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Resumen.

La cerveza contiene varios compuestos con actividad antioxidante, algunos de
los cuales estdn presentes en las materias primas y otros se forman durante el
procesado. Los compuestos fendlicos, las melanoidinas y los sulfitos son de particular
interés para los cerveceros porque se describen como antioxidantes que poseen
diversas propiedades bioldgicas y a su vez estan involucrados en la mejora de varias
enfermedades. Es por ello que se abordara el estudio actual de las técnicas que
permiten detectarlos y cuantificarlos. Los diferentes estudios analizados muestran
diferencias entre el tipo de cerveza tanto para el contenido total de fenoles (TPC), como
para la actividad antioxidante. Los acidos ferulico y galico son los fenoles mayoritarios
en cervezas, pero su proporcidon va a depender de las materias primas, del origen
geografico, del tipo de cerveza y del proceso de elaboracién. El empleo de nuevas
alternativas en la elaboracion de cerveza permite obtener cervezas con un mayor

contenido en antioxidantes.

Abstract.

Beer contains several compounds with antioxidant activity, some of them come from raw
materials and others are formed during.the brew process. Phenolic compounds,
melanoidins and sulphites are of particular interest to brewers because they are
described as antioxidants that have several biological properties and at the same time
they are involved in the improvement of various diseases. That is why, the current study
of the techniques that allow detecting and quantifying them will be studied. The different
studies analyzed, show differences between the beer type for the total polyphenol
content (TPC) and for the antioxidant activity. Ferulic and gallic acids are the majority
phenols in beers, but their proportion will depend on the raw materials, the geographical
origin, the type of beer and the production process. The use of new alternatives in

brewing allows to obtain beers with a higher antioxidant content.
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1. Introduccion.

La cerveza, es una de las bebidas mas antigua, mas consumida y mas popular
del mundo. Es una bebida alcohdlica hecha a base de cebada (malta), lGpulo, agua y
levadura. Dentro de los componentes de la cerveza este trabajo va a estar centrado en

los antioxidantes que tienen especial importancia en el control de los radicales libres.

Los radicales libres son especies quimicas que cuentan con electrones
desapareados. Los radicales libres més frecuentes son: el anion superéxido, el radical
hidréxilo, el radical alquilo, el radical alcoxilo, el radical peroxilo y el radical 6xido nitrico.
Estos radicales pueden ser generados en distintas formas, mediante catélisis enzimatica
0 por metales de transicion en sistemas quimicos o bioldgicos. Los radicales pueden
reaccionar con diversos compuestos por transferencia de electron, transferencia de
protén, abstraccion de hidrégeno o mediante reacciones de adicion, por este motivo son
considerados como responsables de una serie de procesos no deseados como el
envejecimiento, la degradacién de materiales, la descomposicion de alimentos, o el
origen de muchas enfermedades. El interés actual estd en encontrar antioxidantes que
eviten los deterioros inducidos por radicales libres en las industrias quimicas,

farmacéuticas y de alimentos.

Se considera que existen compuestos antioxidantes de tres tipos (Aron et al.,
2011): inhibidores de enzimas, quelantes de metales y captadores de radicales libres.
Los dos primeros impiden la formacion de radicales libres indirectamente, mientras que
los del tercer grupo atrapan radicales directamente y se conocen como antioxidantes

inhibidores de la cadena de propagacion radicalaria.

En los sistemas biologicos los radicales libres son responsables de iniciar
reacciones que dan lugar a modificaciones en lipidos insaturados (especialmente los

poliinsaturados), las proteinas y los acidos nucleicos (Sohrabvandi et al., 2012).

Entre los muchos componentes que presenta la cerveza, se encuentran los
antioxidantes, siendo los principales los compuestos fendlicos, los productos de la
reaccién de Maillard (melanoidinas) y los sulfitos, sin olvidar que también existen,
aunqgue en niveles mas bajos, azucares reductores, vitaminas, carotenoides y agentes
gquelantes que pueden actuar como antioxidantes (Zhao, 2014). Se estima que la
mayoria de los compuestos fendlicos presentes en la cerveza derivan de la malta (70-
80%) (Elrod, 2018; Gerhauser et al., 2008)

La configuracién electrénica de los polifenoles facilita la captacion de especies

radicalarias. La liberacion de un electron transfiere el caracter radical al polifenol (Figura



1), que generalmente es mas estable y menos dafiino que las especies radicalarias

iniciales (Aron et al., 2011).
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Figura 1. La oxidacién de los flavan-3-oles produce, de manera mayoritaria, la especie radicalaria intermedia
y posteriormente la especie estable final.

El contenido de antioxidantes en la cerveza es equivalente al de otras bebidas
como el vino, la diferencia esta en los productos de partida de cada bebida, en los vinos
los antioxidantes provienen de las uvas mientras que en la cerveza provienen de la
cebada y del lupulo (Margo et al., 2000). Segun un estudio publicado en 2010 (Pérez et
al., 2010) la cerveza negra ocupa el puesto nimero 35 en el ranking de alimentos y/o
bebidas con mayor cantidad de antioxidantes mientras que la cerveza rubia llega hasta

el nimero 27.

Se ha comprobado que el consumo moderado de cerveza tiene efectos
beneficiosos para la salud humana, muchos de los cuales se basan en las propiedades
redox de los compuestos antioxidantes presentes en la cerveza (Arranz et al., 2012;
Pérez et al., 2010).

Un consumo moderado de cerveza esta asociado a un aumento de la densidad
Osea, a beneficios cardiovasculares (de Gaetano et al., 2016) e inmunolégicos y también
se asocia a propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Redondo et al., 2018). Los
fenoles presentes en la cerveza ayudan a disminuir la presién sanguinea e incrementan
la concentracién de o6xido nitrico en el plasma reduciendo el riesgo de padecer

enfermedades cardiovasculares (de Gaetano et al., 2016).

Se han llevado a cabo estudios donde se pone de manifiesto la disminucion del
riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares cuando se consume cerveza de
manera moderada y se ha visto que la reduccién es mayor que cuando se consumen
otros tipos de bebidas alcohdlicas (Chiva et al., 2014). Esta disminucién es, en parte,
debida a la fraccién alcohdlica pero también por un tipo concreto de compuestos
fendlicos presentes en la cerveza, los flavonoides. Estos compuestos, también poseen

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes e hipocolesterolémicas (Chen et al., 2010).



Ademas, los polifenoles evitan la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad
(Chen et al., 2010) ya que bloquean a los radicales libres que pueden oxidar grasas en
el cuerpo (Sohrabvandi et al., 2012). También son capaces de provocar cambios en la
microbiota del intestino (Cardona et al.,, 2013), cambios que se van a producir

principalmente en el colon (Moreno, 2017).

Los polifenoles también se asocian a mejoras que experimentan las mujeres que
se encuentran en la menopausia (Sandoval et al., 2017) y a mejoras observadas en
personas que padecen artritis (Zamudio et al., 2017) pero la biodisponibilidad del

polifenol asociado a este beneficio, el resveratrol, es baja (Navarro et al., 2018).

De manera mas especifica, se han estudiado algunos antioxidantes como el
xanthohumol (flavonoide presente en la cerveza y encontrado Unicamente en el lUpulo
(Elrod, 2018)) y su producto de ciclacién, el isoxanthohumol (Figura 2), y se ha

comprobado que ambos tienen propiedades anticancerigenas.

El xanthohumol es beneficioso contra diferentes tipos de cancer (Elrod, 2018)
entre los que se encuentran: el cancer de mama (Gerhauser, 2005), de ovario
(Gerhauser, 2005), de préstata (Kiések et al., 2016), de colon (Luescher et al., 2017) y
de pancreas (Jiang et al., 2015) ademas de ser efectivo contra la leucemia (Monteghirfo
et al.,, 2008), y proteger al ADN contra el dafio oxidativo (Ferk et al., 2016). El
xanthohumol también tiene efectos positivos contra la obesidad y la diabetes por la

regulacion del metabolismo de la glucosa y el colesterol (Miranda et al., 2016).

Aunque actian de manera beneficiosa en el cuerpo humano existe cierta
controversia en relacion a sus propiedades debido a que la biodisponibilidad en la
cerveza es baja (Arranz et al., 2012), por otra parte, esta comprobado que el
xanthohumol es mas bioactivo que el isoxanthohumol (Faria et al.,2018). Otro
compuesto, presente en la cerveza con capacidad anticancerigena y estructura similar

es la 8-prenilnaringenina (Arranz et al., 2012) (Figura 2).

¥anthohumol lsoxanthohumol R= -0,
S-prenilnaringening B=-H

Figura 2. Estructura del xanthohumol, isoxanthohumol y 8-prenilnaringenina.



Debido a la elevada cantidad de antioxidantes presentes en la cerveza y sus

importantes efectos sobre la salud humana, es necesario llevar a cabo una revision de

los antioxidantes que se encuentran en la cerveza y en qué proporcion, asi como los

métodos mas recientes para poder detectarlos y cuantificarlos. Dicha revision se llevara

a cabo en el presente trabajo, y, al final del mismo, también se expondran las nuevas

alternativas que se proponen para mejorar las propiedades antioxidantes de la cerveza.

2. Cerveza y compuestos antioxidantes presentes.

En funcién de la fermentacion que se lleve a cabo para elaborar cerveza, ésta

puede ser clasificada como de baja fermentacion, alta fermentacion o de fermentacion

espontanea.

Cervezas de baja fermentacion, dentro de esta categoria se incluyen las
cervezas lager. El término lager proviene del aleman y significa almacenar, y es
gue este tipo de cervezas se almacenaban durante meses a temperaturas bajas.
Utilizan levaduras que trabajan a baja temperatura (7 a 12°C) denominadas
Saccharomyces ovarum. En funcién de la zona de la que proceda se la denomina
de una manera u otra, asi tenemos pilsen (clara y ligera, es el tipo mas extendido
en Espafia), munich (de color mas oscuro y sabor a malta) o viena (mas bien
dulce y de color rojizo), entre otras. La mayoria son de color palido, tienen una
alta carbonatacion y un sabor a lupulo de medio a alto.

Cervezas de fermentacion alta, denominadas cervezas ale. Son cervezas cuya
fermentacion tiene lugar a una temperatura cercana a los 25°C y utilizan las
levaduras denominadas Saccharomyces cerevisiae. Generalmente robustas y
complejas, con una variedad de aromas a frutas y malta. Dentro de esta
categoria se incluyen cervezas como abadia, stout o porter.

Cervezas de fermentacion espontanea o lambic. Esta ultima categoria hace
referencia a cervezas cuya fermentacion es espontanea gracias a cepas salvajes
de levadura.

En funcién del tipo de cerveza que se analice se va a encontrar una diferente

composicion de antioxidantes.

Las cervezas presentan antioxidantes enddgenos, de los cuales los mas

importantes son: los compuestos fendlicos, los productos de reaccién de Maillard

(melanoidinas) y los sulfitos.



2.1. Compuestos fendlicos.

Se han encontrado varias clases de compuestos fendlicos en la cerveza entre
ellos fenoles simples, derivados del acido benzoico, del acido fenil acético, y del acido
cinAmico, cumarinas, chalconas, proantocianinas, flavan-3-oles (catequinas),
flavanonas, flavonas, flavonoles, a-acidos e iso-a-acidos (Aron et al., 2011). Los
compuestos fendlicos aportan entre el 50% y 80% de la actividad antioxidante de la

cerveza (Ceccaroni et al., 2019).

Los fenoles simples son moléculas como el 4-vinil fenol, 4-etil fenol o tirosol que
son sustancias volatiles que van a conferir aromas a la cerveza pero que no destacan
por su actividad antioxidante (Gerhauser et al., 2008). En el Anexo | se muestran las
moléculas fendlicas con actividad antioxidante que han sido detectadas en la cerveza
(Gerhauser et al.,2008; Wannenmacher et al., 2018).

2.2. Productos de la reaccion de Maillard (melanoidinas).

Las melanoidinas son macromoléculas que se forman durante las Gltimas etapas
de la reaccion de Maillard (Pastoriza et al., 2014) producidas entre azlcares reductores
y proteinas o aminoacidos. Concretamente en la cerveza estas melanoidinas se forman
durante la maceracion y la ebullicion del mosto, y se conservan, al menos parcialmente,
en la cerveza obtenida. Las melanoidinas generalmente estan formadas por ciclaciones,
deshidrataciones, retroaldolizaciones, reordenamientos, isomerizaciones vy
condensaciones de los productos iniciales de la reaccion de Maillard (Figura 3), (Martins

et al., 2012) pero muy pocas estructuras se han identificado completamente.

Las melanoidinas contribuyen a la formacion del color, aroma y sabor de la
cerveza, desempefiando también un papel importante en la estabilizacién de la espuma.
Influyen en los procesos de oxidacion-reducciéon de la cerveza junto con los fenoles

debido a sus fuertes propiedades antioxidantes y otros efectos biol6gicos (Zhao, 2014).

Las melanoidinas presentes en las cervezas protegen al ADN del dafio causado
por especies reactivas de oxigeno (Langner et al., 2014). Son beneficiosas por sus
propiedades antirradicalarias, antimutagénicas, antimicrobianas, antihipertensivas,
antialérgicas, (Carvalho et al.,2014), antiinflamatorias, antitumorales y metabdlicas
(Garcia et al., 2013).

Las melanoidinas son las principales responsables de la actividad antioxidante
de ciertos alimentos como la miel, el café o la malta, necesaria para elaborar cerveza

(Carvalho et al., 2014). Esta actividad se suele atribuir a las propiedades quelantes de



metales, el poder reductor y la capacidad de captacion de radicales libres que poseen

las melanoidinas (Echavarria et al., 2012; Wang et al.,2011).
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Figura 3. Esquema de reacciones de Maillard que tienen lugar en el proceso de elaboracién de cerveza.
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2.3 Sulfitos.

Los sulfitos se producen de forma natural en una serie de alimentos y bebidas

como resultado de la fermentacion, es el caso de la cerveza y del vino (Guido, 2016).

El sulfito anicamente se forma durante la fermentacion (Kunz, et al., 2014) como
subproducto en la sintesis de aminoacidos que contienen azufre durante la fermentacion
y persiste en la cerveza terminada. Las diferencias en la cepa de levadura y el proceso
de elaboracién de la cerveza llevan a variaciones significativas en el contenido de sulfito

tras la maduracion de la cerveza (Zhao, 2014).

El sulfito en la cerveza no solo actia como antioxidante, sino que también actia
como estabilizante de su sabor. Se han propuesto dos mecanismos principales (Figura

4) para la estabilizacién de la cerveza mediante SO2: uno es inhibir la oxidacién de la



cerveza durante el almacenamiento actuando como antioxidante, el otro es la
combinacién con varios carbonilos para producir aductos de sulfito en la cerveza y asi
enmascarar el sabor persistente, ya que los aductos no son volatiles (Abrahamsson et
al., 2013; Zhao, 2014).
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Figura 4. Mecanismos de actuacion del diéxido de azufre en la estabilizacién de la cerveza.

Aparte del sulfito producido durante la fermentacion, la industria cervecera utiliza
diéxido de azufre durante el proceso de elaboracion con diversas finalidades como,
aumentar los rendimientos de las extracciones, controlar la formacion de nitrosaminas,
incrementar el nitrbgeno soluble, actuar como conservante y obviamente como
antioxidante (Guido, 2016).

3. Meétodos analiticos empleados para Ila
cuantificacion de antioxidantes en cerveza.

La determinacion de cada uno de los grupos de antioxidantes endégenos de la

cerveza se lleva a cabo de distinta manera.

3.1. Cuantificacion del contenido total de fenoles.

Actualmente existen diversos métodos analiticos para la cuantificacion del
contenido total de fenoles en cerveza, la mayoria de ellos basados en la reaccién de los
compuestos fendlicos con un reactivo colorimétrico y posterior medida de la absorcion

del producto coloreado obtenido en la region visible del espectro.

Los métodos clasicos mas reconocidos para la determinacion del contenido total

de fenoles son: el ensayo Folin-Ciocalteu (FC), el ensayo del azul de Prusia y el ensayo



de Bishop (Fernandez et al., 2014; Ulloa et al., 2017). Pese a ser tres métodos clasicos
son los que se usan en la actualidad (Moura et al., 2016; Pai et al., 2013; Piazzon et al.,
2010). De esos tres métodos, el ensayo de Folin-Ciocalteu (FC) es el que se utiliza de
manera mas habitual, y aunque existen variaciones, (Agbor et al., 2014; Sanchez et al.,
2013) estas se fundamentan en una reaccion REDOX entre el reactivo FC (mezcla de
fosfomolibdato y fosfotungstato) y los fenoles, y la medicién de la absorbancia a 725-
760 nm del producto final azulado (Callemien et al., 2010) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del ensayo de Folin-Ciocalteu.

El contenido total de fenoles se expresa generalmente como equivalentes de
acido gélico (GAE), y es necesario tener en cuenta que el reactivo FC no solo reacciona
con sustancias fendlicas sino que también lo hace con otras sustancias reductoras, es

por tanto un método poco selectivo.

El método de Bishop esta adoptado por la EBC (European Brewery Convention)
como el método oficial y se basa en la quelacién de polifenoles con Fe(lll), en solucion
alcalina (pH 10 con amoniaco), para formar complejos rojos. La muestra se mezcla con
carboximetilcelulosa/acido etilendiametetraacético (CMC/EDTA) y reactivo férrico y se

mide la absorbancia a 600 nm (Fernandez et al., 2014).

Los métodos mas modernos para determinar el contenido total de fenoles estan
basados en la utilizacion de microbiosensores, con los que se consigue una medida
precisa, rapida y en tiempo real. Ademas se ha visto que no hay diferencias significativas
entre estos métodos y el método de Folin-Ciocalteau (Cerrato et al., 2019). Se ha
demostrado la capacidad de los biosensores para discriminar el contenido total de
fenoles entre cervezas tipo lager y stout (Garcia et al., 2018). Con sensores

amperométricos también se ha podido determinar el contenido total de fenoles (EIKaoutit



et al., 2008) y ademas, se ha constatado que las medidas no se ven afectadas por la

presencia de SO, (Martinez et al., 2010).

Las cervezas ricas en antioxidantes fenélicos muestran mayor calidad en ciertas
propiedades sensoriales como son el sabor y el aroma ademds de ser mas estables y
tener una vida util mas larga que las cervezas cuyo contenido total de fenoles es bajo
(Piazzon et al, 2010).

La clasificacion de mayor a menor contenido fendlico seria:

cervezas frutales>cervezas oscuras>ale>lager>sin alcohol

De forma general las cervezas con mayor contenido fendlico son las cervezas
frutales, ya que las frutas son una fuente importante de fenoles (Pérez et al., 2010). Se
alcanzan valores de 1033 mg GAE/L para una cerveza belga con bayas de sauco (Koren

etal., 2017) 0 623 mg GAE/L para una cerveza con bayas de Goji (Ducruet et al., 2017).

Sin contar las cervezas frutales, son las cervezas oscuras (tostadas, negras) las
gue presentan mayor contenido de fenoles, obteniéndose valores de 300 mg GAE/L
para cerveza negra tipo lager (Juri¢ et al,. 2015; Miti¢ et al., 2014), 362 mg GAE/L en
cervezas brown ale (Granato et al., 2011) y 943 mg GAE/L 0 875 mg GAE/L en cervezas
bock (Koren et al., 2017; Piazzon et al., 2010). Todos estos estudios fueron realizados
con el método FC excepto el de Juric et al.,, 2015 que fue realizado con el método

Bishop.

Las cervezas ale tienen un contenido total de fenoles en torno a los 500 mg
GAE/L (Margues et al., 2017) aunque también se encuentran valores inferiores, de 322
mg GAE/L para cerveza ale irlandesa (Koren et al., 2017). Dentro de las cervezas ale,
las de tipo abadia, tienen una mayor cantidad de fenoles, 622 mg GAE/L medida por el
método de FC (Piazzon et al., 2010).

La mayoria de los estudios estan enfocados a la determinacién del contenido en
fenoles de cervezas lager. El estudio mas amplio fue el llevado a cabo por Zhao et al.
en 2010, en él se analizaban 34 cervezas comerciales tipo lager, resultando el contenido
de fenoles entre 152 mg GAE/L en la cerveza Reeb y 339 mg GAE/L en la cerveza
Carlsberg. El resto de estudios posteriores van en la linea del publicado por Zhao et al.
en 2010 y los valores para el contenido total de fenoles para este tipo de cerveza se
encuentran en un intervalo entre los 150 mg GAE/L de cervezas pale lager (Juri¢ et al.,
2015) y cervezas lager polacas (Ditrych et., 2015) hasta los 621 mg GAE/L encontrados
en una cerveza belga de tipo strong pale lager (Koren et al., 2017), valores intermedios

se encuentran para cervezas tipo lager de Serbia con 419 mg GAE/L (Miti¢ et al., 2014),

10



301 mg GAE/L en cervezas indias (Pai et al., 2013), y 375 mg GAE/L en cervezas de
Hungria (Koren et al., 2017).

Se han realizado estudios comparativos analizando cervezas sin alcohol y con
alcohol encontrando que las primeras presentan un menor contenido en fenoles. Las
cantidades encontradas para este tipo de cerveza han sido de 75 mg GAE/L (Ditrych et
al.,, 2015), 80 mg GAE/L (Dvofakova et al., 2007), 200 mg GAE/L (Gorjanovi¢ et al.,
2010), 232 mg GAE/L (Koren et al., 2017), 340 mg GAE/L (Miti¢ et al., 2014) y 366 mg
GAE/L (Piazzon et al., 2010). El hecho de que la cerveza sin alcohol presente un
contenido en fenoles mas bajo es importante, ya que indica que la cerveza no ha sido
elaborada con técnicas que permiten eliminar el alcohol sin alterar el resto de
compuestos como puede ser la desalcoholizacion de cerveza mediante 6smosis inversa
(Russo et al., 2013) o la utilizacion de membranas (Perretti et al., 2015), métodos que

permiten desalcoholizar la cerveza sin alterar el contenido en fenoles.

Las cervezas elaboradas con trigo tienen un contenido total en fenoles similar a
las elaboradas exclusivamente con malta, (Albanese et al., 2018; Fogarasi et al., 2015;
Piazzon et al., 2010).

Comparando la cerveza con otras bebidas como el vino, la concentracién de
polifenoles tanto en las cervezas lager como ale es superior a la concentracion
encontrada en el vino blanco, si bien en el vino tinto la concentracion es unas 25 veces

superior a la de la cerveza (Pietro et al., 2012).

3.2. Cuantificacion de fenoles.

Como se ha visto en el apartado anterior los métodos descritos para el analisis
de fenoles totales no son especificos para los compuestos fendlicos ya que pueden
presentar interferencias con otras sustancias reductoras, por ello la tendencia actual es
analizar cada compuesto de manera individual tanto para la deteccion como la

cuantificacion.

La determinacién individual de los fenoles presentes en cerveza suele ser
compleja debido a que estos compuestos se suelen encontrar en baja concentracion,
por lo tanto la concentracion previa de las muestras es una etapa necesaria y clave. Una
posibilidad es la utilizacion de una etapa previa de separacion utilizando cartuchos,
seguido de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Con esta metodologia
pueden cuantificarse los &cidos fendlicos derivados del acido benzoico y del acido

cinamico, asi como los flavonoles (Dvorakova et al., 2007).

11



En un estudio publicado en 2007 por Dvofakova et al., simplemente se probaba
la posibilidad de utilizar cartuchos como fase previa de preparacion de la muestra. En
estudios realizados posteriormente, ya se aplica esa metodologia a muestras de cerveza
comerciales (Chiva et al., 2011; Manfroi et al., 2019; Miti¢ et al., 2014; Piazzon et al.,
2010; Zhao et al., 2010). Es importante destacar el estudio de Manfroi et al., puesto que
en él se llevé a cabo la determinacion simultdnea de compuestos nitrogenados y
compuestos fendlicos en cervezas artesanas utilizando una Unica etapa de preparacion
de la muestra. Una alternativa a la utilizacion de cartuchos consiste en acidificar las
muestras para posteriormente hacer una extraccion liquido-liquido seguida de HPLC
(Marova et al., 2011; Socha et al., 2017). La técnica de HPLC, con diferentes sistemas
de deteccién, (Wannenmacher et al., 2018) es la mas usada. Técnicas mas avanzadas
y complejas como es la cromatografia liquida acoplada a un sistema de espectroscopia
de masas con ionizacién por electrospray y con trampa de iones cuadrupolar (LC—ESI-
LTQ-Orbitrap-MS) han permitido cuantificar hasta 47 compuestos fendlicos (Quifer et
al., 2014).

Las materias primas utilizadas para la fabricacion de cerveza influyen en el
producto final, asi como en el perfil de acidos fenélicos. En la malta y el ltpulo varia su
contenido en fenoles en funcion de la variedad utilizada, y también, el contenido varia
en funcion de la regién, el manejo y el procesamiento de los cultivos (Piazzon et al.,
2010). A parte de las materias primas las técnicas de elaboracion y el malteado afectan
a la composicion quimica del producto final, lo que podria explicar las diferencias en el
perfil de los compuestos fendlicos entre las cervezas de diferentes paises (Humia et al.,
2019). Sin embargo, independientemente de su perfil, se ha comprobado que altos
contenidos de compuestos fendlicos se encuentran asociados con un mejor sabory una

mayor estabilidad de la cerveza (Moura et al., 2016; Zhao, et al., 2013).

Se han identificado mas de 50 compuestos fendlicos en cerveza (Pai et al.,
2013). La recopilacion més actual sobre estos compuestos es la publicada en 2018
(Wannenmacher et al., 2018). El estudio de los compuestos fendlicos en la cerveza esta
continuamente aportando nuevos estudios donde se detectan compuestos fendlicos que
nunca antes habian sido identificados en la cerveza, prueba de ello es el estudio de
Manfroi et al. publicado en 2019 en el que se observan por primera vez 12 nuevos

compuestos fendlicos en cervezas.

La mayoria de los estudios recientes coinciden en que los compuestos fendlicos

mas abundantes en la cerveza son los &cidos ferulico, galico y p-cumarico, aunque
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también los acidos vanilico y sinapico se han descrito como 4cidos fendlicos importantes

en esta bebida (Wannenmacher et al., 2018).

El &cido feralico es mayoritario en cervezas de origen europeo (Dvofakova et al.,
2007; Piazzon et al., 2010), chino (Chen et al.,, 2010; Zhao et al., 2010) y chileno
(Galarce et al., 2018), pero no lo es en cervezas brasilefias o serbias (Miti¢ et al., 2014)

donde el &cido galico es el mayoritario (Moura et al., 2016).

Se ha observado que el 4cido sinapico estd presente en altas concentraciones
en cervezas europeas (Piazzon et al., 2010) pero no ha sido observado en cervezas

brasilefias (Moura et al., 2016) esto se puede deber al tipo de materia prima utilizada.

Atendiendo al tipo de cervezas, en las tipo ale, es el acido cafeico el que se
encuentra en mayor proporcién (Marques et al., 2017) y en cervezas tipo lager es el
acido galico (Zhao et al., 2010). El acido ferudlico es el mayoritario en cervezas sin
alcohol, negras, de tipo abadia, de trigo, pilsen y bock (Granato et al., 2011; Piazzon et
al., 2010)

El xanthohumol es uno de los antioxidantes mas importantes por los efectos que
tiene en la salud, llegandose a detectar concentraciones entre 0,002 mg/L y 0,628 mg/L
(Chen et al., 2010). El resveratrol, otro polifenol de gran interés, se encuentra en menor
proporcion en las cervezas lager que en las cervezas de tipo ale, (abadia weissbier o
stout) (Molina et al., 2011).

3.3. Cuantificacion de melanoidinas.

La forma de cuantificar el contenido en melanoidinas requiere de tres pasos,
primeramente se debe llevar a cabo una extraccion, seguida de una ultracentrifugaciéon
para posteriormente liofilizar la solucion. Los niveles totales de melanoidinas se obtienen
a partir del extracto sélido pardo amarillento obtenido (Pastoriza et al., 2014; Rivero et
al., 2005; Zhao et al., 2013).

El contenido de melanoidinas en la cerveza esta muy influenciado por los
factores genéticos de sus materias primas y por el método de elaboracion empleado
(Rivero et al., 2005; Zhao et al., 2013). Este contenido depende del tipo de cerveza, los
valores mas altos se encontraron en cervezas negras (1,49 g/L), valores que casi
triplican a los encontrados en cervezas rubias (0,61 g/L) o cervezas sin alcohol (0,58
g/L) (Langner et al., 2014, Rivero et al., 2005). La cerveza tipo pilsen, por ejemplo, tiene
un contenido en melanoidinas de entre 8,7% y 10,3% (Pastoriza et al., 2014; Zhao et
al., 2013).
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3.4. Cuantificacion de sulfitos.

El nivel de sulfitos en la cerveza se puede cuantificar mediante numerosas
técnicas, entre las que se incluyen: técnicas electroquimicas, fluorometria,
guimioluminiscencia, colorimetria, cromatografia de gases, biosensores y cromatografia
de liquidos (Guido, 2016; Hoff et al., 2013; Ruiz et al., 2009; Zhao et al., 2006).

Los dos métodos aceptados por organismos internacionales para medir sulfitos
en cerveza son el método de destilacion (método de Monier-Williams) recomendado por
la EBC, la Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) y el Institute of Brewing
and Distilling (IBC) y el método de la p-rosanilina recomendado por la American Society
of Brewing Chemists (ASBC) y el IBC (Martinez et al., 2010). Pese a que son los
recomendados, estos métodos resultan lentos y tediosos, ademas en ellos se utilizan
reactivos que requieren especial precaucion, por ello se estan buscando alternativas
(Abrahamsson et al., 2013).

Una de estas alternativas consiste en realizar reacciones de derivatizacion
utilizando el reactivo ThioGlo | (Figura 6) para obtener compuestos fluorescentes v,
posteriormente, mediante HPLC en fase inversa detectar los compuestos fluorescentes
(Abrahamsson et al., 2013). El limite de cuantificacién fue de 0,6 mg sulfito/L y el método

puede ser utilizado para la cuantificacion de sulfito en cervezas muy coloreadas.

Figura 6. Reactivo ThioGlo | utilizado como reactivo derivatizante.

Recientemente se ha desarrollado un analizador fotométrico discontinuo y
automatizado que permite cuantificar en 3 minutos los sulfitos presentes en la cerveza
(Vervoort et al., 2019).

La utilizacion de electrodos de carbono serigrafiados permite cuantificar el sulfito
total en cerveza y los resultados son comparables al método de referencia establecido
por la EBC. Esta metodologia es muy ventajosa debido a su simplicidad, bajo coste y

rapidez, manteniendo al mismo tiempo gran precision (Ramos et al., 2017).
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Las concentraciones totales de SO; en cerveza determinadas por el método de
p-rosanilina y por un método cronopotenciométrico estaban en el rango entre 0 y 37
mg/L (Dvofak et al., 2006; Zhao et al., 2013). Almeida et al., (2003) encontraron que los
niveles de diéxido de azufre libre y total en las cervezas determinados por métodos
voltamétricos se encontraban en los rangos de 0-3,0 mg/L y 8,1-14,3 mg/L

respectivamente.

Si a la cerveza se le afiaden sustancias como caramelo, la concentracion de
sulfito disminuye como consecuencia de un aumento de los radicales superoxido e

hidroxilo en la cerveza (Noddekaer et al., 2007).

Ademas, las cervezas de tipo lager contienen niveles sustancialmente mas altos
de SO- que las cervezas ale porque las cepas de levadura empleadas en la elaboracién
de la cerveza lager producen mas SO, que las cepas empleadas en la cerveza ale
(Zhao, 2014).

4. Medida de la actividad antioxidante.

El poder reductor esta generalmente asociado con la actividad antioxidante y
puede servir como indicador significativo de dicha actividad. Algunos compuestos
muestran actividad antioxidante a través de la quelacion de iones metdlicos. Incluso una
cantidad minima de iones metalicos, como el hierro o el cobre, pueden inducir al oxigeno
molecular a formar especies reactivas de oxigeno que participan en la oxidacién de la
cerveza y dan lugar a un sabor desagradable (Zhao, 2014).

Existen varios métodos descritos en la literatura para la medida de la actividad

antioxidante, si se atiende al tipo transferencia de atomos de hidrégeno o electrones:

¢ Meétodos basados en la transferencia de atomos de hidrégeno (HAT), de
acuerdo a la reaccion:
R'XH+Re—R'X*+RH
¢ Métodos basados en reacciones de reduccion donde se produce una
transferencia de electrones (SET).
R'XH+Re— R'XH+*+ R~
Los métodos que se han utilizado en cervezas se recogen en el Anexo Il, aunque
los métodos que se utilizan con mayor frecuencia son los que involucran técnicas
analiticas de espectrometria como DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
scavenging activity assay), ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt radical cation scavenging activity assay) o TEAC (Trolox

equivalent antioxidant capacity), ORAC (Oxygen radical-absorbing capacity assay),
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FRAP (Ferric-reducing antioxidant power assay) o TRAP (Total radical trapping
antioxidant parameter) debido a su sensibilidad y a sus reducidos tiempos de ensayo
(Zhao, 2014).

Existen otros métodos al margen de los anteriores, reflejados en el Anexo Il, que
también se han utilizado para el analisis de la actividad antioxidante en cervezas y serian
los ensayos de actividad quelante de metales (MCA), la quimioluminiscencia mejorada

(ECL) y la resonancia de spin electronico (ESR) (Zhao, 2014).

4.1. Actividad antioxidante de la cerveza.

La actividad antioxidante es posible medirla en las materias primas, como es la
cebada utilizando los métodos ABTS y DPPH. Es posible establecer diferencias en la
actividad antioxidante en funcién de los afios de cosecha o del empleo de fertilizantes
con Zn?* ya que el empleo de este tipo de fertilizantes reduce la actividad antioxidante
(Malachové et al., 2016). La actividad antioxidante puede verse influida también por el
contenido en proteina, en general, cuanto mayor sea este contenido, menor se espera
gue sea la actividad antioxidante (Malachova et al., 2016). La materia prima y el proceso
de elaboracién de la cerveza tienen una influencia significativa en la actividad de
captacion de radicales DPPH en la cerveza (Miti¢ et al., 2014). Hay una ligera pérdida
en la actividad antioxidante durante el proceso de elaboracion de cerveza al pasar de
mosto dulce hasta cerveza como consecuencia de la perdida de fenoles durante el

proceso de fermentacién (Ceccaroni et al., 2019).

La actividad antioxidante se expresa generalmente como equivalentes de trolox
(TE) por litro, (mmol TE/L). Cuando se utiliza el método, ABTS, DPPH, los valores
obtenidos no necesariamente han de ser iguales pese a que se utilicen las mismas
unidades y esto se debe a la diferente cinética de reaccion entre los fenoles y el cation
ABTS o radical DPPH (Abramovi¢ et al., 2017).

Utilizando el método FRAP (Piazzon et al., 2010) se ha demostrado que existen
diferencias significativas entre los distintos tipos de cervezas (Pastoriza et al.,2014;
Ribeiro et al.,, 2010; Zhao et al., 2013; Zhao, 2014), estableciéndose un orden
decreciente en la actividad antioxidante similar al del contenido total de fenoles y que es

el siguiente:
oscura>ale>trigo>lager>sin alcohol.
Independientemente del método utilizado, los niveles mas bajos de actividad

antioxidante se encuentran en cervezas sin alcohol y los més altos en cervezas oscuras
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(Fegredo et al., 2010; Miti¢ et al., 2014; Piazzon et al., 2010; Ribeiro et al., 2010). Esa
alta actividad antioxidante en cervezas oscuras se puede deber a las maltas especiales
utilizadas, como las maltas caramelo o maltas de diferentes coloraciones. Durante el
proceso de coccién de dichas maltas, se generan diferentes compuestos de Maillard

gue tienen actividad antioxidante (Koren et al., 2017).

Los compuestos fendlicos son los compuestos antioxidantes mas importantes
presentes en la cerveza, ya que por si solos contribuyen del 50% al 80% de la actividad
antioxidante total de esta bebida. Los compuestos con estructura flavonoide, como la
(+) catequina, generalmente muestran una mayor actividad antioxidante que los
compuestos no flavonoides, como los &cidos fendlicos, estilbenos o cumarinas. La
actividad antioxidante de los flavonoides depende de su estructura molecular, en
particular de la posicion y nimero de grupos hidroxilo, y de dobles enlaces (Humia et
al., 2019). Por lo tanto, es posible incrementar la actividad antioxidante de la cerveza si
se aumentan los niveles de compuestos fendlicos, particularmente flavonoides y
algunos acidos fendlicos (Ceccaroni et al., 2019; Humia et al., 2019; Zhao et al., 2013).
Las cervezas con alto contenido de acido cafeico son las de mayor actividad de

captacion de radicales, (Aron et al., 2010).

Por regiones, las cervezas belgas suelen tener mayor actividad antioxidante que
las portuguesas (Ribeiro et al., 2010). También se ha visto que para cervezas asiaticas
se obtiene un valor de FRAP menor que para cervezas inglesas o alemanas, esto se
debe a que generalmente las cervezas asiaticas son menos amargas (Fegredo et al.,
2010). Las cervezas amargas tienen mayor actividad antioxidante, el amargor procede
del ldpulo y este es el responsable de que ciertos compuestos fendlicos como
procianidinas, epicatequinas o acido ferulico se liberen durante la elaboracién de las
cerveza haciendo que la actividad antioxidante aumente (Fegredo et al.,, 2010). El
principal mecanismo por el cual los &cidos derivados del lipulo actdan como

antioxidantes es por quelacion de hierro y por captacion de radicales (Kunz et al., 2014).

En un estudio publicado en 2017 por Marques et al. en el que se analizé la
actividad antioxidante de 4 cervezas distintas tipo ale utilizando el método DPPH, se
demostré que eran capaces de inhibir del 29,4 al 48,5% de los radicales libres. Estos
valores estan en linea con los descritos por Granato et al. en 2011, quienes encontraron
valores del 4,75 a 59,98% para la inhibicion de radicales libres empleando también el

método DPPH para cervezas comerciales brasilefias.

Por otro lado, se ha demostrado que existe una correlacion entre los contenidos

de melanoidinas y la actividad de captacion de radicales del DPPH, el poder reductor y
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la quelacién de metales, lo que sugiere que las melanoidinas pueden contribuir de

manera muy significativa a la actividad antioxidante de las cervezas (Zhao et al., 2013).

El uso de aditivos, como edulcorantes, saborizantes o antioxidantes hacen que
la actividad antioxidante aumente respecto a la misma cerveza sin esos aditivos (Ribeiro
etal., 2010).

Cabe destacar que la actividad antioxidante de la cerveza es similar a la de otras
bebidas alcohélicas de gran consumo, como los vinos blancos y rosados, el whisky o el

cofac (Moura et al., 2016).

5. Nuevas alternativas para incrementar la actividad
antioxidante en la cerveza.

A la vista de los beneficios que proporcionan los antioxidantes en la cerveza,
cada vez son mas los trabajos orientados a incrementar el contenido de los mismos,

dando lugar a su vez a la obtencién de nuevas cervezas.

Una posibilidad que existe para conseguir este incremento consiste en utilizar
maltas de arroz para la elaboracién de la cerveza. El contenido total de fenoles para
esta cerveza es de 228 mg GAE/L y ademas los resultados de los estudios FRAP, DPPH
y ABTS para la cerveza de malta de arroz muestran una actividad antioxidante que es
comparable con la cerveza de malta de cebada (Ceccaroni et al., 2019), concretamente

la cerveza tipo lager (Zhao et al., 2010).

Tabla 1. Comparacién de la actividad antioxidante y el contenido total de fenoles entre las cervezas
elaboradas a partir de maltas de cebada y maltas de arroz.

Actividad antioxidante Fenoles

FRAP DPPH ABTS TPC
(ummol TE/L) | (ummol TE/L) | (ummol TE/L) (mg GAEI/L)

Cervezas de
121-533 240-2000 550-1950 152-339 (lager) 2
malta de cebadat!

Cervezas de
422 517 2860 228
malta de arroz?

1. Ceccaroni et al., 2019; 2. Zhao et al., 2010

A las cervezas de arroz se las puede incorporar plantas, en especial A.
heterophyllus, C. extensa , O. corymbosa y A. malaccensis, porque tienen una actividad

antioxidante demostrada (Das et al., 2016). Otra planta que se puede utilizar es Lycium
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ruthenicum como fuente de proantocianidinas y en cervezas tipo lager se ha visto que
aumenta la concentracion de este tipo de polifenoles hasta un 290%, incrementando asi

el contenido de fenoles totales (Zhao, et al., 2017).

Por otro lado, el empleo de kéfir durante la fermentacidbn de la cerveza
proporciona cervezas con una composicién de fenoles similar a la de las cervezas
elaboradas con Saccharomyces cerevisiae, siendo esta cerveza de kéfir la primera
producida por probiéticos como Unico fermentador, ademas al kéfir se le atribuyen

propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes (Rodrigues et al., 2016).

El enriquecimiento de la cerveza con frutas o zumos de frutas pueden darle
nuevos sabores y también puede aumentar las concentraciones de sus compuestos
bioactivos. Una posible fruta a incorporar es la cereza de Cornalina, el empleo de su
zumo puede llegar a duplicar el contenido total de fenoles y la actividad antioxidante
medida con los métodos DPPH, ABTS y FRAP (Kawa et al., 2019). La incorporacion de
membrillo en cerveza aumenta el contenido de fenoles en la misma (Zapata et al., 2019).
Otra posibilidad es elaborar cerveza con citricos como el caqui o las bayas goji, con el
consiguiente incremento en el contenido total de fenoles (Koren et al., 2017) resultando
el caqui una buena alternativa. Esta cerveza, de caqui, tiene 714 GAE mg/L y puede
inhibir hasta un 40,00% de los iones O,y un 40,11% de los OH" mientras que la misma
cerveza sin la adicion del zumo de caqui presenta 507 GAE mg/L y la inhibicién solo
alcanza el 21,07% de los iones 022 y un 24,00% de los OH (Cho et al., 2018). El empleo
de las bayas Goji también incrementa el valor de TPC desde los 335 GAE mg/L hasta
los 623 GAE mg/L asi como la ORAC (8,87 a 16,84 mmol TE/L) (Ducruet et al., 2017).

El propolis es un producto natural que tiene un gran potencial como aditivo
alimentario funcional debido a sus propiedades antioxidantes, antibacterianas,
anticancerigenas, antifingicas, antiinflamatorias, antivirales y anticancerigenas y ya se

ha utilizado en cervezas para aumentar el contenido total de fenoles (Ulloa et al., 2017).

Otras posibilidades que permiten incrementar la actividad antioxidante en la
cerveza son: aumentar el contenido en isoxanthohumol mediante el uso de lupulos
biol6gicamente activos (Protsenko et al., 2018), adicionar xanthohumol (Wunderlich et

al., 2013) o melatonina en la cerveza (Garcia et al., 2013).

Atendiendo al proceso de elaboracidén mas que a los ingredientes, un método
novedoso consiste en el uso de la cavitacion hidrodinamica que permite retener o
generar una mayor concentracion de xanthohumol, desmetilxanthohumol y 6-

geranilnaringenina (Ciriminna et al., 2018). También es posible aprovechar los restos de
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levadura utilizados en la elaboracién para ser utilizados como fuente de fenoles (Le6n
et al., 2018).

Por dltimo, el mundo vitivinicola y el cervecero en ocasiones se entrelazan para
dar productos de mayor calidad, de una de esas uniones surge el empleo de barricas
de vino durante el proceso de elaboracion de la cerveza para aumentar el contenido en
fenoles totales y la actividad antioxidante (Sanna et al., 2015), y el empleo de mosto de

uva con la misma finalidad (Veljovic et al., 2010).

El empleo de nuevos ingredientes en la elaboracién de la cerveza permite
aprovecharse de las propiedades de dichos ingredientes y elaborar nuevas cervezas
cuyas propiedades antioxidantes se vean mejoradas respecto a las cervezas
convencionales. Los datos obtenidos de los andlisis sensoriales de estas nuevas
cervezas son satisfactorios (Ceccaroni et al., 2019) lo cual indica que habria potenciales
consumidores de estos nuevos productos. Por otro lado los procesos industriales para
la elaboracion de estas cervezas son compatibles con los que hay actualmente y no

supondrian un gasto excesivo para las compafiias cerveceras.
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6. Conclusiones.

1.

Los compuestos antioxidantes presentes en la cerveza tienen una gran importancia
a nivel biolégico aunque la biodisponibilidad de alguno de ellos es cuestionable.

La cerveza presenta 3 grupos de antioxidantes enddgenos, los fenoles, las
melanoidinas y los sulfitos, siendo de mayor importancia los primeros.

Las cervezas sin alcohol presentan menor contenido fendlico que las cervezas con
alcohol. Aunque dicho contenido depende en gran medida de la técnica de
elaboracion empleada para la fabricacién de la cerveza sin alcohol. Las cervezas
elaboradas con zumos de fruta presentan mayor concentracion de fenoles.

Los métodos de deteccién de fenoles estan en continua mejora, prueba de ello es
gue se estan encontrando nuevos polifenoles nunca antes descritos en cervezas.
Los &cido cafeico, ferulico, galico y p-cumarico se han descrito como los principales
acidos fendlicos presentes en la cerveza. Depende mucho del origen geogréfico,
materias primas y tipo de cerveza el que predominen unos u otros.

Las cervezas oscuras y las artesanas, presentan una actividad antioxidante elevada
gue es debida al empleo de maltas especiales que durante la coccidon generan
compuestos con actividad antioxidante.

Existe una tendencia a elaborar nuevas cervezas que mejoren las propiedades
antioxidantes de las actuales ya sea con maodificaciones de los ingredientes o

modificaciones en el proceso de elaboracién.
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Anexo |. Fenoles con actividad antioxidante presentes
en la cerveza.

Derivados del acido benzoico

Estructura Nombre

COOH

E—*LJ/DH Acido salicilico
o

[f’ | Acido m-hidroxibenzoico

| Acido p-hidroxibenzoico

Ji:”f o Acido gentisico
S
HO

HU fﬁJ" OH y-Resorcilico

o ~
LHKIL Acido protocatecuico
OH

COOH

f”l\l‘ a-Resorcilico

'\-\.b:‘___.-""'\-\

HO OH

COOH

Acido gélico
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= P ., .
. Acido siringico
H,CO OCH,
OH
COOH
Acido vanilico
OCH,
OH
CHO
@,DH Salicilaldehido
CHO
OH .
@( o-Vaninila
OCH,
CHO
Vanilina
OCH;
OH
CHO
= Siringaldehido
MO S ~OCH,
OH
Derivados del acido fenilacético
Estructura Nombre
/GDD—l
Q Acido 4-hidroxifenilacético
OH
/CDDI-
Acido homovanilico
OCH,

32




- COOH

“OH

4’\/” Acido 3,4-dihidroxifenilacético
o
OH

Derivados del acido cinamico

Estructura Nombre

COOH

o-Acido cumérico

A
(]
I

COOH

m-Acido cumarico

O

OH

COOH

p-Acido cumarico

O

OH

COOH

Acido cafeico

2

COOH

Acido ferulico

OCHg

%@\_

COOH

HyCO” ; “OCH,

Acido sinapico
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OH

0 OH
HO-
0

y ©

OH

Acido clorogénico

Cumarinas

Estructura Nombre

CHLOH HO__~ 0
— iy .

l_aoﬁiﬁfo ,h| P Esculina

OH

0.0

|/ o 4-Hidroxicumerina

OH
Flavan-3-oles (catequinas)
Estructura Nombre

(+) Catequina

(-) Catequina

Galocatecol
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Galato de catequina

Galato de epicateina

OCH,
. oH
HO_ o O iy | 3-O-metilcatequina
= Ok
OH
OH

Catequina-7-O-B-glucopiranosido

I
G OH

Catequina 7-O-B (6”-O-nicotinoil)-B-d-
glucopiranosido
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Proantocianinas

Estructura Nombre

R, =0OH.R-=H4 Procianidina B1
R, = H, B, = OH o
! ¢ Procianidina B2

A: = OH Rz = H Procianidina B3
Ai=HR:=0H procianidina B4

== =«  Prodelfinidina B3
== === Prodelfinidina B9

O
OH
OH
OH
HO O._ R,
OH
1 OH OH . T
OH Ai=R:=H Procianidina C2

HO e i R:=R:=0H Prodelfinidina C2
{ OH i OH

OH
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Chalconas

Estructura

Nombre

| =
HO o I

Xanthohumol

Desmetillxanthohumol

Flavanonas
Estructura Nombre
Ry
l OH
HO Isoxanthohumol
OCH, O
Naringenina

S

8-Prenilnaringenina

= | OH

HO ™, o S

=

H O

| OH

HO o 0

o

H

=N OH
HO | o

o OH O

6-Prenilnaringenina
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6-Geranilnaringenina

5-Metill-6-dimetil-4,5
dihidropirano[2,3,7,8]naringenina

OCH,0
OH
oH
HO. = I o Taxifolina
S OH
o O
Flavonas
Estructura Nombre
Apigenina
Crioseriol
OCH,
OH
HO O i
o OCH; Tricina
|
oH O
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Isovitexina

J_H:DHH_':)LI‘, x OH
o @
_HOQ;\DA | Saponarin
HO——1—0,
HO OH O
OH
OH
HOHEC-_? /
N oH Vitexina
HO = (o]
- |
H O
Flavonoles
Estructura Nombre
OH
HO, 0 G
O | Kaempferol
OH
OH O
\‘/©/DH
HO = | Dl
S o Afzelin
oH o — 0OH
T~ oM
H CHg
OH
OH
HO. 0 O Quercetina
gﬂ |
OH
OH O
OH
gou
T Quercetina (quercetina-3-O-
N o%/ rhamnésido)
OH © -__O&-q
B
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Rutina

Miricetina

OH O
OH
| N CH
i ¢ [ 7 on Miricetina (Miricetina-3-O-
b P rhamnosido)
OH 0 e
T OH
OH CHz
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Anexo Il. Ensayos para la medida de la actividad
antioxidante en cerveza.

Ensayo Método Fundamento del método Técnica empleada
Reaccion antioxidante con radicales peroxilo, )
ORAC HAT ) ) Fluorescencia
inducida por AAPH.
Reaccion antioxidante para inhibir la
LPIC HAT peroxidacion de lipidos inducida por un sistema Colorimetria
Fenton.
Eliminacién de los radicales derivados del
TRAP HAT luminol, generados a partir de la descomposicion | Quimioluminiscencia
de la AAPH.
Reaccion para eliminar la formacion de radicales i i
SASA HAT o Colorimetria
superoxido.
Antioxidante para eliminar un radical catiénico i .
ABTS HAT . Colorimetria
orgénico.
Disminucion de radicales OH generados por un Pérdida de
HORAC HAT ) ) )
sistema de tipo Fenton basado en Co(ll). fluorescencia
CUPRAC SET Reduccién de Cu (ll) a Cu (1). Colorimetria
FRAP SET Reaccién con un complejo de Fe (llI). Colorimetria
DPPH SET Reaccidén antioxidante con un radical organico. Colorimetria
Reduccién de ferricianuro de potasio por ) i
PFRAP SET o ) Colorimetria
antioxidantes y posterior con Fe®*.
MCA Quelacién de iones con ferrozina. Colorimetria
Emision de luz por una sustancia que ha Espectros de
ECL absorbido radiacién de diferente longitud de excitacion/emisiéon
onda. de fluorescencia
Espectros de
ESR Resonancia de espin electronico. excitacion/emision
de fluorescencia
AAPH, 2,2'-azinobis (2-amidinopropane) dihydrichloride; ORAC,Oxygen radical-absorbing capacity assay; LPIC, Lipid
peroxidation inhibition capacity assay; TRAP, Total radical trapping antioxidant parameter; SASA, Superoxide anion radical
scavenging activity; ABTS, 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt radical cation scavenging
activity assay; HORAC, Hydrosyl radical averting capacity assay; CUPRAC, cupric ion reducing antioxidant capacity assay;
FRAP, Ferric-reducing antioxidant power assay; DPPH, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging activity assay; PFRA,
Potassium ferricyanide reducting power method; MCA, Metal-chelating activity assay; ECL, Enhanced chemiluminescence;
ESR, electron spin resonance. HAT, Hydrogen atom transfer SET, Single electron transfer.
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