico en donde el
acido caféico que se encontraba en mayores cantidades. Silva et al., 2021, examino las
actividades biolégicas viables de la cerveza artesanal y finiquitaron que los compuestos
fendlicos, con su actividad antioxidante, pueden contribuir a una reduccién del riesgo de
cancer y eventos cardiovasculares si se consumen moderadamente (1 bebida por dia para
mujeres, 2 bebidas por dia para hombres). La cerveza es una fuente natural de silicio, lo
gue contribuye a reducir el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas al disminuir la
biodisponibilidad del aluminio e inhibir la reabsorcion 6sea en mujeres posmenopausicas

con osteoporosis.

Los polifenoles contribuyen al sabor, amargor, espuma, color y estabilidad coloidal,
mientras que los prenilflavonoides aseguran la estabilidad de la espuma y presentan
actividad antioxidante, actividad microbiana prolongada y sabor. El color de la cerveza
cambia durante el almacenamiento a medida que tienen lugar los procesos oxidativos. Las
catequinas y las epicatequinas se encuentran involucradas en la formacion de la turbidez y

la estabilidad coloidal, pero también influyen en el amargor, y los aminoacidos de la malta
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proporcionan amino nitrégeno libre, que es el responsable de la formacion de compuestos

del sabor (Borsa , y otros, 2022).

El ldpulo gastado es una rica fuente de proteinas, polifenoles y aceites esenciales, y podria
usarse en el segmento de la cerveza artesanal para obtener nuevos sabores y posibles
beneficios para la salud. Los extractos de lupulo gastado tienen efectos estrogénicos por
dos mecanismos: como inhibidores de la aromatasa que podrian reducir el riesgo de
carcinogénesis estrogénica y como inhibidores de los receptores de estrégeno que pueden
ayudar a controlar los sintomas de la menopausia. Sus componentes estan involucrados en
la desintoxicacion y las vias inflamatorias y en la apoptosis celular y también tienen
actividad inhibidora selectiva sobre algunas de las enzimas CYP450: 1A1, 1A2, 1B1, 2C8,
2C9y 2C19, lo que puede conducir a interacciones farmacologicas. Las levaduras utilizadas
durante el proceso de fermentacion pueden ser una fuente de probidticos (Borsa , y otros,

2022).

Compuestos fendlicos y melanoidas como antioxidantes naturales.

Compuestos fendlicos en la cerveza.

Los compuestos fendlicos son sustancias quimicas caracterizadas por la presencia de al
menos una unidad fendlica. La contribucion de fenoles a la actividad antioxidante de la
cerveza es mas del 50%. Estos compuestos fendlicos tienen su origen en la cebada
(alrededor del 70-80%) y del ltpulo proporciona alrededor del 30-20%. Se tiene referencia
gue el contenido de polifenoles y acidos fendlicos varia segun el tipo de cerveza, las
cervezas afrutadas y oscuras tienen valores de TPC (contenido total de fenoles) mas altos,
en comparacion a las cervezas sin alcohol que por lo general sus valores de TPC son mas
bajos (Martinez Gomez , Caballero , & Blanco , 2020). Ademas, Oliveira Neto et al. (2017)
menciona que las cervezas ale presentan un contenido total de polifenoles mas alto que las
lagers y mayores propiedades antioxidantes. Estudios recientes demuestran que los

compuestos fendlicos mas abundantes en las cervezas son los acidos ferulicos, galico, y p-
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curamico, también se ha mencionado acidos vanilico y sinaptico. Debemos comentar que el
acido ferulico es el 4cido fendlico mas abundante en las cervezas europeas, chinas,
chilenas, pero en cervezas brasilefias o serbias predomina el 4cido galico. (Martinez Gomez

, Caballero , & Blanco , 2020) (Piazzon & Nardini, 2010).

Segun el tipo de cervezas, en el tipo ale es el acido caféico el que se encuentra en mayor
proporcion y en las cervezas tipo lager es el acido galico. El acido feralico predomina en las
cervezas sin alcohol, negra, de abadia, de trigo, Pilsen y bock. El xantohumol es uno de los
antioxidantes mas importante por sus efectos sobre la salud, alcanzando concentraciones
entre 0,0002 mg/L y 0,628 mg/L. Las maltas tostadas aumentan el contenido de este
compuesto en la cerveza. El resveratrol, otro polifenol de gran interés, se encuentra en
menor medida en las cervezas lager o sin alcohol que el as cervezas tipo ale (Martinez

Gomez , Caballero , & Blanco , 2020)

Melanoidinas.

Son productos macromoleculares nitrogenados y de color marrén de las reacciones de
Maillard, que se forman durante el proceso de malteado y elaboracion de cerveza; la
cerveza negra posee mayores cantidades de contenido de melanoidina, esto porque su alto
contenido en maltas oscuras que han sido tostadas inducen a la polimerizacion de
compuestos de bajo peso molecular, por lo que el contenido de compuestos de bajo peso
molecular en maltas tostadas es menor en maltas palidas. Por lo tanto, las maltas pale y
caramelo se caracterizan por contener colorantes de bajo peso molecular de color marrén
claro, mientras que las maltas tostadas se caracterizan por poseer compuestos de alto peso

molecular de color marrén intenso (Martinez Gomez , Caballero , & Blanco , 2020).

Generalmente, las maltas palidas proporcionan menos poder reductor al mosto y la cerveza
gue las maltas coloreadas. El horneado consiste en secar la malta durante un maximo de 30

horas y da como resultado un producto estable que se puede manipular, almacenar y moler
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facilmente. El poder reductor est4 asociado con las temperaturas mas altas involucradas en

la produccion de compuestos de color, incluida la melanoidina y las especies fendlicas.

Como resultado de las temperaturas altas aplicadas para producir maltas oscuras
especiales, se forman niveles méas altos de antioxidante (reductonas y melanoidinas)
durante la reaccion de Maillard. En consecuencia, las cervezas con maltas oscuras
normalmente tienen una vida Util més larga que las cervezas palidas (Martinez Gomez ,

Caballero , & Blanco , 2020).

Existen varios mecanismos por los cuales los productos de reaccién de Maillard pueden
actuar como antioxidantes; secuestrantes de oxigeno, secuestrantes de oxigeno reactivo,
agentes reductores y agentes quelantes de metales. Tradicionalmente, se sabe que el uso
de malta coloreada mejor la estabilidad de la cerveza terminada y también se ha
demostrado que las cervezas mas coloreadas retienen un mayor poder reductor durante el
almacenamiento. (Zhao , Li, Yang, & Zhao , 2013) encontr6 correlaciones positivas entre el

contenido de melanoidina en las cervezas y la capacidad antioxidante.

Capacidad antioxidante en cerveza.

Las cervezas oscuras poseen una mayor actividad antioxidante. El hecho de que las
cervezas oscuras tengan una alta actividad antioxidante puede deberse al uso de maltas
especiales como maltas caramelo o maltas con diferentes coloraciones. Durante el proceso
de ebullicion de estas maltas se generan diferentes compuestos de Maillard que tienen
actividad antioxidante. Dentro de las clasificaciones de las cervezas se las hace por
regiones, las cervezas belgas tienden a tener una mayor actividad antioxidante que las
cervezas portuguesas. Las cervezas asiaticas presentan un valor FRAP mas bajo que las
cervezas inglesas o alemanas, porque generalmente las cervezas asiaticas son menos
amargas. Las cervezas amargas tienen una mayor actividad antioxidante, el amargor
proviene del lipulo y esto es responsable de que ciertos compuestos fendélicos como las

procianidinas, la epicatequina o el acido ferulico se liberen durante la elaboracion de la
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cerveza, lo que aumenta la actividad antioxidante. El principal mecanismo por el cual los
acidos derivados del lupulo actian como antioxidantes es la quelacion del hierro y la

eliminacion de radicales (Martinez Gomez , Caballero , & Blanco , 2020).

Afectaciones ala capacidad fendlica y antioxidante de la cerveza.

Aparte de los factores como la temperatura, la cantidad afiadida de lapulo o de material
vegetal, el agua o el desconocimiento de la quimica del lipulo de parte del cervecero que
provocan la perdida de compuestos bioactivos y proporcionan una cerveza de baja calidad,
se pude mencionar que la levadura también puede influir en la composicién fendlica y la
capacidad antioxidante del producto final. Entre las familias de compuestos fendlicos, los
acidos fendlicos son los mas estudiados en las cervezas, sin embargo, los flavonoides como
las catequinas, las procianidinas y la quercetina y los estilbenos (trans y cis resveratrol) se

han asociado con la capacidad antioxidante en la cerveza (Viana, y otros, 2021)

En un estudio realizado por Viana et al. (2021) en donde analizaron las cervezas obtenidas
con diferentes cepas comerciales, afirman que las cervezas tienen un rico perfil fendlico, y
esto es debido a que estos compuestos poseen una mejor solubilidad en presencia de
mayores concentraciones de etanol. Ademas, algunas levaduras pueden convertir
complejos o compuestos fendlicos glicosilados en aglicona simple. De lo contrario, la
disminucion de algunos compuestos fendlicos puede ser asociado con la precipitacion de
compuestos durante la maduracién. Las catequinas y las proantocianidinas diméricas se
ven mas afectadas que los compuestos monofendlicos. Asi mismo, las levaduras pueden
degradar compuestos fendélicos como sustratos de carbono para promover su crecimiento.
Al final al comparar los resultados obtenidos donde se analizaba la cantidad de los
compuestos fendlicos, manifestaron que la utilizacion de diferentes levaduras comerciales
resulto en varias concentraciones y tipos de compuestos fendlicos, esto debido a que las
levaduras pueden expulsar o absorber dichos compuestos a su conveniencia, por lo que los
compuestos fendlicos contribuyen a la estabilidad espuma, sabor y olor de la cerveza,

siendo este un indicar de calidad. En consecuencia, las cepas de levaduras comerciales
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influyen directamente o indirectamente en el perfil de compuestos fendlicos, capacidad
antioxidante y contenido de alcoholes y acidos grasos, que son compuestos criticos dentro

del atributo de las cervezas artesanales.
Material vegetal
Moringa oleifera L

La Moringa oleifera L. llamado el “arbol de baquetas”; pertenece a la familia Moringaceae.
Puede tomar varios nombres como el arbol de rabano picante, arbol de aceite de ben o
arbol de benzoil. Crece en ambientes tropicales y subtropicales. Sus hojas, vainas, semillas,
flores, frutos y raices se consumen como alimento y algunas se toman como remedios esto
lo convierte en un arbol de usos multiples donde se usa como medicina herbaria, especias,
alimento, fertilizante, coagulantes naturales, forraje y néctar para las abejas. La Moringa
oleiferia es un arbol caducifolio de rapido crecimiento. Su altura maxima es de 10 a 12 m, su
trinco alcanza un diametro de 45 cm. Las flores miden aproximadamente 1,0-1,5 cm de
largo y 2,0 cm de ancho. La floracién comienza dentro de los primeros seis meses después
de la siembra. El fruto es una capsula caida, marron de tres lados y contiene semillas
esféricas. La semilla posee tres alas delgadas y blanquecinas, estas son responsables de la
distribucion de la semilla por el agua y viento. La moringa crece de forma silvestre o se
cultiva en América Central y el caribe, los paises del norte de América del Sur, Africa, el
Sudeste Asiatico y varios paises de Oceania. De entre las doce especies del género

Moringa la mas cultivada es la Moringa oleiferia (Hack, y otros, 2018)

Las hojas de la Moringa oleiferia pueden ser consumidas ya que son fuentes de nutrientes
altamente digeribles y se pueden comer frescas, cocidas o almacenadas como polvo seco.
Ademas, se utiliza como buena fuente de vitaminas (A, B, y C), acido nicotinico, riboflavina,
piridoxina, acido félico, betacaroteno, acido ascorbico, alfa-tocoferol, calcio y hierro, asi
como fuente principal de los esenciales aminoacidos. Los informes describen que la planta

posee actividad antinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana y antitumoral. Moringa posee
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eficaces efectos antibidticos y fungicidas. Actualmente diversos estudios han concluido que
la moringa se puede utilizar en productos alimenticios como ingrediente funcional.
Asimismo, presenta un potencial para mejorar la nutricién y respalda las funciones
inmunitarias de Escherichia coli y un aumento de los recuentos de lactobacillus en el
intestino, lo que demuestra una respuesta inmunitaria mejorada. La moringa tiene un alto
valor nutricional y puede ser utilizado en la alimentacion animal, fertilizacién verde,
medicamentos, bioplaguicidas y produccion de semillas (Hack, y otros, 2018). En un trabajo
realizado por Bikheet et al. (2021) en donde agregaron extracto alcohdlico de Moringa
oleiferia al yogurt observaron que este aumenta las propiedades los atributos sensoriales y
amplifica las propiedades nutricionales y terapéuticas al yogur bebible preparado. También
permitieron reducir el nimero de bacterias acido lacticas, lo que puede reafirmar que esta
planta puede ser usada como conservante natural por sus propiedades antibacteriales y

esperamos que en un futuro pueda tener mas aplicaciones.

e Fotoquimicos de la moringa oleifera.

Dentro de los compuestos fitoquimicos encontramos la ramnosa (azucar
simple), isotiocianato y glucosinolatos que son conocidos por sus fuertes efectos
hipotensores (disminucion de la presion arterial) y espasmoliticos (relajantes
musculares). Del mismo modo se encuentra presentes los glucosinolatos de
bencilo, 4-(4-O-acetil-« —t- ramnopiranosil oxi) bencilo tiocianato y 4-( -« —t
ramnopiranosil oxi) bencilo isotiocianato. Se conoce que estos compuestos
poseen actividad anticancerigena, hipotensora y antibacteriana. Algunos
pigmentos flavonoides, como la kaempferitrina, la isoquercitrina, la ramnetina, el
kaempferol y la quercetina se encuentran en las flores de moringa. Segun
Yameogo et al. Moringa oleifera es la mejor fuente de un amplio espectro de
antioxidantes dietéticos, incluidos flavonoides como el kaempferol y la
quercetina. Sigghuraju y Becker mencionan que existen antioxidantes naturales

en Moringa oleifera en tres origenes agroclimaticos diferentes: ascorbato
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(vitamina C), g —Caroteno y a-tocoferol. En especifico tenian un mayor
contenido de antioxidantes que las frutas y verduras como son las fresas,
zanahorias, soya y pimiento picante. Al mismo tiempo afirma que la moringa
supera a algunos vegetales en su fuerza como antioxidante, ya que su contenido
de fenoles totales era casi el doble que el de los vegetales (brocoli, espinaca,
guisantes y coliflor) y el total de flavonoides era tres veces mayor que el de los
mismos vegetales. El poder reductor de la moringa fue mayor y los radicales
libres remanentes fueron menores en comparacion con estos vegetales. Los
principales antioxidantes de la moringa son el &cido ascérbico, el kaempferol y la
guercetina; estos proporcionan una proteccion a los animales contra
enfermedades e infecciones degenerativas, que podrian estar asociadas con la
captura directa de radicales libres para evitar dafios en el ADN por oxidacion
excesiva. Los fitoesteroles como el kaempesterol, el sitosterol y el estigmasterol
son precursores de las hormonas que inducen la produccion de estrogenos y
estas estimulan la proliferacion de los conductos de las glandulas mamarias para
crear leche. La presencia de flavonoides le confiere propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y antidiabéticas y como agente antiproliferativo y
anticancerigeno. Finalmente, podemos afirmar que la moringa es rica en
compuestos fitoquimicos que le confieren a la planta importantes propiedades
medicinales que podrian ser valiosas para el tratamiento de ciertas dolencias

(Hack, y otros, 2018).

Ishpingo (Ocotea quixos K.)

Lauraceae es una familia que en su mayoria consisten en arboles o arbustos, estas se
distribuyen desde las regiones tropicales hasta las templadas célidas, especialmente el
sudeste asiatico y América tropical. En Ecuador (América del Sur), la familia Lauraceae se
encuentra representada por 15 géneros y mas de 167 especies de las cuales 23 son

endémicas y estan distribuidas en los bosques hiumedo de la Costa, Sierra y Amazonia.
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Dentro de la familia Lauraceae, el género Ocotea es uno de los mas abundantes incluye
arboles y arbustos que estan en regiones tropicales y subtropicales de América central y del

Sury las Indias Occidentales (Valarezo, Vullien, & Conde Rojas, 2021).

Ocotea quixos (Lam.) Kosterm es una especie aroméatica, nativa del Ecuador y ampliamente
distribuida en la region Andina y Amazoénica, se llama comunmente “Ishpingo” del quichua
ishpinku “canela” y “canela amazénica”. Esta planta puede medir hasta 25 m de altura y 80
cm de diametro, sus flores son pequefias y de color blanco verdoso y sus hojas miden hasta
15 cm de largo con un haz verde oscuro. Los frutos miden aproximadamente 5 cm de largo
y son de color verde amarillento. Las hojas y los calices de los frutos de Ishpingo se utilizan
para preparar aguas aromaticas. En Ecuador, esta especie forma parte de la preparacion de
comidas rituales, como bebida tradicional del dia de muertos, la colada morada, es usada
como remedio tradicional ya que la infusién es consumida para tratar la diabetes y calmar
los dolores corporales y a mas de eso las mujeres la toman después del parto para mejorar
la digestiéon. Actualmente no existen informes de toxicidad en esta especie (Valarezo,

Vullien, & Conde Rojas, 2021).

El Ishpingo esta asociado a las plantas aromaticas por la presencia de aceites esenciales.
Estos aceites esenciales también llamados metabolitos secundarios volatiles, son mezclas
complejas de compuestos de entre 10 y 25 carbonos. La existencia de aceite esencial en
las hojas de ishpingo se ha informado previamente. Algunas propiedades biolégicas son
atribuidas al aceite esencial de O. quixos como actividad antioxidante, actividad antifingica,
actividad larvicida, actividad antiviral y fitotoxicidad (Valarezo, Vullien, & Conde Rojas,

2021).

e Fotoquimicos del Ishpingo (Ocotea quixos K.)
En el aceite de esencial obtenido a partir de las hojas del Ocotea quixos K. se
evidencio la presencia de cariofileno, humuleno y eremofileno, a-pineno, -

pineno, éucaliptol, ciclohexano, cariofileno, a-cariofileno, metano azuleno y 6xido
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de cariofileno. Sin embargo, existen también taninos, fenoles y flavonoides (Flor

Olivo & Parra Pedraza, 2017).

El aceite esencial obtenido del caliz de las flores mostré trans-cinamaldehido,
metil cinamato, eucaliptol, benzaldehido y g-selineno y el aceite esencial
obtenido a partir de las ramas se observa que contiene cinamaldehido, aldehido
cinamico, saponinas, cumarinas, alcaloides y flavonas (Flor Olivo & Parra

Pedraza, 2017)

Arrayan (Luma apiculata B.)

El arrayan (Luma apiculata B.) es una mirtacea, su baya es comestible de color negro o
morado de sabor intenso, aroméatico y de agradable sabor dulce. Las especies de Luma se
han descrito previamente como una rica fuente de compuestos fendélicos con alta actividad
antioxidante. Los extractos de frutos maduros de arrayan mostraron la presencia de flavonol
y antocianinas, con alta capacidad de absorcion de radicales de oxigeno y proteccion
vascular dependiente de la concentracion en condiciones de glucosa alta. Ademas, los
extractos acuosos demostraron la inhibicion de la agregaciéon de plaguetas inducida por
colageno en la sangre humana, lo que indica la potencia para tratar heridas e inflamaciones.
El arrayan ha mostrado actividad contra el virus del herpes simple tipo 2 (Viktorov4, y otros,

2020)
Café (Coffea arabica L.)

El café (Coffea arabica L.) pertenece a la familia Rubiaceae, y el género coffea se cultiva en
regiones subtropicales y tropicales; Coffea arabica es una especie autofértil y de
autopolinizacion con una taza de cruzamiento comun de menos del 10% , que es suficiente
para inducir alguna variacion en la descendencia y en los cultivares de polinizacion libre.
Coffea arabica es una dicotiledonea siempre verde que alcanza de 8 a 10 m de altura, cada
nudo produce dos hojas opuestas y, por lo tanto, tiene dos axilas de hojas que residen en

lados opuestos del nudo, cada una de las cuales contiene una serie de yemas. La
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ramificacion es dimérfica porque tiene dos tipos de brotes: “brotes en serie” y “cabeza de
brotes en serie”. Después de 3 a 4 afios de trasplante, flores blancas fragantes crecen en
racimos en las axilas de las hojas de café. La inflorescencia tiene un eje corto, dos pares de
bracteas en su base y varia en numero de una a veinte por axila de hoja en las ramas
primarias y secundarias. La corola es blanca y tiene cinco pétalos expandidos. Los cinco
estambres son epipétalos y se insertan en el tubo de la corola entre los pétalos en
filamentos cortos. La floracion de la planta de café involucra dos procesos, la iniciacion del
capullo y la apertura de la flor; los capullos del café que se convertiran en flores se
producen de 4 a 5 meses antes de la antesis. Los botones florales se abren los dias
soleados temprano en la mafiana y la eliminacién del polen empieza poco después. Los
cogollos pueden alcanzar de 4 a 6 mm y luego entran en un periodo de latencia. La
fertilizacion tiene lugar antes o justo en la apertura de la flor y luego después de la
polinizacion, alrededor de 6 a 8 semanas posteriormente de la fertilizacién se produce el
fruto de café y permanece como una cabeza de alfiler durante un periodo de tiempo que
depende el clima. Las bayas inmaduras son de color verde opaco y al madurar cambian de
un color amarillento a rosa brillante. Cada grano de café contiene dos semillas con una
longitud de 8,5 a 12,5 mm que son elipsoidales y estan unidas por una superficie aplanada
gue esta profundamente acanalada. Las semillas contienen endospermo cérneo verde y un
embrién pequefo; los granos secos, después de quitarles la piel plateada, proporcionan
granos de café con fines comerciales. Uno de los principales cultivos a nivel mundial es el
café ya que de este se obtiene una de las bebidas mas vendidas a nivel global y es muy
apreciado su exportacion; es el segundo producto basico mas comercializado del mundo,
después del petréleo. El café arabico representa el 70% de la produccion mundial de café. A
nivel mundial el comercio del café genera entre 10000 y 12000 millones de USD anuales
para los paises productores y brinda oportunidades de trabajo entre 20 - 25 millones de
personas, que cultivan, procesan, distribuyen y comercializan el producto (Melese & Kolech,

2021)
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e Fotoquimicos del café (Coffea arabica L.)
El contenido de polifenoles de la hoja de café depende de la madurez y los
tiempos de cosecha, la especie de café, de su hoja y estan fitoquimicamente
compuestos de cafeina, trigonelina, adenina-7-glucosil, teobromina, teofilina, ent-
kaurane diterpenpids, 7 metilxantina, antocianinas, mangiferina, isomangiferina,
catequina, epicatequina, procianidina B1, acido clorogénico (5-CQA), glucésido,
rutina, isorhamnetina, quercetina, isoquercetina, kaempferol, histidina, acido
pipecélico, sacarosa, taninos, acido cafeico, acido p-curdmico, acido ferdlico,
acido sinaptico, acido neoclorogénico (3-CQA) y acido criptoclorogénico (4-CQA)

(Ngamsuk, Huang, & Hsu, 2019).

Las procianidinas son flavonoides de la clase de las proantocianidinas con una
potente actividad antioxidante, capaces de eliminar una amplia gama de
especies de radicales libres y especies de nitrdgeno. Muchos estudios han
demostrado el potencial antioxidante de las procianidinas (Ngamsuk, Huang, &

Hsu, 2019).

La cafeina, polifenoles, alcaloides, y los acidos fendlicos como el cafeico y
clorogénico son los principales antioxidantes que tiene el café; segin su especie
y lugar de origen el café presenta valores que varian y le permiten tener esa
calidad de alimento funcional y nutracéutico. Estos compuestos son los que
determinan los sabores del café y asi mismo son los precursores de los
pigmentos caracteristicos que este presenta en su forma de bebida (Lazcano

Sanchez, 2015)

Capacidad antioxidante de las plantas.

El cambio climético ha provocado que las plantas exhiban especies reactivas en oxigeno
(ROS), estas pueden cambiar su concentracion si las plantas crecen en ambientes limitados

de recursos, como es el caso de suelos secos o con alto contenido en sales, condiciones
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gue concurren en la agricultura de la region y limitan gravemente la produccion agricola y su
calidad final (Gillespie, June, & Ainsworth, 2007). Si las condiciones son tanto endégenas

como exogenas se pueden presentar estrés oxidativo lo cual induce a la oxidacion del ADN,
proteinas y lipidos de membrana que asi mismo pueden conducir a la destruccién oxidativa

de las células (Gillespie, June, & Ainsworth, 2007).

Estudios recientes afirman que el estrés oxidativo no solo se limita al dafio inducido por los
radicales libres en las biomoléculas, sino que también implica la perturbacion del estado
redox celular, que se ha declarado como un obstaculo en la sefializacion y el control redox,
por lo cual el sistema antioxidante envuelve algo mas que una captura de radicales libres

(Pisoschi, Pop, & Cimpeanu, 2016).

Los efectos generados por acumulacion de radicales libres en el citoplasma de las células
vegetales son la peroxidacién de lipidos (da lugar a la formacion de dienos conjugados),
gue se produce por la oxidacion del hidrogeno de los grupos metilos, separando dobles
enlaces lo que da lugar a un reensamble de estos (Smirnoff, 1995). Los lipidos
hidroperoxidados se mantienen reaccionando como radicales libres si se encuentran con
metales reducidos, estimulando que la reaccién en cadena se extienda. Dicho proceso
metabdlico natural esta bajo condiciones aerdbicas normales; esta reaccion afecta
principalmente a la membrana celular y sus funciones (Recknagel & Glende, 1984).
Ademas, las altas concentraciones de dichas moléculas oxidan los residuos de cisteina (-
SH) o de metionina (-SCHs) que son las proteinas metabdlicas de la célula, esto generara la
inactivacion de las enzimas involucradas en el ciclo de calvin, como son la fructosa-1,6-
bifosfato, sedoheptulosa-1,7-bifosfato, y fosforibuloquinasa, en donde pueden perder el 50%
de su actividad (Kaiser , 1979). Asi mismo oxidan proteinas quinasas, fosfatasa y factores
de transcripcion que contengan residuos de tiolato (Vandenabeele, Vranové, Montagu, Inze,
& Bresegem , 2000). Los radicales libres son capaces de alterar la estructura de los
ribonucleotidos, desoxiribonucleotidos, ARN de cadena simple y ADN de doble cadena;

dando lugar a mutaciones puntuales en el genoma de las células (Tadddei, y otros, 1997)
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La planta posee un mecanismo de defensa antioxidante en donde se incluye reacciones
enzimaticas y moléculas amortiguadoras antioxidantes que junto a las enzimas productoras
de las especies reactivas en oxigeno permiten el mantenimiento del homeostasis en todos
los compartimientos celulares. Esta red de defensa antioxidante que controla la cascada de
oxidacion y permite la proteccion de las células contra dafios oxidativos, genera una
defensa que permite la reduccién de la produccion, eliminan las especies reactivas en
oxigeno y previenen el dafio celular. El ascorbato (ASC), el glutation (GSH), taninos,
flavonoides, , « —tocoferol, carotenoides y precursores de la lignina son las moléculas

antioxidantes que regulan las especies reactivas de oxigeno (Perez, 2011).

Un complejo enzimético es presentado por las plantas en cada compartimiento celular Esto
les permite formar radicales —O™ que son formados a partir del 2 % de oxigeno celular
molecular consumido por estos organismos. Pero existe una enzima que dismuta el 0; en
H,0,vy 0,. El H,0, en presenta de sustratos reductores y esta es la peroxido dismutasa

(SOD) (Gechev, Van Breusegem , Stone, Denev, & Laloi, 2006).

Moléculas antioxidantes no enzimaticas en plantas.

El material vegetal rico en fenoles es de gran interés para la industria alimentaria porque
retardan la degradacion oxidativa de los lipidos con lo que mejoran la calidad y aumentan el
valor nutricional de los alimentos. Las moléculas antioxidantes que no son enzimaticas en
plantas se extraen a partir de material seco o fresco. Para separa gomas o agliconas y
clorofilas se usan solventes no polares o ligeramente polares. Existe un grupo numerable
gue son considerados polares porque son solubles en metanol, etanol, agua y acetona esto
debido a su amplio numero de grupos hidroxilos no sustituidos azucares y estos son los

fenoles (Rivas , Granadillo, & Morillo, 2017).

Entre las moléculas podemos encontrar:

Acido ascérbico.
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La sobreproduccidn de especies reactivas en oxigeno en plantas bajo condiciones de estrés
es un fenédmeno habitual. Las plantas pueden contrarrestar el problema mediante la
produccién de sustancias neutralizantes de los ROS, dentro de estas sustancias estan los
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. En tal contexto el acido ascoérbico es un
antioxidante no enzimatico universal que posee un potencial no solo para eliminas las
especies reactivas en oxigeno, sino que también modula las funciones esenciales de la

planta tanto en condiciones de estrés como sin estrés.

La forma biol6gicamente activa de acido ascérbico es la forma anidnica estable por
resonancia que se denomina ascorbato. Los contenidos de ascorbato apoplastico son
vitales para la percepcién del estrés ambiental como un vinculo directo y por lo cual estan
involucrados en la sefializacidn y respuestas posteriores al estrés en la planta. En general la
respuesta al amortiguamiento redox del aploplasto celular es baja a pesar de tener
presencia de otras moléculas antioxidantes como poliaminas y flavonoides y oxido nitrico y
depende en gran medida de las reservas de acido ascérbico debido a la ausencia de
glutation y NAD(P)H. Asi mismo se menciona que los estados redox de los niveles de
ascorbato apoplastico influyen en el equilibrio hormonal, las respuestas de crecimiento, en
las cascadas de sefalizacién de MAPK vy las actividades de las enzimas antioxidantes,
mientras que los niveles de glutation no se ven afectados. Por lo que, en consecuencia,
debido a su ubicacién en el apoplasto, el acido ascérbico constituye un papel vital en la
percepcion del estrés, la homeostasis redox y la regulacion posterior del estrés oxidativo y
las respuestas fisi-bioquimicas de la planta bajo estrés abiético normal y diferente (Akram,

Shafig, & Ashraf, 2017).

Tocoferol.

Los tocoferoles son compuestos naturales con actividad de vitamina E, pertenecen a un
grupo de derivados fendlicos de benzocromano, poseen una extensa alquilacion en el anillo.
El a-tocoferol es uno de los cuatro tocoferoles bioldgicamente mas activos. Se ha

demostrado que el a-tocoferol rompe cadenas in vitro mas activos y probados hasta el dia
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de hoy. Ademas, se especula que la cola de fitilo de cadena larga en los tocoferoles
permiten que el compuesto se divida en membranas lipofilicas de células y organulos,
donde puedan ejercer su actividad antioxidante para prevenir el dafio oxidativo (Richard,
1987). También las actividades bioquimicas de los tocoferoles se encuentran vinculadas
con la formacion de especies de tocoferol quinona que posteriormente se degradan y
reciclan dentro de las células y tejidos. El a-tocoferol juega un papel importante en un sin
namero de procesos metabdlicos de las plantas a lo largo de la ontogenia de las plantas.
Puede mantener la integridad y fluidez de las membranas fotosintéticas, neutraliza los
radicales peroxi de lipidos y en consecuencia bloquean la peroxidacién de lipidos al apagar
los cationes oxidativos. El a-tocoferol puede regular varios procesos metabdlicos
involucrados en la promocion del crecimiento y desarrollo de las plantas bajo estrés y sin
estrés y como puede contrarrestar de manera afectiva la alta acumulacién de especies
reactivas de oxigeno inducida por el estrés. Actualmente, la aplicacion exégena del a-
tocoferol ha sido ampliamente reportada como un medio potencial para promover la
resistencia en las plantas a una variedad de ambientes estresantes (Sadig, Akram, Ashraf,

Al-Quarainy, & Ahmad, 2019).

Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos formados por la via shikimica constituyen uno de los grupos mas
numerosos de metabolitos secundarios descritos en plantas, estos fotoquimicos realizan
una variedad de funciones dentro de la planta como la defensa contra patdégenos y
herbivoros, mecanismos de sefializacion, pigmentos de frutas y flores y proteccién contra la
luz ultravioleta. Son componentes de las células vegetales y contribuyen a la adaptacion de
las plantas en el medio ambiente. Durante la evolucion de las plantas vasculares, fueron las
primeras en sintetizarse (ligninas) y marcan las diferencias entre la diversidad estructural de
componentes fendlicos entre plantas y su variabilidad genética. Varios factores bibticos y
abidticos forman parte de esta diversidad estructural. La investigacion sobre estos

compuestos se ha incrementado debido a la cantidad de moléculas que intervienen y las
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diferentes actividades bioldgicas que se observan como la actividad antioxidante o su

funcion fisioldgica en plantas (Gharaati Jahromi, y otros, 2019)

Dentro de los compuestos fendlicos tenemos a los taninos condensados e hidrolizables,
flavonoides, cumarinas, ligananos, ligninas y fenoles simples que presentan una estructura
compuesta por un anillo aromatico que posee un conjunto considerable de grupo hidroxilo

(Khoddami, Wilkes, & Roberts, 2013).

Los flavonoides son fenoles que forman principalmente grupos de metabolitos
especializados e incluyen mas de 9000 compuestos, los mas comunes que se encuentran
distribuidos en los tejidos de las plantas y que en conjunto con los carotenoides y las
clorofilas son responsables de sus colores amarillo, azul, purpura, naranja y rojo. Los
flavonoides, que incluyen son chalconas, las flavonas, flavonoles, isoflavonoles,
antocianinas, antocianidinas, proantocianidinas y catequinas; estos compuestos se
encuentran distribuidos ampliamente en el reino vegetal y sus vias metabdlicas se han
estudiado ampliamente. Los flavonoides tienen su origen en los amino4cidos aromaticos,
fenilalanina y tirosina, poseen una estructura de tres anillos. Los acidos fendlicos se originan
en forma de esteres, glucosidos o amidas, pero rara vez en forma libre. Los acidos fendlicos
poseen varias estructuras principales que son acido hidroxicinamico e hidroxibenzoico. Los
derivados del acido hidroxicinamico son los acidos ferulicos, cafeico, p-curamico y sinapico,
y los derivados del acido hidroxibenzoico son el acido galico, vinilico, siringico y
protocatequiico. Ademas, algunos compuestos fendélicos estan presentes en la pared celular
como los taninos que pueden dividirse en hidrolizables y condensados, los cuales ayudan a
la proteccion del estrés, infecciones, depredadores y radiaciones ultravioletas (Khoddami,

Wilkes, & Roberts, 2013).

Carotenoides.

Los carotenoides son responsables de la pigmentacion en las plantas. El elemento estructural

central de los carotenoides es una columna vertebral de polieno que consta de una serie de
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enlaces C=C conjugados. Esta caracteristica es responsable tanto de sus propiedades
pigmentarias como de la capacidad de estos compuestos de interactuar con los radicales
libres y el oxigeno singulete, por lo tanto, acta como antioxidantes efectivos. Las
modificaciones a este esqueleto de polieno, alterando el nimero el nimero de dobles enlaces
conjugados junto con la adicion de grupos funcionales de oxigeno, a su vez alternan la
reactividad de los carotenoides. La organizacion fisica (la tendencia de los carotenoides a
agregarse en diferentes solventes) del carotenoide es una consideracion importante que
afecta sus capacidades antioxidantes, a través de sus interacciones con las especies
reactivas de oxigeno, asi como con otros antioxidantes como el a-tocoferol y la vitamina C. La
funcion principal de los carotenoides es que actian como pigmentos de antena
(fotorreceptores) para la fotosintesis, reuniendo longitudes de onda de luz que no son
absorbidas por las clorofilas. También es reconocido por tener una funcién protectora contra
el dafio oxidativo. Hay que mencionar que tanto la clorofila como sus productos de
descomposicion del tetrapirrol son generadores eficientes de O. El oxigeno singlete es
destruido completamente por el B — caroteno, a una velocidad constante de reaccién del O,
los &cidos grasos insaturados biol6gicamente permiten que una concentracion relativa del g —
caroteno proteja eficazmente los lipidos de la membrana de las reacciones de O, lo que
conduce a la peroxidacion. Se ha demostrado que el g — caroteno se comporta como un

potente antioxidante bajo presiones de oxigeno bajas (Young & Lowe, 2018) (Richard, 1987).

Proceso de fermentacion de la cerveza.

La cerveza es una bebida alcohdlica que se consume a nivel mundial. Esta se elabora a partir
de cuatro ingredientes claves: cereales malteados, agua, lUpulo y levadura. Cada uno de ellos
contribuye al sabor y aroma final de la cerveza. La cerveza en la etapa de fermentacion
transforma los azucares provenientes de los cereales en alcohol y gas. El otro proceso que
lleva a cabo las levaduras son la produccion de metabolitos secundarios que influyen en el
aromay sabor de la cerveza terminada. La mayoria de cervecerias usan cultivos de levadura

pura para la fermentacion, hoy en dia el método més usado es la fermentacién espontanea o
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mixta para producir algunas cervezas especiales. Los procedimientos de fermentacion
involucran una mezcla de diferentes especies de levaduras (y bacterias) que contribuyen de
forma secuencial, otorgando a la cerveza un alto grado de complejidad. Por lo general, las
cervecerias tienen su propio stock de levaduras, como se sabe para elaborar cervezas se
utilizan dos tipos de levadura: S cerevisiae (levadura de alta fermentacion) y S. pastorianus
(levadura de baja fermentacion) estas permiten el desarrollo de cervezas con aromas y

sabores unicos (Maicas, 2020).
Levaduray biotransformacién.

El bioflavoring (biotransformacién) es la manera de mejorar caracteristicas de la cerveza
como aroma y sabor sin la necesidad de introducir productos quimicos sintéticos. Los sabores
gue son generado en estas cervezas se crean a través de la produccion y conversion de
compuestos precursores que se pueden encontrar en el material vegetal afiadido (lupulo,
plantas, flores y frutas) a través de diferentes vias metabdlicas, lo que permite lograr una
obtencién de sabores y aromas Unicos. Se menciona asi mismo que la generacion de
compuestos bioactivos a través de los diferentes pasos o ingredientes para lograr una
biotransformacién permiten la cerveza se mantenga por mas tiempo y tenga una mejor

calidad (Scott, 2019).

Existen diferentes métodos o ingredientes que ayudan al mejoramiento de las cerveza dentro
de los cuales podemos mencionar a la S-glucosidasa o exo-f-glucanasa que son una
enzimas que se encuentran de forma comercial o al interior de las levaduras (como la
Saccharomyces o Brettanomyces); la f-glucosidasa enzima hidroliza los glucdsidos que son
compuestos inodoros no volatiles produciendo azucares y agliconas (alcoholes) que son
liberados directamente a la cerveza; asi mismo esta enzima en un pH alto por encima de 4,5
ayuda a biotransformar los compuestos del lipulo. Por lo general las cepas tipicas de
cerveza logran biotransformar terpenoides del ltpulo libre como el geraniol en citronelol, con
lo que se obtiene sabores dulces a rosa y un aroma a lima. Dicha conversion de geraniol a

citronelol ocurre rapidamente durante la fermentacion, por lo que las adiciones tardias de dry
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hop no ayudaran a que se transformen completamente. Finalmente, el lGpulo contiene gran
variedad de compuestos precursores gque se benefician del tratamiento enzimatico, lo que le

permite liberar sabores atrapados (Scott, 2019).

Panorama de los antioxidantes en la cerveza.

Los antioxidantes proveen de grandes beneficios a las cervezas, una de ellas es un
beneficio netamente a la salud humana por lo cual varias cervecerias actualmente se
encuentran buscando nuevas formas de aumentar el contenido de antioxidantes en sus
cervezas. Se puede aumentar el contenido de antioxidantes al usar maltas de arroz para
elaborar cerveza. El contenido total de fenoles de esta cerveza con arroz es de 228 mg
GAE/L, que se encuentra dentro del rango de las cervezas lager. Los mismo ocurre con los
valores de los estudios FRAP, DPPH, y ABTS para cervezas de malta de arroz, que
muestran una actividad antioxidante comparable a la cerveza de malta de cebada lager

(Martinez Gomez, Caballero, & Blanco, 2020).

Otra posibilidades para aumentar la cantidad de antioxidantes es el uso de plantas como A.
heterophyllus , C. extensa, O. corymbosa y A. malaccensis. Estas cuatro plantas son
potencialmente ricas en polifenoles y tienen excelentes propiedades antioxidantes.
Siguiendo el camino de las plantas, el uso de A. ruthenicum dan resultados Unicos ya que al
insertar esta planta en las cervezas genera una duplicacion de la actividad antioxidante con
respecto a las cervezas sin esta planta. Ademas, dentro de las invenciones es el uso de
kéfir para la fermentacién de la cerveza proporcionando una cerveza con composicion
fendlica similar a las cervezas elaboradas con Saccharomyces cerevisiae. La incorporacién
del extracto de propéleo (producto natural con propiedades antioxidantes, antibacteriales,
anticancerigenas, antifungicas, antiinflamatorias y antivirales) a la cerveza reduce la
oxidacion y fortalece el contenido fendlico que por lo general se reduce en los procesos de

elaboracion (Martinez Gomez, Caballero, & Blanco, 2020).
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Una tendencia actual que existe en nuestro pais Ecuador es el uso de frutas o jugos de
frutas, que presenten alto contenido de antioxidantes, por lo que cuando se agregan a las
cervezas artesanales generan un aumento de la actividad de compuestos fendlicos totales y
antioxidantes. Por ejemplo, el uso de cereza cornalina, membirillo, caqui o las bayas de goji
en las cervezas artesanales ha duplicado el contenido de compuestos fendlicos totales y la
actividad antioxidante que ha sido medida por los métodos de DPPH, ABTS y FRAP. A mas
de esto un método novedoso ha sido el uso de la cavitacion hidrodindmica que permite
retener en mayor concentracion de xantohumol, desmetilxantohumol y 6-geranilnaringenina.
También se puede usar los restos de levadura utilizados en la preparacion como fuente
ulterior de fenoles. El uso de estos nuevos ingredientes y métodos innovadores permiten
generar productos que posean propiedades antioxidantes aumentadas y que también
tengan una actividad sensorial que es agradable para el consumidor, permitiendo la

incubacién de estos nuevos productos (Martinez Gomez, Caballero, & Blanco, 2020)

Fortalezas y debilidades de la adicién botanica.

Las cervezas no tradicionales llevan agregados durante o después del proceso de
elaboracion tradicional; contienen compuestos bioactivos que brindan beneficios para la
salud al consumidor. Para evaluar estos beneficios potenciales se analiza el contenido
fendlico total, el perfil fendlico, la actividad antioxidante y el perfil volatil. La actividad
sensorial se evalia mas a fondo para predecir la eleccién de los consumidores y su
disposicion de beber cervezas no tradicionales. Los extractos de Melissae folium, Thymi
herba, Juniperi fructus, Urticae radix y Lupuli strobuli a una cerveza lager con el objetivo de
lograr una cerveza con caracteristicas sensoriales mejoradas y funcionales. Se valoro el
contenido de compuestos fendlicos, la actividad antioxidante y la aceptabilidad sensorial, en
donde la cerveza con la adicion de tomillo contribuy6 al contenido mas alto de polifenoles,
pero no fue del agrado de los consumidores, mientras que el extracto de melisa, como era
de esperar, fue el mas apreciado por su aroma y tenia una cantidad de polifenol significativo

(Borsa, y otros, 2022).
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Ademads, se pueden agregar frutas durante el proceso de fermentacion de la cerveza para
mejorar la composicion de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante. Dentro de las
frutas que se agregan generalmente a la cerveza son la cereza, la frambuesa, el melocoton,
albaricoque, naranja, manzana, ciruela y uva, las cuales pueden dotar altos niveles de
polifenoles y flavonoides con una mayor capacidad antioxidante. Dentro de los compuestos
fendlicos que se encentraron en estas cervezas no convenciones con afiadidos de fruta son

la catequina, quercetina, miricetina y resveratrol (Borsa , y otros, 2022)

Otro adjunto que se puede afiadir son los desechos de frutas, estos son una fuente
aromatizante de la cerveza, en 2019 se afiadi6 orujo de manzana a una cerveza cream ale
y observaron que su perfil volatil mejoraba, asi mismo Nardini et al., 2020 agrego nueces,
castafas, té verde, café, miel durante el proceso de fermentacién y los compararon con
cervezas convencionales. El contenido fendlico total, el contenido de flavonoides y la
capacidad antioxidante fueron mas altos que la cerveza convencional. La mayoria estaba
enriguecida con catequina, e epicatequina, rutina, miricetina, quercetina y resveratrol, lo que

condujo a un aumento en la calidad nutricional de la cerveza (Borsa , y otros, 2022).

La composicién fotoquimica 6ptica de las plantas depende de varios factores, como
genotipos, condiciones climaticas, madurez, métodos de extracciéon, grado de trituracion,
etc. Por lo general, los adjuntos se agregan con éxito en diferentes etapas de la elaboracion
de la cerveza, pero si se adjunta al principio, pueden causar una gran cantidad de
compuestos antioxidantes en la mezcla, pero si se afiaden en las Ultimas etapas causara la
destruccion de la naturaleza de estos compuestos biolégicamente activados. Se ha
demostrado que triturar, hervir, filtrar reduce la cantidad de antioxidantes. Desde la
fermentacion hasta el embotellado, la capacidad antioxidante puede reducirse aun mas.
Ademas, la interaccion adicional entre polifenoles, proteinas y polisacaridos crea una niebla

coloidal debido a la nueva composicion compleja (Borsa , y otros, 2022).

La composicion polifénolica puede considerarse como un factor de venta ya que puede ser

considerado como un indicador de calidad, porque las diferentes tecnologias de produccién
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en conjunto con los ingredientes, influyen en el sabor, color, espuma, turbidez de la cerveza,
el amargor, propiedades coloidales y sensoriales, asi como la estabilidad y vida util de la
cerveza. Por tanto, la adicion de botanicos a la cerveza puede tener aspectos tanto

positivos como negativos:

Aspectos positivos:

Los boténicos tienen propiedades antimicrobianas y antioxidantes lo que permite que la
cerveza tenga una vida util mas larga, un sabor y aroma mas estables; mayor suavidad y
estabilidad de la espuma; a mas de eso otorga beneficios para la salud generados por los
antioxidantes que atraen a los consumidores en base a su percepcion de prevenciéon de
enfermedades a través de una dieta funcional, mayor concentracion de volatiles con aromas

frutales, florales y dulces preferidos por los consumidores (Borsa , y otros, 2022).

Aspectos negativos:

Aumenta la turbidez de la cerveza, formacion excesiva de espuma debido a la complejidad
de las reacciones entre los ingredientes, perdidas de antioxidantes a lo largo del proceso de
la cerveza. Se deben aplicar procesos de clarificacion a la cerveza que utilicen clarificantes
como la carragenina, gel de silice i polivinilpolipirrolidona (PVPP) para obtener una

estabilidad coloidal (Borsa , y otros, 2022).

Practicamente, solo la imaginacion es el limite de los cerveceros artesanales, dado que la
percepcion de los volatiles varia con sus concentraciones, combinaciones y niveles de
umbral en diferentes matices de cerveza, en los Ultimos afios utilizando la investigacion y la
tecnologia en Ecuador se ha desarrollado cervezas de diferentes estilos, tratando de
alejarse del clasico estilo de cerveza ya sea un Golden Ale, una Stout o una Irish Red,
generando nuevos estilos con marca autéctona de nuestro pais, incluyendo en sus
procesos de maceracion, fermentacion y post-fermentacion diferentes botanicos, llegando a
crear mezclas increibles y permitiendo que el mercado siga creciendo y conociéndose no

solo dentro del pais si no al mismo tiempo llegando a cruzar fronteras, por lo cual



58

esperamos que este pequeio estudio de la capacidad antioxidante y compuestos fendlicos
en diferentes cervezas con origen y materia prima autéctona ayude a los diferentes
cerveceros del pais a tomar iniciativa y crear estilos propios y los den a conocer para que

asi nuestro mercado cervecero sea un total mundo botanico.

Pruebas hedénicas en cerveza.

Las pruebas heddnicas conllevan un andlisis sensorial que no es nada mas que una
disciplina usada para analizar, evocar, interpretar las reacciones que tienen los alimentos a
varias sustancias y que pueden ser detectadas por los diferentes sentidos como el olfato, el
gusto, el oido y el tacto. Los andlisis sensoriales comprenden de un conjunto de técnicas
para medir precisamente la reaccion humana a los alimentos e intentar encerrar las
caracteristicas sensoriales que aportan informacion ventajosa para el perfeccionamiento de
productos, inspeccién durante la produccion y cuidado en el acopio, etc. (Ramirez Navas.,

2012)

El analisis sensorial permite la traduccion de las distinciones del consumidor en caracteres
definidos para una bebida o producto. Las pruebas que orienta al consumidor permite
obtener datos sobre los gustos y aversiones, favoritismos y requerimientos de aceptabilidad.
Las consultas realizadas a clientelas, tocan un camino diferente al perfil sensorial
descriptivo, se intenta apreciar la contestacion de la poblacion viable de consumidores del
producto respecto al gusto. El catador siempre valora el nivel de aceptabilidad del producto

y su distincion (Ramirez Navas, 2012).

Pruebas hedodnicas.

La escala heddnica de 9 puntos es la mas usada, existen escalas que vande 3,5y 7
puntos. La escala mencionada de 9 puntos es bipolar. Se utiliza para una extensa variedad
de productos. Al panelista se le pide valuar ejemplares codificados de productos, indicando
gue tanto les encanta cada muestra, punteando en escala, que va desde “me gusta

enormemente” hasta “no me agrada”. En la escala se permite establecer la misma clase a
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mas de una muestra. Las muestras son presentadas en vasos idénticos, codificados con
numeracion aleatorio de 3 digitos. Las muestras son codificadas con numeros aleatorios,
igualmente la presentacion de las muestras puede ser aleatorio para cada panelista. El
orden de presentacidén debe ser balanceado, cada muestra se sirve en orden desde la
primera a la Ultima muestra. Los puntajes numéricos y el andlisis de datos para cada
muestra se tabulan usando una anova en donde se determina si existen o no discrepancias

significativas en los promedios de los puntajes asignados a cada muestra.
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Capitulo Illl: Metodologia

Responsable del proyecto

El responsable del proyecto es el Sr. NELSON SANTIAGO CUBI INSUASTE, egresado de

la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

Localizacién Geogréfica

El trabajo de titulacion se elaboraré en el CICTE, Universidad de las Fuerzas Armadas

ESPE - Av. General Rumifiahui s/n ECI 17501, Sangolqui, Pichincha, Ecuador

Periodo de investigacion

El trabajo de investigacion se llevara a cabo en el periodo ABRIL 2023 — AGOSTO 2023,

con una duracion de 4 meses.
Obtencidn de las muestras vegetales para la elaboracion de la cerveza.

Las muestras vegetales se obtendran en la Parroquia Guasaganda perteneciente a la
provincia de Cotopaxi y en el mercado la central de la Ciudad de Riobamba. Las muestras
vegetales frescas se dejaran secar a temperatura ambiente (sin contacto con rayos solares)
durante 6 dias. Una vez secadas las muestras se pulverizaran y se las almacenaran en

frascos estériles para su uso.
Fermentacién de la cerveza artesanal con y sin plantas seleccionadas.

La fermentacion se llevara a cabo en frascos plasticos de 20L de capacidad. La cebada
seré elegida percatandose de su color y textura. Las plantas se lavaran de manera
cuidadosa eliminando particulas extrafias. Los recipientes se llenardn dejando un espacio
de cabeza de 15 cm, con el mosto conformado por cebada, las plantas secas tendran un
tratamiento respectivo. Una vez realizado el proceso de molienda, maceracion y lavado del
grano, se obtendra el mosto necesario para posteriormente hervirlo y en conjunto con la

adicion del lupulo durante el hervido, se procedera a enfriar la mezcla final. Tras haber
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transcurrido el tiempo de reposo, se medira la concentracion de azucar (grados Brix), e
inmediatamente se procedera a inocular mezcla con la levadura. Los recipientes usados
seran cerrados dejando un orificio en la parte superior del tanque de plastico para que
permita la salida de CO2, mediante una valvula y por la llave se podra tomar muestra para
determinar si la bebida ya alcanzé su punto de estabilizacion de grados Brix. Una vez
concluida la etapa de fermentacién se afiadira las plantas. Se realizara el clarificado en otro
recipiente, colocandolo este en una nevera a refrigeracion por debajo de la temperatura
ambiente. Una vez clarificado, la cerveza artesanal sera gasificado con ayuda de un
gasificador de CO2, posterior se la almacenara en un tanque de acero inoxidable y
finalmente se embotellard con ayuda de una maquina embotelladora, se corchara la botella

y se almacenara a temperatura ambiente (Palmer, 2017).

Contenido de fenoles totales — método Folin — Ciocalteau

Se adapt6 un protocolo utilizado por Slinkard y Singleton (Palomino G et al., 2009)

Se agregaron muestras de solucién de trabajo (20 uL) de cada muestra a 100 uL de reactivo
Folin-Ciocalteu 2N. La mezcla se llevé a un volumen final de 1600 uL usando agua
destilada. Por ultimo se afiadieron 300 uL de solucion de carbonato de sodio (0,2 mg/mL) y
se incuba a 37°C durante 45 minutos. Las absorbancias de las soluciones se miden a 760

nm (Rafat, Philip, & Muniandy, 2010).

El contenido fendlico total se determina como equivalente de acido galico (GAE) basado en
la curva de calibracién de Folin-Ciocalteu utilizando acido galico (que oscila entre 50 y 100
mg/mL) como estandar y expresado como equivalente de mg de acido galico por gramo de

muestra seca (Rafat, Philip, & Muniandy, 2010).

Contenido de flavonoides totales — método con AICI;

En una cubeta de vidrio se agreg6 800 micro litros, de agua destilada, 200 uL de estandar o
muestra de polifenoles y 60 uL de NaNO- (5%). Se agregaron 60 uL de AICI; (10%)

después de 5 min 'y 400 uL de NaOH (1mol/L) y 480 uL de agua destilada después de 6
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minutos. La solucién se mezclé en un vortice. El volumen total en la cubeta fue de 2 mL. Las
medidas de absorbancia se realizaron en el espectrofotémetro UV-Vis a 510 nm contra un
blanco que contenia 200 uL de agua destilada en lugar de estandar o muestra de

polifenoles a una absorbancia de 510 nm (Matic, Sabljic, & Jakobek, 2017)
Determinacion de la capacidad antioxidante

Se utilizaron tres métodos espectrofotométricos — colorimétricos que son métodos que

miden la actividad de eliminacién de radicales libres.

Determinacion de caracter antioxidante por método DPPH (capacidad reductora del radical

libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Es un método descrito por Bozin en donde se afiade 950 uL de solucion de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) 90 uM a 50 uL de las muestras de trabajo y se completo hasta un
volumen final de 4mL con etanol al 95%. Despues de agitar vigorosamente las mezclas se
incubaron a temepratura ambiente en la oscuridad durante 2 horas. La reduccion de color
de la solucién provocada por la eliminacién de radicales libres (DPPH) se mide a 515 nm
usando un espectrofotdmetro. La capacidad de las muestras de eliminar el DPPH se detuvo
comparando el efecto de reduccién de color de la muestra con el control (mezcla sin
solucion de trabajo) usando la siguiente ecuacién y expresada como valores porcentuales

(Rafat, Philip, & Muniandy, 2010)

Acontrol - Amuestra
x 100

Actividad de eliminacién de radicales DPPH (%) =
Acontrol

El control positivo se prepar6 usando Fert.hidroxitolueno terc-butilado (BHT) a una

concentracion de 10 mg/ml (Rafat, Philip, & Muniandy, 2010).

Determinacion del carécter antioxidante por el método ABTS (capacidad antioxidante

mediante la reaccion del radical &cido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

Se adapté el método mencionado por (Pérez Burillo, Rufian Henares, & Pastoriza, 2018)
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El método ABTS permite evaluar la actividad antioxidante del total de los compuestos o la
actividad oxidativa y la capacidad de producir radicales libres. El procedimiento se mezcla
una solucién de ABTS 7 mM con K;S,0s 4,95 mM y disuelto en etanol. Luego la solucion se
incubo en la oscuridad durante 12 horas a temperatura ambiente. El tiempo de incubacién
es necesario para complementar la oxidacion de ABTS y obtener una absorbancia estable
del catién radical. La solucién de ABTS se diluyo con etanol para obtener una observancia
de 0,75 a 734 nm. Después se coloc6 20 uL de muestra y 280 uL de solucion ABTS diluida
en un cubeta y se tomaron las lecturas de absorbancia cada 60 segundos durante 20
minutos en el espectrofotémetro. Los resultados se expresan como umol Trolox equivalente

por ml de muestra.
Determinacion del caracter antioxidante por el método FRAP

Capacidad antioxidante equivalente de Tolox junto con el reductor férrico, se estima que la
capacidad de reduccoén férrica de cada solucion de muestra segun el procedimiento descrito
por Benzie & Strain (1996), se afiaden 280 uL de reactvio FRAP, recién preparado y
calentado a 37 °C donde se coloca en cada tubo falcén 20 uL de muestra o agua para
proprocionar el reactivo en blanco adecuado. El reactivo FRAP contenia 2,5 mL de una
solucion TPTZ (10 mM) en HCI (40 mM), mas 2,5 mL de FeCls (20mM), agua destilada y 25
mL de tampon acetato (0,3 M; 3,6). Se tomaron las lecturas de absorbancia maxima de 595
nm. Los resultados se expresan como umol Trolox equivalente por mL de muestra (Pérez

Burillo, Rufian Henares, & Pastoriza, 2018).

Analisis estadistico

Se realizard la investigacion de la capacidad antioxidante, contenido total de fenoles y
evaluaciones sensoriales (apariencia, sabor y aroma) de las 5 cervezas artesanales como
indicador de la influencia del uso de plantas aromaticas en el proceso de fermentacion en el
mejoramiento de la capacidad antioxidante y las caracteristicas organolépticas del producto

final respectivamente, con 3 réplicas por cada prueba a realizarse. Para la evaluacion
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sensorial se llevard a cabo un entrenamiento a personas entre 18 a 60 afios, para que

hagan el papel de catadores.

Factores de estudio

Para la evaluacién de la composicion de los principios activos se usaron factores de estudio
como la determinacion de los compuestos fitoquimicos (fenoles/flavonoides totales) y el
caracter antioxidante de las 5 cervezas artesanales usando tres métodos diferentes (FRAP,

DPPH, ABTYS).

Unidad experimental

La unidad experimental seran las cuatro cervezas artesanales que tenga incluido en su
formulacion el material vegetal (Moringa oleifera L.; Ocotea quixos K.; Luma apiculata B. y

Coffea arabica L.) y una cerveza sin material vegetal.

Tratamientos

Para el analisis estadistico de los compuestos fitoquimicos (fenoles/flavonoides totales) se
realiz6 un disefio factorial mixto 2x5. Se establecié 2 métodos para determinar el contenido
de fenoles totales (TPC) y contenido de flavonoides totales (TFC) (a = 2) para 3 muestras
de cada cerveza artesanal con su material vegetal respectivo (b = 3). El experimento se

realizara con cuatro réplicas (n = 4). Toda la informacion se sintetiz6 en la Tabla 1.

Tabla 1.

Disefio experimental factorial 2x5 de las 5 cervezas para la determinacion de

compuestos fitoquimicos: fenoles totales (TPC) y flavonoides totales (TFC)

Métodos

Cerveza Cerveza Cerveza Cerveza Cerveza
de Café de de de sin

Moringa  Ishpingo  Arrayan
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material
vegetal
Fenoles 4 4 4 4 4
totales
Flavonoides 4 4 4 4 4

La evaluacion del caracter antioxidante se determinara por tres métodos en donde el
porcentaje de inhibicion (a=3) y 3 muestras de cada una de las cervezas (b=3), por
tanto se disefiara un experimento factorial mixto de 3x5 como lo indica la tabla la
evaluacion del caracter antioxidante se establecio tres métodos para determinar el
porcentaje de inhibicién (a = 3) y 3 muestras de cada uno de los tres estadios de
maduracién del fruto (b = 3); por lo tanto, se disefiara un experimento factorial mixto

3x3 como lo indica la Tabla 2. El andlisis se realizara con tres réplicas (n = 3).

Tabla 2.

Disefio experimental factorial 3x5 para determinar el caracter antioxidante.

Métodos Cerveza Artesanal

Moringa Café Ishpingo Arrayan Sin
planta
DPPH 3 3 3 3 3
FRAP 3 3 3 3 3

ABTS 3 3 3 3 3




El esquema de analisis de varianza se encuentra presentado en la Tabla 2 para un disefio

factorial mixto 3x5 para la determinacion el caracter antioxidante respectivamente.

Tabla 3.

Esquema de un anova para el disefio factorial mixto 3x5.

Fuente Grados de Libertad Caracter

Antioxidante

Método (a) a-1 2
Muestras (b) b-1 4
Efecto ab (a-1)(b-1) 8
Error (e) ab(n-1) 30
Total abn-1 44

Ademas, para el estudio de correlaciones y la evaluacion del caracter antioxidante se

realizard utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson.

Anova para determinar la evaluacién sensorial.

Para la evaluacion sensorial se llevara a cabo un entrenamiento a personas entre 18 a 60

afos, para que hagan el papel de catadores.

Tamafio de muestra: 5 muestras producto de la cerveza artesanal con y sin plantas

seleccionadas.

Nivel de significancia: a=0.05

. Variables: Cuantitativas: Valores de la evaluacion sensorial.

66
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Capitulo IV: Resultados

Elaboracién y formulacion de las cervezas.

Se formularon cinco recetas para la elaboracion de cerveza artesanal con plantas de la
zona Andina de nuestro pais. Las distintas se muestran bajo la nomenclatura mostrada en

la tabla 4.

Tabla 4

Nomenclatura de las cervezas elaboradas y evaluadas de las especies: Moringa oleifera L.;

Ocotea quixos K.; Luma apiculata B. y Coffea arabica L.

Ne Se usa 0 no material vegetal Especie usada Nombre de la
para la elaboracion de la en la cerveza cerveza
cerveza.
1 No - Cerveza de Maiz,
Arroz y Cebada
2 Si Moringa oleifera  Cerveza de Moringa
L.
3 Si Ocotea quixos K.  Cerveza de
Ishpingo
4 Si Luma apiculata B. Cerveza de Arrayan
5 Si Coffea arabica L. Cerveza de Café

Los procesos de elaboracion de la cerveza se realizaron usando la indumentaria adecuada
y los protocolos de limpieza apropiados para la elaboracion de bebidas y alimentos
establecidos por el ARCSA. Los pasos a seguir para la elaboracion de la cerveza fue la
molienda de la malta, la maceracién de la malta molida, la coccion, la adicién de IUpulo, el
enfriamiento de la cerveza verde obtenida, la adicion de levadura y finalmente el envasado

de esta mezcla en un tacho de veinte litros de grado alimenticio.
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Figura 1.

Elaboracion de las cinco cervezas artesanales.

Cada material vegetal antes de ser usado debe ser lavado con agua destilada.
Fermentacion de las cervezas artesanales.

Las cervezas artesanales tuvieron dos procesos de fermentacion.

Figura 2.

Fermentacion de la cerveza artesanal.

Almacenamiento

Posterior a la fermentacion, la cerveza obtenida después de estos 14 dias es trasvasada a
un tanque de acero inoxidable de grado alimenticio, en donde la cerveza ingresay al final el

tanque es cerrado herméticamente y presurizado con CO..



69

Carbonatacion:

La carbonatacion de la cerveza se realiza con ayuda de un sistema de gasificacion de CO-
en donde se coloca el tanque Cornelius (tanque de acero inoxidable) dentro de una nevera

y se deja reposar conectado al sistema de gasificacion durante un periodo de 24 horas.

Embotellado:

El embotellado se realiza con el uso de una pistola beer gun, en donde esta es conectada al
sistema de gasificacion y mientras el tanque se conserve dentro de la nevera, se debe ir
llenando la botella de color ambar (usando las diferencias de presion u temperatura) hasta

alcanzar el volumen requerido de la botella &mbar.

Preparacion de las muestras para el analisis.

Las cervezas envasadas se llevaron al laboratorio de investigaciones biotecnologias de la
ESPE en donde estas fueron abiertas y a partir de ellas se obtuvieron diluciones de 1:6 de
los extractos etandlicos; las cuales en su aspecto presentaron un aclaramiento respecto a
sus originales. Dichas diluciones fueron almacenadas y rotuladas para su posterior

evaluacion.

Figura 3.

Diluciones de muestras de las cervezas artesanales.
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Evaluacién del caracter antioxidante.

Para el estudio de la capacidad antioxidante de las cinco cervezas con las especies Moringa
oleifera L.; Ocotea quixos K.; Luma apiculata B. y Coffea arabica L.; se empleo tres

métodos para las diluciones obtenidas.

Determinacion del caracter antioxidante por el método DPPH.

Para este método se emplea el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrolizado (DPPH), que es una
molécula que se encuentra estable, es soluble en solventes organicos como el metanol y
etanol; se caracteriza por tener un color pUrpura notablemente estable e intenso; cuando el
DPPH es mezclado con una solucion de una sustancia capaz de donar un atomo de
hidrogeno, este color violeta desaparece, dando como resultado la forma reducida del
radical DPPH (DPPH-H). La formacién de la hidracina (DPPH-H) induce a que el color de la
solucion cambie de violeta a amarillo palido como resultado de la reduccion radical por
transferencia de atomos de hidrégeno de los antioxidantes que son donantes de H. Dicha
decoloracion permitio medir la capacidad de inhibicién de los radicales libres por parte de la

muestra (Gulcin , 2023).

Figura 4.

Método DPPH aplicado a las diluciones (1:6) de muestras de cervezas artesanales.

Se obtuvo una curva de calibracién en donde se usé como solucion estandar Trolox que
tenia un rango de concentraciones de 0 a 0,625 mM. Su linealidad se expres6 mediante la

ecuacion: y =-0,9979 x + 0,7211 (R? = 0,993).



71

El método mostré como resultado una mayor inhibicién de los radicales libres en la cerveza
de Café con respecto al resto de las muestras porque tiene un valor promedio de 58,81%,
como se observa en la Figura 5. La cerveza de Moringa y la cerveza de Arrayan poseen
valora significativamente idénticos, contando con un caracter antioxidante del 21,53% y
21,19% respectivamente, siendo la cerveza de moringa ligeramente superior. Finalmente,
las cervezas de Ishpingo y de arroz, cebada presentaron el menor porcentaje de inhibicion
respecto al resto de muestras, ya que los promedios obtenidos fueron de 16,81% y 12,18%
siendo la cerveza de Ishpingo el de mayor porcentaje.

Figura 5.

Capacidad antioxidante (% inhibicion) de muestras de cervezas artesanales por método

DPPH.

Meérodo DPPH

La curva de calibracion (Apéndice 2) fue usada para procesar los porcentajes de inhibicion
resultantes y poder expresarlo en unidades de umol Trolox/mL. La Figura 6 se la anova de
los datos de las cervezas artesanales que presentan actividad antioxidante en donde se
observa que la mejor actividad antioxidante es presentada por la cerveza de Café con

15,93% umol Trolox/mL.
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Figura 6.

Anova de los datos de las cervezas artesanales que presentan actividad antioxidante

Analisis de la vartanza

™

Mg
" E

Test 1 Tukey Alfa«=l, 05 DMS«-0, 57975

sarror: L,O4d€F gl:

A continuacién, se presenta el resultado de la prueba Shapiro-Wilks para determinar la
normalidad de los datos. El valor p obtenido es de 0,7513 por lo que este resultado cumple
con la suposicion de normalidad, ya que el valor p es mayor de 0,05, lo que indica que no
hay suficiente evidencia para rechazar la hip6tesis nula de que los datos se ajustan a una
distribucion normal.

Figura 7.
Prueba de Shapiro-Wilks de las cervezas artesanales.

Nueva tabla : 1/8/2023 - 19:24:45 - [Version : 30/4/2020]

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO umol Trolox/mL 15 0,00 0,18 0,95 0,7513

Una vez comprobado la normalidad de los datos, procedemos a verificar la
homocedasticidad para lo cual usamos el andlisis de varianza (ANOVA). El valor p obtenido
fue de 0,1321, con este resultado, verificamos que si cumple la homocedasticidad ya que el
valor de p es mayor a 0,05.

Figura 8.
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Analisis de Varianza (anova) para comprobar la homocedasticidad de los datos.

Analisis de la varianza

Variable N R* R* Aj Ccv
RABS umol Trolox/mL 15 0,48 0,27 100,39

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,12 4 0,03 2,28 0,1321
Muestra 0,12 4 0,03 2,28 0,1321
Exrror 0,14 10 0,01
Total 0,26 14

Finalmente, verificamos la independencia de los datos mediante el test de independencia de
datos. El analisis revel6 que el grafico no presenta un patrén que indique dependencia entre
factores. Esto sugiere que las observaciones son independientes entre si y no estan

influenciadas por otros factores.

Figura 9. Gréficas del test de independencia de factores.

0 rA0

Determinacion del caracter antioxidante por el método ABTS.

El &cido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se basa en la reaccion del radical
ABTS con antioxidantes presentes en na muestra. En condiciones normales el ABTS se

oxida para formar un radical cation ABTS+ que posee un color verde azulado. La intensidad
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de este color se encuentra relacionado con la cantidad de radicales antioxidantes presentes
en la muestra (Siquiera, y otros, 2018).

Figura 10.

Método ABTS aplicado a las diluciones (1:6) de las muestras de cervezas artesanales.

Para la curva de calibracién se usé como estandar el Trolox, en donde el rango de las
concentraciones de fue de 0 a 2,5 mM, se expreso su linealidad mediante la ecuacion: y = -
0,2489 x + 0,7533 (R? = 0,969).

El ensayo del ABTS presento una mayor inhibicion del catién radical ABTS en la cerveza de
Café (Figura 11.). Mientras que las cervezas de Arrayan e Ishpingo poseen un porcentaje
de inhibicion del 27,56 y 20,65 respectivamente; por ultimo las cervezas de Moringa y Arroz
presenta valores muy pequefios (17,67% y 17,65%) comparados a los obtenidos en la
cerveza de Café.

Figura 11.

Capacidad antioxidante (% inhibiciébn) de muestras de cervezas artesanales por método

ABTS.
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Meérodo ABTS
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Muestra

Los porcentajes de barrido de los radicales libres resultantes fueron presentados mediante
la curva de calibracion (Apéndice 1) y los valores son expresados en unidades de umol
Trolox/ mL. Los resultados se pueden observar en la Figura 12. En donde se observa que el
mayor porcentaje de inhibicion de los radicales libres es para la cerveza de Café, mostrando
un 6,80 umol Trolox/ mL; mientras que las demas cervezas no muestran una diferencia
significativa o estadistica.

Figura 12.

Anova de los datos de las cervezas artesanales que presentan actividad antioxidante

mediante el método ABTS.
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V SC gl OM E
Modelo €6,71 4 16,68 41,
Muestra 66,71 4 16,€8 41,
Exror 4,06 10 0,41
Total 70,77 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,71206

Error: 00,4058 10

gl:
Muestra Medias n E.E.

Cerveza de Cafe 6,80 3 0,37 A

Cerveza de Arrayan 2,80 3 0,37 B

Cerveza de Ishpingo 1,67 3 0,37 B

Cerveza de Maiz, Arroz, Ce.. 1,23 3 0,37 B

Cerveza de Moringa 1,23 3 0,37 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p 0,05)

Después de realizar la prueba mediante el método ABTS y obtener que la cerveza de Café
presenta una concentracion de mas de 6,80 umolTrolox/mL, se procedi6 a verificar la
normalidad de los datos. Para ello, se usé el método de Shapiro-Wilks, en donde se obtuvo
un valor p de 0,96. Este resultado indica que los datos siguen una distribucion normal, ya
gue el valor p es mayor que 0,05. Por lo tanto, podemos considerar que los datos cumplen
con la suposicion de normalidad para continuar con el analisis de la muestra.

Figura 13.

Prueba de Shapiro-Wilks de las cervezas artesanales.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC umol Trolox/mL 15 0,00 0,54 0,96 00,7760

A continuacion, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para verificar la
homocedasticidad de los datos; en donde el valor p obtenido fue de 0,1409, lo cual nos
menciona que es mayor a 0,05; por esto el resultado cumple con la prueba de
homocedasticidad de los datos, lo que sugiere que las varianzas de las muestras son

aproximadamente iguales.
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Al satisfacer la prueba de homocedasticidad, podemaos continuar con el analisis para

verificar la independencia de los datos. La homocedasticidad es un requisito importante

para proceder con la prueba de la independencia de loa factores o variables en el conjunto

de datos.

Figura 14.

Analisis de Varianza (anova) del método ABTS para comprobar la homocedasticidad de los

datos.

Analisis de la varianza

Variable N R* R*

4

[ S =

RABS umol Trolox/mL 15 0,47 0,26

Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,52 4 0,13 2,21 0,1409
Muestra 0,52 4 0,13 2,21 00,1409
Error 0,59 10 0,06
Total 1,11 14

Finalmente, se realiza el test de independencia de datos o factores (Figura 15) donde se

observa que los datos no presentan patrén alguno y se puede confirmar asi la

independencia de los mismos.

Figura 15.

Gréficas del test de independencia de factores.

WNeode ARTS
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Determinacion del caracter antioxidante por el método FRAP.

FRAP es un método para evaluar el “poder antioxidante”. La reduccién de iones férrico a
ferroso a pH bajo (3,60) hace que se forme un complejo ferroso-tripiridiltriazina de color azul
intenso (Benzei & Strain, 1996). Esta coloracion es caracteristica del ensayo que se
muestra en la Figura 16.

Figura 16.

Método FRAP aplicado a diluciones (1:6) de las cervezas artesanales.

La curva de calibracién usada se prepard con una solucién estandar de FeSO. 7H,O en un
rango de concentracion de 0 a 5mM. Su linealidad fue expresada mediante la ecuacion: y =
0,7056 X — 0,028 (R? = 0,999).

En el ensayo de FRAP (Potencial Reductor del lon Férrico), se observé que la cerveza de
café mostré una mayor capacidad de reduccion del ion férrico en comparacion con las otras
cervezas, con un promedio de 5.72 mM equivalentes de Fe (2+). Por otro lado, las cervezas
de Arrayan e Ishpingo también presentaron una capacidad reductora, aunque mas leve, con
valores de 2.21 mM y 2.38 mM equivalentes de Fe (2+) respectivamente.

En contraste, las cervezas de Moringa y Arroz mostraron valores insignificantes en su
capacidad reductora, con 1.92 mM y 1.43 mM equivalentes de Fe (2+) respectivamente.
Estos resultados sugieren que la cerveza de café tiene una mayor capacidad antioxidante
en términos de reduccion del ion férrico en comparacion con las otras cervezas analizadas,
mientras que las cervezas de arrayan e ishpingo también presentan cierta capacidad
reductora, aunque menor. Por otro lado, las cervezas de moringa y arroz mostraron una

capacidad reductora mas limitada en este ensayo.
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Figura 17.

Potencial reductor del i6n férrico de muestras de cerveza artesanal.

Los resultados del ensayo fueron procesados utilizando la curva de calibracion (Apéndice 3)
y se expresaron en unidades de mg Fe>S0O4/100 mL, como se muestra en la Figura 18. En
esta figura, se puede observar que la cerveza de Café exhibi6é el mejor potencial reductor
con un promedio de 5.72 mg Fe»S0./100 mL. Esto indica que la cerveza de café presento la
mayor capacidad de reducir el ion férrico en comparacién con las otras

muestras analizadas.

Figura 18.

Anova de los datos de las cervezas artesanales que presentan actividad antioxidante

mediante el método FRAP.
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 35,08 4 8,77 688,40 <0,0001
Muestra 35,08 4 8,77 688,40 <0,0001
Exrxrorx 0,13 10 0,01

Total 35,21 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,30330
Error: 0,0127 gl: 10

Muestra Medias n E.E.
Cerveza de Café 5,72 3 0,07 A
Cerveza de Ishpingo 2,38 3 0,07 B
Cerveza de Arrayan 2,21 3 0,07 B C
Cerveza de Moringa 1,92 3 0,07 C
Cerveza de Maiz, Arroz, Ce.. 1,43 3 0,07 D
Msdias con una letra comin no son significativamente difsrentss (p > 0,05)

Después de verificar los supuestos para el uso de ANOVA, se confirmé que los datos
cumplian con la normalidad, pero no con la homocedasticidad (ver Apéndice 6). Por

consiguiente, se procedié a realizar pruebas no paramétricas.

El analisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis), mostrado en la Figura 19, revel6 un
nivel de significancia de 0.05 y un p-valor de 0.0091. Estos resultados indican que existe
una diferencia significativa en el potencial reductor de las muestras estudiadas
pertenecientes a las cervezas. En otras palabras, las cervezas analizadas presentan niveles
de capacidad reductora que son estadisticamente diferentes entre si segun la

prueba Kruskal-Wallis.
Figura 19.

Andlisis de varianza no paramétrica del potencial reductor del ién férrico por el método

FRAP.

Prueba de Kruskal Wallls

Variable Muestra N Medias D.E. Medianas H P
Red. Act. Mg FeS04/ml Cexrveza de Arrayan 3 2,21 0,08 2,21 13,50 0,0081
Red. Act. Mg Fe304/mlL Cexrveza de Cafeé 3 5,72 0,23 5,84
Red. Act. Mg FeSO4/ml Cexveza de Ishpingo 3 2,38 0,04 2,38
Red. Act. Mg FeS504/mlL Cerveza de Maiz, Arroz, Ce.. 3 1,43 0,04 1,41
Red. Act. Mg FeSO04/ml Cerveze de Morings 3 1,92 0,06 1,93
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La prueba de Kruskai Wallis ayudo a tener una comparacion de a pares entre las medianas
para asi poder distar los resultados ensayados. En la Figura 20. Se puede apreciar las
muestras de cerveza artesanal, en donde las muestras de cerveza de Moringa, Maiz,
Arrayan e Ishpingo no difieren significativamente. Pero, por otro lado, solo la muestra de
cerveza de Café presenta una diferencia significativa del resto al ser el mayor resultado del

ensayo FRAP.

Figura 20.

Comparacién de medianas del potencial reductor por el método FRAP.

Trat. Medias Ranks
Cerveza de Maiz, Arroz, Ce.. 1,43 2,00 A
Cerveza de Moringa 1,92 5,00A B
Cerveza de Arrayan 2,21 8,00A B C
Cerveza de Ishpingo 2,38 11,00 B C
Cexrveza de Cafe 5,72 14,00 C
Msdias con una letra comun no son significativaments diferentes (p 0,05)

Determinacion del contenido de fenoles totales.

Su principio se basa en la oxidacién en la oxidacion de compuestos fenélicos en medio
alcalino con fosfato de molibdeno y tungsteno para formar un complejo de color azul. La
intensidad de los complejos de tungsteno-molibdeno de color azul con polifenoles se mide
espectrofotométricamente a la longitud de onda de 750 nm (Bajcan, Harangozo, Hrabovska,
& Boncikova, 2013). Dicha coloracion permitié cuantificar los fenoles presentes en las

diferentes muestras de cerveza.

Figura 21.

Ensayo Folin-Ciocalteu aplicado a diluciones (1:6) de las diferentes muestras de cervezas

artesanales.
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Se utilizé una curva de calibracién que se obtuvo usando como estandar el 4cido galico en
un rango de concentraciones de 0 a 250 mg/L. La linealidad se expresé con la ecuacion: y =

0,0112X — 0,1759 (R? = 0,979)

A través de un proceso de calibracion mediante una curva (Apéndice 4), se obtuvieron
resultados que indican un mayor contenido de fenoles en las cervezas de café y arrayan.
Estas cervezas presentan concentraciones promedio de 1.03y 0.75 mg TPCIL,
respectivamente. En contraste, la cerveza de moringa muestra una concentracion promedio
de 0.59 mg TPCI/L, mientras que la cerveza de Ishpingo tiene una concentracién promedio
de 0.46 mg TPC/L. Por ultimo, la cerveza de arroz exhibe un contenido inferior de 0.33 mg

TPCI/L en comparacion con las demas cervezas mencionadas anteriormente.
Figura 22.

Contenido de fenoles totales (TPC) de muestras de cerveza artesanal por método Folin-

Ciocalteu.
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En la figura 23 se encuentran los porcentajes de fenoles totales expresados en unidades de
mL equivalentes de acido galico por cada 100 mL de muestra. Los resultados indican que
las muestras de cerveza de café y cerveza de arrayan presentaron los mejores promedios,
con valores de 1.03y 0.75 mg GAE/100 mL, respectivamente. Por otro lado, la cerveza de

maiz mostré la menor concentracion, con un valor de 0.33 mg GAE/100 mL.
Figura 23.

Anova de los datos de las cervezas artesanales que presenta el contenido total de fenoles

mediante el método Foli-Ciocalteu.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,88 4 0,22 73,70 <0,0001
Muestra 0,88 4 0,22 73,70 <0,0001
Error 0,03 10 3,0E-03

Total 0,91 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,14689
Error: 0,0030 gl: 10

Muestra Medias n E.E.
Cerveza de Cafeé 1,03 30,03 12
Cerveza de Arravyan 0,75 3 0,03 B
Cerveza de Moringa 0,59 3 0,03 G
Cerveza de Ishpingo 0,46 3 0,03 C D
Cerveza de Maiz, Arroz, Ce.. 0,33 3 0,03 D
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Luego de verificar los supuestos necesarios para aplicar el andlisis de varianza (ANOVA),

se constaté que los datos no cumplian con los criterios de normalidad y homocedasticidad
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(ver Apéndice 7). Debido a esta situacion, se optd por utilizar pruebas no paramétricas. En
especifico, la prueba de Kruskal-Wallis (Figura 25) revel6 que existe una diferencia
significativa en la cantidad de fenoles totales de las muestras de cerveza artesanal, con un

nivel de significacion de 0.05 y un valor p de 0.0118.

Figura 24.

Analisis de varianza no paramétrica del contenido total de fenoles por método Folin-

Ciocalteu

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Muesctra N Medias D.E. Medianas H P

mg GAE/mL Cerveza de Arrayan 3 0,75 0,02 0,74 12,9 , 0118
mg GAE/mL Ce za de Cafe 3 1,03 , 01 1,03

mg GAE/mL Cerveza de Ishpingo 3 0,496 12 0,39

mg GAE/mL Cerveza de Malz, Arroz, Ce.., 3 0,33 01 33

mg GAE/mL Cerveza de Moringa 3 0,59 §,5E-04 » 59

La aplicacién de la prueba de Kruskal-Wallis permitié realizar una comparacion entre las
medianas para identificar diferencias significativas en los resultados del ensayo, tal como se
muestra en la figura 25. Las muestras de cerveza de café y arrayan presentaron resultados
similares, lo que indica que no difieren significativamente en términos de contenido de

fenoles totales.

Figura 25.

Comparacién de medianas del contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu

Trat. Medias Ranks
cerveza de Mailz, Arroz, Ce.. ~,%§ 2, A
cerveza de Ishpingo 0,46 €, A B
Lerveza de Moringa % 7, A B
Cerveza de Arrayan 0,75 11,0
Cerveza de afe 1,03 14,0
Mediaz con una letrs comin ne zon :;,;r.;.';:vd.“;"l:!o.'.:- diferentss (p 0.05

Determinacion del contenido de flavonoides totales.

El ensayo emplea AICls, donde el Al(lll) actia como un agente complejante o sustancia

capaz de unirse a iones especificos. EI método se fundamenta en la formacién de quelatos
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de Al(lll) con flavonoides, debido a la alta afinidad de los enlaces oxo e hidroxilo de estos
Ultimos por unirse a iones metalicos. Como resultado, se generan complejos de color
amarillento parduzco, tal como se observa en la figura 26 (Shraim, Ahmed, Rahman, & Hijji,

2021)

Figura 26.

Ensayo de AICI; aplicado a diluciones (1:6) de las muestras de cerveza.

Fue elaborada una curva de calibracion (Apéndice 5) con el empleo de quercetina como
solucion patrén, abarcando un rango de concentracion de 0 a 1,5 mg/mL. La linealidad del
método se presenté mediante la ecuacion: y = 1,4566x — 0,0265 (con un coeficiente de

determinacion R2 = 0,994).

Los resultados obtenidos mediante el ensayo y mostrados en la figura 27 revelaron que la
cerveza de Café contiene una mayor cantidad de flavonoides, con un promedio de 0,031 mg
TFC/mL de dilucion. La cerveza de Moringa exhibe una diferencia méas notable, con un
contenido de 0,014 mg TFC/mL. Por otro lado, en las cervezas de Ishpingo y Arrayan, se
observan ligeras diferencias significativas, con contenidos totales de 0,008 y 0,006 mg
TFC/mL, respectivamente. Finalmente, la cerveza de Arroz presenta un contenido mas bajo

de 0,001 mg TFC/mL.

Figura 27.

Contenido de flavonoides totales (TFC) de diluciones (1:6) de las muestras de cerveza

artesanal por ensayo AICls
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Se empled quercetina como un compuesto de referencia para expresar los resultados en
mg equivalentes de quercetina por mL de muestra, y estos se exponen en la Figura 28. Se
observo que la cerveza de Café presenté la concentracién mas alta, con un promedio de
0,15 mg QE/mL. Por otro lado, la muestra de cerveza de Moringa mostré una ligera

superioridad en comparacién con las demas cervezas analizadas en el ensayo.

Figura 28.

Anova de los datos de las cervezas artesanales que presenta el contenido flavonoides.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM )3 p-valor
Modelo 0,04 4 0,01 243,49 <0,0001
Muestra 0,04 4 0,01 243,49 <0,0001
Error 4,2E-04 10 4,2E-0S
Total 0,04 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,01732
Error: 0,0000 gl: 10

Muestra Medias n E.E.
Cerveza de Café 0,15 3 3,7E-03 A
Cerveza de Moringa 0,07 3 3,7E-03 B
Cerveza de Ishpingo 0,04 3 3,7E-03 G
Cerveza de Arrayan 0,03 3 3,7E-03 G
Cerveza de Maiz, Arroz, Ce.. 2,8E-03 3 3,7E-03 D
Medias con una letra comin no son significativamente diferentss (p > 0,05)

La cerveza de Maiz mostré el menor contenido de fenoles totales con una cantidad de 2,8E-

03 mg QE/mL.
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Después de verificar los supuestos para el uso del ANOVA, se encontré que los datos no
cumplian con la homocedasticidad (ver Apéndice 8), por lo que se procedi6 a realizar
pruebas no paramétricas. El analisis de varianza no paramétrico de la Figura 29 determiné
gue, a un nivel de significancia de 0,05 y con un valor p menor a 0,0336, existe una

diferencia significativa en el contenido de flavonoides entre las distintas muestras.

Figura 29.
Andlisis de varianza no paramétrica del contenido total de flavonoides por el ensayo AlCls

Prueba de Kruskal Wallis

Var uestra N Medias D.E, Medianas H E

mg Arrayan 3 , 03 0,01 0,02 13,50 0,008%
mg Café 3 » 15 0,01 0,15

mg Ishping 3 ,04 9,9E-04 0,04

ng Maliz, Arroz, Ce 3 2,8E-03 2,8E-03 1,4E-03

mg Moringa 3 , 07 2,0E-03 0,07

Mediante el uso de la prueba de Kruskal-Wallis, se llevaron a cabo comparaciones de a
pares entre las medianas para identificar diferencias significativas. Segun lo representado
en la figura 30, se observo que la muestra de cerveza de Café presenta una mayor cantidad
de contenido de flavonoides, mientras que las otras muestras no presentan diferencias

estadisticamente significativas entre ellas.

34

Trat. Medias Ranks
Cerveza de Maiz, Arreoz, Ce.. 2,8E-03 2

34

erveza de Arravan 0,03 5,0
Cerveza de Ishpinge 0,04 8,00 >

34
[+ ¢

Cerveza de Moringa 0,0 11,00

Medias con una leftra comin no son significativansnte diferentes (p

Resultados de ANOVA de pruebas heddnicas.
Tabla 5.

Nomenclatura de las cervezas que se evaluaron usando las categorias establecidas por las
pruebas hédonicas: NM (Cerveza de Moringa oleifera L).; ISH (Cerveza de Ocotea quixos
K).; AR (Cerveza de Luma apiculata B.), RP (Cerveza de Coffea arabica L.) y AM (Cerveza

de arroz).



Cddigo

Se usd6 0 no

material vegetal

Especie Usada

Tipo de Cerveza

RP Si Coffea arabica L. Cerveza de Café

NM Si Moringa oleifera L.  Cerveza de
Morigna

AM No - Cerveza de arroz.

ISH Si Ocotea quixos K. Cerveza de
Ishpingo

AR Si Luma apiculata B. Cerveza de Arrayan

Figura 30.

Resultados de las pruebas heddnicas de las cinco cervezas artesanales presentadas en

este estudio.

Figura 31.

Fivedas becnan on

Anova de las pruebas hedoénicas de la puntacion de olor de las cervezas artesanales.



Olor

Variable N R*= R® nj Cwv
Clorx 5 1,00 sd 0,00

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-wvalor
Modelo 1,04 4 0,26 =sd sd
Cervezas 1,04 4 0,26 =d =d
Error Q0,00 © Q.00
Total 1,04 4

Figura 32.

Anova de las pruebas hedonicas de la puntacion de color de las cervezas artesanales.

Color

Variable N R®= R® BAj CW
Colorxr 5 1,00 sd 0,00

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-wvalor
Modelo 1,09 4 0,27 =d =d
Cexvezas 1,09 4 0,27 =d =d
Error 0,00 O 0,00
Total 1,09 4
Figura 33.

Anova de las pruebas hedonicas de la puntacion de sabor de las cervezas artesanales.

Sabor

Variable N E= E® Rj CWV
Sakor 5 1,00 ad 0,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHMH F p-valor
Modelo 0,% 4 0,24 =d sd
Cervezas 0,96 4 0,24 =sd sd
Error 0,00 © 0,00
Total 0,%6 4
Figura 34.

Anova de las pruebas hedonicas de la puntacion de textura de las cervezas artesanales.

Textura

Variable N E= E® B3 CW
Textura 5 1,00 sd 0,00

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHMH F p-wvalor
Modelo 0,88 4 0,22 =sd sd
Cervezas 0,88 4 0,22 =d =d
Error Q0,00 © Q.00
0,88 4
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Como se observa en los resultados de las pruebas hedonicas (Figura 30) las cervezas
tienen una alta aceptacion por su afiadido botanico, vemos que cada cerveza tiene
promedios significativos pero la que se destaca en relacién a olor, color, sabor y textura es
la cerveza de Ishpingo teniendo un promedio de 8,79. En las Figuras que vande la3l ala
34 se observa las anovas respecto a olor, color, sabor y textura que no poseen un valor p

porque son pruebas subjetivas.
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Capitulo V: Discusion

Los cerveceros artesanales y sus clientes han transformado los mercados cerveceros
mundiales en las ultimas dos décadas. Las “cervecerias”, “cervecerias independientes” y
“microcervecerias” como se hacen llamar es una pequefa industria que solo abarca el 6%
del mercado, esta se ha alejado del proceso de homogenizacion provocado por el desarrollo
tecnologico, y porque durante el siglo XX las cervecerias en Bélgica y EEUU empezaban a
cerrar o ser adquiridas por multinacionales. Con el surgimiento de las cervecerias
artesanales se estimulé la innovacién en productos y procesos obteniendo cervezas con

sabores Unicos y variados permitiendo que el consumidor posea una amplia gama opciones.

(Garavaglia & Swinnen, 2016).

La industria de cerveza del Ecuador empieza en el afio 1566 con la primera cerveceria de
América del Sur en Quito y ha tenido una larga historia en su desarrollo y casi desaparicion
en nuestro pais. Actualmente con la creacion de pequefios emprendimientos cerveceros, se
ha desarrollo una variedad de cervezas en donde sus principales insumos son de origen
ecuatoriano. Segun estadisticas planteadas por medios de comunicacion mencionan que se
prevé gue para el 2024 el mercado de la cerveza artesanal alcance los 47,790 millones de
ddlares ya que en 2022 el sector de la cerveza artesanal ha aumentado en un 21% y
actualmente posee 284 marcas registradas en el SRI. Ademas, se estan realizando
competencias que buscan fortalecer la identidad y continuar posicionando el prestigio
internacional. Dentro de los concursos a destacar tenemos la Copa Cervecera Mitad del
Mundo la que afio tras afio conlleva mas de 800 inscripciones de cervecerias artesanales,
donde se presentan mas de 120 estilos de cerveza; la Hidromiel, Chicha Beer y la
Pachamama son nuevos concursos que buscan fomentar el uso de materia prima local para
el desarrollo y elaboracion de estilos de cerveza que lleven miel, frutas y cacao. La
innovacioén cervecera del pais va en aumento destacado adjuntos sin relevancia como las
frutas, por lo que las cervezas presentadas en esta tesis, destacan el material vegetal y

tradicional de nuestra tierra, exhibiendo sabores complejos que combinados influyen en el
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sabor, aroma, espuma y alcohol de nuestras cervezas terminadas; siendo su factor clave los
antioxidantes presentes, que es un indicar de calidad de la cerveza (La Hora, 2020) (en

Alimentos, 2022)

Los beneficios nutricionales y bioactivos de las plantas se ha investigado muy poco, a pesar
de que Ecuador posee una gran biodiversidad y una extension de 258.000 km? lo que le
hace idoneo para encontrar una vasta gama de plantas vasculares nativas llegando a
identificarse alrededor de 17.500 de las cuales 4500 a 5500 son endémicas. Es gracias a
su diversidad étnica lo que ha permitido que el uso de estas plantas en rituales o como
remedios naturales sea transmitido de forma oral de generacion en generacion, es decir es
un conocimiento empirico mas no cientifico. A mas de eso se sabe que mas del 25% de los
medicamentes de los paises industrializados se basan en compuestos naturales o
derivados; en particular el 60 al 80% de los medicamentes antibacterianos y
anticancerigenos son de origen natural. Entonces se menciona que Ecuador es una fuente
invaluable de potenciales productos naturales de interés biol6gico industrial. Este trabajo ha
puesto en evaluacion el potencial antioxidante de las diferentes especies vegetales como
Moringa oleifera L.; Ocotea quixos K.; Luma apiculata B. y Coffea arabica L. que han sido
agregadas como adjuntos a una bebida fermentada que presenta propiedades benéficas y
nutraceuticas para el ser humano (Armijos , Ramirez, & Vidari) (Fukalova, Garcia Martinez,

& Raigén, 2022).

Dabina-Bicka et al. (2013) menciona que la cerveza es una mezcla compleja en la cual se
han caracterizado mas de 400 compuestos diferentes en la cerveza. Los mas importantes
son los compuestos bioactivos principalmente los fenoles y sustancias formadas durante la
reaccion de Maillards (Melanoidinas), los ultimos influyen en su color, aroma y sabor.
Gracias a estos compuestos hoy en dia podemos disponer de una cerveza de calidad con
gran capacidad antioxidante y beneficios para la salud; las cervezas negras contienen mas
compuestos fendlicos y de maillard en comparacion a las cervezas lagers y cervezas sin

alcohol. Hay que aludir que los compuestos fendlicos proporcionan propiedades sensoriales
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a la cerveza como la astringencia, olor y el amargor siendo este ultimo el factor clave
responsable de las diferencias que se presentan en la boca. Los compuestos fenélicos son
antioxidantes debido a la presencia de un sustituto de hidroxilo y su estructura aroméatica,
gue les permite depurar radicales libres, los compuestos fendlicos mas abundantes en la

cerveza son: el acido gélico, &cido ferulico y acido siringico.

Se obtuvo las cinco cervezas artesanales que presentan diferentes tonalidades, olores y
sabores, esto sucede por el material vegetal afladido como adjunto que las provee de
caracteristicas Unicas. A estas cervezas se le realizo una dilucion de (1:6) para disolver y
extraer los distintos metabolitos secundarios. Este método de dilucion es ideal para evitar
gue la turbidez de las cervezas no afecte a la lectura de la muestra en el equipo de
espectrofotometria UV/VIS, esto se menciona en los métodos usados por la normativa ISO

10260:1992 (Callisaya Ticona & Zegarrundo Zarate, 2023)

Los resultados obtenidos en la evaluacion del potencial antioxidante mediante el ensayo
DPPH revelaron un notable incremento en el porcentaje de inhibicion de radicales libres por
parte de la cerveza de Café presentando un valor de 58,81%, siendo superiores a lo que
determino un 46,15% de inhibicién en los cafés especiales y 35% en cafés locales.
Igualmente, Chacén-Figueroa et al. (2022) obtuvo valores inferiores de 39,64 + 2,65 uMol
TE/g PS en DPPH en cerveza con bagazo de café. La cerveza de Moringa presenta un
valor del 21,53% inferior al valor obtenido por Dessalegn et al., (2022) en donde arrojo
valores que iban desde 46,55 a 67,18% de inhibicion de radicales libres. La cerveza de
arrayan presenta un valor significativamente alto en comparacién a la cerveza de Ishpingo
con valores de 21,19% y de 16,81% de inhibicion de radicales libres respectivamente;
actualmente no existen cervezas de estas plantas por lo que se compara con los estudios
de Yuliana (2020), que determinaron la cantidad de antioxidantes presentes en plantas que
fue de 314,39 ug Trolox/mg para el Arrayan y para el Ishpingo fue de 11,291 ul/ml; y
finalmente la cerveza de arroz presento un valor de 12,18% de inhibicion de radicales libres,

este fue muy bajo pero dentro de un estudio realizado por Miti¢ et al., (2014) de cervezas
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comerciales revelo que estas tienen de 0,56 a 1,66 puMol (DPPH/mI) por lo que esta cerveza
de arroz al ser artesanal supera la cantidad de antioxidantes presentes en cervezas
comerciales. Dicho esto, vemos que la cerveza de café posee un mayor porcentaje de
inhibicion y esto se debe a que por ser una mezcla de cebada (otorga un 70-80 % de
caracter antioxidante) y lipulo (otorga de un 20-30% caracter antioxidante) permite el
aumento del caracter antioxidante del mismo. Ademas, las otras cervezas presentan un
caracter antioxidante bajo porque durante el proceso de elaboracion pudo haber errores en
los procesos como usar un método inadecuado para la adicién de la planta, usar elevadas
temperaturas o usar levaduras que consumen estos compuestos para su crecimiento y
reproduccion lo que condujo a la reduccion del porcentaje de inhibicion de los radicales

libres (Viana, y otros, 2021).

Para el ensayo de ABTS, no existe estudios relacionados a cerveza por lo que se relaciona
con el estudio realizado por Aleméan (2019) el cual mencionan que para Coffea arabica L.
obtuvieron 91.49 umol Trolox/g café este es un valor mucho mas alto que el obtenido en la
cerveza de café que fue de 6,80 umol Trolox/mL de cerveza. Marcela (2020) en Moringa
oleifera L. obtiene un valor de 12,03 umolET/g DM; (Yuliana, 2020) en Luma apiculata B.
presenta un valor de 351,31 ug Trolox/mg; en Ocotea quixos K. presenta un valor para de
7.877 u/ml. En comparacion con los resultados que se aprecian en la Figura 11, podemos
decir que estos valores son insignificantes y no presentan diferencia significativa en el

caracter antioxidante entre las Ultimas tres cervezas.

Salazar (2019) analizo la actividad quelante de metales en iones ferroso en pulpa de Coffea
arabica L. en donde mostraba valores de quelacion de 3,55 g Fe?*/g de extracto; Marcela
(2020) en su estudio en Moringa oleifera L. obtiene valores de quelacion de 39,51 umol
Fe?*/g; para Ocotea quixos K. no existen registros o datos que hayan analizado la actividad
guelante de metales en iones ferrosos en esta planta; Carrasco-Sandoval et al. (2022)
presenta valores para la prueba de FRAP de 1349,53 umol Trolox/g, Al ser una bebida

fermentada usando plantas que estan en su auge de estudio de su caracter antioxidante



95

podemos ver que no existe suficiente informacion actualmente en bebidas con ese caracter
proporcionado por las plantas a bebidas. En este trabajo analizamos la capacidad de
reduccion del idén férrico mediante el ensayo FRAP, obtenido la mejor capacidad la cerveza
de café con un valor de 5,72 mM equivalentes de Fe*? (Figura 17) el resto de cervezas

poseen valores insignificantes por lo cual ho presentan una diferencia significativa.

El contenido de fenoles y flavonoides determinado en las cervezas artesanales presenta en
mayor cantidad en la cerveza de café y de arrayan con valores de 1,03 y 0,75 mg GAE/mL
pero estos valores no concuerdan con lo presentado por Salazar 2019 ya que para el grano
de café presento valores que van de 52.27 a 1094 mg GAE/g café y Carrasco-Sandoval

et al. (2022) presento valores en arrayan de 128,16 y 593,64 mg GAE/ g fw; Ibrahim et al.
(2021) presenta valores de fenoles totales para Ocotea quixos K. de 733,33 ug GAE/mg y
Fejér et al. (2019) presentan valores para las hojas de Moringa oleifera L. de 635,6 mg
GAE/L para fenoles. Observando los valores presentados en la Figura 22 de los fenoles
totales en cada cerveza y comparandolos con los valores mencionados por los diferentes
estudios para cada especie respectivamente, nos demuestra que las cinco cervezas no
presentan un caracter fendlico significativo que pueda beneficiar o ayudar en los sabores u

olores de nuestras cervezas.

Segun el ensayo de flavonoides usando el método AICI3, la Figura 26 muestra que la
reaccion hizo que la cerveza de café cambiara su color a azul en lugar del tipico color
amarillo-parduzco. Este cambio de color se llama copigmentacién y ocurre cuando los
flavonoides, especificamente las antocianinas con anillo B de catecol o pirogalol (derivadas
de cianidina, petudinina y delfinidina), interactian con iones metalicos como Al3+. Esto fue

mencionado en el estudio realizado por Shraim y su equipo en 2021.

ABTS detecta muestras lipofilicas e hidrofilas, pero por su reaccion lenta para la generaciéon
del ABTS* que se demora aproximadamente de 12 a 16h puede llevar a tener
sobreestimaciones y supuestos en la deteccion de ciertos antioxidantes; aparte que es muy

criticado porque mencionan que el ABTS es un radical artificial por lo que no puede
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representar el sistema vivo. FRAP es un método barato y simple que se basa en lecturas
redox por lo que esta es su principal limitante ya que si el potencial redox Fe®'/Fe? es
menor cualquier sustancia donadora de electrones puede contribuir a lecturas falsas de
antioxidantes detectando grupos tiol (-SH), carotenoides y algunas proteinas (Wojtunik

Kulesza).

En nuestro estudio, el contenido total de polifenoles y flavonoides de la mayoria de cervezas
fue notablemente mas alto a comparacion de lo que obtuvo Miti¢ et al., (2014) en su estudio
de compuestos antioxidantes para cervezas comerciales. Sin duda, el color de las cervezas
tiene un impacto en el sabor y experiencia de la cerveza esto se corrobora con los datos
obtenidos en las pruebas heddnicas (Figura 30). Los colores de nuestras cervezas fueron
notablemente mas altos a comparacion de las cervezas convenciones porque existe una
fuerte correlacion encontrada entre los colores y el contenido de polifenoles y flavonoides

mencionada por Nardini y Foddai (2020).
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones

Se elabor¢ las cervezas artesanales de Coffea arabica L (café).; Moringa oleifera L.
(moringa); Ocotea quixos K. (ishping); Luma apiculata B. (arrayan) y una cerveza sin la

adicion de alguna de las plantas mencionadas y se obtuvieron sus diluciones.

Se cuantifico el contenido total de fenoles y flavonoides que concordaron con los resultados
del caracter antioxidante, la cerveza de Coffea arabica L (café) nuevamente presento un
valor de 1,03 mg GAE/mL para la prueba Folin-Ciocalteu que detecta fenoles y un valor de

0,031 TFC (mg/mL) para la prueba con AICl; para la deteccion de flavonoides.

La cerveza sin adicién de alguna planta mencionada en este estudio cumplié con su rol de
blanco, con lo cual nos proporcioné suficiente informacion para determinar que el caracter
antioxidante y el contenido fendlico si aumento en cada cerveza despues de afiadir
cualquiera de estas plantas (Coffea arabica L (café).; Moringa oleifera L. (moringa); Ocotea

quixos K. (ishping); Luma apiculata B. (arrayan)) al proceso de elaboracion.

Se determind que las cervezas pueden tener propiedades nutracéuticas y benéficas para el
cuerpo humano si presentan un caracter antioxidante medio, por lo que estas cervezas son
perfectas para contribuir con la ingesta dietética general de antioxidantes que requiere el

cuerpo humano.

Recomendaciones.

Realizar analisis posteriores de cada cerveza artesanal presente en este estudio para

determinar que polifenoles y antioxidantes existen en cada cerveza.

Para obtener una cerveza con mayor caracter antioxidante y compuestos fenélicos se debe
afadir una cantidad mayor a la cantidad de los insumos usados en la elaboracién de las

cervezas artesanales.

Ejecutar los andlisis de cada cerveza maximo una semana después de haber sido envasada

y gasificada para determinar mejor los valores de antioxidantes y fenoles.
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