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RESUMEN

En este trabajo final de carrera, se realizo el disefio de una cerveza artesanal con la
incorporacion de frutos de calafate (Berberis microphyilla) lioflizados.

Se disend una cerveza estilo “Fruit Beer”, para ello se elaboré una cerveza acida o sour
estilo “Berliner Weisse” como cerveza base a la cual posteriormente se le afiadio la fruta.
Primeramente se realizdé un ensayo para determinar la cantidad de fruta a adicionar a la
cerveza, para ello se elaboraron cervezas con 2,5; 5y 10 g L' de calafate liofilizado
incorporandolo luego de la fermentacion, posteriormente, con la cantidad de fruta a agregar
ya seleccionada, se realizé un ensayo de almacenamiento a 5 °C. Los analisis se realizaron
al comienzo del almacenamiento y se repitieron a los 30, 60 y 90 dias.

La adicién de la fruta provocd un cambio del color hacia tonos rojos, con un incremento en
el °Hue y la absorbancia a 520 nm. La acidez, la densidad y el pH no se modificaron por el
agregado de fruta, rondando este ultimo valores de 3.4. El nivel de antocianinas varié entre
29-100 mg D3GE L. La menor concentracion de fruta duplicé la capacidad antioxidante de
la cerveza base tanto por ABTS™ como por Folin-Ciocalteu, que se incrementd con el
agregado de mayores cantidades de calafate. La cerveza con 5 g L™ fue seleccionada por
jueces entrenados. Tanto la cerveza base y con agregado de calafate fueron bien
aceptadas por un publico no entrenado. Durante 90 dias de almacenamiento a 5 °C, las
caracteristicas fisicoquimicas, el color, la capacidad antioxidante y las caracteristicas
organolépticas de la cerveza con 5 g L' de calafate se mantuvieron estables.

Los resultados indicaron que el calafate es una buena opcioén para elaborar cerveza acida
con fruta con buena aceptabilidad sensorial y caracteristicas fisicoquimicas, rica en

antioxidantes que a la vez son estables durante el almacenamiento a 5 °C hasta 90 dias.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cerveza artesanal

Una de las bebidas mas difundidas en todo el mundo es la cerveza, en Argentina, en los
ultimos afios esta bebida ha ido desplazando al consumo tradicional del vino (Ablin, 2014).
El consumo per capita de cerveza en argentina en el aino 2018 fue de 45 litros, siendo
inferior a otros paises latinoamericanos. De estos 45 litros un 2,5 % corresponde a cerveza
artesanal. Este valor varia regionalmente, siendo mayor en polos cerveceros como Mar del
Plata donde alcanza el 12 % del mercado de cerveza. Aun asi, se encuentra muy por debajo
del valor norteamericano, el cual se situa entre 15-17 % del total de cerveza consumida.
Se estima que, en el afio 2018, existian en Argentina cerca de 800 fabricas de cerveza,
donde trabajaban mas de 6000 empleados segun la Camara Argentina de Cerveza
Artesanal (CCAA). Sélo en la provincia de Buenos Aires, el crecimiento anual de nuevas
fabricas durante 2017 fue del 25 % (15 % en el resto del pais). Esos establecimientos
bonaerenses tienen una capacidad de produccion de 50.000 litros por mes. En la ciudad de
La Plata, en los ultimos anos, el municipio y los cerveceros artesanales han comenzado a
trabajar en conjunto para poder regular la elaboracién y comercializacién de cerveza
artesanal, reconociendo mas de 300 emprendedores que emplean a mas de 5000 personas
en fabricas que, en su mayoria, no presentan habilitacién. Segun Cerveceros Argentinos,
la cdmara que nuclea al negocio tradicional en el pais, la venta de artesanales crece a un
ritmo de 40 % por afio, aunque apenas representan el 2 % del mercado total.

En Argentina el crecimiento de las cervezas artesanales, empezd a generar consumidores
cada vez mas especializados que comenzaron a demandar nuevos estilos y con la mayor
calidad. Este proceso fue acompafiado de la incorporacién de nuevas técnicas,

mundialmente distribuidas y de nuevos insumos, muchas veces importados.



Existe un abanico muy grande de estilos de cervezas, es por eso que la organizacion
estadunidense BJCP (Beer Judge Certification Program) fue fundada para fomentar el
conocimiento, comprension y apreciacion de estos diversos estilos existentes en el mundo,
ademas de estandarizar el sistema de evaluacién de los mismos y ayudar en la formacion

de jueces internacionales.

1.2 Cerveza acida (Berliner Weisse) con agregado de fruta “Fruit Beer”

Las cervezas acidas o sour beers son estilos que se elaboran de forma artesanal, su
produccion se ha incrementado en los ultimos afos, segun la guia BJCP de estilos, las
cervezas estilo European Sour Ale como las belgas Lambic y Flander y la alemana Berliner
Weisse son ejemplos clasicos de este estilo de cerveza.

En este trabajo se utiliz6 como cerveza base el tradicional estilo aleman Berliner Weisse
(cerveza sour tipica de la region de Berlin) transformandose en el estilo “Fruit Beer” una vez
que se le anadié la fruta. En este estilo se busca principalmente generar una armoniosa
combinacion entre la cerveza base y la fruta que se agrega, repercutiendo en sus
caracteristicas organolépticas (apariencia, aroma, flavour, sabor, entre otras).

La cerveza base o Berliner Weisse, consiste en una cerveza de 50 % trigo, clara, acida y
refrescante en base a frutas, la cual es obtenida mediante una fermentacién lactica previa
a la alcohdlica con lactobacilos. Contiene bajo contenido alcohdlico y alto nivel de
carbonatacion.

Las etapas de la elaboracion de cerveza seran descriptas en el apartado de materiales y
métodos (seccion 3.2), destacando los pasos que caracterizan a la elaboracion de este tipo
de cervezas. La adicion de las frutas puede hacerse en diversas etapas del proceso; en la
etapa de coccidn, durante o posterior a la fermentacion, en la etapa de maduracion o en el

envase final, ya sea en barril o botella.
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En el presente trabajo el término “cerveza acida” hara referencia a una cerveza acidificada
por medio de lactobacilos especificos. Cabe esta aclaracién debido a que no deben ser
confundidas con otro tipo de cervezas acidas como pueden ser aquellas con
fermentaciones espontaneas o alternativas, inoculadas con levaduras “salvajes” o

acidificadas completamente mediante la adicion de frutas o afiejadas en barricas.

1.3 Antecedentes de Incorporacion de fruta a la cerveza

La incorporacion de fruta en la cerveza data desde la civilizacion egipcia quienes se conoce
que elaboraban una especie de cerveza a la cual ocasionalmente agregaban datiles y
granadas. Mas contemporaneos a ellos, y con una concepcion de cerveza mas cercana a
la actual, podemos tomar el primer registro de una cerveza con agregados de fruta el que
Randy Mosher menciona en la investigacion para su libro “Radical Brewing” y data del 1614
en Alemania, siendo Heinrich Knaus quien anadié cerezas (con carozo incluido) a la
elaboracion de su cerveza. También relata el hallazgo de un recetario de cervezas francés,
del ano 1828, en el cual incita al lector a utilizar diversas frutas, como frambuesas, grosellas,
fresas, pelones, duraznos y cerezas. Bien conocidas son las recetas de cervezas alemanas
del siglo diecisiete y dieciocho que fomentan la utilizacién de frambuesas, cerezas y una
variedad de duraznos llamada “sloe”. También aparece la “ebulum”, en antiguos recetarios
ingleses como en la literatura antigua, la cual es una cerveza con agregado de bayas de
sauco. Por supuesto que no se pueden omitir las tradicionales cervezas belgas Kriek (con
agregados de cerezas) ni Frambuoise (con agregado de frambuesas), las cuales son
alternativas de las famosas cervezas lambicas de fermentacion espontanea, con unos

registros que datan desde los afios 30.
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1.4 Calafate

La produccion de “berries” comprende diversas especies como las frutillas, frambuesas,
arandanos, grosellas, entre otras frutas, sus cultivos se distribuyen a lo largo del pais
dependiendo de sus condiciones edafo-climaticas. En la Argentina la produccion de berries
se ubica en quinto lugar después de la de citricos, uva, frutos de pepita y carozo,
constituyendo uno de los sectores de mayor dinamismo y crecimiento en las ultimas dos
décadas. Dentro del grupo de los berries se destacan también las especies nativas de la
Patagonia como las del género Berberis, entre los cuales se encuentra el “calafate”
(Berberis microphylla).

El Calafate (Berberis microphylla) es un arbusto espinoso perenne de la familia de las
Berberidaceae, que puede llegar a medir hasta 3 metros de altura. Esta especie crece
espontaneamente en diversas condiciones ambientales desde el clima arido y semiarido
frio tipico de la zona extra andina, hasta en los climas subpolares oceanicos caracteristico
de la Patagonia andina (Arena et al., 2018).

Estos arbustos se convierten en forraje para los rumiantes, quienes consumen sus flores,
frutos y brotes tiernos. También cumplen con un rol fundamental en el ecosistema como
refugio de varias especies animales y previniendo procesos erosivos en los suelos tan

comunes en la regién (Bottini et al., 1993).

i =i

Imagen 1: Planta de calafate.
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Cuenta con flores solitarias o0 agrupadas en inflorescencias de dos o tres flores. Posee seis
pétalos y seis sépalos de color amarillo (Imagen 2). Sus frutos son bayas subglobosas de
0,7 a1,1 cmde diametro (Imagen 2), con 6 a 10 semillas negras oscuras a marrones virando
del color verde en su estado inmaduro al azul oscuro, violaceo cuando llega a su punto de

madurez, presentan un promedio de 9,9 semillas por fruto (Arena y Curvetto, 2008).

Imagen 2: Detalle de las flores (izquierda) y frutos (derecha).

La fruta comercializada proviene de plantas en estado silvestre, que crecen y se diseminan
de manera natural y se encuentra distribuida a lo largo de la Patagonia tanto chilena como
argentina, desde Neuquén (37° LS) hasta Tierra del Fuego (54°8° LS) y desde los Andes

hasta la meseta y costa oriental patagénica (Bottini, 2000).

1.5 Cosecha de frutos de calafate

El criterio de cosecha de los frutos se basa normalmente en el color superficial de las bayas,
la calidad de los frutos se evalla a través del aspecto externo (color, tamafo, forma,
ausencia de defectos), la firmeza y su sabor. Debido a que los frutos no siguen madurando
una vez cosechados, la misma debe realizarse al momento de la plena madurez. En la
literatura se ha informado que al momento de cosecha el contenido de solidos solubles es
de 20 ° Brix, aproximadamente, estos niveles son muy variables por estar supeditados a las

condiciones climaticas (Arena y Curvetto, 2008; Moghaddan et al., 2013). Los frutos
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maduros presentan una elevada acidez comparada con otras especies frutales, el acido
malico es el acido organico predominante conteniendo de 3 a 3,4 % de este acido (Arena

et al., 2013) y un valor de pH de 3 a 3,4 (Arena y Curvetto, 2008).

1.6 Manejo poscosecha de frutos de calafate

Estos frutos son altamente perecederos una vez cosechados, muestran una tasa
respiratoria elevada (40 mL CO, kg h™" a 20 °C) y una baja a moderada produccién de
etileno (cerca de 1-2 pL kg™ h'' a 20 °C) (Rodoni et al., 2014). Al igual que la mayor parte
de los berries, el calafate tiene un comportamiento no climatérico (Rodoni et al., 2014). La
capacidad de almacenamiento del calafate es muy limitada y estd dada por el
ablandamiento de los frutos y por la incidencia de enfermedades de poscosecha. El cambio
de color de las bayas como consecuencia de la pérdida de compartimentalizacién celular
en la pulpa fue descrito como el principal factor de deterioro en ensayos de almacenamiento
(Rodoni et al., 2014), siendo la temperatura de almacenamiento de 0 a 1 °C la mas
adecuada, y la vida poscosecha en estas condiciones es de 2 a 3 semanas.

En tal sentido, el procesamiento de estos frutos aparece como una estrategia de interés
para reducir estas mermas, agregar valor y aumentar la oferta tanto geografica como
estacional. Es asi que la utilizacién de técnicas conocidas de conservacion, como la

liofilizacion adquieren relevancia.

1.7 Caracteristicas nutricionales de los frutos de calafate

El calafate se destaca principalmente por su capacidad antioxidante y por su elevado
contenido de hidratos de carbono y acidos organicos que le otorgan un alto valor nutricional.
La capacidad antioxidante del calafate es unas diez veces mayor que la de frutas como
manzana, naranja y pera y cuatro veces mayor que la del arandano cuyos frutos son
reconocidos por su elevada capacidad anti radical (Rodoni et al., 2014). Las antocianinas
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delfinidina, cianidina y petunidina constituyen los principales compuestos antioxidantes
(Ruiz et al., 2010) conteniendo 761 mg/100 g de antocianinas en frutos frescos (Arena vy
Curvetto, 2008). El contenido de acido ascorbico en estos frutos es moderado (~250 mg kg-
") (Akbulut et al., 2009).

El consumo de berries se ha asociado con la prevencion de ciertas enfermedades crénicas
y degenerativas, lo que ha aumentado su popularidad en forma vertiginosa (WHO/FAO,
2004). Como se menciond anteriormente los frutos de B. microphylla, son altamente ricos
en compuestos antioxidantes por lo que son muy apreciados por estas caracteristicas
(Arena et al., 2012; Rodoni et al., 2014).

En las ultimas décadas, ha surgido el interés de incorporar a diferentes matrices
alimentarias, aditivos de sustancias naturales provenientes de diversas fuentes vegetales.
En general, se busca reemplazar los aditivos sintéticos utilizados para estabilizar los
alimentos por sustancias naturales que son mucho mas aceptadas por los consumidores
(O'Connell y Fox, 2001). En este sentido ademas de sacar provecho de los antioxidantes
presentes en el fruto de calafate de manera funcional al contenido nutritivo, la presencia de

antocianinas en el mismo lo hacen un excelente colorante natural.

1.7.1 Antocianinas

Las antocianidinas son una sub-clase de compuestos dentro de los flavonoides. Las
antocianinas son glucésidos hidrosolubles formados por una estructura fendlica
(antocianidina) y uno o mas azulcares asociados que dan a los frutos en muchos casos su
color azul, violaceo y/o rojo (Imagen 3). Se conocen 5 antocianidinas que pueden ser
agrupadas por el color mayoritario: pelargonidina (naranja), cianidina y peonidina (naranja-

rojo) delfinidina, petunidina y malvidina (color azul-rojo).
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Aglicona Substitucién A ma’sk!.ll.l])

R1 R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Imagen 3: Estructura y sustituyentes de las antocianidinas (Durst y Wrolstad, 2001).

La estabilidad de estos compuestos depende de su estructura quimica, del pH y de la
composicion de la matriz donde se encuentran. Son relativamente estables a pH menores
a 3 (maxima estabilidad a pH 1) mientras que a pH de 4,5 o0 mayores comienzan a sufrir
reacciones de hidratacion transformandose en chalconas incoloras. Las mas estables son
las antocianinas acetiladas (Wrolstad, 2004) en contraposicion a las no acetiladas. Los

berries son ricos en las antocianinas no acetiladas.

o,.

OMe

Peonidina

De!hmdma Petunidina l Malvidina

Imagen 4: Antocianinas predominantes en diferentes frutas y hortalizas.
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1.8 Secado por liofilizacion

La liofilizacion consiste en el desecado por medio de la sublimacién del agua contenida en
los frutos. Es decir, congelar el producto y posteriormente remover el hielo por sublimacién,
aplicando temperatura en condiciones de vacio, por lo que no se alcanzan temperaturas
que puedan modificar o deteriorar la composicién quimica y nutricional de los mismos,
conservando las sustancias volatiles y/o termo sensibles. De esta forma se obtienen
productos de alta calidad que conservan todas sus propiedades nutricionales y
organolépticas y permite su conservacion sin cadena de frio, ya que su bajo porcentaje de
humedad posibilita obtener una elevada estabilidad microbioldgica, y ademas mejora la
eficiencia del traslado, almacenamiento y manipulacién, debido a no necesitar refrigeracion

y a la disminucién del peso y volumen de los mismos (Parzanese, 2013).

Imagen 5: Detalle de calafates luego de la liofilizacion.

1.9 Utilizacion del fruto de calafate en matrices alimentarias

El INIA (Instituto de Investigaciones Agropecuarias) en Chile, comenzd con un programa de
domesticacion del calafate, reconociendo mas de 300 ecotipos y diferenciandolos segun su
fruto, priorizando los mas aptos para ser incorporados en productos elaborados

comerciales.
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Es asi que estos frutos han sido incorporados al Cdédigo Alimentario Argentino por
Resolucion Conjunta 22/2006 y 409/2006, autorizdndose su empleo en productos
alimenticios como dulces, mermeladas, licores, helados, confites y bebidas sin alcohol.
Actualmente es habitual encontrarlos especialmente en la region patagénica donde es

consumido por pobladores locales y turistas (Arena y Curvetto, 2008).

Imagen 6: Productos regionales a base de calafate.

La utilizacién de los frutos de calafate en bebidas no es un fenémeno reciente, los pueblos
Tehuelches preparaban una bebida a base de una maceracién en agua de los frutos
triturados, sin dejarlos fermentar (Alonso y Desmarchelier, 2006). Los pueblos Mapuches,
por su lado, elaboraban una especie de “chicha” a partir de la fermentacion del fruto y su
posterior mezcla con el “chacai” como también un “vino de calafate” con la fermentacion

solo de los frutos (Alonso y Desmarchelier, 2006).

1.10 Calidad y conservacion de la cerveza

Durante el almacenamiento de la cerveza un factor de pérdida de calidad es la generacion
de off-flavors debido a reacciones de oxidacion de acidos grasos y alcoholes de cadena

larga (Li et al., 2016). La ocurrencia o no de estas reacciones va a depender

18



fundamentalmente del balance redox y el contenido de antioxidantes del producto final
(Jaskula-Goiris et al., 2014), sumado a las condiciones de almacenaje, siendo la luz, los
movimientos y el oxigeno los factores principales que aumentan la oxidacién con la
consecuente pérdida de calidad del producto.

El deterioro en la cerveza puede detectarse de manera quimica como sensorial, siendo este
ultimo el método mas utilizado por los cerveceros artesanales.

En términos sensoriales, lo primero que pierde una cerveza, es el caracter fresco del lupulo
y la malta, seguido del amargor y comienza a sentirse mas dulce en aroma y en boca, donde
aparecen los descriptores caracteristicos de “acartonado” o “papel”.

Otro factor importante a tener en cuenta durante el almacenamiento de la cerveza es su
poder antioxidante dado principalmente por compuestos polifendlicos provenientes en un
80% de la malta y en 20% del lupulo (Jurkova et al., 2012). El contenido de polifenoles en
la cerveza también esta influenciado por los factores genéticos de sus materias primas, por
las condiciones ambientales en las que crecen y por los factores tecnolégicos de
elaboracion (Rivero, 2005). Algunos estudios observaron que la incorporacion de extractos
obtenidos del lupulo con alto contenido en polifenoles lograron incrementar la capacidad
antioxidante y la estabilidad durante el almacenamiento (Goiris et al., 2014, Jaskula-Goiris
et al., 2014). Sin embargo, la incorporacion a la cerveza de otras matrices ricas en
antioxidantes y su influencia en la conservacién durante el almacenamiento no ha sido

estudiada.

1.11 Agregado de calafate a la cerveza

Una forma de agregarle valor al fruto y aprovechar su produccién estacional es secarlo por
medio de la liofilizaciéon, de esta manera se conservan todas sus propiedades nutricionales

organolépticas. Esta técnica permite el consumo en la zona de produccion y también el
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trasladado a regiones mas lejanas donde de otra forma no estaria disponible sin perder
calidad.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la factibilidad de disefiar una cerveza acida
artesanal con la incorporacion de frutos de calafate liofilizados y determinar de qué manera
este agregado impacta en las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y antioxidantes

inmediatamente terminado el producto y en el almacenamiento.

1.12 Comentario final

Cabe destacar que los estudios epidemiolégicos sugieren que el consumo regular y
moderado de bebidas fermentadas (vino y cerveza) confiere una mayor proteccion
cardiovascular que las bebidas espirituosas. Parte de los efectos protectores de la cerveza
y el vino se debe a su contenido alcohdlico y parte a sus componentes no alcohdlicos
(principalmente polifenoles). La relacion dosis-efecto entre el consumo de cerveza o vinoy
la mortalidad se caracteriza por una llamada "curva en forma de J", con un menor riesgo
para los consumidores de alcohol de leve a moderado que para los abstemios o los grandes
bebedores. Por lo tanto las promesas nutricionales que surgieran del presente estudio
contemplaran estos criterios de salud cientificamente respaldados (De Gaetano et al.,

2016).
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la factibilidad de obtener cerveza artesanal con agregado de valor, a partir de la

incorporacion a la misma de frutos de calafate (Berberis microphyilla).

Hipétesis:
-La incorporacion de frutos de calafate en la cerveza artesanal permite generar un producto
con buenas caracteristicas fisicoquimicas, aceptabilidad sensorial y contenido de

antioxidantes inmediatamente terminado el producto y durante el almacenamiento.

2.1 Objetivos especificos:

1-Evaluar el impacto del agregado de diferentes concentraciones de calafate sobre la
calidad sensorial, fisicoquimica y antioxidante de cerveza artesanal.

Hipotesis 1

-El agregado de frutos de calafates permite obtener una cerveza con elevadas cualidades
sensoriales y antioxidantes dependiendo de la cantidad de fruto adicionado sin alterar las

caracteristicas fisicoquimicas.

2-Evaluar la calidad fisicoquimica y sensorial y contenido de antioxidantes durante el
almacenamiento de la cerveza artesanal con agregado de frutos de calafate liofilizados.
Hipotesis 2

-El agregado de frutos de calafate permite mantener una buena calidad sensorial,
fisicoquimica y elevado contenido de antioxidantes de la cerveza artesanal durante el

almacenamiento.
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3. MATERIALES y METODOLOGIA

3.1 Material vegetal Se utilizaron frutos de calafate (Berberis microphylla) recolectados

maduros en su poblacion silvestre local a principios de 2018, situada en las cercanias de la
ciudad de Ushuaia, 54°48 S, 68° 19W (Tierra del Fuego, Argentina). Los frutos se lavaron
con agua corriente y luego con una solucién de NaCIO 100 mg L™, se congelaron en N
liquido y se liofilizaron en un liofilizador (RIFICOR, Argentina). El proceso de secado se
efectué a 35°C a 1.6 mm Hg o 2,13 mbar por 48 horas, posteriormente se almacenaron a -

80 °C hasta su utilizacion.

3.2 Proceso de elaboracion de la cerveza utilizada

La cerveza fue elaborada en la fabrica de cerveza artesanal LAURUS S.R.L, ubicada en la
localidad de La Plata, contando con habilitacion municipal correspondiente, en agosto de
2019. Se elabord una cerveza sour estilo Berliner Weisse, la misma es una cerveza acida
que posee una fermentacion lactica controlada con microorganismos lacticos especificos,
previa a la fermentacién alcoholica basica. Para ello se realizaron las siguientes etapas de
elaboracion:

Molienda: Se molieron 10 kg de grano de una mezcla de 50 % malta base Pilsen
(Sacha Malteria Platense) y 50 % trigo malteado (Maltear).

Maceracién: Se us6 agua de red, filtrada por un equipo de osmosis inversa, con el
objetivo de quitar la carga de sales. Se comenzé el proceso de macerado con 55 L a los
cuales se le adiciond 3 g de CaCl,, 1 g de CaSOy, 0,7 g de CaCOs3, 0,7 g de MgSO4y 15 g
de acido fosférico para corregir el pH de la maceracion. El macerado se realizé a 67 °C
durante 90 minutos, ajustando el pH a 5,5 y obteniendo una densidad final de 1,048 g/cm3.

Posteriormente se lavo el grano con 25 L de agua de osmosis a una temperatura de 78 °C,
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con el objetivo de inactivar enzimas y disminuir la viscosidad resultando en un mayor
rendimiento.

Coccion: El mosto se hirvio durante 15 minutos a 101°C con el fin de eliminar la flora
microbiana. Luego se enfrié a 35 °C.

Fermentacion primaria lactica: Se utilizé un cultivo de Lactobacillus plantarum Sour
Pitch (Wild Brew- Lallemand) para la acidificacién lactica, el mismo se agregé al mosto a 35

°C. El pH inicial fue de 5,4 y se dej6 incubar 24 horas a 35 °C, hasta alcanzar un pH de 3,4.

Pesado de granos Molienda Macerado Filtrado, lavado y Coccidn (15')
— g ' extraccion del grano Jp I
L] - = — —+ — 2 — 1
=\ _ e
@l = f
= . | R
| Enfriado a 35°C | I Inocualcién con I | Incubacién 24 horas | | Medicion de pH | Coccién a 60° +
! cultivo lactico 4
| degg 1 . | |4> 1 N 1 . 1 | 1 . agregado de lipulo
ST Lot
I SR (I J l [ [ D ‘ I
L e e - - | I I Lo - - I |
Whirpool Enfriado a 18°C Transvase a Inoculacién levadura Fermentacién alcoholica
ol fermentadores "tipo Ale” K
D — 2 I R i B N 0l |7 =
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Imagen 7: Diagrama de flujo de la elaboracion de la cerveza realizada, resaltando con una linea intermitente los
pasos que diferencian la elaboracion de una cerveza acida (fermentacion primaria lactica) con los comunes a
todos los otros estilos de cervezas.

Coccién y whirpool: Luego de la fermentacion lactica se hirvié el mosto durante 60
minutos, anadiendo 30 g de pellets de lupulo variedad Crystal (Estados Unidos), nutrientes
para levaduras (Servomyces) y un clarificante (Irish moss). Se obtuvo una densidad final de
1,037 g/cm3. Después de la coccion se realizé el whirpool, con el fin de que las particulas y
los sélidos del mosto se acumulen en el centro de la cuba, favoreciendo asi la obtencién de

un mosto mucho mas limpio.
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Fermentacion alcohdlica: El mosto se enfrid a 18 °C y se inoculé con levadura
Saccharomyces cerevisiae (Ale Nottingham) a razon de 0,8 g L' de mosto para la
fermentacion alcohdlica. El volumen final se dividié en 6 fermentadores (obteniendo 8 litros
en cada fermentador). Los fermentadores utilizados fueron de plastico, con una valvula de
salida inferior. La fermentacion alcohdlica fue realizada en las camaras de la catedra de

Agroindustria de la FCAyF a una temperatura de 17 °C durante 9 dias.

3.3 Agregado de frutos de calafate (Berberis microphylla) liofilizados en la cerveza

artesanal y seleccion de la concentraciéon adecuada

Se adicioné a la cerveza artesanal diferentes cantidades de frutos para evaluar las
siguientes formulaciones:

A-Control sin agregados

C-Con el agregado de 2,5 g L' de calafates liofilizados

D-Con el agregado de 5 g L' de calafates liofilizados

E-Con el agregado de 10 g L' de calafates liofilizados

El agregado de los frutos liofilizados se efectud al final de la fermentacién. Se burbujed con
CO; por 10 minutos para asegurar el mezclado del fruto. La cerveza con y sin el agregado
de frutos se almacend a 10 °C por 5 dias. Luego se clarificé descendiendo la temperatura
a 5 °C por 2 dias y se embotellaron bajo presion (debido a que la cerveza fue gasificada
con CO2)en envases de 340 mL color caramelo. En una primera instancia para seleccionar
la cerveza con la formulacion mas aceptable se efectuaron los analisis sensoriales y
analiticos de las tres cervezas con fruta, y posteriormente, con la cerveza con la
concentracién de calafate seleccionada, se realizd otra elaboraciéon y se procedié al
almacenamiento de la misma. Para realizar las determinaciones analiticas de pH, densidad,
acidez y analisis sensorial se utilizaron muestras de cerveza luego de dos dias del envasado
conservadas a 5 °C. Para las determinaciones de antocianinas, fenoles y antioxidantes,
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alicuotas de cerveza se congelaron a -18 °C. Luego se descongelaron, se centrifugaron a
5000 rpm x 5 min y se agitaron en vortex por 10 minutos a velocidad maxima para eliminar

los restos de CO.. Los analisis se detallan en la seccion 3.5.

3.4 Almacenamiento de la cerveza artesanal con agregado de frutos de calafate (B.

microphylla) liofilizados

En la segunda elaboracion, la cerveza se dividid en 6 fermentadores, a 3 fermentadores se
les agregd la fruta en la concentracién seleccionada, y a los 3 fermentadores restantes no
se les agreg6 fruta. Las cervezas con la concentracion seleccionada y las cervezas sin
agregado de frutas, se embotellaron bajo presion en envases de 340 mL color caramelo.
Las cervezas se almacenaron a 5 °C por 90 dias. Se tomaron muestras al inicio del
envasado y cada 30 dias. Las muestras de cerveza se procesaron como se indicé en 3.3 y
se evaluo el efecto del agregado de los frutos sobre el pH, acidez, soélidos solubles,
densidad, color, capacidad antioxidante, antocianinas, fenoles totales y caracteristicas
sensoriales durante el almacenamiento. Las determinaciones se efectuaron segun se

menciona en la seccion 3.5.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Color: El color superficial se evalué midiendo los parametros CIE Lab, L*, a* y b* con
un colorimetro (Minolta CR-400, Osaka, Japon) equipado con un cabezal sumergible. Se
colocaron 10 mL de muestra desgasificada en una cubeta cilindrica de 2 cm de diametro y
2 cm de altura donde se sumergio el cabezal del colorimetro para la determinacién. El
angulo hue (°H) fue calculado como °H = tan™ (b/a) x (180°3,14) cuandoay b >00 °H =

360° + (tan ' (b/a) x 180°/3,14) cuando a >0 y b< 0.
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3.5.2 Color EBC y densidad de color: El parametro EBC (European Brewery Convention)
es la escala europea de medicion del color de las cervezas. El color EBC se determin6
espectrofotométricamente con un espectrofotdmetro (Numak 721, Visible) midiendo la
absorbancia a 430 nm y 520 nm en una cubeta de 10 mm de longitud y multiplicando dicho
valor por 25. La absorcién de luz eventualmente causada por la turbidez se extrajo midiendo
adicionalmente a 700 nm.

Color EBC = (Abs 430 - Abs 700) X 25
Referencia:
- EBC<15 cervezas claras.
- EBC>15 cervezas oscuras.
La densidad de color se calcul6 como

Densidad de color= (Abs 430 - Abs 700) + (AbS 520 - Abs 700)

3.5.3 pH y Acidez: Se tomé una alicuota de 10 mL de cerveza, se agregé 100 mL de agua
destilada y se midi6 el pH con un peachimetro (NUMAK). Con la misma solucion se realizé
una titulacion acido base con NaOH 0,1N hasta pH 8,2 (AOAC, 1980). Las medidas se
realizaron por duplicado y la acidez se expresé en miliequivalentes de protones por litro de

cerveza (meq H* L™").

3.5.4 Densidad y sélidos solubles: Se determind con densimetro y refractometro digital
(Milwaukee, MA871), respectivamente. La densidad se expresd en miligramos por litro (g L-

") vy los solidos solubles en grados Brix (°Brix).

3.5.5 Contenido de Antocianinas: E| contenido de antocianinas se determiné
espectrofotométricamente por el método diferencial de pH (Giusti y Wrolstad, 2005). Las
muestras de cerveza procesadas como se detall6 en 3.3 fueron centrifugadas, se diluyeron
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con buffer KCI (0,025 M, pH: 1) o con buffer acetato de sodio (0,4 M, pH: 4,5). Se medio6 la
absorbancia de ambas soluciones a 520 nm. El contenido de antocianinas se expresé como
mg de delfinidina-3-glucosido (D3G) por L ' utilizando el coeficiente de extincion para D3G
de €=0,051 L mg 'cm

D3G (mg L '1) = [(AbS. 520; pH: 1 — Abs. 700; pH: 1) x FD - (AbS. 520; pH: 4,5 — Abs. 700 pH:4,5) X FD.] X

€'x1cm!

FD: Factor de dilucién.

3.5.6 Capacidad Antioxidante contra el radical ABTS™: El ensayo de ABTS™ se realiz6
segun lo descrito por Arnao, (2001). La solucion madre de ABTS™ se prepard pesando 7
mmol de sal ABTS™ de amonio y 2,45 mmol de K2S,0s, que se afiadieron a agua destilada
hasta completar 1 L de solucion y se dejaron reaccionar durante la noche a 20 °C en la
oscuridad. La solucion de trabajo ABTS™ se preparé diluyendo la soluciéon madre hasta una
absorbancia de 0.700 £ 0.03 a 734 nm. Luego, se anadieron 20 uL de cerveza a 1 mL de
solucién de trabajo ABTS™, se agitd, se incubd durante 6 min y se midié la absorbancia a
734 nm. Las muestras se midieron por triplicado. Se utilizd Trolox ® como estandar
antioxidante y los resultados se expresaron como Capacidad Antioxidante Equivalente a

Trolox® (TEAC) sobre una base de peso en fresco (mg L™).

3.5.7 Fenoles totales: Se anadieron 50 uL de cerveza a 950 pL de agua destilada y 50 pL
de reactivo Folin Ciocalteu (FC) diluido en agua 1:1. Después de 3 min, se afiadieron 100
uL de una solucion de 20% (m/v) de Na.CO; en 0,1 mol L' NaOH vy la solucion resultante
se incub6 a 25 ° C durante 90 min (Singleton, Orthofer, y Lamuela -Raventos, 1999). Se
midié la absorbancia espectrofotométricamente a 760 nm, las sustancias reactivas al Folin

Ciocalteu (FC) se cuantificaron usando acido galico (GA) como estandar. Los resultados se
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expresaron como acido galico equivalentes AGE (mg L™"). Las muestras se analizaron por

duplicado por tiempo de almacenamiento.

3.5.8 Anadlisis sensorial jueces entrenados: Para la seleccion de la cerveza con
diferentes concentraciones de fruta agregada y de la cerveza seleccionada durante el
almacenamiento, se realizé una evaluacién sensorial con dos expertos reconocidos por
“Beer Judge Certification Program”. Se analizaron los descriptores: apariencia, aroma,

flavour, acidez, balance e impresioén general.

3.5.9 Andlisis sensorial consumidores: La calidad sensorial de la cerveza seleccionada
se analizé mediante un ensayo de aceptabilidad con 60 consumidores no entrenados, se
utilizaron los descriptores: color, aroma, sabor y aceptabilidad general. Los datos obtenidos

se procesaron con un ANOVA para cada descriptor por separado.

3.6 Analisis estadistico

Para la seleccion del nivel de agregado se fruta y para el ensayo de almacenamiento se
utilizé un diseno factorial. En el primer ensayo el factor fue el nivel de calafate adicionado.
En el segundo ensayo los factores fueron el nivel de fruta y el tiempo de almacenamiento.
Se calculd la desviacion estandar y los datos se analizaron por medio de un ANOVA con el
software InfoStat (Di Rienzo et al., 2011). Las medias se compararon mediante un test de

Tuckey a< 0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion de la concentracion adecuada de frutos de calafate agregado a la

cerveza

4.1.1. Color

El color de la cerveza es uno de los parametros que mas impactan a la hora de caracterizar
este estilo de cervezas con agregados de frutas. Los frutos de calafate poseen un alto
contenido de antocianinas, lo que es muy importante ya que le imparte un color
caracteristico a la cerveza.

Para poder evaluar de manera objetiva y reproducible el color, existen escalas que dan una
representacion grafica y numérica del mismo, es decir definen una serie de parametros que
lo describen. El sistema CIE L*, a*, b* es un sistema de coordenadas (Imagen 8) con tres
planos o ejes: L* que representa la luminosidad y oscila desde 0 (negro) a 100 (blanco), a*
que comprende colores verdes (valores negativos de a*) a rojos (valores positivos de a*) y
b *que va desde los tonos azules (valores negativos de b*) a amarillos (valores positivos de
b*). En el centro se percibe acromatismo (colores grises). Los valores de L* y °Hue (arctan
b*/a*) simbolizan la luminosidad y tonalidad respectivamente. Estos parametros se obtienen

con un colorimetro (ver seccién 3.5.4).

Imagen 8: Modelo de color CIE L* a*b*.
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En este trabajo se obtuvieron valores de luminosidad (L*) cercanos a 19 para la cerveza
base y valores de L* de 14; 12,5y 11,5 para las cervezas con 2,5; 5y 10 g L' de calafate
agregado respectivamente (Figura 1B), lo que indicé que a medida que se aumentd la
concentracion de fruta incorporada, los valores de luminosidad L* disminuyeron, las
cervezas se fueron tornando mas oscuras. En la Figura 1C y 1D se observa un valor
cercano a 1 del parametro a* y valores cercanos a 5 de b* para la cerveza sin agregado de
calafate, es decir con mayor componente amarillo, mientras que las cervezas con agregado
de calafate presentaron valores significativamente mayores de a* cercanos a 9 y valores de
b* cada vez mas negativos, es decir con mas componente rojo, a medida que se aumenté
la concentracién de calafate agregado, en concordancia con Horicar et al., 2020 que
también observaron un aumento en el componente del color rojo en la cervezas con

agregado de extractos de berenjena.

En la Figura 1E se observa el tono de las cervezas representado por el °"Hue, se puede
apreciar la diferencia entre la cerveza sin fruta y con fruta. La cerveza sin fruta tiene una
tonalidad amarilla que se ubica en el primer cuadrante con un valor de °Hue de
aproximadamente 67, mientras que las cervezas con calafate muestran angulos °Hue con
valores cercanos a los 320-350 que las ubica en el cuarto cuadrante representando a los
tonos rojos, que se corresponden con los valores de a* y b* obtenidos para los diferentes

agregados.
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Figura1: Foto de las cervezas con diferentes agregados de calafate en vasos de precipitado, de izquierda a
derechaOgL",25gL", 5gL" 10 gL"(A). Parametros de color CIE lab, L*(B), a*(C), b*(D) y °Hue (E) de
las cervezas con agregadosde 0 gL, 2,5gL", 5gL"y 10 g L de calafate liofilizado. Valores con letras
distintas indican diferencias segun test LSD de Tuckey con un nivel de significancia de P < 0,05.
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4.1.2. Color EBC, color rojo y densidad de color
El color EBC (European Brewery Convention), es la escala de medicion del color de las
cervezas, mide la absorbancia de la misma a 430 nm por espectrofotometria y el valor se

multiplica por 25.
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Figura 2: Color rojo (Abs. a 520 nm) (A), Color EBC (B) y Densidad de color (C), de cerveza con agregados de
0glL"25gL" 5gL"y 10 gL’ de calafate liofilizado. Valores con letras distintas indican diferencias segun
test LSD de Tuckey con un nivel de significancia de P < 0,05.

En la Figura 2 puede observarse que a medida que aumento el nivel de agregado de fruta,
aumento la absorbancia a 520 nm, por lo tanto, el color rojo, que su vez se relaciond con

un aumento de color EBC, llegando a valores similares a cervezas rojas u oscuras para el
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mayor nivel de agregado. La densidad de color también siguié la tendencia antes
mencionada. Estos ultimos dos parametros nos dan un dato concreto sobre la estabilidad

de las antocianinas en la matriz cervecera.

4.1.3. Valores de pH, densidad y acidez
En las cervezas artesanales tradicionales el valor de pH ronda normalmente los 4,5; en el
caso de las cervezas tipo Berliner weisse debido a la fermentacion lactica, el pH es menor,

de aproximadamente 3,5 (Tabla1); por eso son llamadas cervezas tipo acidas.

Tabla 1: Valores de pH, densidad y acidez de las cervezas con distintas concentraciones de calafate
agregada. Valores con letras distintas indican diferencias segun test LSD de Tuckey con un nivel de
significancia de P < 0,05.

0 3,44 +0,01a 1010 +£0,7b 63+6b
2,5 3,44 +0,02a 1011 £0,3ab 67+1b
5 3,45 +0,01a 1011 +0ab 68+6b
10 3,41 £0,01a 1012 +0a 79t1a

En este trabajo se pudo observar que el agregado de fruta, no afecté el pH de la cerveza,
si bien el calafate es una fruta acida con valores cercanos a pH 3,5 la incorporacién a la
cerveza de estos frutos no modifico los valores de pH de la misma.

También pudo observarse que la cantidad de calafate agregada no influyé en el pH,
observandose valores similares de pH en las cuatro concentraciones de agregado de
calafate.

La densidad y la acidez medida en mEq H* L"" mostraron una tendencia a aumentar con la

mayor incorporacion de fruta.
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4.1.4. Contenido de antocianinas, sustancias reactivas al Folin-Ciocalteu (FC) y
capacidad antioxidante de las cervezas con diferente agregado de calafate

En el calafate, como se mencioné anteriormente (seccién 1), las antocianinas representan
el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles, son polifenoles los cuales poseen un
doble potencial, su capacidad colorante y antioxidante. La antocianina mas abundante en
el calafate es la delfinidina 3-glucosido (Pino et al., 2018). En la Tabla 2 podemos observar
el contenido de antocianinas, las sustancias reactivas al FC y la capacidad antioxidante por
ABTS™, en frutos de calafate fresco y liofilizado.

Tabla 2: Contenido de antocianinas, sustancias reactivas al Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante por
ABTS™, en frutos de calafate fresco y liofilizado.

Antocianinas 10,9 0,7 29,4 +0,1
(mg D3G g")

Sust. reactivas al
FC 146 +1,7 40,2 +7
(mg AGE g)

ABTS™
(mg TE g™ 12,7 £2,.3 30,1 4

Valores en peso fresco.

Con el proceso de liofilizacion de los frutos de calafate, el contenido de antocianinas no fue
afectado, manteniendo inalterada ademas su capacidad antioxidante (Tabla 2). El contenido
de antocianinas en la cerveza sin fruta, como era de esperarse, no fue detectado, ya que la
materia prima que se usa para la elaboracion de la cerveza sin fruta no posee este tipo de
compuestos. En cuanto a la cerveza con el agregado de frutos de calafate, se pudo observar
que a medida que se incrementé la concentraciéon de fruta afiadida también aumenté el
contenido de antocianinas en la misma (Figura 3). De la concentracion total de antocianinas

del fruto de calafate liofilizado s6lo quedé disponible en la cerveza entre el 30 y 40 % de las
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antocianinas. Cuando se incremento la concentracion de calafate agregado de 2,5a5 gL-
! la cantidad de antocianinas en la cerveza aumento6 un 37 % y cuando se aument6 de 5 a
10 g L' se increment6 un 54 %.

Las sustancias con actividad antioxidante presentes en la cerveza provienen esencialmente
de las materias primas empleadas en su elaboracién, estando ya presentes en aquellas u
obteniéndose por modificacion y transformacion de sus constituyentes (Gonzalez-San josé,
2010). Entre estas sustancias destacan los polifenoles, que provienen esencialmente, como
se menciond anteriormente, en un 70-80 % de la cebada malteada y un 20 % del lupulo.
Estos compuestos juegan un rol fundamental en la capacidad antioxidante y en la
estabilidad sensorial de la cerveza (Gerhauser 2009).

El contenido de fenoles totales se evalu6 mediante la técnica de Folin-Ciocalteau. La
adicion de frutos de calafate liofilizados a la cerveza aumenté considerablemente el
contenido de compuestos fendlicos, partiendo de valores de 160 mg L' de AGE en la
cerveza base, incrementando el contenido de estos compuestos en la cerveza con
agregado de calafate con contenidos de fenoles de 275, 300 y hasta 360 mg L' de AGE
representando un aumento del 42 %, 46 % y un 55 % para las concentraciones de 2,5; 5 y
10 g L' de calafate adicionado respectivamente (Figura 3). Otros autores reportaron valores
superiores de polifenoles en las cervezas artesanales en un rango de polifenoles totales
que va de 700 a 1330 mg AGE L' (Pachas, 2019).

El contenido de fenoles totales encontrados en este tipo de cerveza fue menor al reportado
por bibliografia para las cervezas ale de 100 % malta, para este estilo de cerveza se usé
50% de trigo malteado, lo que podria haber afectado el contenido de fenoles ya que estos
pueden formar complejos con las proteinas del trigo y no encontrarse disponibles como

tales (Delvaux et al., 2003).

35



1GO-A

d
50 - b
c I
D '
a
350 b
C
1754 I I
0

500 -

b
C
300 - I
100
2.5 5 1

Calafate adicionado (g L")

Antocianinas
{mg D3G L)

FC (mg AGE L)

Sustancias reactivas a

ABTS™
(mg TE L'}

< |

0

Figura 3: Contenido de antocianinas(A), sustancias reactivas al Folin-Ciocalteu FC (B) y capacidad antioxidante

por ABTS™ (C) de las cervezas con agregados de 0, 2,5; 5y 10 g L' de calafate liofilizado. Valores con letras
distintas indican diferencias segun test LSD de Tuckey con un nivel de significancia de P < 0,05.
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La capacidad antioxidante total de las muestras de cerveza se evalué mediante un ensayo
ABTS"™ con el cual se determind TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity o capacidad
antioxidante de equivalentes al Trolox). Los resultados de la capacidad antioxidante de las
cervezas se presentan en la Figura 3. Los valores de TEAC para la cerveza sin fruta fueron
de 133 mg TE L™". La adicién de calafate liofilizado resulté en un aumento significativo en la
capacidad antioxidante de la cerveza en aproximadamente un 57 %, 65 % y 73 % para las
concentraciones de 2,5; 5y 10 g L' de calafate adicionado respectivamente. Como ya se
menciond, la capacidad antioxidante en la cerveza esta dada principalmente por el
contenido de compuestos polifendlicos propios de los componentes de la cerveza y ademas
en el caso de las cervezas con el agregado de fruta se suma la capacidad antioxidante de
los compuestos fendlicos del fruto de calafate. Resultados similares fueron descriptos por
Hornicar et al., (2020) en la cuantificacion de la actividad antioxidante de cervezas con

agregados de cantidades crecientes de extractos antocianicos a la cerveza.

4.1.5. Andlisis sensorial jueces entrenados

El analisis sensorial es el examen de los atributos del producto mediante los sentidos (vista,
olfato, gusto y tacto), obteniendo datos cuantificables y objetivos. Es una herramienta util
para medir atributos en cerveza artesanal. La incorporacion de calafate a la cerveza no sélo
puede influir en la calidad general y en sus propiedades nutricionales, sino que también
puede afectar las propiedades sensoriales.

La evaluacion sensorial para la seleccion de la cantidad adecuada de fruta agregada a la
cerveza se realizé con un panel de jueces entrenados del Beer Judge Certification Program
(BJCP) que es un programa internacional que certifica y califica a los jueces de cerveza,
tomando como base los estandares de estilo preestablecidos en la Guia de Estilos de

Cerveza.
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Figura 4: Puntajes obtenidos en una escala del 1 al 10 de los descriptores evaluados (apariencia, aroma, flavour,
acidez, balance e impresion general) por jueces BJCP de las cervezas con agregados de 2,5; 5y 10 g L™ de
calafate liofilizado.

Con los datos obtenidos en las evaluaciones, se representaron graficamente los promedios
por atributo en cada producto, es decir, se cred un perfil descriptivo con un diagrama de
telarafia para cada una de las caracteristicas evaluadas (apariencia, aroma, flavour, acidez,
balance y aceptabilidad general), donde cada una de los puntos presentes en el diagrama
corresponde a un atributo, la intensidad de este se incrementa a medida que se aleja del
punto central (Figura 4).

Las cervezas con el agregado de 5y 10 g L™ de calafates liofilizados respecto a aquella
con agregado de fruta de 2,5 g L™ presentaron los puntajes mas altos para casi todos los
descriptores evaluados excepto acidez, donde este puntaje fue similar para las tres
concentraciones de fruta agregada. El hecho de que no haya grandes diferencias en la
aceptacion organoléptica entre las dos incorporaciones de mayor concentracion de fruta
inclind la eleccion hacia aquella con la de menor cantidad de fruta y contemplando la

repercusiéon econdmica que conlleva duplicar la cantidad de fruta por litro de cerveza,

38



resulto la eleccion de una concentracion de fruta de 5 g L™, por lo tanto la cerveza con
agregado de 5 g L' de calafate liofilizado fue la seleccionada para continuar con el ensayo

de almacenamiento.

4.1.6. Analisis sensorial con consumidores no entrenados

Para evaluar el nivel de aceptacién de la cerveza con la concentracion de calafate
seleccionada (5 g L™") por los jueces entrenados, se realizé un test de aceptabilidad general
con consumidores no entrenados. Para ello se analizaron los parametros de aceptabilidad
general, aroma, gusto, balance y color cuyos puntajes medios obtenidos pueden observarse
en la Figura 5. Tanto la cerveza base, como la cerveza con calafate tuvieron buena
aceptacién por parte del consumidor, la cerveza con fruta obtuvo mayor puntaje en los
parametros de color, sabor y aceptabilidad general y el color fue el parametro que mas
influyd en la aceptabilidad.

sncalafate =—pe=con calafate

Color

=

Acept gral : Aroma

Sabor

Figura 5: Puntajes medios obtenidos para los parametros evaluados (color, aroma, sabor y aceptabilidad
general) por consumidores no entrenados de la cerveza sin y con la concentracion de calafate seleccionada de
5gL™.
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Por otro lado, se les consulté a los consumidores si habian tomado alguna vez cerveza de
este estilo. En la Figura 6 puede observarse que la mayoria de los consumidores no habian

probado anteriormente este estilo de cerveza.

Si ENo mEnr

Figura 6: Respuestas del panel de consumidores no entrenados frente a la pregunta si habian consumido este
estilo de cervezas (acidas con agregado de frutas).

Teniendo en cuenta los resultados de forma global y especialmente los obtenidos en el
analisis sensorial, la cerveza con 5 g L' de calafate agregado tuvo una buena aceptacion
por parte de los consumidores, el agregado de calafate no influyé negativamente en la

aceptacioén de la cerveza con agregado de fruta respecto de la cerveza base.

4.2. Almacenamiento de la cerveza seleccionada

Una vez seleccionada la cerveza con la cantidad de calafate agregado de 5 g L' se procedio
al almacenamiento a 5 °C de la misma junto con la cerveza base, en botellas de vidrio color

caramelo.
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4.2.1. Acidez, pH, densidad de las cervezas durante el almacenamiento

En la Tabla 3 puede apreciarse una acidez similar entre las cervezas con agregado de fruta
y sin fruta, valor que se ve levemente incrementado con el tiempo de almacenamiento. El
pH no varié durante el almacenamiento en las dos cervezas analizadas, o mismo ocurrié
con la densidad medida con el refractometro y con densimetro.

Tabla 3: Valores de acidez, pH y densidad de cerveza sin y con agregado de calafate de 5 g L™ liofilizado

durante el almacenamiento a 5 °C. Valores con letras distintas indican diferencias segun test LSD de Tuckey
con un nivel de significancia de P < 0,05.

ACIDEZ 72+2a 78+4a 71+4a 70+4a

(mEq H* L") 70+1a 78+8a 73t1a 74+2a
oH 3,45+0,03a | 3,3240,07a | 3,43+0,15a| 3,45+0,05a
3,44+0,02a | 3,32+0,07b | 3,51£0,02a | 3,42+0,04ab

DENSIDAD 1011£0,2a | 1010+0a | 1010+7a | 10111a
(mg L") 1010+7a | 1009:0,3a | 1009+0,6a | 1011%0,6a

4.2.2. Color cerveza durante el almacenamiento
En la cerveza sin agregado de calafate los valores de L*, a*, b* y por lo tanto de °Hue se
mantuvieron estables con valores cercanos a 20, 1, 4 y 80 respectivamente durante los 90

dias de almacenamiento refrigerado (Figura 7).
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En las cervezas con agregado de 5 g L' de calafate, si bien el color se mantuvo bastante
estable a lo largo del almacenamiento, pudo observarse una tendencia leve hacia mayores
valores de a* y menores de b*, que se observd también con un leve aumento del °Hue lo
que indicaria una tendencia a tonos mas rojizos con el avance del almacenamiento. Un
parametro que puede influir sobre el color, es el pH y se pudo observar anteriormente que
este no varié durante el almacenamiento, por lo tanto, este comportamiento podria deberse

a una ligera degradacion de las antocianinas.

4.2.3. Color EBC, color rojo (Abs. a 520 nm) y densidad de color durante el
almacenamiento

El color EBC fue 6 y 11 para las cervezas sin calafate y con calafate, respectivamente. Se
registré un incremento hacia el final del almacenamiento, periodo en el que la cerveza sin
calafate lleg6é a 6,8 y la cerveza con calafate a 13,2 (Figura 8). EI cambio en el color EBC
encontrado aqui fue limitado. Esto coincide con Vanderhaegen et al., (2007), quienes
observaron que el cambio de color durante el almacenamiento es menor en cervezas claras
de bajo grado alcohdlico en comparacion a las oscuras o con elevado contenido de alcohol.
No se registraron cambios relevantes ni en la absorbancia a 520 nm, ni en la densidad de
color de la cerveza sin fruta durante el almacenamiento (Figura 8). La cerveza con calafate
comenzo el almacenamiento con un color rojo de 0,720. Se evidencié una reduccion del 15
% a los 30 dias. Luego de este periodo el color rojo se mantuvo en niveles constantes. La
adicion de calafate logré generar una cerveza con un color caracteristico que fue estable
durante el almacenamiento. Estos resultados distan de los encontrados por otros autores
en donde la adicion de vegetales con alto contenido de antocianinas afecté la estabilidad

del color durante el almacenamiento (Martinez et al., 2017; Horincar et al., 2020).
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Figura 8: Evolucién de los parametros de color durante el aimacenamiento de 90 dias a 5 °C de cerveza sin (a
la izquierda) y con agregado de 5 g L -! de calafate (a la derecha): Color EBC (A y B), Color rojo con abs a 520
(Cy D), la densidad del color (E y F). Valores con letras distintas indican diferencias segun test LSD de Tuckey
con un nivel de significancia de P < 0,05.

4.2.4. Contenido de sustancias reactivas al Folin-Ciocalteu (FC) y capacidad
antioxidante durante el almacenamiento

La cerveza sin fruta comenzd el almacenamiento con 130 mg TE L' de actividad
antioxidante por ABTS™. La capacidad antioxidante se incremento 45 % luego de 30 dias,
para luego permanecer constante hasta los 90 dias (Figura 9). Contrariamente, Martinez et

al., (2017) reportaron un descenso o una no variabilidad de la capacidad antioxidante
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durante el almacenamiento acelerado de cervezas. La capacidad antioxidante de la cerveza
con calafate duplico la de la cerveza base sin sufrir cambios durante el almacenamiento.
Horincar et al., 2020, por el contrario, observaron que la capacidad antioxidante de cerveza
enriquecida con antioxidantes de berenjena se redujo durante 21 dias de almacenamiento

a 5 °C. Las sustancias reactivas al Folin- Ciocalteu siguieron la misma tendencia que por

ABTS **, aunque se observé una menor diferencia entre ambas cervezas (Figura 9).
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Figura 9: Contenido de sustancias reactivas al Folin-Ciocalteu (FC) (A y B) y capacidad antioxidante por
ABTS-+(C y D) de cervezas sin (a laizquierda) y con agregado de 5 g L' de calafate (a la derecha) aimacenadas
durante 90 dias a 5 °C. Valores con letras distintas indican diferencias segun test LSD de Tuckey con un nivel
de significancia de P < 0,05.
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4.2.5. Andlisis sensorial de las cervezas durante el almacenamiento con jueces
entrenados

Los jueces entrenados evaluaron los descriptores: apariencia, aroma, flavour, acidez,
balance y aceptabilidad general de las cervezas en base a un puntaje del 1 al 10 donde los
puntajes mas bajos representaron una menor aceptacién de la cerveza respecto a cada
atributo evaluado, mientras que puntajes mas altos significaron una caracteristica
destacable en la misma.

La evaluacién sensorial de las cervezas se realizé al comienzo del almacenamiento y a los
30, 60 y 90 dias de almacenamiento a 5 °C.

En las Tablas 4 y 5 puede observarse los puntajes obtenidos para cada descriptor durante

el almacenamiento para las cervezas con y sin agregado de calafate respectivamente.

Tabla 4: Puntajes otorgados por jueces entrenados para cada parametro evaluado en el andlisis sensorial de la
cerveza con agregado de 5g L' de calafate durante 90 dias de almacenamiento a 5 ° C.

0 9+14 90 8,25 +1,1 | 8,5+0,7 | 8,5+0,7 8,5 0,7
30 8 +0 75%0,7 | 8507 90 8 +0 9 +0
60 8,5 £0,7 7,5 10,7 8 +1,4 8 +0 7,5 +0,7 8,5 0,7
90 7,5 10,7 8 +0 7 %14 7,5+0,7 | 7x14 71,4

Tabla 5: Puntajes otorgados por jueces entrenados para cada parametro evaluado en el analisis sensorial de la

cerveza sin agregado de calafate durante 90 dias de almacenamiento a 5 ° C.

0 6,5 +0,7 7 %0 8,25 +1,1 7 +0 7,5+0,7 7,5+0,7
30 6,5 +0,7 7* 7,5+0,7 +1 7,5+0,7 7,5+0,7
60 7 %0 6 * 6,5 +0,7 *1, 7 +0,7 6,5 +0,7
90 6 0 6 +1,4 50,7 +0, 5,5 0,7 6,5 +0,7




En cuanto al descriptor de apariencia evaluado, caracterizado principalmente por el color,
puede apreciarse que la cerveza con el agregado de calafate obtuvo altos puntajes,
resaltando que el color invitaba a tomar esta cerveza, resultando atractiva y “llamativa”. Esta
caracteristica se mantuvo aceptable durante el almacenamiento.

El aroma a fruta fue mencionado como un muy buen complemento a la cerveza base,
afadiendo frescura en un principio el cual cambiaba a fruta madura o caracter a
“‘mermelada” hacia el dia 90 de almacenamiento. Mientras el aroma de la cerveza sin
agregado de fruta resultd con leves cambios durante el almacenamiento.

Si bien al flavour, en ambas cervezas fue disminuyendo durante el almacenamiento, en la
cerveza con agregado de calafate esta disminucién fue menor y posterior a la cerveza base.
La acidez fue mas balanceada y compleja con el agregado de fruta, contrastandola con una
acidez mas sencilla en la cerveza base, la cual sélo correspondia a una acidez lactica que
se incremento a lo largo del almacenamiento.

Los balances de ambas cervezas fueron muy buenos, la cerveza con agregado de calafate
presentd un mejor balance durante todo el almacenamiento.

En cuanto a la aceptabilidad general, ambas cervezas fueron bien aceptadas.
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Tabla 6: Imagenes de las cervezas sin y con agregado de calafate a los 0, 30, 60 y 90 dias de almacenamiento.

Tipo de cerveza
Ti . .
ne{r;w)po Cerveza base (Berliner Weisse) Cerveza base con calafate (Fruit Beer)
s} . |
UL |

30 — e

a0

a0
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5. CONCLUSIONES

El agregado de frutos de calafates permitio obtener una cerveza con elevadas cualidades
organolépticas y antioxidantes dependiendo de la cantidad de fruto adicionado sin alterar
las caracteristicas fisicoquimicas.

El analisis sensorial con jueces entrenados, otorgd mayores puntajes a la cerveza con
agregado de calafate, no sélo en el momento inicial sino también a lo largo del
almacenamiento.

Los resultados del panel sensorial con consumidores fueron muy positivos para ambas
cervezas, la cerveza con fruta fue muy bien aceptada siendo importante resaltar que la
mayoria no habia consumido anteriormente cervezas de este tipo.

Los analisis de pH, acidez y densidad no presentaron grandes diferencias durante el
almacenamiento en ambas cervezas.

El contenido de antioxidantes de la cerveza con agregado de calafates, duplico al de la
cerveza base.

Puede concluirse que es factible obtener una cerveza estilo “Fruit beer’ con agregado de
calafate a partir de una cerveza sour, ya que no sélo mejora las caracteristicas
organolépticas de la misma, sino que aumenta su capacidad antioxidante y la calidad
sensorial sin  modificar sus caracteristicas fisicoquimicas incluso durante un

almacenamiento en botella durante tres meses a 5° C.
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