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RESUMEN

La cerveza es una de las bebidas mas consumidas en el mundo. Actualmente
existe un auge en la produccion de cervezas artesanales o especiales. Un estilo que
esta incrementando su popularidad a nivel mundial y en Argentina es el de cervezas
sour o cervezas acidas. La elaboracion de las mismas incorpora una fermentacion
lactica antes de la fermentacién alcohélica. Esta modificacién del proceso otorga a las
cervezas sour caracteristicas distintivas de sabor y aroma, una elevada acidez y bajo
pH.

Los calafates son frutos berries que crecen de forma silvestre en la zona Andino-
Patagodnica de Argentina y Chile. Los frutos de calafate son extraordinariamente ricos
en antocianinas y antioxidantes. En este trabajo se evalud la calidad y estabilidad de
una cerveza sour enriquecida con frutos de calafate liofilizados. En una primera instancia
se elaboraron cervezas con diferentes niveles de calafate (0; 2,5; 5y 10 g L?). Las
cervezas enriquecidas con calafate tuvieron entre 2-4 veces mayor capacidad
antioxidante que el control, mientras que el nivel de antocianinas incorporadas fue de
entre 30-100 mg D3G L. La adicién del calafate provocé un marcado cambio de color
de la cerveza hacia tonos rojo rubi que quedd evidenciado por los cambios en los
parametros CIELab y la Absszonm. NO se afectd de forma relevante el pH, la acidez o
densidad de la cerveza. Entre los diferentes niveles de fruta analizados, las cervezas
con 5y 10 g L?! de calafate obtuvieron los mayores puntajes por parte de jueces
entrenados. La cerveza con 5 g L de calafate obtuvo mejores puntuaciones en color y
sabor en comparacion a la cerveza base (control) en el ensayo de aceptabilidad de
consumidores.

En una segunda instancia se evaluaron las propiedades antioxidantes,
fisicoquimicas y sensoriales de cervezas control (sin fruta) o con 5 g L de calafate
durante el almacenamiento en botella a 5 °C hasta 90 d. En la cerveza con calafate la
capacidad antioxidante, el nivel de antocianinas, el porcentaje de ionizacion de
antocianinas y el indice de polimerizacion permanecieron estables. En la cerveza control
un incremento de la capacidad antioxidante y los fenoles fue detectado luego de 30 d.
La cerveza con calafate mantuvo los puntajes de sus atributos sensoriales inalterables
luego de 90 dias a 5 °C, mientras que en la cerveza control los puntajes de acidez y
balance se vieron reducidos luego del mismo periodo de almacenamiento.

Este trabajo muestra una nueva alternativa para aprovechar los frutos de calafate
generando un nuevo producto con elevado valor agregado. Los frutos de calafate
poseen una limitada vida poscosecha, pero pueden ser estabilizados mediante secado

para poder ser almacenados o transportados a diferentes mercados. Debido a su



elevado nivel de antocianinas, la adicion de cantidades relativamente bajas de calafate
liofilizado (desde 2,5 g L) provoc6 un marcado cambio del color de la cerveza sin alterar
negativamente otros parametros importantes. El bajo pH de la cerveza sour fue
conveniente para maximizar el poder colorante del calafate, al tiempo que mejoré la
estabilidad y el color durante el almacenamiento. En resumen, los resultados muestran
que la adicion de calafate a cerveza tipo sour puede ser una buena opcién para obtener
un producto atractivo y estable enriquecido con antioxidantes naturales.

Palabras clave: “calafate”, Andino-Patagonico, bebida roja, berries, antioxidantes.
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1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas generales de la cerveza

1.1.1. Definicién y elaboracion de cerveza

a. Breve resefa histérica y definicion de cerveza: Se han encontrado registros

de elaboracion de cerveza hace mas de 4.000 afios a. C en la zona de la Mesopotamia
del Oriente Medio, donde los sumerios humedecian el pan con agua y la levadura
fermentaba la mezcla que la convertia en bebida alcohdlica. Si bien no se conoce con
certeza la fecha y lugar en que comenzé a elaborarse, la cerveza es considerada una
de las bebidas alcohdlicas mas antiguas (Nelson, 2005; Mundo Cerveza, 2020).

Se entiende por cerveza a la bebida resultante de la fermentacién alcohélica, mediante
levadura cervecera, del mosto de cereal malteado (mayoritariamente se utiliza cebada)
sometido a un proceso de coccién y adicionado de lapulo (CAA, 2020). De esta manera,
los componentes basicos de una cerveza son cuatro: el agua, la malta, la levadura y el

lGpulo.

b. Elaboracién de cerveza: La Figura 1 resume de forma esquematica las

principales etapas de la elaboracion de una cerveza tipo. El proceso de elaboracion
utilizado en este trabajo se explica de forma mas detallada en la seccion 2.2 de los

materiales y métodos.

-Maceracién: La maceracion consiste en adicionar agua al grano malteado partido y
someter al mismo a una temperatura de entre 64-70 °C por 60-90 min. En esta etapa se
generan sustratos fermentables, maltosa y glucosa, a partir del almidén del grano para
la posterior fermentacion por parte de la levadura. Esto es posible por las actividades de
las enzimas o y PB-amilasas propias del grano. También suceden reacciones de
protedlisis, lipdlisis, asi como también un descenso del pH a valores entre 5,2-5,8. Al

final de esta etapa se separan el mosto de los restos del grano.
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Figura 1: Esquema simplificado de la elaboracién de una cerveza tipo. La maceracion de la malta
en agua se realiza a 60-70 °C, en la coccion se lleva a hervor el mosto y se adiciona el lupulo,
luego del enfriamiento rapido en intercambiadores, el mosto se lleva a los fermentadores donde
se inocula con la levadura y se fermenta 10-20 dias a 10-18 °C dependiendo del tipo de cerveza.
Luego del filtrado las cervezas artesanales se almacenan en refrigeracion mientras que las

industriales se pasteurizan y se envasan.

-Coccion: El mosto se hierve entre 30-45 min. Se detienen las reacciones enzimaticas y
se inactivan microorganismos potencialmente contaminantes. En esta etapa se adiciona
el lapulo. El lapulo a pH inferior a 6 y temperaturas en torno a 100 °C se isomeriza,
pasando de su conformacién o-acido poco soluble, no amargo y aromatico a su
conformacion iso-a-acido con caracteristicas de amargor, elevada solubilidad y poco
aroma. Luego de la coccién se enfria rapidamente para evitar posibles desarrollos
microbianos.

-Fermentacién: Las levaduras generan CO; y etanol a partir de los azlcares solubles
fermentables al tiempo que continta el descenso del pH a valores proximos a 4,5. Estos
tres factores nombrados anteriormente intervienen en la conservacion del producto.
También se generan compuesto de aroma y sabor. Dependiendo del tipo de
fermentacion que se utilice, las temperaturas y tiempos rondan entre 10 °C y 20 d para

cervezas Lager y 18 °Cy 10 dias para cervezas Ale.

-Maduracion, carbonatacion y envasado: La cerveza se estaciona unas semanas a 0-5

°C. En este lapso se produce una segunda fermentacién, con los azlcares remanentes,



parcialmente limitada por la baja temperatura, y se siguen generando compuestos de
flavor. Este ultimo término se refiere a la percepcion combinada del aromay el sabor. Al
final de este paso las proteinas y levaduras floculan por baja temperatura y se vuelven
facilmente separables por filtracion. Finalmente, la cerveza se envasa bajo presion de

CO:..
1.1.2. Generalidades de las materias primas de la cerveza

a. El agua: Es el componente mayoritario de la cerveza. Si bien se puede pensar
que el agua es solo un vehiculo donde suceden diferentes reacciones en la elaboracion
actuando como un disolvente en el producto final, este no es el caso. En realidad, la
calidad del agua, especificamente su dureza y los iones disueltos, es uno de los
aspectos mas importantes que los cerveceros deben tener en cuenta si quieren llegar a
producir un producto de calidad.

El CaSO, posee, entre otros, un efecto reductor del pH que puede favorecer la
protedlisis y la hidrdlisis del almidén durante la maceracién. Las condiciones 4cidas
reducen también el color del mosto y la astringencia (Ros, 1980). Por otra parte, el calcio
interviene en la formacién de turbidez luego de la coccion y en la floculacién de la
levadura finalizada la fermentacién. EI Mg*? es necesario como cofactor para muchas
enzimas de la levadura (por ejemplo, la piruvato descarboxilasa, enzima crucial en la
sintesis de etanol). Las concentraciones elevadas de iones magnesio son inusuales,
pero en tal caso pueden impartir sabor amargo y tener efecto laxante. Se recomienda
no sobrepasar los 30 mg L. El agregado de NaCl puede emplearse en niveles
apropiados (75-150 mg L) para mejorar el cuerpo de la bebida. Pero superado este
nivel el sodio imparte sabor salado. El alto nivel de bicarbonato en el agua de
elaboracion es indeseable, ya que impide el correcto descenso del pH durante la
maceracion, al reaccionar con los protones de los acidos disueltos desde la malta. Se
sugiere que su nivel no supere 50 mg L. Los iones metdlicos pueden catalizar

reacciones de rancidez y favorecer off-flavors, gusto metalico y desarrollo de turbidez.



El cobre cataliza la oxidacion favoreciendo la inestabilidad del sabor y la turbidez. Los
iones hierro por su parte, pueden provocar precipitados rojos de éxidos hidratados o
favorecer coloraciones oscuras por la formacion de complejos con los fenoles de la
malta o el ltpulo. El nivel recomendado de estos iones se encuentra por debajo de 0,1
mg L. El sulfato es el principal contraién del calcio en el agua con dureza permanente,
aporta sabor amargo y sensacion de sequedad. Las concentraciones de sulfato
aceptables se ubican en el rango 10-250 mg L. El cloruro en cambio, contribuye al
caracter suave de la cerveza. Una concentracion maxima razonable es de 150 mg L?
(Kunze, 2006). La relacion cloruro/sulfato ayuda a regular el amargor de la cerveza.
Pero considerando todo esto, ¢,como hacen las cervecerias que tienen acceso a agua
que no cumple con estas composiciones tan puntuales? Habitualmente remueven la
mayoria de los iones mediante ésmaosis inversa del agua de red (Figura 2) (Ismail y
Matsuura, 2018), y luego adicionan los niveles optimos de iones en forma de sales,
segun la cerveza que se busque elaborar. En la seccion 2.2 de materiales y métodos se

pueden observar mas detalles de este Ultimo aspecto.
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Figura 2: Equipo de osmosis inversa (izquierda) y esquema grafico de funcionamiento del equipo
(derecha). Los circulos azules y marrones representan moléculas de agua o iones,

respectivamente. La linea vertical representa la membrana de osmosis inversa.

b. La malta: Los granos de cereales deben ser activados para poder ser
utilizados en la elaboracion. Esto se realiza mediante un proceso denominado malteado.

El malteado basicamente consiste en germinar parcialmente el grano de un cereal



mediante la aplicacion de humedad y luego el proceso se detiene por calentamiento
(Figura 3). El objetivo de esta etapa es activar toda la bateria enzimatica del grano
comprendida principalmente por amilasas, pero también por otras enzimas como
proteasas y lipasas. Estas enzimas son fundamentales en la etapa de maceracion, las
amilasas hidrolizan el almidon a azlcares fermentables mas simples, mientras que las
proteasasy lipasas hacen lo propio con las proteinas y lipidos, respectivamente. Aunque
la cerveza puede elaborarse con una amplia variedad de cereales, la cebada ha sido y
es el cereal de preferencia para la produccién de cerveza dado que ademas de contar
con gran cantidad de almidén, la cascara de los granos partidos forma un eficaz lecho
filtrante para la clarificacion del mosto luego de la maceracion. También, posee altos
niveles de enzimas amiloliticas, su rango de proteinas es adecuado y contiene una
concentracion de lipidos relativamente baja, estas dos Ultimas caracteristicas le
confieren buena estabilidad a la cerveza hecha con cebada (Arias, 1991). Ademas de
los ingredientes basicos de la produccién de cerveza también se admite el agregado de
los llamados adjuntos cerveceros (CAA, 2020). Los mismos incluyen sustratos
fermentables que pueden provenir de cereales como asi también de otras fuentes
vegetales. Son utilizados para reducir costos de produccién, corregir la densidad el
mosto a fermentar o conferir a la cerveza determinadas propiedades organolépticas, de
estabilidad o funcionales. Es comun utilizar otros cereales, méas alla de la cebada, en la
elaboracion de cerveza. Cuando un cereal es utilizado como adjunto, se debera tener
en cuenta la temperatura de gelatinizacion de su almidén, el contenido de nitrégeno,
presencia de cascara, y nivel de azucares fermentables (Priest y Stewart, 2006).
Mientras que en la cebada la temperatura de gelatinizacion coincide con la temperatura
de sacarificacion del almidon (hidrélisis del almidén), muchos cereales, como el arroz o
el maiz, presentan su punto de gelatinizacion por encima del rango de 62-65 °C éptimo
para las B- y a-amilasas (Olugbenga y Aberuagba, 2012; Ceppi y Brenna, 2010),
dando como resultado la desactivacion de las enzimas antes de que las mismas realicen

la sacarificacion (Hager y col., 2014). Estos cereales suelen adicionarse con su almidon
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pregelatinizado y en una proporcion no mayor al 15-20 %. En estos casos el potencial
enzimatico de la malta es suficiente para degradar el almidén adicional (Kunze, 2006).
En el caso del trigo, el mismo tiene su temperatura de gelatinizacion en torno a 58-64
°C, muy proxima a la temperatura de sacarificacion, por lo que no presenta problemas
con la hidrolisis del almidon. Esto da como resultado elevados rendimientos de
extractos, y por ello el trigo suele utilizarse en mayor proporcion (50-60 %) que otros

cereales y es mucho mas habitual encontrar cervezas a base de trigo (Kunze, 2006).

Figura 3: Grano de cebada germinado (izquierda), grano de cebada (centro) y grano de trigo
(derecha).

c. Lalevadura: Es el factor biotecnoldgico responsable de la elaboracion de esta
bebida fermentada. Se puede decir que la elaboracién de cerveza es una industria de
la denominada “biotecnologia tradicional”, una combinaciéon entre ciencia, arte y
tradicién, que haido refinAndose y mejorando a lo largo de miles de afios (Hough, 1990).
En sus inicios la fermentacién por la levadura era considerada un proceso “magico”.
Esto sucedio en la Mesopotamia, donde nadie entendia que la levadura natural presente
en el suelo y las plantas era la responsable de la fermentacién (White y Zainasheff,
2010). Explicar cientificamente el proceso de elaboracion de cerveza no fue posible
hasta el siglo XIX, cuando diferentes investigaciones fueron abriendo paso a sucesivas
mejoras en las técnicas de elaboracién (Hough, 1990). Hoy sabemos que, durante las
diferentes etapas del proceso, la liberaciéon de enzimas en el grano de cereal malteado,
la degradacion de almidon a azlcares simples por parte de esas enzimas y la
fermentacion del azucar a etanol y dioxido de carbono, se producen numerosas

reacciones e interacciones que definen las caracteristicas organolépticas o el “flavor”de
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la cerveza, convirtiéndola en una mezcla muy compleja (Aron y Shellhammer, 2010).
Actualmente las levaduras utilizadas en la elaboracion de la cerveza han sido
minuciosamente estudiadas y seleccionadas. Se utilizan cepas de levaduras del género
Saccharomyces, entre las que podemos nombrar S. cerevisiae, S. pastorianus (S.
carlsbergensis), las cuales se comercializan secas (se secan por lecho fluidizado)
(Figura 4). Comentaremos la diferencia del uso de una u otra especie en la siguiente

seccion.

Saﬂager W- 34/ 70

DAY LAGER YEAST
Ingredents: Yoast, emulsifier (E4911

DOBAGE: 115 in 10 to 15 itres.
PITCHING: Sprinkle nito wort.
netweehT: 11.5 g !

Figura 4: Sobre de levadura deshidratada (izquierda), levadura deshidratada (centro) y
microscopia de levadura S. cerevisiae (derecha).

d. El'ldpulo: El lapulo (Humulus lupulus L.) es una de las especies de planta del
género Humulus de la familia de las cannabaceas. La planta perenne y trepadora
desarrolla bien en climas frios y con largo fotoperiodo. Por ello en nuestro pais se cultiva
mayoritariamente en el Sudoeste de la provincia de Rio Negro. El lupulo contribuye al
sabor y aroma, dado respectivamente por las resinas y aceites esenciales que se
encuentran en las glandulas de lupulina de las inflorescencias femeninas de la planta
(Caballero y Porras, 2012). Las resinas incluyen principalmente a los denominados a-
acidos cuyo contenido puede variar considerablemente entre 2-16 %. Existen lUpulos
gue aportan s6lo amargor, otros que aportan mas aroma y algunas variedades se
emplean con ambos propdsitos. La cosecha del lUpulo se realiza cuando las bracteas y
bractéolas se cierran dando una forma compacta al cono, esto es indicio de que la
bractéola terminal cesé su crecimiento. Asimismo, cuando el color de las bractéolas y

en menor medida de las bracteas, cambia a verde amarillento, las glandulas de lupulina
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estan completamente llenas y el aroma del lupulo se desarrolla plenamente (Kunze,
2006). Una vez cosechados los conos se llevan a un nivel de humedad final de alrededor
del 10 %. La velocidad del aire y la temperatura tienen que ser controlados
cuidadosamente durante el secado puesto que los a-acidos pueden destruirse.
Actualmente un 50 % de la cosecha se procesa en pellets; estos son granulados de
lGpulo estabilizados, que se preparan mezclando hasta 2 % en peso de 6xido de
magnesio (o de calcio) con el polvo de flores de ldpulo (Figura 5) (Caballero y Porras,
2012). Como se comentd los a-acidos son insolubles, pero se solubilizan por una
reaccion de isomerizacion durante la etapa de coccidn. Se considera que como maximo
alrededor del 50 % de los a-acidos disponibles en el lUpulo pueden isomerizarse y pasar
a solucién. Sumado a esto existen otras pérdidas durante la fermentacién, de manera
que el rendimiento en cuanto a los principios amargos rara vez excede el 30 %
(Gigliarelli, 2018). La mayor parte de los aceites esenciales se volatilizan durante la
coccidn, por tal motivo los cerveceros que deseen aprovechar el aroma del lGpulo
pueden adicionarlo hacia el final de la coccién. Alternativamente el lGpulo seco puede
afiadirse a la cerveza directamente en tanques o barril, lo que se conoce como lupulado
en seco o dry hopping. Esta técnica se empela en estilos muy aromaticos como las
Indian Pale Ales (IPAs) (Steele, 2017). Actualmente algunos cerveceros utilizan

extractos de lipulo ya isomerizados.

Figura 5: A. Cultivo de lGpulo en El Bolsén, Rio negro, Argentina; B. Inflorescencia femenina del
lGpulo con glandulas amarillas de lupulina visibles; C. Inflorescencias secandose a 60 °C; D.

Lupulo seco a la salida del secadero; E. Pellets de lapulo.



1.1.3. Estilos de cerveza

a. Generalidades: Los estilos de cerveza son muy variados. Esto sucede debido

a que una variaciéon en la calidad o el tipo de agua, malta, levadura o lupulo, o una
variacion en las cantidades relativas de este ultimo, daran como resultado cervezas con
diferentes caracteristicas, diferencias que pueden llegar a ser muy marcadas. A esto se
le suma el hecho de que algunos estilos incorporan otro tipo de fermentacién més alla
de la alcohdlica, como es el caso de las cervezas sour que incorporan una fermentacion
lactica, las que describiremos mas detalladamente hacia el final de esta seccion. Para
sumar complejidad al tema, las cervezas de venta masiva difieren de las elaboradas a
una escala menor o de forma artesanal. En general las cervezas artesanales son
elaboradas por establecimientos pequefios. Los mismos no utilizan conservantes
quimicos y en la mayoria de los casos las cervezas no se pasteurizan (Carneiro y col.,
2006). Esto hace que las cervezas artesanales sean populares entre los consumidores
gque buscan reducir el consumo de quimicos de sintesis. Por otra parte, la ausencia de
un tratamiento térmico conserva los aromas, sabores y propiedades nutritivas del
producto. Sin embargo, la ausencia de un tratamiento de estabilizacién provoca que este
tipo de productos deba almacenarse en refrigeracion. Si hablamos de los estilos que
involucran la incorporacion de vegetales o frutas, los mismos estan muy ligados a la
produccién artesanal. En realidad, la gran variedad de cervezas que podemos encontrar
actualmente se debe en gran medida a las cervecerias artesanales, que se han
focalizado en satisfacer la demanda de los consumidores por nuevos estilos y sabores.
Para una primera aproximacion a la clasificacion de las cervezas se puede tener en
cuenta el marcado efecto que tienen tanto el tipo de malta como asi también la especie
de levadura en las caracteristicas de la cerveza (Parker, 2012).

b. Tipo de malta: En cuanto a la malta, existen diversos tipos que difieren segin

el método de secado o tostado empleado. El secado a bajas temperaturas (35-60 °C)

conduce a las denominadas maltas base, donde se preserva la actividad enzimética de



las amilasas. Las maltas base son irremplazables en la elaboracién de cerveza ya que
aporta sustratos y enzimas necesarios para la fermentacion (Hough, 1990). Son
ejemplos de malta base las Pilsen, Viena, Munich, malta de Trigo, Pale Ale, entre otras.
Las diferencias entre ellas derivan en la temperatura y tiempo de secado, que provocan
diferencias en el color, sabor y aroma. En cambio, las maltas especiales se secan a
mayor temperatura que las maltas base (90-250 °C), cambiando su color a tonalidades
oscuras. Son ejemplos de maltas especiales las caramelo, chocolate y negra (Caffaratti,
2020). La actividad enzimética de las maltas especiales es nula o casi nula, pero su
importancia radica en la capacidad de otorgar color, aroma y sabor (Parker, 2012). La
intensidad del color y la formacion de compuestos del flavor esta asociado a reacciones
de pardeamiento no enzimaticas y formacién de compuestos pardos y volatiles mediante
reacciones de Maillard, caramelizacion y pirélisis (Vanderhaegen y col., 2007). Las
maltas especiales se utilizan en menor proporcion que la malta base segun las
caracteristicas buscadas por el elaborador.

c. Tipo de fermentacién: El rol de la levadura en la cerveza es critico, dado que

ademas de la fermentacion alcohdlica, produce cerca de 600 compuestos del flavor
(Parker, 2012). Podemos distinguir dos grandes estilos de cerveza que son
determinados por el tipo de levadura utilizado. Las cervezas de fermentacién “Ale”y las
de fermentacion “Lager’. En las primeras se utilizan cepas de Saccharomyces
cerevisiae, mientras que en las Lager cepas de Saccharomyces pastorianus (Libkind
et. al, 2011). Esta ultima es un hibrido entre una cepa Saccharomyces cerevisiae y una
especie que se descubrié en la Patagonia Argentina que le aporta su capacidad de
fermentar en frio denominada Saccharomyces eubayanus (debido a su parecido con
Saccharomyces bayanus) (Libkind y Bruzone, 2018). Entre las levaduras Ale y Lager
existen diferencias morfoldgicas, fisiologicas y tecnoldgicas. Las levaduras Ale
fermentan a temperaturas entre 14-25 °C, mientras que las levaduras Lager lo hacen a
temperaturas entre 7-15 °C. Las Ale se caracterizan por una fermentacion rapida y

tienden a formar espuma en la superficie del fermentador. Por el contrario, las Lager no

10



forman espuma en la superficie dado que su fermentacion es més lenta (Kunze, 2006).
Las Lager se caracterizan por ser cervezas “elegantes”, de aromas limpios y acentuados
carbonicos, produce muy pocos residuos y relativamente bajos niveles de ésteres y
diacetilos. Las Ale son las preferidas por los cerveceros artesanales, en parte porque
pueden fermentarse en solo 1 o 2 semanas sumado al hecho de que el control de la
temperatura durante la fermentacion es relativamente mas sencillo que cuando se
utilizan levaduras Lager (Gonzalez, 2017). Ademas, las Ale producen mayores niveles
de subproductos de fermentacion. Estos compuestos intervienen en el flavor y es por
esta razén que las Ale se consideran cervezas complejas y aromaticas (Kunze, 2006).
Los ésteres son el principal producto secundario de esta levadura, y son los
responsables del aroma frutado, con frecuencia se describe el aroma de los ésteres
como a banana, manzana, pera, ananas y otras frutas. Otra caracteristica deseable de
la levadura Ale es su habilidad para reducir los diacetilos, que confiere a la cerveza un
caracteristico sabor a manteca y es indeseable (Aparicio, 2010; Granada-Diaz y
Salamanca-Grosso 2020). Algunos de los estilos mas representativos del grupo de las
Ales son las cervezas de Trigo, Pale Ale, Lambic, Barley, Stout y Porter. Los estilos mas
difundidos del grupo Lager son Pilsen, Draft, Ice, Marzen, Bock y Rauch (Gonzalez,
2017).

d. Cervezas tipo sour: Las cervezas acidas o sour beers son estilos que se

elaboran mayoritariamente de forma artesanal, y su produccion se ha incrementado en
los ultimos afos (Dysvik y col., 2019). En el presente trabajo el término “cerveza acida
0 sour” hara referencia a una cerveza acidificada por medio de lactobacilos especificos.
Cabe esta aclaracion debido a que no deben ser confundidas con otras cervezas acidas
que se acidifican mediante otro mecanismo, 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.

Como se comento anteriormente, en este trabajo se elabord una cerveza 4cida tipo sour

mediante una fermentacioén lactica controlada con bacterias lacticas especificas (Parra
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Huertas, 2010). Esta fermentacién lactica es realizada antes de la fermentacion
alcohdlica, y es la responsable de la acumulacion de &cido lactico y el descenso del pH.
Como resultado, estas cervezas sour poseen un pH inferior a las cervezas
convencionales, en torno a 3,5 en contraposicion a valores de 4,5 para las cervezas
convencionales (Horincar y col., 2020). En general las cervezas sour contienen trigo
en su composicién y se utiliza relativamente poco lUpulo en su elaboracion. Esto hace
que ademds de su elevada acidez, presenten un bajo amargor. Debido a que la
fermentacion acida previa consume parte del sustrato fermentable, las cervezas sour se
caracterizan también por un bajo contenido alcohdlico. Todos estos atributos les
confieren caracteristicas refrescantes a las sour. 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, cuya produccion se ha incrementado en los Ultimos afios
(Dysvik y col., 2019). La Berliner Weiss fue la cerveza base utilizada en este trabajo.
La misma es una especialidad regional de Berlin que se clasifica dentro de las cervezas
sour. Este estilo contiene entre un 50-65 % de malta de trigo que se completa con malta
Pilsen y se fermenta con bacterias lacticas y levaduras Ale. Una descripcion detallada
de los pasos en la elaboracién de una cerveza sour puede encontrarse en la seccion

2.2 de materiales y métodos.

1.1.4. Mercado internacional de cerveza

a. Produccién y consumo mundial: La elaboracién de cerveza es una industria

importante, su expansion y crecimiento ha sido acompafiada de sucesos tales como la
invencién de los ferrocarriles, el descubrimiento de la maquina de vapor, equipos de
refrigeracion y la domesticacion y seleccion de las levaduras (Kunze, 2006). Es de
destacar en las Ultimas décadas el crecimiento en la produccion de los paises de Europa
Oriental, América Latina, Sudafrica y algunos paises de Asia y Oceania. Sin embargo,

el mayor incremento tuvo lugar en China.
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La produccién mundial de cerveza ronda los 190 x 108 Kl por afio. Los principales paises
productores son China, EEUU, Brasil, México, Alemania y Rusia (Kirin, 2019). Mientras
gue Argentina se encuentra en el puesto 23 a nivel mundial de productores con
aproximadamente 2 x 10° Kl por afio (Tabla 1).

TABLA 1: Produccion de cerveza a nivel mundial (artesanal + industrial) y posicién

relativa de la produccién argentina (Kirin, 2019).

Ranking Pais Produccion
(Millones de Ki
por afo)

1 China 39

2 EEUU 22

3 Brasil 14

4 México 12

5 Alemania 9

6 Rusia 8

23 Argentina 2
Total mundo 190

En cuanto al consumo, la cerveza actualmente ocupa el quinto lugar (compartido con
los jugos) como bebida en general (Yeo y Liu, 2014) y el segundo lugar después de los
licores o bebidas blancas, como bebida alcohdlica mas consumida en todo el mundo
(OPS, 2018). Los paises europeos lideran el ranking de consumo per capita anual
encabezados por Republica Checa con 192 L, Austria con 108 L y Alemania con 101 L.
Si consideramos el consumo interno total por pais, lideran China, seguido de EEUU y
Brasil (Kirin, 2019).

b. Cervezas artesanales: En lo que refiere a la producciéon y consumo de cerveza

artesanal a nivel mundial, ambos han experimentado un aumento significativo en los

altimos afos (Aquilani y col., 2015). Estados Unidos es un ejemplo de este incremento,
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en donde actualmente la cerveza artesanal participa con el 15 % del mercado total de
la cerveza producida en ese pais (Brewers Association, 2020). Muchos autores
adjudican este incremento a la variedad, la ausencia de aditivos de sintesis y la
complejidad de sabores y aromas que ofrecen las cervezas artesanales, haciéndolas

muy demandadas por los consumidores (Factoria de cerveza, 2019).

1.1.5. El mercado argentino de cerveza

a. Consumo: En Argentina la cerveza viene mostrdndose como la bebida
fermentada preferida desde hace varios afos, liderando el mercado de bebidas
alcohdlicas con un consumo per capita superior al de otras bebidas. De hecho, entre
2001 y 2003 se consumian en el pais practicamente la misma cantidad de litros de
cerveza que de vino, mientras que en 2012 la relacién cambi6 a razén de 1 L de vino
por 1,9 L de cerveza (Ablin, 2014). El consumo per cépita anual se ubica en 45 L, valor
por debajo del promedio latinoamericano que se ubica en 60 L. Situacion que podria
interpretarse como una posibilidad de crecimiento para esta industria en el pais
(Berlingeri, 2019).

b. Relevancia para la agroindustria nacional: Para Argentina, la cerveza es una

importante agroindustria con insumos y mano de obra nacionales. El 99 % de la cerveza
que se consume en nuestro pais es producida con materias primas locales. Ademas,
Argentina se posiciona como el principal proveedor de cebada y malta a los paises
sudamericanos, lo cual significa que los mercados de la regién consumen cerveza
elaborada principalmente con cebada cultivada en el pais. Esto es relevante en cuanto
a la generacién de ganancias para la economia nacional, si se considera la importancia
de Brasil en la produccion y consumo de cerveza, como se indic6 en la seccion 1.1.4a
(Sommantico, 2019).

c. Cervezas artesanales en Argentina: El rubro artesanal, actualmente consta

con 80 empresas y 1.500 cervecerias distribuidas en todo el pais. Abarca cientos de

emprendimientos en todo el pais generando unos 6.500 puestos de trabajo directos en
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las fabricas, y otros tantos indirectos en bares, restaurantes, fabricantes de equipos y
proveedores de insumos y servicios. Representa el 3 % del mercado total de cerveza
(Gonzalez- Insfram, 2019). La cerveza artesanal es muy relevante en ciudades como
Bariloche, El Bolsén, Mar del Plata, Cérdoba y La Plata.

El crecimiento acelerado del sector en los ultimos afios (20-35 %), sumado a la creciente
exigencia de calidad por parte de los consumidores, ha obligado a los elaboradores a
multiplicar sus esfuerzos por mejorar sus productos y diversificarlos para mantenerse
en el mercado (Libkind y Bruzone, 2018). Ademas, los consumidores estan cada vez
mas dispuestos a conocer sobre las distintas variedades, factor que incide al momento
de la compra, donde el precio ya no es el Unico elemento de la ecuacion, y se tienen
muy en cuenta aspectos como el sabor y la composicion de la cerveza (Tonsmeire,
2014). Por lo tanto, crece la demanda de materias primas naturales no convencionales
para elaborar cervezas diferenciadas. Muchos frutos exdticos, entre los que se
encuentra el calafate, surgen como una buena posibilidad, no solo para elaborar
productos con diferentes caracteristicas organolépticas, sino también productos con

mayor contenido de antioxidantes.

1.1.6. Propiedades nutricionales de la cerveza

a. Composicién: La cerveza es una bebida con mas del 90 % de agua. Es

relativamente baja en calorias, dado que una porcién de 350 mL aporta solo entre 7-8
% de la energia de una dieta de 2.000 Kcal (De Gaetano y col., 2016). Si bien la cerveza
no posee niveles significativos de azlcares simples, si se encuentran carbohidratos de
mayor peso molecular. Las proteinas estan en torno al 0,5 %, mientras que su contenido

en lipidos, colesterol o fibra no es significativo (Tabla 2).
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TABLA 2: Composicion nutricional de una cerveza tipo Pilsen (De Gaetano y col.,

2016).

Contenido medio

Componente Unidad Litro Porcién (350 mL)
Agua g 920 322
Energia kcal 430 151
Proteinas g 4.6 1,6
Lipidos g 0 0
Carbohidratos g 35,5 12,4
Minerales

Calcio, Ca mg 40 14
Hierro, Fe mg 0,2 0,07
Magnesio, Mg mg 60 21
Fosforo, P mg 140 49
Potasio, K mg 270 94,5
Sodio, Na mg 40 14
Zinc, Zn mg 0,10 0,04
Caobre, Cu mg 0,05 0,02
Selenio, Se Ug 6 2,1
Flaor, F Mg 442 155
Vitaminas

Tiamina mg 0,05 0,02
Riboflavina, B2 mg 0,25 0,09
Niacina mg 5,13 1,80
Piridoxina, B6 mg 0,46 0,16
Folato Mg 60 21
Colina mg 101 35,4
Cobalamina, B12 pug 0,20 0,07
Aminoacidos

Alanina g 0,12 0,04
Acido aspartico ¢ 0,16 0,06
Acido glutamico g 0,47 0,16
Glicina g 0,13 0,05
Prolina g 0,35 0,12
Alcohol, etilico g 39 13,7

En cuanto a los minerales, es de destacar el aporte de fluoruro y en menor medida

selenio, dado que una porcion de esta bebida aporta el 10 y 5 % de la ingesta

recomendada de estos micronutrientes, respectivamente. La cerveza aporta otros
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minerales, pero en cantidades poco relevantes para la dieta. El contenido en vitaminas
del grupo B es moderado, mientras que el aporte de folato y colina a la dieta es
considerable (Ribeiro—Tafulo y col., 2010). El aporte de vitaminas D, E, A, Cy K es
poco relevante. El contenido alcohdlico de los diferentes tipos de cerveza oscila entre
4-10 % (Zanatta y Ferreira 2012), siendo este un contrapunto para la salud si el

CONSUMO es excesivo.

b. Efectos beneficiosos sobre la salud: Las bebidas alcohdlicas, especialmente

el vino y la cerveza, pueden tener efectos positivos en la salud, siempre y cuando se
consuman con moderacién. Muchas investigaciones proporcionan pruebas solidas de
un efecto cardioprotector de estas bebidas alcohdlicas, asi como un efecto favorable en
el metabolismo de los lipidos y colesterol, la coagulacién sanguinea y el metabolismo
de la glucosa (Figura 6) (Giacosa y col., 2014). Es por esto que los médicos
usualmente recomiendan hasta 2 vasos al dia en el caso de los hombres y 1 vaso al dia
en el caso de las mujeres, ya sea de cerveza o vino. Cabe resaltar que estos beneficios
son adicionales a los habitos de un estilo de vida saludable, como el no fumar, hacer

actividad fisica y llevar una dieta saludable (Mukamal y col., 2006).
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Figura 6: Ingesta de alcohol (de cerveza) en relacion a la incidencia de enfermedades
cardiovasculares. Extraido de De Gaetano y col., (2016). Las lineas punteadas representan el

intervalo de confianza.

El efecto cardioprotector y el beneficio en el metabolismo de lipidos no solo se le atribuye

al etanol (De Gaetano y col., 2016). Los compuestos presentes en la cerveza y el vino,
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especificamente los compuestos fendlicos, pueden jugar un rol muy importante en la
prevencién de ciertas enfermedades (Nova y col., 2018). La cerveza es fuente de
antioxidantes, principalmente compuestos fenélicos, con un contenido un poco inferior
al del vino (Radonji¢ y col., 2020). Ambas bebidas contienen acidos fendlicos y
flavonoides. En el caso de la cerveza, la malta y el lipulo aportan acidos fendlicos,
flavan-3-oles, flavonoles y proantocianinas, mientras que la uva confiere altos niveles
de antocianinas y resveratrol o altos niveles de resveratrol en el caso de que el producto

final sea vino tinto o blanco, respectivamente (Kaplan y col., 2000) (Anexo).

TABLA 3: Composicion en fenoles de una cerveza tipo Pilsen (Piazzon y col., 2010; De
Gaetano y col., 2016).

Contenido medio

Componente Unidad Litro Porcién (350 mL)
Acidos fendlicos

Ferulico mg 16,6 5,8
Sinéptico mg 34 1,2
p-cumarico mg 1,4 0,5
Otros mg 5,3 1,9
Flavonoides

Flavan-3-oles

Catequina mg 3,8 1,3
Epicatequina mg 0,8 0,3
Galocatequina mg 0,7 0,2
Flavonoles

Kaempferol mg 8,1 2,8
Miricetina mg 0,2 0,1
Proantocianidinas

Mondémeros mg 6,3 2,2
2-6 unidades mg 14 4,9

En general, aunque esto puede variar de acuerdo a la receta, un 80 % de los fenoles de
la cerveza derivan de la malta y el restante 20 % del lupulo (Jurkova y col., 2012). El
poder antioxidante del mosto se ha correlacionado con el contenido en catequina y

epicatequina liberados durante el malteado (Krofta y col., 2008) (Tabla 3). Sin
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embargo, un gran porcentaje del poder antioxidante original de la materia prima se
pierde durante la etapa de fermentacion y parte de los fenoles son absorbidos en los

solidos del mosto (Jurkovéay col., 2012).

1.1.7. Incorporacion de vegetales a cerveza (cervezas con fruta)

Muchos cerveceros, en especial los cerveceros artesanales, sienten la necesidad de
experimentar con nuevos ingredientes en sus formulaciones. Este hecho sumado al
reciente auge de la cerveceria artesanal ha conducido a un “proceso social de
innovaciéon” en la industria de la cerveza artesanal (Forde, 2017). La utilizacién de
materias primas que no sean la malta, ltpulo, levadura o agua ha sido la practica mas
comun para obtener nuevas formulaciones. Los cerveceros han recurrido al uso de
frutas, especias, flores y hasta verduras con este propésito (Strong y England, 2015).
En el caso de las frutas, si bien pueden incorporarse a cualquier estilo de cerveza,
generalmente los cerveceros optan por incorporarlas dentro de las formulaciones de
cervezas estilo sour. Esto se explica por el hecho de que este estilo provoca que el
sabor de la fruta se sienta mas natural, hecho que parece légico debido al caracter acido
de muchas frutas (Tonsmeire, 2014). También hay que considerar que las frutas
pueden ser una buena fuente de compuestos reconocidos por sus efectos favorables
para la salud (Jin y col., 2014; Martinez y col., 2017a). De este modo la incorporacion
de fruta a la cerveza puede incrementar su contenido de compuestos bioactivos y su
capacidad antioxidante dando como resultado un producto con mayor valor agregado.
Ademas, los antioxidantes se han correlacionado con una mayor estabilidad oxidativa y
organoléptica de la cerveza durante el almacenamiento (Caballero y Porras, 2012). Si
bien algunos trabajos han evaluado el efecto de la incorporacion de frutas (Martinez y
col., 2017a; Kawa-Rygielska y col., 2019) y vegetales (Horincar y col., 2020) en las
caracteristicas fisicoquimicas y capacidad antioxidante de cerveza, llamativamente
pocos estudios cientificos han evaluado los efectos de la incorporacion de fruta en

cervezas estilo sour.
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1.2. Caracteristicas generales del fruto de calafate

1.2.1. Caracteristicas de la planta y el fruto de calafate

a. La planta: La planta de calafate (Berberis microphylla G. Forst) es un arbusto
espinoso, perenne, de la familia Berberidaceae, que puede llegar a medir hasta tres
metros de altura. Posee grandes espinas y sus flores se encuentran solitarias o
agrupadas en inflorescencias de dos o tres flores, con seis pétalos y seis sépalos de
color amarillo (Figura 7). Crece espontdneamente en diversas condiciones ambientales,
desde el clima arido y semiarido frio tipico de la zona extra andina, hasta los climas
subpolares oceéanicos caracteristico de la Patagonia andina (Arena, 2018). El calafate
se encuentra distribuido de forma silvestre en un amplio territorio que abarca la zona
andino-patagbnica de Argentina y Chile. En Argentina puede encontrarse desde
Neuquén hasta Tierra del Fuego. Estos arbustos sirven de forraje para los rumiantes,
quienes consumen sus flores, frutos y brotes tiernos. También cumplen un rol
fundamental en el ecosistema, actuando como refugio de varias especies animales y

previniendo procesos erosivos (Bottini y col., 1993).

Figura 7: Flores de calafate (izquierda) y frutos en la planta (derecha).

b. Los frutos: Los frutos del calafate son bayas subglobosas de 0,7 a 1,1 cm de
diametro (Figura 8) que pesan aproximadamente 400 mg. Los frutos viran del color
verde en su estado inmaduro al azul oscuro-violadceo cuando maduran, contienen de 6
a 10 semillas negras oscuras a marrones, con un promedio de 9,9 semillas por fruto
(Arena y Curvetto, 2008). Las semillas pueden representar valores en torno al 35 %

del peso del fruto en base seca. Las semillas también ocupan gran parte del volumen
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del fruto en si. La fruta comercializada proviene de plantas en estado silvestre, que

crecen y se diseminan de manera natural (Arenay col., 2013).

10 mm

990 300 000

Figura 8: Frutos de calafate cosechados.

1.2.2. Manejo del fruto de calafate

a. Cosecha: 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, tamario, forma, ausencia de defectos), la firmeza y su sabor. Los frutos deben
cosecharse cuando alcanzaron la madurez de consumo ya que no pueden madurar
fuera de la planta. En la literatura se ha informado que, al momento de cosecha, el
contenido de solidos solubles ronda 20 ° Brix, aunque estos niveles son muy variables
por estar supeditados a las condiciones climéaticas (Moghaddam y col., 2013). Los
frutos maduros presentan una elevada acidez comparada con otras especies frutales,
predominando el acido malico con 3-3,4 % mientras que el pH de los frutos es de 3-3,4
(Arenay Curvetto, 2008).

b. Poscosecha: Los frutos una vez cosechados son altamente perecederos,

presentan una tasa respiratoria elevada (40 mL CO; kg?! h* a 20 °C) y una baja a
moderada produccioén de etileno (cerca de 1-2 yL kgt h* a 20 °C). Al igual que la mayor
parte de los berries, el calafate tiene un comportamiento no climatérico. La capacidad
de almacenamiento del calafate es muy limitada debido al ablandamiento de los frutos
y 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 y col.,
2014). La temperatura de almacenamiento de 0 °C es la mas adecuada, y la vida
poscosecha en estas condiciones es de 2 a 3 semanas.
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c. Estabilizacion de los frutos: Los frutos de calafate tienen una limitada vida util

en su forma fresca. El procesamiento de estos frutos aparece como una estrategia de
interés para reducir estas mermas, agregar valor y aumentar la oferta tanto geogréfica
como estacional. Una forma de procesamiento posible para estos frutos es el secado,
mediante el cual se remueve el agua del producto reduciendo la actividad acuosa a
valores de estabilidad, generalmente inferiores a 0,7 (De Michelis y Ohaco, 2015).
Entre los diferentes tipos de secado, la liofilizacion es especialmente efectiva en remover
el agua de los alimentos casi sin afectar los componentes del flavor y nutricionales que
sean sensibles al calor. Lo anterior es posible porque el alimento se congela y luego se
somete a una atmosfera de baja presién, por lo cual el agua sublima y es eliminada sin
la necesidad de someterlo a elevadas temperaturas (Parzanese, 2012). En este trabajo

se utilizaron frutos de calafate liofilizados (Figura 9).

Figura 9: Frutos de calafate secados por liofilizacion.

1.2.3. Caracteristicas nutricionales del calafate

a. Composicién del calafate: La informacion bibliogréafica sobre la composicion

de los frutos de calafate es variable. Dicha variabilidad puede estar ligada al crecimiento
en forma silvestre de esta planta, que ocurre en un muy amplio territorio con diferencias
marcadas en clima y condiciones del terreno. Sumado a esto, la cosecha de este fruto
no esta bien definida, y el momento de cosecha puede tener un efecto muy marcado en
el contenido de nutrientes. El fruto puede ser cosechado por color ya a los 84 dias

después de la floracion. Aunque algunos trabajos indican que los niveles de acidez y
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azucares minimos y maximos, respectivamente, se alcanzan luego de los 105 d, por lo
que deberia transcurrir ese tiempo para cosecharlos (Arena y Curvetto, 2008). Otros
factores analiticos tales como considerar o no las semillas en el momento del andlisis
también puede ocasionar grandes variaciones. Algunos componentes nutricionales del
calafate se muestran en la Tabla 4. Los frutos tienen entre 70-80 % de agua mientras
que los azucares pueden variar entre 5-11 %. El contenido de fibra de este fruto es
elevado, debido principalmente al aporte de las semillas y cascara que ocupan un gran
volumen y peso del fruto. El nivel de proteina se ubica en torno a 2,6 %. Los frutos
incluso en estado de madurez avanzado son de gusto &cido, ya que los mismos poseen
un nivel de &cidos totales que alcanza el 1,1 % (Arenay col., 2013).

b. Propiedades antioxidantes y antocianinas del calafate: Los frutos de calafate

se encuentran entre los de mayor poder antioxidante conocido. Por ejemplo, el
ardndano, que es considerado una buena fuente de antioxidantes, posee sélo un cuarto
del poder antioxidante del calafate. En la Tabla 4 se indica un valor de referencia de la
capacidad antioxidante por el método de Folin para frutos de calafate. Si bien se han
reportado en calafate cantidades desde moderadas a altas de vitamina C (entre 25-75
mg cada 100 @), la capacidad antioxidante de estos frutos esta determinada
principalmente por su nivel de compuestos fendlicos (Rodoni y col., 2014). Esto es
similar en ardndano, uva, frambuesa, zarzamora, entre otros berries, también ricos en
compuestos fendlicos. Los tipos de fenoles en berries corresponden principalmente a
acidos fendlicos, flavonoides (antocianinas, flavonoles y flavan-3-oles),
proantocianidinas y estilbenoides (resveratrol en uva por ejemplo) (Anexo) (Mufioz-
Jauregui, 2007). En el caso de calafate se han informado niveles de acidos fendlicos
en torno a 130 mg cada 100 g. Entre los flavonoides se destaca por su elevado nivel de
antocianinas, entre 0,4-1,2 %, mientras que otros flavonoides son minoritarios (Arena 'y
col., 2012). Igualmente hay trabajos que han detectado concentraciones 20 veces
superiores de flavan-3-oles que las indicadas en la Tabla 4 (Ruiz y col., 2010). Mas alla
de esto, las antocianinas son los fenoles mayoritarios en los frutos de calafate.
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TABLA 4: Composicion de los frutos del calafate (Arenay Curvetto, 2008; Ruiz y col.,

2010; Arenay col., 2012; Arenay col., 2013).

Contenido
Componente Unidad (100 g peso fresco)
Agua g 70-80
Azlcares g 5-11
Fibra g 7-17
Proteina g 2,6
Ac organicos totales g 1,1
Ac ascorbico mg 25-74
Acidos Fendlicos mg 130
Flavonoides
Flavan-3-oles mg 7
(Eq catequina)
Flavonoles mg 5
(Eqg. quercetina)
Antocianinas mg 420-1.200
(Eqg delfinidina-3-glucosido)
Poder antioxidante por Folin  mg 900

(Eq &cido gélico)

Quimicamente las antocianinas son glucésidos hidrosolubles formados por una
estructura fendlica (antocianidina) y uno o mas azucares unidos covalentemente. Las
antocianinas se hayan en las vacuolas celulares de vegetales y otorgan el color
caracteristico a muchas hojas, flores y frutos. Entre sus funciones podemos nombrar la
atraccion de insectos polinizadores, atraccién de animales diseminadores de semillas y
la proteccion contra la radiacion UV. El color de las antocianinas puede variar
considerablemente desde azul-violeta a rojo-naranja-rosado. El color de una solucion
pura de una antocianina depende de la parte fendlica de la molécula (antocianidina). En
la naturaleza es comun encontrar mezclas de antocianinas en cuyo caso el color es
determinado por las proporciones relativas y la sumatoria de la absorcién de las
longitudes de onda especificas de las antocianinas individuales. Si bien el calafate
posee una mezcla compleja de antocianinas, mayoritariamente son mono-glicosiladas,

representadas por delfinidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido y malvidina-3-

24



glucésido, aunque también posee cantidades inferiores de di-glicosidadas (Ruiz y col.,

2010).

1.2.4. El calafate en la industria alimenticia

a. Antecedentes: El calafate esta presente en la cultura de los pueblos

originarios. Los Pueblos Tehuelches preparan una bebida a base de una maceracion en
agua de los frutos triturados, pero sin dejarlos fermentar. Los pueblos Mapuches, por su
lado, utilizan los frutos para elaborar bebidas fermentadas (Alonso y Desmarchelier,
2006). En nuestro pais, el calafate ha sido incorporado en el 2006 al Codigo Alimentario
Argentino por Resolucién Conjunta 22/2006 y 409/2006, autorizandose su empleo en
productos alimenticios como dulces, mermeladas, licores, helados, confites y bebidas
sin alcohol. El Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) de Chile lleva a cabo un
programa de domesticacion del calafate con el objetivo de seleccionar los mejores eco-
tipos para ser incorporados en productos alimenticios (Rivera, 2018). Actualmente, es
habitual encontrar productos a base de calafate en la regidn patagénica argentina tales
como infusiones, confituras y fruto deshidratado, donde es consumido por pobladores

locales y turistas (Arenay col., 2013).

Figura 10: Productos a base de calafate

b. Potencialidades: La creciente preocupacién de los consumidores por el

incremento en el uso de aditivos de sintesis en la formulacién de alimentos ha conducido

a un mayor interés en la busqueda de aditivos naturales. Esto incluye los colorantes
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naturales de origen vegetal, capaces de impartir color a diferentes matrices alimenticias.
El alto nivel de antocianinas convierte al fruto de calafate en un buen candidato para ser
utilizado como ingrediente en la industria alimenticia. Las antocianinas poseen la ventaja
de una elevada solubilidad en agua y capacidad colorante. Ademas, las antocianinas
pueden incrementar el valor agregado de los alimentos por sus propiedades
antioxidantes y sus efectos benéficos para la salud (Giusti y Wrolstad, 2003; Jin y col.,
2014). Sin embargo, la utilizacibn de antocianinas se ha encontrado con algunas
limitaciones tales como su baja estabilidad en algunas matrices en comparacion a los
aditivos sintéticos (Ertan y col., 2020). Tanto la estabilidad como la capacidad colorante
de las antocianinas dependen del pH del medio en la que se encuentran, y estas dos
caracteristicas se maximizan cuando el pH del medio desciende por debajo de 3,5 (West
y Mauer y col., 2013). Esto conduce a que en muchas matrices alimenticias no se pueda
aprovechar al maximo las caracteristicas de las antocianinas. Un ejemplo es el caso del

yogurt que posee un pH en torno a 4,5 (Giusti y Wrolstad, 2003).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la factibilidad de la incorporacion de frutos
de calafate en cerveza. Se disefié una cerveza estilo sour con diferentes niveles de
calafate adicionado. Se estudi6 el efecto de la incorporacion del fruto sobre la capacidad
antioxidante y las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de la cerveza. También

se evaluo la estabilidad durante el almacenamiento de las cervezas con calafate.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Material vegetal

Se utilizaron frutos de calafate (Berberis microphylla) cosechados de una
poblacion silvestre localizada en las cercanias de la ciudad de Ushuaia, 54- 48 S, 68
19W, Tierra del Fuego, Argentina, a principios del 2019. Se seleccionaron frutos sanos
libres de defectos o enfermedades. Los frutos se refrigeraron y transportaron al
laboratorio en donde se lavaron con hipoclorito de sodio (150 mg kg, pH 6,5 por 1 min),
Se enjuagaron tres veces con agua potable, se congelaron en N liquido, se molieron en
un molinillo y se conservaron a -80 °C. Los frutos frescos tuvieron 20 °Brix, un pH de
3,4, acidez de 17 g kg* como equivalentes de acido malico y un contenido de agua en
base fresca de 720 g kg™. El fruto triturado fue liofilizado (RIFICOR, Argentina) a 35 °C
y 2,13 mbar por 48 h y almacenado a -20 °C hasta su utilizacion. La materia seca de las
muestras secadas se determin6 por secado a 105 °C en estufa de vacio hasta peso
constante. El contenido de humedad del producto final fue de 170 g H.O kg™ de peso

fresco. En los experimentos se utilizaron frutos liofilizados.

2.2. Elaboracion de cerveza

Se utiliz6 como cerveza base una Berliner Weisse la cual es una cerveza tipo
sour. Las elaboraciones se realizaron en la cerveceria artesanal LAURUS®, La Plata,
Argentina. Se molieron unos 10 kg de una mezcla de maltas de 50 % cebada Pilsner
(Sacha Malteria Platense, Argentina) y 50 % trigo (Maltear, Argentina). El agua para la
maceracion se filtré por osmosis inversa (Romin Ingenieria, Serie Riepro 800, Argentina)
y luego a 55 L de esa agua se adicionaron 0,054 g L de CaCl,, 0,018 g L de CaSOQu,
0,013 g L't de CaCOs, 0,013 g L't de MgS0O,y 0,27 g L de H3PO,. La maceracion fue
a 67 °C por 90 min, ajustando el pH a 5,5 y obteniendo una densidad final de 1.048 g L
1, Para remover el azlcar residual el grano se lavé con 25 L de agua de osmosis a 78
°C. El mosto fue hervido a 100 °C por 15 min para eliminar la microflora y se enfrio

rapidamente a 35 °C. Para la fermentacion lactica se utilizdé un cultivo de Lactobacillus
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plantarum “Sour Pitch” (Wild Brew-Lallemand, Canadd). El cultivo se hidraté con agua

de osmosis a 25 °C y se adicion6 al mosto a una temperatura de 35 °C. El pH inicial fue

de 5,4 y descendié a 3,4 luego de 24 h de incubacion. En la coccion el mosto fue hervido

por 60 min y 15 min antes del fin del hervor se adicionaron 30 g de pellet de Iupulo

(Crystal variety, United States) y nutrientes para levadura (Servomyces, Lallemand

Brewing, Canadd). Se lleg6 a una densidad de 1.037 g L. Luego de la coccién se realizd

el whirlpool. El mosto fue enfriado rdpidamente a 18 °C, se coloc6 en fermentadores y

se inoculé con levaduras Saccharomyces cerevisiae (Ale Nottingham, Lallemand,

Canada) en una proporciéon de 0,8 g L luego de su activacién en agua estéril a 25 °C

por 30 min. La fermentacion se realiz6 por 9 dias a 17 °C. La Figura 11 indica los pasos

de la elaboracién de forma esquemética.
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Figura 11: Diagrama de flujo de la elaboracion de la cerveza realizada

2.3. Adicién de calafate

Luego de la fermentacién alcohélica (densidad 1.010 g L) y con el objetivo de

elaborar cervezas sour con diferentes niveles de fruta,

la cerveza fue dividida en 12
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volumenes de 3,5 L cada uno en fermentadores de 5 L. Cada fermentador fue
adicionado con 0 (control); 2,5; 5y 10 g L** de calafate liofilizado. Se burbujeé CO; por
10 min para favorecer la extraccion de los componentes del fruto sin favorecer la
oxidacion. La cerveza se mantuvo 5 dias a 10 °C y subsecuentemente se clarificé a 5
°C por 2 d. Se realizaron tres replicados de 3,5 L para cada nivel de fruta adicionada.
Luego de la clarificacion la cerveza fue carbonatada con CO», embotellada bajo presion
en botellas de 340 mL color caramelo. Luego de 2 dias a 5 °C, las muestras fueron

evaluadas.

2.4. Almacenamiento de la cerveza

Se elaboré una cerveza sour con agregado de 5 g L* como se mencion6
anteriormente. En este caso se realizaron seis fermentaciones independientes (3
fermentadores controles y 3 fermentadores para la adicion de calafate). El producto
embotellado en botellas de 350 mL color caramelo se almacené a 5 °C en oscuridad por
0, 30, 60 y 90 d. En cada uno de estos tiempos de muestreo se evaluaron propiedades
antioxidantes, caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales tal y como se describe

adelante.

2.5. Andlisis de calidad
2.5.1. Desgasificacion de las muestras

Para las determinaciones de color, fenoles totales, antocianinas, % de
ionizacién, pardeamiento y polimerizacién, y la capacidad antioxidante las muestras se
congelaron y conservaron a -20 °C. Para su utilizacién muestras se descongelaron y se

agitaron en vortex por 10 min para remover el CO, remanente.

2.5.2. Color EBC, color rojo y densidad de color
Un mililitro de cerveza desgasificada se colocdé en una cubeta de 1 cm de

espesor. La muestra se analizé espectrofotométricamente (Model 721, Numak). Se
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registraron las absorbancias a 420, 430, 520 and 700 nm utilizando agua destilada como
referencia. El color EBC (European Brewery Convention), color rojo y la densidad del
color se calcularon como:

Color EBC = (Absazo - Abs7go) X 25

Color rojo = (Absszo - AbS700)

Densidad de color = (AbSaz0 - AbS700) + (AbSs20 - AbS700)
Se realizaron tres repeticiones analiticas por cada uno de los tres replicados y se

promediaron.

2.5.3. Color CIELab

El color de la cerveza se determind con un colorimetro (Minolta, Model CR-300,
Osaka, Japan) equipado con un cabezal sumergible. Diez mililitros de muestra
desgasificada se colocaron en una cubeta cilindrica opaca de 2 cm de alto y 2 cm de
diametro donde el cabezal del colorimetro fue sumergido para la medicion. Se
registraron los pardmetros CIELab de color (L*, a* y b*). Se realizaron tres repeticiones

analiticas por cada uno de los tres replicados y se promediaron.

2.5.4. pH, acidez y densidad

Una alicuota de 10 mL de muestra se llevd a 100 mL con agua destilada. El pH
se midi6é con un pHmetro (Numak, PHS-3E). Para la acidez las muestras se titularon con
NaOH 0,1 mol L?! hasta pH= 8,2 (AOAC, 2012). La acidez se expresd en
miliequivalentes de [H*] por litro. La densidad se determind con un densimetro y se
expresd en g L. Se realizaron tres repeticiones analiticas por cada uno de los tres

replicados y se promediaron.

2.5.5. Antocianinas
Las antocianinas totales se estimaron por el método de diferencial de pH (Giusti

y Wrolstad, 2003). Las muestras desgasificadas se diluyeron apropiadamente con
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buffer KCI (0,025 mol L, pH: 1) o con buffer acetato de sodio (0,4 mol L, pH: 4.5). Se

midio la absorbancia de ambas soluciones a 520 y 700 nm en una cubeta de 1 cm de

espesor. El contenido de antocianinas se calculé segun el coeficiente de absorcién de

la delfinidina-3-glucosido, € = 0,051 L mg * cm . Los resultados se expresaron como

mg de delfinidina-3-glucosido (mg D3G L 1):
mgD3GL*=[AXxFD-BxFD]x&*x1cm™

Donde:

A: (AbSs20; pH:1 - ADS700: pH:1)

B: (AbSs20; pt:4,5 - AbS700; pt:4,5)

FD: factor de dilucion.

Se realizaron tres repeticiones analiticas por cada uno de los tres replicados y se

promediaron.

2.5.6. lonizacion, color polimérico e indice de pardeamiento

Se midié la absorbancia a 520 nm de una alicuota de cerveza desgasificada.
Una segunda alicuota se diluyo con buffer KCl a pH < 1, y la absorbancia a 520 nm de
esta segunda alicuota fue medida. La proporcion de antocianinas en su forma de ion
flavilio se estimé como la relacion entre las absorbancias al pH de la cervezay a pH <
1. El resultado se expres6 como % de antocianinas ionizadas:

% de antocianinas ionizadas = 100 x A x (B x FD)™*

Donde:
A: (Ab5520; pH of beer ~ AbS700; pH of beer)
B: (AbSszo; pr<1 - ADS700; pH<1)
FD: factor de dilacion

Los productos provenientes de la degradacion de las antocianinas se estimaron
midiendo el color polimérico. Las muestras desgasificadas se diluyeron con agua

destilada. A una alicuota de 2,8 mL se le adicion6 0,2 mL de K>S,0s (20 % plv, recién
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preparado). Se agito en vortex y luego de 15 min se midieron las absorbancias a 420 y
520 nm. El indice de polimerizacion (IP) se calcul6 como:

IP= (Absasz0 X FD + Absszo X FD)
Donde FD es el factor de dilucion.

El pardeamiento se determindé como el cociente de las absorbancias a 430y 520
nm desde una alicuota de cerveza desgasificada y expresado como indice de
pardeamiento (IB):

IB= (Absaszo / AbSsz0)
Se realizaron tres repeticiones analiticas por cada uno de los tres replicados y se

promediaron.

2.5.7. TEAC

Se realiz6 de acuerdo con Arnao y col., (2001). Unos 100 uL de una dilucion
adecuada de cerveza se mezclé con 1 mL de solucién de ABTS™y se homogenizé en
vortex. Se midi6é la absorbancia a 734 nm luego de 6 min. Se utilizé Trolox como
estandar y los resultados se expresaron como equivalente de Trolox (mg TE L?). Se
realizaron tres repeticiones analiticas por cada uno de los tres replicados y se

promediaron.

2.5.8. Fenoles

Los fenoles totales se determinaron mediante el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton y col., 1999). La mezcla de reaccién contenia 50 uL de cerveza, 950 pL de
agua destilada, 50 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido en agua destilada 1: 1 y 100
uL de carbonato de sodio al 20 % en 0,1 mol L' de NaOH. Luego de 90 min de
incubacién a 25 °C, se registro la absorbancia a 760 nm. Se utilizd &cido gélico como
estandar. Los resultados se expresaron como equivalentes de acido galico (mg GAE L
1). Se realizaron tres repeticiones analiticas por cada uno de los tres replicados y se

promediaron.
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2.5.9. Andlisis sensorial

Las cervezas con diferente nivel de calafate (2,5; 5y 10 g L) fueron analizadas
por cuatro jueces entrenados de la Beer Judge Certification Program (BJCP). Los jueces
evaluaron en una escala hedodnica de 10 puntos la impresion general, apariencia, aroma,
flavor, acidez y balance.

En otra instancia los jueces también evaluaron la cerveza control (sin calafate) y
enriquecida con calafate (5 g L) luego de 0 y 90 dias de almacenamiento. Para evaluar
la aceptabilidad de las cervezas con calafate, se realizé un test de aceptabilidad de
consumidores. Los consumidores (n=64 con un rango de 20-50 afios e igual proporcion
entre hombres y mujeres) evaluaron la cerveza control (sin calafate) y enriquecida con
calafate (5 g L) utilizando una escala hedonica de 9 puntos. A los panelistas se les
ofrecié 75 mL de cerveza a 5 °C en un vaso de plastico cristal descartable de 100 mL

en donde evaluaron la aceptabilidad general, color, aroma y sabor.

2.5.10. Analisis estadistico

Se utilizé un disefio factorial. En el caso de las cervezas con diferente cantidad
de calafate, el factor fue la cantidad de fruta adicionada (1 factor de 4 niveles). En el
caso del ensayo de almacenamiento, los factores fueron el nivel de fruta y el tiempo de
almacenamiento (un factor con dos niveles y un factor con cuatro niveles). Excepto en
los andlisis sensoriales, la unidad estadistica utilizada fue la cerveza de cada
fermentador (n= 3). Se muestran las medias de los tres replicados + el error estandar.
En el caso de los analisis sensoriales, se utilizé la cerveza de un sélo fermentador y se
muestra la media de los N evaluadores + el error estandar.

Las medias se compararon por ANOVA utilizando el test de Tukey a un nivel de
significancia de p <0,05. La fuerza de las correlaciones lineales entre variables se

calculé mediante la correlaciéon de Pearson.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

-Evaluar la factibilidad de obtener una cerveza artesanal con elevados niveles de
compuestos antioxidantes y buenas propiedades organolépticas y de estabilidad a partir
de la incorporacion a la misma de frutos de calafate (Berberis microphylla G. Forst)
liofilizados.

Hipotesis: La incorporacion de frutos de calafate liofilizados en la cerveza permite
generar un producto con elevados niveles de antioxidantes, con buena aceptabilidad y

estabilidad.

3.2. Objetivos Especificos
A-Evaluar el impacto del agregado de diferentes niveles de calafate sobre el contenido
de antioxidantes y las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas de la cerveza.

Hipdtesis Al: La incorporacion de frutos de calafate a la cerveza incrementa su
nivel de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante en funcién de la cantidad de
fruto utilizado.

Hipétesis A2: Se pueden obtener cervezas enriquecidas con calafate que tengan
buenas caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales.
B-Monitorear la capacidad antioxidante de la cerveza con calafate durante el
almacenamiento.

Hipodtesis B: La capacidad antioxidante de la cerveza adicionada con calafate se
mantiene estable durante el almacenamiento a 5 °C.
C-Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas de la cerveza con
calafate durante el almacenamiento 5 °C.

Hipétesis C: Las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de la cerveza con

calafate se mantienen estables durante el almacenamiento a 5 °C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Influencia de la adicion de calafate en las propiedades antioxidantes,
fisicoquimicas y sensoriales de la cerveza

4.1.1. Efecto de la adicion de calafate en la capacidad antioxidante y compuestos
fenolicos de cerveza

El elevado nivel de antocianinas de los frutos del calafate lo convierten en un excelente
candidato para el enriguecimiento de bebidas con antocianinas. Los contenidos de
antocianinas en base al peso fresco de los frutos frescos y liofilizados fue de 11,0 £ 0,1
(n=4) y 30,0 £ 1,1 (n=4) g D3G kg7, respectivamente. Mientras que los contenidos de
antocianinas en base al peso seco de los frutos frescos vy liofilizados fue de 38,0 + 3,0
(n=4) y 36,0 + 1,3 (n=4) g D3G kg?, respectivamente. Estos valores son entre 10 y 15
veces mas elevados que los encontrados en arandano y berenjena, respectivamente,
dos vegetales que se consideran excelentes fuentes de estos compuestos (Skrede y
col., 2000; Todaro y col., 2009). El nivel de antocianinas del calafate es comparable a
otros llamados “super frutos” tales como el maqui y arandano (Ruiz y col., 2010;
Sadowskay col., 2017).

La incorporaciéon de antocianinas permitié obtener cervezas con 30-100 mg D3G L'de
antocianinas en correlacién con el nivel de fruta adicionado (R=0,997; p=0,000) (Figura
12A). Similares concentraciones fueron alcanzadas con cdascara de berenjena
deshidratada (Horincar y col., 2020). El cociente entre las antocianinas y los sélidos
totales del calafate asciende a 40 g Kg, un valor superior al de otros frutos tales como
frambuesa, arandano o mora con valores de 4,2; 12 y 21, respectivamente (Skrede y
col., 2000; Sadowska y col., 2017). Esto permiti6 incorporar altos niveles de
antocianinas con relativamente poca cantidad de fruta.

Las cervezas contienen antioxidantes tales como &cidos fendlicos, flavonoides y pro-
antocianidinas (Wannenmacher y col., 2018) (Tabla 3). Aunque estos antioxidantes
propios de la cerveza pueden evitar reacciones de oxidacion y off-flavors durante el

almacenamiento (Aron y Shellhammer, 2010), es muy comun el empleo de sulfitos en
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la formulacién de las cervezas de venta masiva para incrementar su estabilidad
(Carneiro y col., 2006). La incorporacién de ingredientes poco convencionales en la
elaboracion de cerveza ha sido, y es, una practica habitual de los cerveceros que buscan
elaborar nuevos estilos, con diferentes colores y sabores (Tonsmeire, 2014). Ademas,
la adicion de matrices ricas en antioxidantes puede otorgar un beneficio adicional
otorgando a las cervezas cierta proteccién contra el deterioro de origen oxidativo
(Martinez y col., 2017a). En la ultima década se ha incrementado el interés por la
incorporacién a los alimentos con sustancias con actividad biol6gica que puedan otorgar
un beneficio para la salud (Ulloa y col., 2017; Horincar y col., 2020). En esta linea,
Kawa-Rygielska y col. (2019) encontraron que la adicion de cornejo (Cornus mas)
luego de la fermentacion alcohdlica resulté en cervezas con mayor nivel de fenoles (70
%) y actividad antioxidante que las elaboradas con la adicién de fruta antes de la
fermentacion. Aqui el calafate fue adicionado luego de la fermentacién con el objetivo
de obtener una cerveza con el mayor valor agregado posible. La cerveza con el menor
nivel de calafate duplicé la capacidad antioxidante de la cerveza control, y mayores
incrementos fueron encontrados con mayores cantidades de fruta (Figura 12B). El
impacto relativo en la capacidad antioxidante fue menor cuando se adicionaron mayores
niveles de fruta, lo que puede indicar algun tipo de interaccién entre los antioxidantes
del fruto y algiin/os componentes de la cerveza. Mas alla de esto, la adiciéon de 10 g L?
de calafate resulté en un producto varias veces superior que el control en capacidad
antioxidante (Figura 12B). El incremento en la capacidad antioxidante se correlacion6
con la cantidad de antocianinas de la cerveza (R=0,951; p=0,000) (Figuras 12Ay 12B).
El nivel de fenoles en cerveza depende de la materia prima, las practicas de elaboracion
y del estilo de cerveza. Pero en general se considera que un 70-80 % de los fenoles
provienen de la malta y el 20-30 % restante lo aporta el lipulo (Wannenmacher y col.,
2018). La incorporacion de frutas en la elaboracion también puede incrementar el nivel
de fenoles (Kawa-Rygielska y col., 2019). En las cervezas comerciales de venta

masiva el nivel de fenoles varia en un amplio rango de entre 22-300 mg L. Este amplio

36



rango probablemente depende del tipo de cerveza (Zhao y col., 2010; Patrascu y col.,
2018). Igualmente, la presencia de antioxidantes de sintesis puede contribuir a esas
diferencias (Carneiro y col., 2006). En este trabajo las cervezas terminadas tuvieron
152, 276, 300 y 360 mg L* de fenoles totales para 0 (cerveza control), 2,5; 5y 10 g L*

de calafate, respectivamente (Figura 12C).
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Figura 12: A. Antocianinas, B. TEAC (Trolox equivalents antioxidant capacity) y C. Fenoles de la

cerveza sour enriquecida con 0 (control), 2,5; 5y 10 g L de calafate liofilizado. Se muestra el
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promedio + error estandar (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas basadas en

el test de Tukey con una significancia de p <0,05.

4.1.2. Efecto de la adicion de calafate en las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales
de la cerveza
Como era de esperar la adicion de un fruto con elevados niveles de pigmentos naturales

en una cerveza base de color ambar produjo un notable cambio de color hacia tonos
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rojos en funcién de la cantidad de fruto adicionada (Figura 13A). El elevado nivel de
antocianinas del calafate logré un marcado cambio de color en las cervezas aun con 2,5
g L de fruta. En la cerveza control el color EBC fue de 6 mientras que la componente
roja fue practicamente nula. Las cervezas con calafate tuvieron un color EBC de 10,3;
13,5y 23,5 para 2,5; 5y 10 g L* de calafate, respectivamente (Figuras 13B y 13C). El
incremento en el color EBC de las cervezas con calafate puede deberse a que las
antocianinas absorben en un amplio rango de longitudes de onda mas alla de los 430
nm (Ahliha y col., 2018). En otro trabajo la adicion de membrillo (Cydonia oblonga) a
cerveza American amber Ale practicamente no incrementé el color EBC (Zapatay col.,
2019). La adicién de calafate caus6 un significativo incremento en el componente rojo
del color (R=0,998; p=0,000) y en la densidad de color (R=0,997; p=0,000) en asociacion
con la cantidad de fruta adicionada (Figuras 13C y 13D). Con 10 g L de calafate se
observé un marcado descenso en el L*, desde 19 hacia 11 (Figura 13E). El calafate
produjo un efecto opuesto en los parametros de color a* y b*, efecto que puede
relacionarse a los componentes rojo y azul del color, respectivamente, aportados por las
antocianinas (Figuras 13F y 13G). El mayor Aa* se observé con el menor nivel de fruta,
sin variaciones relevantes con mayores niveles de calafate. Contrariamente, el
componente b* del color se redujo en proporcién al nivel de fruta utilizada en la
elaboracion (R=0,913; p=0,001). Horincar y col. (2020) también observaron una caida
en el L* junto con un incremento en el a* en cerveza Lager enriquecida con cascara de
berenjena. Aunque en ese estudio se report6 un incremento en el b*. EIl comportamiento
observado por Horincar y col. pudo estar relacionado a la presencia de antocianinas en
su forma chalcona amarilla, forma que se vuelve relevante en el equilibrio a pHs
proximos a 4,5. La adicion de calafate produjo cervezas sour con nuevas tonalidades
rojas que pueden seleccionarse en funcién de la cantidad de fruto utilizado en la
elaboracion. Esto no significa que la cerveza sea atractiva para los consumidores, pero

al menos ofrece nuevas opciones de productos para el creciente mercado de la cerveza.
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Figura 13: A. Fotos de las cervezas, B. Color EBC (European Brewing Color), C. Color rojo, D.
Densidad de color, E. Luminosidad (L*), y parametros de color F. a* y G. b* de la cerveza sour
enriquecida con 0 (control), 2,5; 5y 10 g L' de calafate liofilizado. Se muestra el promedio + error
estandar (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas basadas en el test de Tukey
con una significancia de p <0,05.

Las cervezas tuvieron un pH en torno a 3,4. La adicion de calafate no afect6 el pH de la
cerveza (Tabla 5). Esto pudo deberse a que los pHs del fruto de calafate (~3,5) y de las
cervezas sour son muy cercanos. Contrariamente el aporte de acidos organicos de
flores de Hibiscus sabdariffa (Martinez y col., 2017b) o frutos de cornejo (Kawa-
Rygielskay col., 2019) redujeron el pH de la cerveza. El mayor nivel de calafate produjo
un incremento en la acidez y densidad de la cerveza (Tabla 5). Una tendencia similar

fue reportada en otros trabajos (Ulloa y col., 2017; Horincar y col., 2020).
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En conjunto los resultados muestran que pequefias cantidades de calafate pueden ser
utilizadas para incrementar la capacidad antioxidante y elaborar cervezas sour de
tonalidades rojas sin afectar la densidad ni el pH. Los niveles de antocianinas totales
incorporados a la cerveza son dignos de destacar, ya que son valores comparables a

los encontrados en jugos de uva (Muche y col., 2018).

TABLA 5: pH, acidez titulable y densidad de la cerveza sour enriquecida con O (control),
2,5; 5y 10 g L' de calafate liofilizado.

Pardmetro Fruto adicionado (g L™)

0 2.5 5 10
pH 3,44 +0,03a 3,44 +0,02a 3,45 +0,01a 3,41 +0,01a
Acidez (mEq H* L) 63 +6b 67 +1b 68 +6b 79 +la
Densidad (mg L™) 1.010 £0,7b 1.011 £0,3ab  1.011 +0,0ab 1.012 +0,0a

Promedios % error estandar (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas en
base al test de Tukey con un nivel de significancia de p <0,05.

Es muy importante para los cerveceros poder recibir una evaluacion de las cervezas
que elaboran. Entre los centenares de cervezas diferentes que se elaboran actualmente
hay una tendencia a evaluarlas dentro de ciertos criterios o estilos (Fitzpatrick y col.,
2017). La BJCP (“Beer Judge Certification Program”) apadrina competencias en las
cuales esté incluido el estilo “cerveza con fruta” (Tonsmeire, 2014; Strong y England,
2015). Cuando las cervezas con calafate fueron evaluadas dentro del estilo de cervezas
con fruta por jueces entrenados, las cervezas con 5y 10 g L de calafate obtuvieron los
mayores puntajes (Figura 14). Debido a que la cerveza con 5 g L'* de calafate presentd
un nivel elevado de antioxidantes conjuntamente con buenos atributos dentro del estilo
de cervezas con fruta, este nivel de enriquecimiento fue elegido para los subsiguientes
analisis. Se realiz6 un test de aceptabilidad de consumidores de la cerveza control (sin
fruta) o con 5 g L™ de calafate (n=64). Los resultados de esta prueba indicaron que no

hubo diferencias entre ambas cervezas en cuanto al aroma, mientras que la cerveza
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con calafate obtuvo mayor puntaje en cuanto a impresion general, color y sabor (Tabla

6).

Impresion
general*
10

Balance* Apariencia*

Aroma
(Frutado)*

Figura 14: Promedio de las puntuaciones obtenidas del andlisis sensorial con jueces entrenados,
de la cerveza sour enriquecida con 2,5 (—*—); 5(—*—) y 10 g L! ( ----) de calafate liofilizado.
Los asteriscos indican diferencias significativas en base al test de Tukey con una significancia
de p <0,05; (n=4).

TABLA 6: Andlisis sensorial con consumidores no entrenados, de las cervezas control

o con 5 g L? de calafate.

Atributo Calafate agregado
(gL
0 5

Impresioén
general 7,3%1,3b 7,8t1,3a

Color 75+1,4b 8,4 +1,3a
Aroma 7,6 +1,2a 7,7 +1,3a

Sabor 7,1+15b 7,6+1,2a

Promedios + error estandar (n=64). Diferentes letras indican diferencias significativas en
base al test de Tukey con un nivel de significancia de p <0,05.

4.2. Calidad de la cerveza durante el almacenamiento

4.2.1. Andlisis de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de la cerveza
durante el almacenamiento

La creciente concientizacion por parte de los consumidores acerca del uso de aditivos

de sintesis en los alimentos ha elevado el interés de la industria y el sistema cientifico
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por evaluar pigmentos naturales capaces de colorear diferentes matrices alimenticias.
Su elevada solubilidad en agua y capacidad colorante sumado a los efectos adicionales
en cuanto a la actividad antioxidante y los efectos beneficiosos para la salud, convierten
a las antocianinas en excelentes candidatos naturales para ser incorporados en matrices
alimenticias (Giusti y Wrolstad, 2003; Jin y col., 2014). Sin embargo, esto no es
sencillo debido a que, en muchos casos, en comparacion a los aditivos de sintesis, las
antocianinas poseen menor estabilidad (Ertan y col., 2020). Otros contrapuntos son
gque tanto la estabilidad como asi también el color de las soluciones de antocianinas
dependen del pH del medio en la que se encuentran (West y Mauer y col., 2013), y
ademas existe riesgo de interacciones indeseables con otros componentes. En la
elaboracion de cerveza el colorante mas utilizado es el colorante caramelo. Utilizado
generalmente para realizar ajustes en el color. La utilizacién de otro pigmento en
cerveza mas allA del colorante caramelo estd practicamente supeditado a la
incorporacién de vegetales, principalmente frutas. Aunque se ha reportado una
tendencia a la degradacién del color en las cervezas con antocianinas durante el
almacenamiento (Martinez y col., 2017b), son pocos los trabajos que han analizado
este aspecto en las cervezas con fruta. Por otra parte, son muy pocos los trabajos que
han evaluado la estabilidad de las cervezas tipo sour durante el almacenamiento. Para
evaluar esto, se elaboraron una cerveza control y otra con 5 g L de calafate. Ambas
cervezas fueron embotelladas en botellas de 350 mL color caramelo, almacenadas a 5
°C por 3 meses y muestreadas mensualmente. Se analizé la calidad durante el
almacenamiento focalizando en la capacidad antioxidante y el nivel de antocianinas.

La concentracion de antocianinas en las cervezas con calafate se ubic6 en torno a 45
mg D3G L, sin cambios significativos durante el almacenamiento (Figura 15A). Estos
resultados no concuerdan con otros trabajos en donde se reporté una elevada
inestabilidad de las antocianinas (Martinez y col., 2017a; Horincar y col., 2020). La

estructura quimica de las antocianinas tiene implicancia en la estabilidad de las mismas.
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Figura 15: A. Antocianinas, B. Porcentaje de ionizacion de antocianinas, C. indice de
polimerizacion, y D. indice de pardeamiento (L*) de la cerveza sour control o enriquecida con 5
g L calafate liofilizado luego del almacenamiento en botella a 5 °C por 0, 30, 60 y 90 d. Se
muestra el promedio + error estandar (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas

basadas en el test de Tukey con una significancia de p <0,05.

Las antocianinas mono-glicosidadas son menos estables que las poli-glicosidadas o las
acetiladas (Ertan y col., 2020). En los frutos de calafate predominan las formas
monoglicosidadas, por lo cual las antocianinas de este fruto no serian las mas estables

en términos de su grado de glicosidacion o acetilacion (Ruiz y col., 2010). De todas
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maneras, tanto el color como la estabilidad de las antocianinas dependen en gran
medida de la matriz en la cual se encuentran, un factor que puede llegar a ser incluso
mas relevante que la estructura de estas moléculas (West y Mauer, 2013). Ademas, los
compuestos fendlicos de bajo peso molecular pueden llegar a formar complejos de co-
pigmentacion a través de orbitales n-n incrementando notablemente la estabilidad de
las antocianinas (Ertan y col., 2020). Algunos de estos fenoles son comiUnmente
encontrados en granos de cereales, como por ejemplo los acidos p-cumarico, sinaptico
y ferulico, pudiendo estabilizar las antocianinas en una matriz de cerveza (Anexo) (Fan
y col., 2019). Es digno de destacar que el &cido ferulico, que posee una elevada
tendencia a formar este tipo de complejos, es en general el 4cido fendlico mayoritario
en cerveza (Piazzon y col., 2010, Tabla 3). Se ha reportado que la co-pigmentacion
genera un efecto batocromico, es decir, un viraje hacia tonalidades mas azuladas del
color rojo del vino tinto (Schwarz y col., 2005). Esto podria relacionarse con el cambio
de b* observado (Figura 13G). Mas alla de lo anterior, el pH es el factor que mas
influencia tiene en la estabilidad de las antocianinas en una matriz alimenticia (West y
Mauer, 2013). El pH gobierna el equilibrio entre las diferentes especies moleculares de
las antocianinas. En solucion las antocianinas totales son la sumatoria de diferentes
especies en equilibrio comprendidas por la forma quinona, carbinol/chalcona y ion flavilio
(West y Mauer, 2013), siendo la dltima especie la mas estable y la prevalente a pHs
bajos (Somers y Evans, 1974). Es de destacar que entre el 20-30 % de las antocianinas
de la cerveza con calafate se encontraron en su forma estable de ion flavilio (Figura
15B), un porcentaje superior al informado en algunos vinos (Tavares y col., 2017).
Durante el almacenamiento el grado de ionizacién (Gl) se redujo a los 30 y 60 dias y
luego se increment6 hacia los 90 d. El bajo pH de la cerveza sour probablemente
favorecid los elevados valores de GIl. También se analizé el indice de polimerizacién
(IP), que es una estimacion de la cantidad de polimeros pardos (provenientes de la
degradacion de las antocianinas) presentes luego del blanqueado con SO, (Versari y

col., 2008). No se evidenciaron cambios en el IP luego de 60 dias (Figura 15C). Luego
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un incremento en el IP fue detectado. En tanto que el indice de pardeamiento se
incrementd durante el almacenamiento, aunque dicho incrementé fue limitado y
dificilmente tenga alguna influencia en la calidad sensorial del producto (Figura 15D).

La capacidad antioxidante y los fenoles totales de las cervezas con o sin fruta adicionada
durante el almacenamiento fueron determinados por medio del cation ABTS™ y del
reactivo de molibdeno-tungsteno de Folin-Ciocalteu, respectivamente. Ambos métodos
mostraron la misma tendencia en ambas cervezas (Figuras 16A y 16B), confirmando
que los antioxidantes fendlicos son los compuestos mas relevantes en la capacidad
antioxidante de esta matriz. Transcurridos 30 d, en la cerveza control la capacidad
antioxidante se incrementé un 30 % y luego permanecié estable hasta 90 d. Este
comportamiento contrasta con la reduccién en fenoles generalmente observada en otros
trabajos durante el almacenamiento de cerveza (Wannenmacher y col., 2018). El
incremento observado pudo deberse a la formacion de fenoles de alto peso molecular
con mayor reactividad al ABTS™ y Folin-Ciocalteu que sus homologos de bajo peso
molecular (Callemien y Collin, 2009). La capacidad antioxidante de la cerveza con
calafate duplicé la de los controles y fue estable durante el almacenamiento (Figura 16).
La adicién de calafate permitié obtener una cerveza enriquecida en antocianinas y con

elevada capacidad antioxidante que fue estable durante el almacenamiento a 5 °C por

90 d.
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Figura 16: A. TEAC (Trolox equivalents antioxidant capacity) y B. Fenoles de la cerveza sour
control o enriquecidas con 5 g L1 de calafate liofilizado luego del almacenamiento en botella a 5
°C por 0, 30, 60 y 90 d. Se muestra el promedio * error estandar (n=3). Diferentes letras indican

diferencias significativas basadas en el test de Tukey con una significancia de p <0,05.
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4.2.2. Andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de la cerveza durante
el almacenamiento

La Tabla 7 muestra el pH, acidez y la densidad de las cervezas control y con calafate
durante el almacenamiento. El pH de ambas cervezas fue préximo a 3,4 sin variaciones
durante el almacenamiento. El pH esta relacionado con la estabilidad fisicoquimica y
microbiologica de las cervezas, por lo que se busca que permanezca sin variacion. La
acidez y la densidad se ubicaron en torno a 70-78 meq H* L' y 1.009-1.011 g L*

respectivamente.

TABLA 7: pH, acidez titulable y densidad de la cerveza sour control o enriquecida con 5
g L't de calafate liofilizado luego del almacenamiento en botella a 5 °C por 0, 30, 60y 90
d.

Tiempo a 5 °C (d) Control Calafate
0 3,44 +0,02a 3,45 +0,03a
pH 30 3,32 £0,07b 3,32 £0,07a
60 3,51 +0,02a 3,43 £0,15a
90 3,42 £+0,04ab 3,45 +0,05a
0 70 l1a 72 +2a
Acidez 30 78 +8a 78 t4a
(MEq H* LY 60 73 +11a 71 +7a
90 74 +12a 70 t4a
0 1.010+1,0a 1.011 +0,2a
Densidad 30 1.009 +2,3a 1.010 +0,0a
(mg LY 60 1.009 +0,6a 1.010 +1,0a
90 1.011 +0,6a 1.011 #1,0a

Promedios = error estandar (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas en
base al test de Tukey con un nivel de significancia de p <0,05.

El color EBC fue de 6 y 11 en las cervezas control y con calafate adicionado,
respectivamente (Figura 17A). Durante el almacenamiento se detecté un leve

incremento en el color EBC. En la cerveza control no se observaron cambios en el
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componente de color rojo o la densidad de color durante el almacenamiento (Figuras
17B y 17C). Este comportamiento esta en linea con Vanderhaegen y col. (2007),
quienes observaron mayor estabilidad del color en las cervezas de claras y de bajo
contenido alcohdlico en comparacion a las mas oscuras y de mayor graduacion. A los
30 dias se observo una reduccion del 15 % en el color rojo de las cervezas con calafate
(Figura 17B). Luego no se observaron cambios en este parametro. La densidad de color

tuvo un comportamiento similar (Figura 17C).
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Figura 17: A. Color EBC (European Brewing Color), B. Color rojo, C. Densidad de color, D.
Luminosidad (L*), y pardmetros de color E. a* y F. b* de la cerveza sour control o enriquecidas
con 5 g L1 de calafate liofilizado luego del almacenamiento en botella a 5 °C por 0, 30, 60 y 90
d. Se muestra el promedio * error estandar (n=3). Diferentes letras indican diferencias

significativas basadas en el test de Tukey con una significancia de p <0,05.
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Al inicio, la luminosidad (L*) fue de 19 y 12,5 para las cervezas control y con calafate,
respectivamente. El L* de la cerveza se incrementd entre 1-2 unidades durante el
almacenamiento, siendo el incremento mas notorio en las cervezas control (Figura
17D). ElI componente amarillo (b*) del color de las cervezas control se incrementd
durante el almacenamiento hasta los 60 d, y luego se redujo a los 90 dias (Figura 17F).
En cerveza Pilsen enriguecida con cascara de berenjena, ambos parametros de color
a* y b* disminuyeron durante el almacenamiento. Este comportamiento fue adjudicado
a la baja estabilidad de las antocianinas en dicha matriz (Horincar y col., 2020).
Contrariamente, en la cerveza con calafate se observé un incremento en a* y en b*
durante el almacenamiento (Figuras 17E y 17F). Observamos una alta correlacion entre
el pardeamiento y el pardmetro de color b* durante el almacenamiento (R=0,910;
p=0,000).

Finalmente, el andlisis sensorial por jurados entrenados de las cervezas control y
adicionadas con calafate se muestra en las Figuras 18A y 18B, respectivamente. Los
atributos de acidez y balance se redujeron luego de 90 dias en la cerveza control,
mientras que no se observaron cambios en los atributos de las cervezas enriquecidas

con calafate.

A ‘s B ‘s
Impresion Impresion
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Figura 18: Promedios de los puntajes de la evaluacion sensorial con jueces entrenados luego del
almacenamiento en botellaa 5 °C por 0 (—) y 90 ( --<-+) dias de la cerveza sour control (A) y
enriquecidas con 5 g L1 de calafate liofilizado (B). Los asteriscos indican diferencias significativas

en base al test de Tukey con un nivel de significancia de p <0,05; (n=4).
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5. CONCLUSIONES

El calafate liofilizado en el rango de 2,5-10 g L™ caus6 un marcado incremento en el
color rojo de la cerveza sour, asi como también en su capacidad antioxidante. Luego la
incorporacién de 5 g L* de calafate resulto en cervezas rojas color rubi con buenos
atributos de una cerveza con fruta y con el doble de capacidad antioxidante que el
control. En tanto que el pH, la acidez y la densidad no fueron afectados por la adicién
de fruta. La adicion de fruta no caus6 cambios en el aroma, pero si incremento el color,
el flavor y la aceptabilidad general. Se demostré que la cerveza con calafate es estable
luego de 90 dias de almacenamiento a 5 °C, sin cambios relevantes en el color, el nivel
de antocianinas, la capacidad antioxidante, pH, acidez o densidad. La estabilidad del
color estuvo ligada al bajo pH de la cerveza sour, que mantuvo una elevada proporcion
de antocianinas en su forma ionizada flavilio mas estable. La cerveza sour con calafate
de color rojo rubi puede ser una nueva opcién de cerveza enriquecida con antioxidantes
naturales, estable y con buenas caracteristicas sensoriales. Este trabajo muestra una

nueva y factible opcion de utilizacién de los frutos de calafate en la industria alimenticia.
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6. ANEXO: Compuestos fenodlicos encontrados en vegetales y sus fuentes mas

relevantes (Dimitrios, 2006; Egert y Rimbach, 2011; Wang y col., 2011)
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Algunas de las principales fuentes vegetales de compuestos fendlicos son:

Acidos fendlicos: Berries, citricos, ciruela, manzana, pera, kiwi.
Estilbenoides: Uvas.

Antocianinas: Berries, uva, berenjena.

Flavonas: Perejil, puerro, kale.

Isoflavonas: Poroto de soja, harina de soja.
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Flavanoles: Berries, ciruela, manzana, pera, kiwi, arvejas, te.
Flavonoles: Uva, citricos, cebolla, té.
Flavanonas: Citricos

Pro-antocianidinas: Té, legumbres, vino.
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