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RESUMEN

Debido al creciente interés de los consumidores en los productos artesanos y con propiedades
funcionales que resulten beneficiosas para la salud humana, en este proyecto se ha desarrollado un
posible producto comercial, al cual se ha bautizado como Brocolipa, que pretende cumplir con las
expectativas de este nuevo grupo de consumidores mas conscientes de la importancia de la nutricion en

la salud.

En este trabajo se ha analizado el efecto de la adicion de brocoli en polvo en tres concentraciones, 1%,
5% y 10% (p/p), y en tres fases distintas del proceso de fermentacion, sobre las propiedades
organolépticas y el contenido de polifenoles totales en la elaboracion de cerveza artesana. Para este fin,
se han valorado los parametros de calidad de densidad, color (unidades EBC), amargor (unidades IBU),
pH, acidez, porcentaje de alcohol (v/v) y densidad. Asimismo, como indicador de las propiedades
funcionales del producto elaborado, se ha determinado la concentracion de polifenoles totales de la

cerveza obtenida.

Palabras clave: cerveza, brocoli, polifenoles, artesana, alimentos funcionales.

ABSTRACT

Due to the increasing interest of the consumers in the artisan products and with functional properties
that turn out to be beneficial for the human health, in this project there has developed a possible
commercial product, to which it has been baptized as Brocolipa, that tries to fit with the expectations of

this new increasing group of conscious consumers of the importance of the nutrition in health.

This work analyzes the effect of the addition of lyophilized broccoli in three different concentrations, 1
%, 5 % and 10 % (w/w), and in three different phases of the fermentation process, on the organoleoptic
properties and the content of total polyphenols in the production of artisan beer. Chasing this purpose,
quality parameters of density, color (°EBC), bitterness (°IBU), pH, acidity, percentage of alcohol (v/v)
and density were valued. Likewise, the total polyphenol content in the beer was also valued as an

indicator of the functional properties of the elaborated product.

Key words: beer, broccoli, polyphenols, artisan, functional foods.
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1.

INTRODUCCION

1.1 HISTORIA DE LA CERVEZA

Con una historia milenaria y en constante evolucion, la cerveza es la bebida alcoholica conocida
mas antigua del mundo. A pesar de que el consumo de alcohol y las actitudes sociales asociadas
a este varia de unas culturas a otras, casi todas las civilizaciones han descubierto el proceso de
elaboracion de la cerveza.

Los origenes de esta bebida se remontan al menos 5.000 afios antes de Cristo, durante el
asentamiento de las primeras civilizaciones. En lo que fue Mesopotamia, se hallaron restos
arqueologicos de vasijas utilizadas para elaborar cerveza primitiva por parte de la civilizacion
Sumeria, las caracteristicas fisicas de estas vasijas, muescas interiores y cuellos estrechos,
revelan el conocimiento de los fundamentos de la fermentacion por parte de estas civilizaciones,
facilitando la retencion de la levadura en las muescas, posibilitando asi sucesivas
fermentaciones e impidiendo la oxigenacion mediante el estrechamiento los cuellos de las
vasijas en las que se elaboraba la cerveza (1).

En el antiguo Egipto (Fig.1) la cerveza formaba parte de la dicta diaria de todos los estratos
sociales, en una cultura basada en ¢l cultivo de cereales el malteado era un proceso conocido y

utilizado como una constante en la elaboracion de las primeras cervezas (2).

Fig.1 Antiguo Egipto (H.M Herget). Fig.2 Vasija Azteca para Pulque (Foto de

Maunus/Wikimedia Common).

A pesar de que en estas culturas hallamos las primeras evidencias de lo que hoy
conocemos como cerveza, su elaboracion ha surgido en varios puntos del mundo, en
ocasiones de forma simultinea, como consecuencia del cultivo de cereales y otros
acontecimientos, dando como resultado distintas versiones de esta bebida. De este modo,
los Aztecas tenian el “Pulque” (Fig.2), una bebida a base de granos de maiz fermentados
con levaduras salvajes autoctonas de Mesoamérica, de una consistencia mas espesa que

las anteriores. En China también se han hallado recetas de cerveza que datan de entre



3500-2900 a.C, (3) estas se producian a partir de mijo, cebada y algunos tubérculos
(Fig.3). Las diferentes culturas aromatizaban sus elaboraciones con distintos ingredientes,
especias y hierbas, el uso de mirto, salvia, menta y miel era habitual, pero fue la
introduccion del lapulo con su poder clarificante y aroma caracteristico, lo que marco6 el
punto de inflexion entre la cerveza primitiva y la moderna.

Si queremos remontarnos al origen de la cerveza en Europa (2, 4) (Fig.4) algunas fuentes
apuntan a Grecia, sus redes comerciales con Egipto y otras regiones mediterraneas
importaron la cerveza como la bebida de las clases populares, frente al consumo de vino
que se consideraba propio de las clases altas. Posteriormente, durante el control del
Imperio Romano en Europa, se impuso la elaboracion de vino en detrimento de la
cerveza, aunque aun era habitual su consumo. En las regiones mas frias, en las que era
dificil el cultivo de la vid, la cerveza seguia siendo elaborada por parte de los llamados

pueblos “barbaros”, celtas y nordicos del norte de Europa.

Y, ff@

e 27

=

Fig.3. Restos arqueolégicos hallados en Fig. 4. Monje europeo elaborando

la provincia china de Shaanxi. cerveza. (Ilustracion de Michael Halbert)

Sin embargo, el origen de esta bebida en las distintas regiones del viejo continente no esta
claro, se han descubierto restos arqueoldgicos que datan de 2.400 a.C que situaban el
origen de la cerveza mas antigua de Europa en ¢l Valle de Ambrona, Soria (5), pero
actualmente se situa en 3.800 a.C en el periodo Neolitico gracias al hallazgo de restos de
utensilios usados en la elaboracion de cerveza en la cueva de Can Sadurni en Begues,
Barcelona (6). Todos estos datos confirman la relacion milenaria que poseen las distintas
civilizaciones con la elaboracion de la cerveza, y mas alla de la relevancia que cada uno
le otorgue a sus origenes, no se puede negar la importancia econémica y social que la

cerveza ha representado para ellas.



1.2 DEFINICION

La normativa que regula en Espafia la produccion de la cerveza y las bebidas de malta se
recoge en el Real Decreto 678/2016, de 16 de diciembre, por el que se aprueba la norma
de calidad de la cerveza y de las bebidas de malta. Este texto define la cerveza como
“Alimento resultante de la fermentacion, mediante levaduras seleccionadas, de un mosto
cervecero elaborado a partir de materias primas naturales.”

Por otro lado, es necesario hacer una distincion especial a la cerveza de fabricacion
artesana, la cual es aquella cuyo proceso de elaboracion ha de desarrollarse integramente
en la misma instalacion y en el que la intervencion personal constituye el factor
predominante, siempre y cuando se haga bajo la supervision de un maestro cervecero o
artesano, prevaleciendo en su fabricacion el factor humano sobre el mecanico,
obteniéndose un resultado final unico y, por tanto, que no puede elaborarse en grandes

cantidades (7).

1.3 MATERIAS PRIMAS EN LA ELABORACION DE CERVEZA
1.3.1 Malta
Hay muchos cereales que pueden ser malteados, entre ellos la cebada es el mas
empleado, ya que su uso se ha impuesto frente al uso de otros granos como el maiz,
trigo, sorgo, etc. La cebada que se usa en la produccion de la malta destinada a la
elaboracion de cerveza es rica en almidon, el cual se hidroliza para dar lugar al
sustrato fermentable por las levaduras, y también es rica en proteinas, por lo que
aporta la concentracion necesaria de aminoacidos para asegurar el correcto desarrollo
de la poblacion microbiana.
La cebada, Hordeum vulgare, pertenece a la Familia Poaceae, se trata de una planta
anual de entre 20 y 120 cm de altura con inflorescencias en espiga, con tres espiguillas
en cada nudo del raquis, endémica de las regiones de Oriente Proximo y del
Mediterraneo, donde se domesticd durante el Neolitico. La cebada puede crecer en
una gran amplitud climatica, tolera las bajas temperaturas y es resistente a la escasez
hidrica, aunque si requiere agua al inicio de su desarrollo, también presenta una
resistencia variable a la salinidad y la acidez de los suelos.
Las especies de cebada se distinguen por el nimero de espiguillas, existen dos tipos
de cebada: la cebada de dos carreras (Hordeum distichon L.) que es la que se usa para
la obtencion de cerveza principalmente porque contiene mayor cantidad de almidon
y menos proteinas, y la cebada de seis carreras (H. hexastichon), la cual se emplea

principalmente como forraje en alimentacion animal. (8)
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Fig. 5. A: H. vulgare L. B: H. distichon L. C: H. hexastichon.

El almidén contenido en los granos de cereal, constituye la reserva energética
principal de las semillas de cereal y puede encontrarse en dos formas: formando una
estructura lineal denominada amilosa y que constituye aproximadamente el 20% del
total de almiddén, y otra que se encuentra ramificada y que recibe el nombre de
amilopectina y que constituye el resto de las reservas de almidon del grano.

La amilosa esta constituida por cadenas largas formadas por alrededor de 1.000-2.000
unidades de glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos de tipo 1,4, mientras que
la amilopectina esta formada por cadenas cortas de entre 24 y 30 moléculas de
glucosa, las cuales forman un esqueleto principal del cual parten ramificaciones

constituidas por otras cadenas de glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos de
tipo 1,6. (9)
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Fig.6. Estructura quimica de las moléculas de Amilosa y Amilopectina.




Los hidratos de carbono mas simples, como los disacaridos y monosacaridos, son la
principal fuente de energia de la mayor parte de los seres vivos, estas moléculas,
como ya se ha mencionado, pueden encontrarse en forma de monémeros o unidas
entre si, 0 a otras moléculas, para formar cadenas o polimeros. Los azlicares simples
mas relevantes que se encuentran en los granos de cereal usados en la elaboracion de
cerveza, y, por tanto, que son susceptibles de ser fermentados por las levaduras son:
la maltosa, disacarido formado por dos moléculas de glucosa, la sacarosa, formada
por una molécula de glucosa unida a una molécula de fructosa, y la maltotriosa, que
es un trisacarido formado por tres moléculas de glucosa. Tanto la glucosa, como la
maltosa y la maltotriosa son productos generados por la escision enzimatica de los

enlaces de las cadenas de almidon que tiene lugar durante el proceso del malteado.
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Fig.8. Maltosa. Fig.9. Maltotriosa.

1.3.2 Lupulo

El Humulus Ilupulus, es una enredadera perenne y trepadora de la Familia
Cannabaceae originaria del hemisferio norte. Es una planta muy resistente a las bajas
temperaturas, su crecimiento es 6ptimo en climas frescos y himedos con veranos
templados con temperaturas entre 16 y 18°C. En estado silvestre crece a orillas de los

rios y el borde de los caminos.



Fig.10. Humulus lupulus. Tlustracion de Debra Cooper.

El Iupulo se cultiva por sus inflorescencias femeninas, denominadas conos, los cuales
contienen la lupulina que es un polvo aromatico y resinoso que se utiliza
principalmente en la industria cervecera (10). La lupulina contiene entre un 12% y
un 14% de acidos amargos (a-acidos y B-acidos), muy apreciados en la elaboracion
de cerveza porque limitan el crecimiento de microorganismos, aportan amargor y
contribuyen a la formacion de espuma, entre estos los mas conocido son la humulona
y la lupulona. Entre sus componentes también se encuentran los aceites esenciales
volatiles, monoterpenos y sesquiterpenos que confieren aroma a la cerveza y taninos,
que contribuyen a la estabilizacion, al igual que los acidos, a la clarificacion y a la
formacion de espuma (11). Aunque se cultiva principalmente para la industria
cervecera, el lupulo también se utiliza en la industria farmacéutica y cosmética, y

también en la alimentacion animal.

10



Glandulas de

Lupulina
. Aceites
Resinas Polifenoles ,
/\ esenciales
Blandas Duras Hidrocarbonados Azufrados
/\ Oxigenados
a- Acidos B- Acidos
\ J
\ ) Y
|
Aroma
Amargor

Fig. 11. Esquema de la composicién de la secrecion de las glandulas de lupulina presentes en las plantas de H.

lupulus.

a- Acido Humulona
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Fig. 12. Estructura quimica de los principales dcidos amargos del lipulo, Humulona y Lupulona.

1.3.3 Levadura

La levadura es la responsable del proceso de fermentacion del mosto y su
transformacion en cerveza. El género de levadura que se utiliza en la elaboracion de
cerveza es Saccharomyces spp., tradicionalmente se conocen dos tipos de
Saccharomyces para este proposito: Saccharomyces carlsbergensis empleada para
las cervezas de baja fermentacion, y Saccharomyces cerevisiae para las de alta
fermentacion. En la actualidad ambas estan clasificadas como S. cereviasiae, sin
embargo, aquellas levaduras que se utilizan para la fermentacion baja se las denomina
S. cerevisiae uvarum.

Las levaduras son hongos unicelulares, por lo que se clasifican como células

eucariotas y abarcan multitud de géneros y especies distintas, desde simbiontes de
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plantas hasta comensales, comensales y patdgenos oportunistas de animales y

plantas.
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Fig. 13. Morfologia general de una célula de levadura.

Las levaduras utilizan los hidratos de carbono presentes en el medio como fuente de
energia a través de distintas rutas metabolicas que los transforman en distintos
productos tales como etanol, didoxido de carbono y energia en forma de ATP.

La fermentacion alcohdlica es un proceso metabolico anaerobio en el que las
levaduras descarboxilan el piruvato obtenido durante la ruta de Embden-Meyerhof o
glucolisis, dando como producto acetaldehido, el cual se reduce a etanol produciendo

también dioxido de carbono. La reaccion global se resume a continuacion:

CsH1206 +2 Pi+ 2 ADP — 2 CH3-CH:0H + 2 CO2 + 2 ATP + 2 H20 + 25,6 Kcal

Glucosa — 2 Etanol + 2 Diéxido de Carbono + 2 Agua + Liberacion de calor

El crecimiento de la poblacion de levaduras también genera otros metabolitos como
el acido lactico, el acido succinico o el glicerol, ademas de otros productos del
metabolismo como ésteres, aldehidos y alcoholes secundarios.

En la elaboracion de cerveza se pueden distinguir dos tipos de fermentacion en
funcidén del tiempo, temperatura y especie de levadura empleada:

- Alta fermentacion: la fermentacion principal se desarrolla a una
temperatura de entre 18°y 24 °C durante 3 o 4 dias, las elevadas temperaturas
favorecen la produccion de ésteres deseables porque pueden aportar notas
frutales, pero también se producen alcoholes secundarios no deseables.
Transcurridos los tres dias, el mosto se enfria gradualmente, por lo que al
final, el metabolismo de la levadura es muy bajo y las células tienden a flotar
en la parte superior de la cerveza. Este tipo de cervezas incluye las cervezas

Ale, Stout y Porter entre otras.
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- Baja Fermentacion: La fermentacion principal tiene lugar entre los 7° y los
14°C y se desarrolla a lo largo de 3 a 5 dias, después se disminuye la
temperatura hasta alcanzar los 0°C, por lo que la fermentacion secundaria se
torna un proceso mucho mas lento que en el caso anterior. Este tipo de
fermentacion a bajas temperaturas favorecen la produccion de diacetilo que
es apreciable en el sabor a caramelo o mantequilla, aceptable si se encuentra
a bajas concentraciones. Entre las cervezas de baja fermentacion se

encuentran las Lager, Pilsener y Bock (12).

1.3.4 Agua

El agua constituye elemento mas abundante de la cerveza y su calidad influira en el
resultado obtenido. Las distintas aguas, dependiendo de la zona geografica, tienen
caracteristicas fisicoquimicas distintas en funcion de su composicion y la
concentracion de las diferentes especies quimicas que contengan tales como sulfatos,
cloruros, bicarbonatos, fosfatos, etc. Por tanto, no todas las aguas seran igualmente

adecuadas para la elaboracion de los distintos tipos de cerveza.

1.4 COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA CERVEZA
La cerveza es una bebida con un elevado valor nutricional y que puede utilizarse como base
ideal para la elaboracion de nuevos alimentos funcionales. Las principales caracteristicas

nutricionales de la cerveza se recogen en las siguientes tablas (13):

Litro de cerveza Litro de cerveza

Energia (kcal) 150-450 Biotina (ng) 2-15
Proteinas (g) 3-5 Calcio (mg) 40-140
Carbohidratos(g) 0-61 Fésforo (mg) 90-400
Vitamina C (mg) 30 Magnesio (mg) 60-200
Tiamina (mg) 0,003-0,08 Potasio (mg) 330-1.100
Riboflavina (mg) 0,02-0,8 Sodio (mg) 40-230
Niacina (mg) 3-8 Hierro (mg) 0,1-0,5
Vitamina B6 (mg) 0,07-1,7 Zinc (mg) 0,01-1,48
Folatos (ng) 40-600 Selenio (mg) 0,4-7,2
Vitamina B12(ng) 3-30

Tabla 1. Composicion nutricional de la cerveza.
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El contenido de algunos de los componentes funcionales mas importantes de la cerveza,
como son los distintos compuestos fendlicos varia notablemente entre los distintos tipos de

cervezas, tal y como se indica en la siguiente tabla (14):

RUBIAS SIN NEGRAS | ESPECIALES
Polifenoles 4822 263,2 610,1 620,0
Totales (mg/L)
Proantocianidinas 93,54 95,46 113,65 162,63
(mg/L)
Catequinas 21,85 12,60 30,99 22,18
(mg/L)
Azucares 8,63 17,52 8,23 12,40
reductores (mg/L)

Tabla 2. Valores medios de las familias fendlicas indicadas y de los aziicares reductores totales por grupos de

cervezas.

1.5 PROCESO DE ELABORACION DE LA CERVEZA

Para elaborar esta bebida se requieren cuatro ingredientes basicos, que son: el agua, la malta
de cebada y/u otros cereales, la levadura y el lupulo. Son las variaciones del tratamiento,
las variedades y concentraciones de estos cuatro ingredientes las que permiten la
elaboracion de una enorme variedad de cervezas.

Los pasos basicos que deben seguirse para producir cerveza son los que se detallan a

continuacion:

1. Malteado: los cereales seleccionados para la elaboracion de la cerveza han de seguir

un procesado denominado malteado, que consiste en la limpieza, remojo y
germinacion de los granos y, posteriormente desecacion y tostado de los mismos.
El principal objetivo del malteado en aumentar la actividad enzimatica de los granos,
principalmente amilolitica. Antes del malteado, los granos de cebada poseen pocos
azlcares fermentables, los cuales aumentan tras el malteado. Las enzimas que se
sintetizan principalmente durante este proceso y que tienen mayor interés son las
amilasas, alfa-glucosidasa, glucanasas, proteasas y las pentosanasas.

2. Molturado: La materia prima utilizada ha sido grano entero de cebada malteada, por
lo que ha sido necesario un proceso de molturado para disgregar mecanicamente la

estructura del grano y permitir el mejor acceso a los componentes fermentables.

14



Obtencion del mosto: a partir de la malta previamente molida se obtiene el mosto
mediante un proceso de extraccion por sacarificacion enzimatica, el cambio mas
importante que tiene lugar durante el proceso de macerado es la transformacion del
almidon en azicares fermentables, las enzimas mas relevantes en este proceso son
las alfa y beta amilasas que convierten el 80% del almidon disponible en maltosa y
maltotriosa (15). El siguiente paso es la filtracion y después, la adicion del lapulo en
esta fase y/o en fases posteriores, prosiguiendo con el proceso de coccion. Tras la
extraccion de los componentes de interés del lipulo y los componentes aromaticos,
se procede a refrigerar el mosto.

Clarificacion, enfriamiento y aireacion del mosto: para clarificar el mosto de
forma artesanal se realiza un movimiento circular rapido con una pala o instrumento
similar, esto se conoce como “Whirpooling”, lo que permite que las particulas en
suspension precipiten en el centro del tanque o cuba disminuyendo la turbidez del
mosto. Tras la clarificacion, es muy importante el enfriamiento rapido del mosto para
evitar el crecimiento bacteriano y su aireacion, para que se den las condiciones
ambientales ideales para la fermentacion por parte de las levaduras.

Fermentacion del mosto: al mosto cervecero ha de adicionarsele levadura
seleccionada del género Sacharomyces, las especies seleccionadas variardn en
funcion del producto final que se quiera conseguir, asi como las condiciones
ambientales a las que vaya a estar sometido el mosto durante el proceso de
fermentacion. Por ejemplo, tradicionalmente se ha usado la especie S. cerevisiae en
la elaboracion de cervezas tipo Ale, mientras que la especie S. pastorianus suele
emplearse en la produccion de cervezas tipo Lager. Tras la adicion de la levadura el
mosto se somete al proceso de fermentacion, el cual puede ser fermentacion alta o
fermentacion baja.

Maduracion y Clarificacion: la cerveza obtenida tras el proceso de fermentacion se
sometera a un periodo de maduracion en bodega que permite la modificacion del
sabor y el aroma vy, si se requiere, también puede someterse a un segundo proceso de
clarificacion.

Envasado: el embotellado de la cerveza se realiza, a gran escala, después de un
proceso de pasteurizacion, aunque también puede realizarse después, una vez dentro

del envase (16).
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Figura 14.. Proceso de elaboracién de cerveza artesana.

Segun la normativa vigente (7), en funcidon de las caracteristicas que presente en

cuanto al contenido de malta de cebada y alcohol, la cerveza puede clasificarse en los

siguientes tipos:

a.

Cerveza de cereales: es aquella elaborada a partir de mosto cervecero cuyo
contenido en malta de cebada es inferior al 50% respecto al total de malta.
Este tipo de cerveza se denominard “Cerveza de” seguido del nombre del
cereal con mayor contenido en peso.

Cerveza extra: es aquella cerveza que posee un contenido de extracto seco
primitivo superior al 15% en masa. Siendo éste el conjunto de ingredientes
organicos que componen el mosto antes de la fermentacion, a excepcion del
agua.

Cerveza especial: es aquella cerveza cuyo contenido en extracto primitivo

seco oscila entre el 13-15% en masa.

16



d. Cerveza negra: se considera cerveza negra a aquella que presente un valor

superior a 50 en unidades de color determinado mediante el método analitico
EBC (European Brewery Convention).

Cerveza de bajo contenido en alcohol: se considera que una cerveza es baja
en alcohol cuando el porcentaje en volumen de éste estda comprendido entre
el 1 yel 3%.

Cerveza sin alcohol: es toda cerveza cuya graduacion alcohdlica sea inferior

al 1% en volumen.

1.6 TIPOS DE CERVEZA

La cerveza puede clasificarse fundamentalmente en 3 grandes tipos o grupos atendiendo al

proceso de fermentacion al que se someten y a las especies de levadura que se emplean en

su elaboracion. Estos 3 grupos son Ale, Lager'y Lambic.

1.6.1

Ale: es la palabra inglesa que describe las cervezas que emplean levaduras
de fermentacion alta, por lo que el nombre se refiere exclusivamente al tipo
de fermentacion y no esta relacionado con el color, estilo o cuerpo.

Lager: las cervezas Lager son aquellas que se elaboran mediante
fermentacion baja. Actualmente es la forma mas comun de elaborar cerveza,
y entre las cervezas de este grupo destacan las de estilo Pilsen, aunque
también existen otras variedades como las Bock, Dortmunder y Doppelbock.
Lambic: las cervezas tipo Lambic son aquellas de fermentacion espontanea,
originarias de Bélgica. La fermentacion ocurre por las levaduras silvestres
contenidas en las materias primas, por lo que no es necesario la adicion de
levadura. Se caracterizan por contener entre un 30 y un 40% de trigo, siendo

el resto grano de cebada, y por ser acidas y poco amargas.

India Pale Ale

A través de los siglos, las distintas regiones han perfeccionado sus métodos de

elaboracion de cerveza generando un amplio abanico de formulas que difieren tanto

en los ingredientes, ya sea el tipo de granos usados, variedades de trigo, cebada,

adjuntos, aromatizantes, [upulo, cepas de levadura... establecidos tradicionalmente

por la localizacion geografica y el clima, como en las técnicas de elaboracion, y que

generan la gran variedad de productos que hoy en dia podemos encontrar en el

mercado.

La cerveza conocida como India Pale Ale surgio en Inglaterra alrededor del afio 1.800

d.C como consecuencia de la demanda de la Compania de las Indias Orientales al

cervecero George Hodgson, ya que otras cervezas como la Porter o Pale Ale no
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mantenian su calidad tras las largas travesias de la Compafiia y no eran aptas para
comerciar. Parece ser que para evitar las pérdidas Hodgson aumento la concentracion
de Iupulo para asegurar que su cerveza llegaba en buen estado desde Inglaterra hasta
la India. Lo cierto es, que no se conocen los detalles de la elaboracion de esta primera
India Pale Ale, ni la variedad de los granos o el Iupulo utilizados, ni las proporciones
o el proceso de elaboracion, y si hay registros de que otros cerveceros exportaron con
éxito sus cervezas a la India, pero no se asocia el nombre de India Pale Ale a ninguno

de ellos (17).

La India Pale Ale (IPA) pertenece al grupo Ale, son cervezas de alta fermentacion y
se caracteriza por elaborarse con aguas de mineralizacion alta y tener mucho cuerpo
(Cervemur). También suele ser bastante espumosa y con un sabor amargo marcado

por la presencia del lupulo y un alto grado alcohdlico, superior a 6. (18).

1.7 TENDENCIAS DE CONSUMO ACTUALES

La cerveza es un producto que goza de gran aceptacion y popularidad, en el ultimo afio,
2016, su consumo ha aumentado en parte gracias a la recuperacion econdmica, sobre todo
en la hosteleria. Segin los datos econdmicos extraidos del Informe socioecondmico del
sector de la cerveza en Espafia de 2016, la cerveza es la bebida alcoholica con mayor
impacto econémico a través de la generacion de empleo y la recaudacion de impuestos. En
2016 las compaiiias cerveceras aumentaron sus ventas en un 3,4% situando a Espafia en el
cuarto puesto de produccion de cerveza en Europa, se estima que su valor en el mercado
alcanza los 15.000 millones de euros, suponiendo el 1,4% del PIB nacional. En este sector
se mantienen a la cabeza de la produccion y las ventas las grandes compaiiias cerveceras
como el Grupo Mahou-San Miguel, Heinecken Espafia o Damm, pero se ha visto
incrementado considerablemente el numero de pequefias empresas cerveceras de todo el
territorio nacional y que elaboran cervezas artesanales apostando por la personalizacion, el
caracter y la calidad y que han tenido una gran acogida en el mercado, sobre todo entre los

adultos jovenes de entre 25 y 35 afios.

A pesar de este aumento de las ventas, si hacemos una comparativa con el resto de paises
europeos, los espafioles consumen una media de 46 litros de cerveza al afio, una cifra muy
por debajo de la media europea situada en los 70 litros anuales, lo que coloca a Espana en
un perfil de consumo moderado de esta bebida, asimismo, el 14% de la cerveza consumida
es de la variedad sin alcohol (Informe Socioecondémico del Sector de la Cerveza en Espaia
2016. Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente y Cerveceros de

Espaiia (43) ) de esta tendencia se extrae el interés creciente de la poblacion por la adopcion
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de un estilo de vida saludable, cada vez son mas aquellos que se preocupan por los
ingredientes y procesos de produccion de los alimentos que consumen, lo que a su vez ha
generado que las empresas evolucionen y cuiden su imagen vendiéndose como marcas
“naturales” o “artesanales” esquivando la asociacion negativa que se hace de las bebidas
alcohodlicas y los monopolios empresariales, esquivando también la estandarizacion y
generando interés por los nuevos productos entre aquellos consumidores que opinan que la
cerveza se ha ido degradando por la tecnologia y la automatizacion y pretenden volver a lo

“auténtico”.

1.8 ALIMENTOS FUNCIONALES

Desde la antigiiedad se han atribuido propiedades terapéuticas y curativas a las plantas y
alimentos, y se conoce la importancia que tiene la alimentacion en la salud. En las tltimas
décadas la industria alimentaria ha evolucionado desde asegurar la productividad, en la
década de los setenta, obtener calidad en los afios ochenta y pasando por la seguridad
alimentaria en los noventa, hasta llegar al siglo XXI en el que el actual objetivo es asegurar
la salud y promoverla a través de la nutriciéon. La alimentacion y nutricion han sido objeto
constante de investigacion, en la actualidad las investigaciones se centran en la relacion
existente entre la alimentacion y las enfermedades cronicas no transmisibles tales como la
diabetes, el cancer, enfermedades cardiovasculares o degenerativas, y los efectos de la
nutricion sobre las funciones cognitivas ¢ inmunitarias. A estos avances cientificos se
suman los cambiantes estilos de vida y los diferentes habitos alimentarios, que si bien
pueden diferir por motivos culturales, religiosos o geograficos generan nuevas necesidades
en el consumidor moderno cada vez mas consciente de su responsabilidad en su propia

salud. En este contexto surgen los alimentos funcionales.

El Instituto Internacional de Ciencias de la Vida (International Life Science Institute, ILSI)
propone la siguiente definicion: Puede considerarse que un alimento es funcional si se
demuestra satisfactoriamente que ejerce un efecto beneficioso sobre una o mas funciones
selectivas del organismo, ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal que
resulte apropiado para mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de
enfermedad o ambas cosas.

Un alimento funcional puede ser aquel que retina una o varias de las siguientes
caracteristicas:

1. Un alimento natural en el que uno de sus componentes ha sido mejorado.

2. Un alimento al que se ha afiadido un componente para que produzca beneficios.

19



3. Un alimento del cual se ha eliminado un componente y producird menos efectos
adversos sobre la salud.

4. Un alimento en el cual alguno de sus componentes ha sido modificado
quimicamente para mejorar la salud.

5. Un alimento en el que la biodisponibilidad de uno o mas componentes ha sido
aumentada.

6. Combinaciones de las anteriores.

No se especifica en el marco legal europeo si los alimentos funcionales son alimentos
necesariamente modificados, por lo que el ILSI incluye tanto alimentos modificados como
no modificados. No ocurre asi con la legislacion de otros paises como Estados Unidos, en
el que si se define como alimento funcional a aquellos alimentos modificados para ejercer

un efecto beneficioso en la salud.

1.9 BROCOLI
El brocoli es una hortaliza perteneciente a la Familia Brassicaceae (Cruciferas) a la que
también pertenecen entre otros, el repollo, la coliflor, coles de Bruselas, colinabo... Su
clasificacion taxonémica es la siguiente:

- Reino: Plantae

- Phylum: Spermatophyta

- Division: Magnoliophyta

- Subdivision: Angiosperma

- Clase: Magnoliopsida (dicotiledonea)

- Subclase: Dilleniidae

- Orden: Caparales o Brassicales

- Familia: Cruciferaceae o Brassicaceae

- Género: Brassica

- Especie: oleracea

- Grupo o variedad: itdlica Plenck

- Nombre comun: Brocoli

Su origen se asienta en paises de climas templados situados alrededor del mar Mediterraneo
oriental y en Oriente proximo como Libano o Siria, paises en los que se cultivaron los
primeros ejemplares procedentes de una especie silvestre comun con las coliflores y las
coles. Durante la expansion del Imperio Romano a través de Europa y el Mediterraneo el
brocoli llegd a Italia donde se cultivo extensamente para el consumo, llegando a ser muy

popular. Sin embargo, su produccion a nivel europeo se desarrolld6 mucho mas tarde,
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durante la segunda mitad del siglo XX. En la actualidad el cultivo de brocoli es mayoritario

en Europa, Asia y Estados Unidos, en regiones de climas templados principalmente.

Fig.15. Pella de brocoli en la planta. Fig. 16. Brocoli cortado para el consumo.

En cuanto a sus caracteristicas fisicas, el brocoli posee una forma similar a la coliflor pero
con unos pedunculos florales menos compactos, conformando un ramillete irregular y
abierto denominado pella. Sus hojas permanecen erguidas, con peciolos desnudos y limbos
de bordes ondulados. El cogollo del brocoli puede llegar a desarrollar unos 20 centimetros
de diametro y pesar alrededor de 2 kilogramos, suele presentar una coloracion verde oscura
en el tallo y verde azulada en los extremos de las inflorescencias. Su parte comestible son
los tallos mas finos y las inflorescencias antes de florecer. Las cualidades de la planta del
brocoli tienen su mayor interés en la inflorescencia, cuyas caracteristicas deben ser: forma
de parasol, grano fino, y con uniformidad en su desarrollo, tallo recto y no hueco, y pella
principal firme de 150 a 250 gramos de peso. Todo ello, sin importar el ciclo de cultivo en
la cual se haya obtenido (Consejeria de Agricultura, Ganaderia y Pesca de Murcia, 1987).
= Fases del cultivo del brécoli
Las 5 fases principales del cultivo son: etapa de crecimiento, seguido de la
induccion floral, formacion de pellas o inflorescencia, floracion y fructificacion.
Las variedades de brocoli se clasifican dependiendo del ciclo de desarrollo de la
pella, dividiéndose en variedades tempranas o precoces cuando se recolectan en
menos de 90 dias tras su siembra, intermedias al ser cosechadas entre 90 y 110 dias
tras su siembra y tardias cuando requieren mas de 110 dias para su Optimo
desarrollo.
En Espafia se dedican unas 30.000 hectareas al cultivo de Brocoli que producen
anualmente alrededor de 375.000 toneladas de este producto de las cuales se
exportan 230.000, convirtiendo a Espaiia en el principal pais exportador de Brocoli
del mundo, segtn los datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Agricultura y la Alimentacion (FAO).
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Propiedades y usos del brocoli

En gran parte del mundo existe la necesidad de coordinar los esfuerzos cientificos,
politicos y médicos para mejorar la calidad de vida y la salud de los habitantes, en
este aspecto, las hortalizas y las frutas presentan un gran potencial para el
tratamiento y el control de enfermedades gracias a los métodos de extraccion de los
principios activos que contienen o por su incorporacion directa en la dieta.

Las cruciferas son calificadas como hortalizas de elevado valor nutritivo, ademas
en varios estudios se han demostrado sus propiedades terapéuticas. La especie
Brassica oleracea L. var. itdlica, contiene componentes a los que se confieren
propiedades anticancerigenas, entre ellos, el sulforafano (1-isotiocianato-4-
(metilsulfinil)-butano) compuesto que ha demostrado tener efectos antimicrobianos
y anticarcinogénicos (19), se trata de un isotiocianato, al que algunos autores
denominan vitamina U o vitamina antiulcerosa y que se encuentra en una amplia
variedad de vegetales del género Brassica oleracea, considerandose las fuentes
mas importantes el brocoli y el repollo (20).

El brocoli esta considerado un alimento funcional natural no modificado, esta
compuesto principalmente por agua, siendo su contenido caldérico muy reducido.
También es rico en vitaminas B1, A, C y E y minerales como el calcio, magnesio,
zinc y hierro, se trata por tanto, de una hortaliza de gran valor nutricional cuyo
consumo ha aumentado considerablemente en los ultimos afios (21) debido a su
elevado contenido en compuestos fitoquimicos, como los glucosinolatos e
isotiocianatos, que con su actividad antioxidante poseen efectos potenciales en la
prevencion de varios tipos de cancer y otras enfermedades (22, 23, 24, 25, 26), asi
como por su contenido en fibra y otros grupos de metabolitos secundarios (27, 28).
Existen estudios que demuestran que los componentes del brdcoli previenen
diferentes tipos de cancer: mama, pulmoén y colon, ademas de disminuir el riesgo
de sufrir cardiopatias y apoplejias y cataratas gracias a su elevado contenido en
vitaminas B2, C, E, A, betacaroteno y flavonoles como la quercetina y el
kaempferol (29, 30,31).

Uno de los componentes presentes en el brocoli, la quercetina, ha demostrado tener
un efecto protector frente a la oxidacion de los lipidos eritrocitarios tales como el
colesterol y fosfolipidos, y otros componentes como la hemoglobina y el glutation
(32).

El consumo de brécoli fresco ha ido en aumento durante los Gltimos afios, debido
en gran parte a su elevado contenido en compuestos bioactivos, sin embargo, tiene
una vida til corta tras haber sido cosechado. La pérdida de la calidad se debe

principalmente a la deshidratacion y al amarilleamiento debido a la degradacion de
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la clorofila. También se ha demostrado que durante la poscosecha se produce una

reduccion de los components bioactivos (33).

Clasificacion de los compuestos fendlicos:

NoUu,sWNER

Compuestos Fendlicos

\

!

Flavonoides

'

Antocianinas
Flavanoles
Flavanonas
Flavanoles
Flavonas
Isoflavonoides
Chalconas

\

No Flavonoides

'

1. Fenoles no carboxilicos
2. Acidos fendlicos:
derivados de los acidos
benzoico y cindmico.
3. Estilbenos

Fig. 17. Esquema de Clasificacion de compuestos fenélicos.

Quiza, el grupo de sustancias quimicas con propiedades funcionales mas estudiadas

y, también, conocidas por los consumidores son los flavonoides. Los flavonoides son

sustancias quimicas

que derivan de la 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1,4-

benzopirona), se caracterizan por poseer un numero variable de grupos hidroxilo

gracias a los cuales presentan capacidad antioxidante (34, 35).

Fig. 18. Estructura quimica de la 2-fenil-1,4-benzopirona.
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En funcién de las posiciones que ocupen los distintos sustituyentes en los anillos de
la estructura basica anterior, los flavonoides se pueden clasificar en 14 grupos

distintos, de los cuales los mejor estudiados son los siguientes:

1. Flavonoles: Su estructura se caracteriza por un doble enlace situado entre los
carbonos C2 y C3 y por poseer un grupo hidroxilo en el carbono 3. A este grupo

pertenece la quercetina (3,3°4",5,7-pentahidroxiflavona)

Fig. 19. Quercetina.

2. Flavonas: Su estructura quimica presenta un doble enlace entre los carbonos C2 y
C3, los distintos compuestos clasificados como flavonas difieren entre si por el

numero y la posicion de los grupos hidroxilo enlazados a la estructura basica.

Fig. 20. Estructura comin de las Flavonas.

3. Flavanonas: a diferencia de los casos anteriores, en su estructura quimica no se
observa un doble enlace entre los carbonos C2 y C3, sin embargo si posee un atomo

de oxigeno en el carbono C4.

4. Flavanoles: Este grupo tampoco presenta un doble enlace entre los carbonos C2 y

C3. En su estructura se encuentra un grupo hidroxilo en el C3. Estos compuestos se
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pueden encontrar tanto como monoémeros (catequinas) como formando polimeros

(proantocianidinas).

OH

Fig. 21. Estructura quimica de los Flavanoles.

5. Antocianinas: Se caracterizan por presentar dobles enlaces conjugados en el anillo
central en cuya posicion 3 se encuentra un grupo hidroxilo y un grupo cetdnico
situado en la posicion 4. Otra caracteristica es que se encuentran glicosilados en
muchos casos, denominandose entonces antocianidinas. La glicosilacion se produce

con mayor frecuencia en la posicion 3 del anillo central.

=
OH
+
HO N 2
“OR,
OR;

Fig. 22. Estructura general de las antocianinas. R1 y R2 representan tanto H como cadenas

glucidicas. R representa tanto H como grupos OH.

OBJETIVOS

Este proyecto tiene como finalidad comprobar la relevancia del momento de la adicion del
brocoli en polvo durante el proceso de fermentacion de la cerveza artesana en relacion a la
concentracion de fenoles totales presentes en el producto final y, por tanto, en sus

propiedades funcionales.

Debido a la tendencia actual que existe entre los consumidores de buscar productos naturales
de calidad y que contengan propiedades beneficiosas para la salud, y al creciente interés que

se esta generando por la elaboracion de cerveza artesanal, este trabajo plantea el objetivo de
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elaborar un alimento funcional, una cerveza India Pale Ale con brocoli, cuya finalidad es la

obtencion de un producto nuevo que recopile los beneficios conocidos de la cerveza

tradicional e incorpore, ademads, las propiedades beneficiosas para la salud atribuidas al

brocoli. A este nuevo producto se le ha denominado Brocolipa.

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

Para realizar este proyecto se ha usado la siguiente formula, obtenida mediante el programa

informatico BeerSmith, para la elaboracion de la cerveza Brocolipa:

v P

® 2 o

g

Pale Ale Malta 18 kg

Caramel/Crystal Malta 0,5 kg

Chocolate Malta 0,3 kg

Lupulo Chinook 13% 0,3 kg

Levadura: Saccharomyces cerevisiae 11 g

Brocoli en polvo: el brocoli empleado en este trabajo se obtuvo mediante
un proceso de deshidratacion del material vegetal siguiendo una técnica
patentada de rampa de temperaturas que permite el mantenimiento de las
caracteristicas funcionales del brocoli.

Sal Epsom (MgS0s) 15,85 g

Sulfato de calcio 31,70 g

Sacarosa 184 g

Agua

Equipo: el equipo ha sido facilitado por el grupo de Post-recoleccion de
Frutas y Hortalizas de la UMH en la Escuela Politécnica Superior de

Orihuela (EPSO)
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Fig. 23. Equipo de elaboracion de cerveza de caracteristicas similares al usado para realizar la

Brocolipa.

3.2 METODOS

3.2.1

Proceso de elaboracion

El proceso de elaboracion de la cerveza Brocolipa se llevd a cabo siguiendo los pasos

descritos a continuacion:

Limpieza: antes de comenzar con el proceso de elaboracion ha de asegurarse la
adecuada limpieza y estado del todo el material que se ha de utilizar. Este proceso
se realiza mediante el uso de productos con elevada capacidad higienizante y
antiséptica que ademas no produzcan residuos y con la ventaja afiadida de no ser
necesario su enjuague. El producto usado en este caso ha sido un enjuague
anidnico acido cuyo nombre comercial es Star San. Se prepard un recipiente con
una solucion de agua y Star San en la concentracion indicada por el fabricante y
a continuacion se procedid a la esterilizacion mediante inmersion de los
fermentadores, tapas, etc.

Molturado: La materia prima utilizada ha sido grano entero de cebada malteada,
por lo que ha sido necesario un proceso de molturado para disgregar
mecanicamente la estructura del grano y permitir el mejor acceso a los
componentes fermentables.

Obtencion del mosto: se empled una olla de unos 50 litros de capacidad, la
mostrada en la imagen del equipo de elaboracion de cerveza, y a continuacion se
siguieron los siguientes pasos:

Calentamiento del agua: se calenté el agua al fuego hasta que la temperatura de

la superficie medida con un termémetro fue de 68°C.
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Maceracion: Una vez alcanzada a la temperatura deseada, se traspaso el agua al
recipiente de maceracion y se adicionaron las distintas maltas previamente
molturadas y pesadas, y dejamos macerar durante 60 minutos.

Filtracion: el contenido de la olla se hizo pasar por una malla metalica para
retener las particulas mas grandes procedentes del molturado del grano.
Coccion: una vez filtrado el liquido, se volvid a poner al fuego durante otros 60
minutos.

Infusion del lapulo: el lapulo se adiciono al inicio de la coccion y se dejo
infusionar durante 60 minutos, para aumentar el amargor de la cerveza.
Whirpooling: como ya se ha explicado, este proceso permite que las particulas
solidas restantes tras la coccion se depositen en el fondo, obteniendo un mosto
mas limpio.

Enfriado: para bajar la temperatura del mosto répidamente se empled un
intercambiador de calor que utiliza como liquido refrigerante agua en sentido
opuesto al flujo del mosto, por lo que se consigue disminuir la temperatura del
liquido rapidamente. Tras su paso por el intercambiador, se midi6 la temperatura

del mosto, marcando el termémetro 25,5°C.

Fig. 24. Intercambiador de calor de placas.

Fermentacion del mosto: una vez que el mosto alcanz6 una temperatura de unos
20°C, se preparo la levadura, el contenido de un sobre de 11,5 gramos de levadura
se dejo caer sobre la superficie de un recipiente con 100 ml de agua. Se dejo
reposar sin remover, hasta que toda la levadura quedo hidratada. A continuacion,
se mezclo y se adiciono al mosto cervecero.

- Una vez adicionada la levadura, se dejo reposar el mosto 2-4 horas.

- Transcurridas las 2-4 horas, se procedio a repartir el mosto cervecero en

los fermentadores de 5 litros de capacidad, previamente rotulados.
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- Elvolumen total de mosto obtenido fue de 46 litros, por lo que el reparto
del mosto se hizo en funcion del peso, de forma que cada fermentador
contuviera 2.300 gramos de mosto.

- Una vez dispensado el mosto, se cerraron todos los dispensadores y se
colocaron los airlocks llenos hasta la mitad con una solucion de agua y
Star San, para permitir el intercambio de gases manteniendo baja la
concentracion de oxigeno.

- Tras este paso, se procedid a la adicion del brocoli en polvo tal y como

se detalla en el apartado 3.2.2

3.2.2 Adicion del brocoli
El brocoli en polvo se adiciond en tres concentraciones distintas y en tres momentos
distintos del proceso de fermentacion. Las concentraciones ensayadas fueron 1%, 5%y
10% (p/p).
Los tiempos de adicion del brocoli fueron al inicio de la fermentacion (If), a mitad de
la fermentacion (Mf) y en la fase final de la fermentacion (Ff).
El embotellado tuvo lugar 6 dias después de la tltima adicion de brocoli. La cerveza
elaborada se distribuy6 en un total de 20 fermentadores:

- Tres fermentadores por duplicado para cada concentracion de brocoli en polvo y

para cada momento de aplicacion.

- Dos fermentadores control.
En total se obtuvo un volumen de 46 litros de cerveza artesanal, los cuales se
distribuyeron en los fermentadores a razon de 2.300 g de cerveza por fermentador,
excepto en los controles los cuales contenian 1.900 g de cerveza. Una vez distribuida la
cerveza y pesada, se procedio a calcular la masa de brocoli en polvo necesario para cada
concentracion deseada (1%, 5% y 10%). Teniendo en cuenta que cada gramo de brocoli

en polvo equivale a 100 gramos de brocoli fresco (1:100).

1% de brocoli fresco = 0,01% de brocoli en polvo

Concentracion Gramos de brécoli en polvo adicionado
0,01% 0,23
0,05% 1,15
0,1% 2,3

Tabla 3. Brocoli en polvo empleado.
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Una vez pesado, se adiciond el brocoli en polvo a los seis fermentadores correspondientes

al inicio de la fermentacion If (1%, 5% y 10%) y se cerraron.

Se dejo que transcurriera el proceso de fermentacion de la cerveza durante los dos dias
siguientes, tras los cuales se adiciond la cantidad de brocoli correspondiente a los seis
fermentadores Mf (1%, 5% y 10%). Se repitio el proceso anterior una vez transcurridos
otros 5 dias de fermentacion, adicionando el brocoli correspondiente a los fermentadores
Ff (1%, 5% y 10%). Tras la adicion del brocoli al altimo grupo de fermentadores (Ff), se
dejo6 fermentar a temperatura ambiente durante otros 2 dias, tras los cuales se procedio a

almacenar en camara frigorifica todos los fermentadores y los controles.

==
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Fig. 25. Fermentadores de plastico con tapa de rosca y “Airlock” utilizados. Instalaciones de la UMH en la

EPSO.

3.2.3 Recogida de muestras
Antes de embotellar la cerveza, se tomaron alicuotas de todos los fermentadores y los
controles en tubos de 15 ml, los cuales se rotularon y almacenaron adecuadamente en

congelador hasta la realizacion de las determinaciones pertinentes.

3.2.4 Licor de tiraje

Para la obtencidon de una cantidad adecuada de diéxido de carbono (carbonatacion) en
el producto final, es necesaria la adicion de un jarabe de sacarosa que sirva como
sustrato a la levadura para producir mas gas tras el embotellado. Para obtener un licor
de tiraje que permitiera obtener una concentracion de dioxido de carbono satisfactoria
se pesaron 4 g de sacarosa por litro de cerveza, como se obtuvieron 46 litros de cerveza
se pesaron 184 g de sacarosa que se disolvieron en 100 ml de agua, obteniendo asi un

licor de tiraje con una concentracion de sacarosa de 1,84 g/ml.
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3.2.5 Embotellado

Tras 3 dias en camara frigorifica, se procedié al embotellado de la cerveza artesana

Brocolipa. Una vez se hubieron contado y limpiado todas las botellas de tercio de litro

que iban a ser necesarias, se procedio a su llenado mediante un dispositivo que permitia

dispensar el mismo volumen de cerveza en cada botellin. Una vez llenos los botellines,

se adiciono el licor de tiraje preparado previamente a razon de 1 ml por cada botella de

tercio, es decir 1,84 g de sacarosa en cada botellin. A continuacion, se cerraron todas

las botellas y se conservaron a temperatura ambiente durante 30 dias, tras los que se

refrigeraron hasta su consumo.

La linea temporal seguida en la elaboracion de la cerveza y la determinacion de algunos

de sus parametros se simplifica en el siguiente esquema:

- Determinacion de la
densidad inicial

fermentacion

- Determinacion de la
graduacion alcohdlica

r;_- Dia 0 ) :,__ Dia 2 rA Dia7 A
c - Elaboracion de la % - Adicién de brocoli < - Adicién de brécoli
S cervera. 0 enpolvo: 5 en polvo:

v] o o

£ - Adicion de brécoll £ 1%->023g g 1%->023g

. <]

g enpolvo: E 5%>115g g  5%->1,15g

()} -

© o 1%5023g £ 10%-238 S 10%->23g

'g >%=>1158 o - Determinacién de la § - Determinacion de la
=) 10% > 2,3g g densidad a mitad de & densidad final.

E C

J

Fig. 26. Linea temporal del procedimiento seguido en la elaboracién de la cerveza, adicién del

brocoli y algunas de las determinaciones analiticas realizadas.

3.3 DETERMINACIONES DE LABORATORIO

3.3.1 Densidad

La densidad del mosto directamente proporcional a la concentracion de azicares que

contiene, por lo que cuanto mas denso sea el mosto, mas contenido alcoholico

presentara el producto final. La densidad relativa de la cerveza elaborada se
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determino utilizando para ello un densimetro o hidrometro como el que se muestra
en la imagen. El procedimiento consistié en llenar la probeta con un volumen de
cerveza aproximado de 150 ml, a temperatura ambiente (25°) y previamente

desgasificada.

Fig. 26. Densimetro similar al empleado para determinar la densidad del mosto cervecero.

3.3.2 Graduacién alcohdlica

La graduacion alcohdlica de la cerveza elaborada se calculé mediante la siguiente

formula:

d; —ds

%Alcohol (V/y) = ——
0 “/v) 7 45

Donde dies la densidad inicial (If), dres la densidad final (Ff) y el factor de correccion

7,45.

333 pH

El pH tiene una importancia critica en el desarrollo del proceso fermentativo y en la
calidad del producto final, debido a que ejerce una funcién de control frente a la
contaminacion por bacterias y otros microorganismos, asi como la regulacion del
crecimiento de las levaduras que determina la velocidad del proceso de fermentacion

y la produccion de alcohol.

El pH durante el proceso de fermentacion puede variar por distintos factores:
1. Transformacion de los aminoacidos: a medida que la poblacion de
levaduras aumenta y se hace metabolicamente activa, los aminoacidos
presentes en el medio pierden atomos de nitrogeno, disminuyendo la

capacidad amortiguadora y disminuyendo asi el pH del medio (12).
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2. Produccion de dioxido de carbono: el diéxido de carbono producido
durante la fermentacion aerobia se disuelve en el medio acuoso
produciendo acido carbonico, que acidifica el mosto, siguiendo la
reaccion que se describe a continuacion:

CO; + H;0 — H,CO3;
HCO; — H*

3. Produccion de acidos organicos: durante el proceso de fermentacion
anaerobia, se produce el alcohol etilico, pero también tiene lugar la
produccion de distintos 4acidos organicos principalmente lactico y
piravico.

Se determiné el pH de todas las muestras de los fermentadores y los
controles por duplicado mediante el uso de un pH-metro previamente
calibrado siguiendo las instrucciones del fabricante. Para Ia
determinacion del pH vy, el resto de parametros, se atemperaron las
muestras que estaban congeladas en un bafio termostatico a 20°C y se
desgasificaron por agitacion, posteriormente se introdujeron los

electrodos en las muestras de cerveza y se procedio a la lectura del pH.

334 Acidez

Para la determinacion de la acidez total titulable es necesaria la exclusion de la acidez
adicional aportada por el didxido de carbono disuelto (4cido carbonico), por lo que
se desgasificaron las muestras a ensayar antes de la determinacion. Para determinar
la acidez se utiliz6 un método de titulacion mediante pH-metro acoplado a un sistema
informatizado. Debido a que los acidos organicos presentes en la cerveza son
relativamente débiles, la neutralizacion con acidos fuertes como el NaOH debe
hacerse a pH superiores a 7. La valoracion se realizé mediante el uso de una solucion
de NaOH 0,1 N hasta que se alcanza un pH de 8 como punto final en la determinacion
de la acidez total, como recomienda la AOAC (Association of Official Analytical
Chemist), en la que los resultados se expresan en gramos de acido por 100 g de
cerveza. El factor de conversion de equivalencia de 1 ml de NaOH 0,1 N a acido

lactico es 0,009.

n -0.009-100
4

% (p/p) de acido lactico =

n: ml de NaOH dispensados

V: volumen de muestra utilizado

33



La determinacion se realizo sobre 1 ml de cada muestra de cerveza disuelto en 25 ml

de agua destilada.

Fig. 27. Equipo empleado en la determinacion de la acidez. Metrohm 760 Sample Changer.

3.3.5 Color

Los componentes presentes en la cerveza y que son responsables de su color son
varios: polifenoles oxidados, productos de caramelizacion, carotenoides,
antocianinas y, principalmente, las melanoidinas que proporcionan una gama de
colores que van del amarillo o ambar hasta el pardo intenso y que se generan durante
el malteado y el proceso de coccion como consecuencia de reacciones de
pardeamiento no enzimatico o de Maillard.

Las escalas que evaltian el color de las cervezas son la SRM (Standard Reference
Method) que se utiliza habitualmente en Estados Unidos y la escala EBC (European
Brewing Convention) que se aplica en la mayoria de los paises y es la que se utilizo
en este caso. Las escalas se diferencian en la longitud del paso de la luz, es decir de
la distancia entre la fuente de luz y la cubeta de medicion situada en el
espectrofotometro. La SRM emplea un paso de luz de 1,27 cm, mientras que la EBC
emplea 1 cm. La escala SRM se puede expresar en grados Lovibond (°L), los cuales
se obtienen de multiplicar la absorbancia SRM por 10, por otro lado, los grados EBC
se obtienen de multiplicar la absorbancia EBC por 25. La interconversion entre ambas

escalas es la siguiente: EBC= 1,97 x SRM o bien, SRM= EBC/1,97 (36).
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Fig. 28. Escalas de color EBC y SRM/Lovibond.

Se determinaron los valores EBC mediante la medicion de la absorbancia a longitudes
de onda de 430 nm y a 700 nm de una preparacion con 0,5 ml de cervezay 1,5 ml de
agua destilada, se realizo por triplicado. Al igual que en la determinacion del pH, las
muestras de cerveza y los controles se atemperaron a 20°C y se desgasificaron. Los

valores EBC se calcularon con la siguiente formula:

EBC=ABS430x 25x D
D: Factor de dilucion. Dilucion 1:2, ya que la preparacion presentaba una
absorbancia superior a 1, por lo que se procedié a su dilucidn para realizar la

determinacion.

La determinacion de la absorbancia a 430 nm y también a 700 nm se debe a que si la
razon entre los valores de absorbancia obtenidos a ambas longitudes de onda es > 25,
se considera que la turbidez de la muestra no interfiere en la absorbancia y, por tanto,

en la determinacion del color.

3.3.6 Amargor

Los principales componentes de la cerveza responsables del sabor amargo son los
iso-a-acidos o humulonas, los B-acidos o lupulonas y varios de sus productos de
oxidacion. Los distintos iso-a-acidos y la composicion de estos en las distintas
cervezas desempefian un importante papel en las caracteristicas organolépticas tales
como el amargor, la espuma, el sabor y la estabilidad de éste en la cerveza (37). Los
acidos amargos del lapulo y de sus analogos poseen una potente actividad
antioxidante que produce efectos preventivos frente al cancer, evitando la oxidacion
del ADN (38).

El método quimico de determinacion del amargor que se siguio fue el descrito por la

AOAC y que consistié en realizar una preparacion con 0,5 ml de cerveza diluida 1:2
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con agua destilada, 0,02 ml de HCl y 1 ml de Iso-octano, la mezcla se homogeneizo
en agitador vortex y se centrifugd a 3.500 rpm durante 15 minutos, tras los cuales se
procedid a medir la absorbancia a 275 nm utilizando cubetas de cuarzo.
Las unidades de amargor °IBU (International Bitterness Unit) se calcularon utilizando
la siguiente relacion:
‘IBU=ABS275 x50 x D
D: factor de dilucién 2 (1:2)

Con este método quimico se mide no solo los iso-alfa-acidos de la muestra, sino que
también se miden varios de los productos de oxidacion de las lupulonas, ya que los
productos de degradacion de estos iso-beta-acidos tienden a aumentar los valores de
IBU, mientras que, por otro lado, la degradacion de los iso-alfa-acidos disminuye el

valor de IBU.

3.3.7 Polifenoles totales
Como ya se ha comentado anteriormente, los polifenoles son compuestos de gran
interés debido a las numerosas funciones bioldgicas que presentan, por lo que se
consideran los fitoquimicos mas importantes en la contribucién a la salud humana a
través de la nutricion, debido a su capacidad antioxidante. Los compuestos fenolicos
son metabolitos secundarios de los vegetales que intervienen en el crecimiento y
reproduccion de las plantas, también participan en procesos de defensa frente a
patogenos y otros factores externos como la radiacion ultravioleta.
El ensayo utilizado para la determinacion de los polifenoles totales fue el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (39) en las muestras de cerveza y los
controles. Este ensayo se basa en que los compuestos fenolicos presentes en las
muestras reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu en medio alcalino para dar
lugar a compuestos de color azul que pueden medirse espectrofotométricamente a
760 nm y cuya intensidad sera directamente proporcional a la concentracion de
compuestos fenolicos contenidos en la muestra.
La determinacion de polifenoles totales se realizé por duplicado en las muestras
correspondientes a la adicion del brocoli en polvo al 10% tanto al inicio de la
fermentacion (If), mitad de la fermentacion (Mf) y final de la fermentacion (Ff). La
determinacion se realizo en dos pasos:
1. Extraccion de polifenoles mediante una adaptacion del método propuesto
por Tomas-Barberan et al., 2004: Consiste en la separacion de los polifenoles

de la muestra, gracias a su mayor afinidad por los disolventes organicos que
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por la fase acuosa. De este modo los reactivos empleados fueron 10 ml de
metanol, 0,085 gramos de Fluoruro de sodio y 2,5 ml de cada muestra de
cerveza y los controles. A continuacion, se dispuso a su centrifugacion
durante 12 minutos a 15.000 rpm a 5°C.Tras la centrifugacion se conservo el
sobrenadante y se recogieron 1,5 ml de cada uno de los tubos, para la
determinacion de polifenoles posterior, conservandolos en una gradilla con
hielo.

2. Determinacion de polifenoles mediante el método de Folin-Ciocalteu: las
muestras se prepararon por duplicado utilizando 250 ul de tampon fosfato
pH 7, 250 ul de muestra, 2,5 ml de reactivo de Folin, se dejo reaccionar
durante 3 minutos, transcurridos los cuales se adicionaron 2 ml de carbonato
de sodio, el cual actia como inhibidor de la reaccidon colorimétrica. También
se prepararon dos blancos que contenian los reactivos citados anteriormente
excepto la muestra, por lo que el volumen de tampoén fosfato utilizado en los
tubos blanco fue de 500 pl. A continuacion, los tubos se agitaron en vortex
y se colocaron en un bafio a 60°C durante 5 minutos para permitir la aparicion
de la coloracion azul que posteriormente se midié espectrofotométricamente
a 760 nm. Las muestras utilizadas para realizar la determinacion de
polifenoles totales se restringieron solamente al grupo que contenia un 10%

de brocoli en polvo y a los controles.

La cuantificacion del contenido de polifenoles totales se realizé mediante una bateria
de disoluciones patron de acido galico. Se prepar6d una disolucion madre de acido
galico en una concentracion de 1000 mg/L que se usd para preparar la bateria de

patrones tal y como se indica en la siguiente tabla:

Concentracion

de Ac. Gilico | 9 |25 |50 |75 [100|125 | 150 | 175 | 200
(mg/L)

Reactivos
Solucion madre | 0 | 0,25 0,5 | 0,75 | 1 1,251 1,5 | 1,75 2
de Ac. Galico
(mL)

Agua destilada | 10 | 9,75] 9,5 [925| 9 |875| 8,5 |8,25| 8
(mL)

Tabla 4. Preparacion de la recta patron de acido galico para la determinacion de la concentracion de

polifenoles totales.
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3.4 CATA DE LA CERVEZA
El anélisis sensorial se realizé mediante una cata a en la que participaron 10 personas de la

comunidad universitaria de la UMH en la EPSO.

Los participantes probaron 10 grupos de cerveza: Control, Inicio de Fermentacion (If),

Mitad de Fermentacion (Mf) y Final de Fermentacion (Ff), con las distintas concentraciones

de brocoli (1%, 5% y 10%). A continuacion, valoraron con una puntuacion de entre 1y 10

puntos cada uno de los parametros que se indican a continuacion excepto el de color, para

el cual se uso la escala EBC, apuntando los resultados en la Hoja de Cata que se les facilito.

1. Parametros de apariencia:

Color
Persistencia de la espuma
Turbidez

2. Parametros de flavor:

Malta

Tostado
Lupulo

Floral
Afrutado
Herbal/vegetal
Brocoli
Levadura

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DENSIDAD

Tierra/cuero
Alcohdlico
Dulce
Acido
Amargo
Astringente
Cuerpo
Postgusto

La densidad relativa de la cerveza elaborada se determind al mismo tiempo que la adicion del

brocoli en polvo en los fermentadores, de este modo se obtuvieron tres valores de densidad

correspondientes al Inicio de la fermentacion (If), Mitad de la fermentacion (Mf) y Final de la

fermentacion (Ff), utilizando para ello un densimetro o hidréometro y obteniendo los siguientes

valores:
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If Mf Ff
Densidad (Kg/L) 1067 1025 1010

Tabla S. Densidad del mosto cervecero al Inicio de la fermentacién (If), mitad de la fermentacion (Mf) y

final de la fermentacion (Ff).

Los valores de densidad obtenidos fueron muy aproximados a los esperados, teniendo en cuenta
la formula disefiada mediante el programa informatico BeerSmith que se utiliz6 para elaborar la

Brocolipa.

4.2 GRADUACION ALCOHOLICA
Como se ha citado en el apartado anterior, la graduacion alcoholica de la cerveza depende de la

densidad del mosto, por lo que para calcular el contenido en alcohol se utilizé la siguiente

relacion:
d,—d
%Alcohol (V/y) = ;—45f
1067 — 1010
%Alcohol (U/U) == T = 7,659

El contenido en alcohol fue ligeramente superior al calculado por el programa BeerSmith, que se
estim6 en 6,8 °. La causa mas probable se debe a que la densidad final del mosto, antes del
embotellado, fue inferior al esperado, probablemente debido a la elevada temperatura ambiente
(alrededor de los 25°C) a la que se conservo el mosto durante la fermentacion, respecto a la
prevista por el programa (18°C), por lo que se presume un aumento del metabolismo fermentativo
de la levadura que se tradujo en un consumo mas elevado de los azicares fermentables, y por

consiguiente, en una disminucion de la densidad final y un aumento del contenido en alcohol.

4.3 Ph
El pH es un parametro de calidad de la cerveza cuyos valores aceptables vienen recogidos en el

Real Decreto 678/2016, de 16 de diciembre, por el que se aprueba la norma de calidad de la
cerveza y de las bebidas de malta. Este Real Decreto deroga el Real Decreto 53/1995, de 20 de
enero, por el que se aprueba la Reglamentacion técnico-sanitaria para la elaboracion,
circulacion y comercio de la cerveza y de la malta liquida (42). Segin esta norma, el pH de la

cerveza ha de ser inferior o igual a 5,5.
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El valor medio de pH obtenido a partir de los valores recogidos en la Tabla 1.1 pH (Anexo) fue
de 4,45+ 0,07. Los controles presentaron un valor medio de pH de 4,44 + 0,10.

Este resultado sitlia la cerveza elaborada dentro de los estandares de calidad establecidos por la

normativa vigente.

4.4 ACIDEZ
La acidez como parametro de calidad de la cerveza no se menciona en el Real Decreto 678/2016,

de 16 de diciembre, por el que se aprueba la norma de calidad de la cerveza y de las bebidas de
malta. Por este motivo se tomo como referencia la normativa inmediatamente anterior, es decir,
el Real Decreto 53/1995, de 20 de enero, por el que se aprueba la Reglamentacion técnico-
sanitaria para la elaboracion, circulacion y comercio de la cerveza y de la malta liquida, para
discutir los resultados obtenidos en la determinacion de la acidez de las muestras de cerveza
Brocolipa. Esta norma, especifica en su Articulo 8. Caracteristicas de la cerveza y de la malta
liquida elaboradas que “La acidez total, previa eliminacion del anhidrido carbonico, expresada

en acido lactico, no sera superior al 0,3 por 100.”

El valor medio de acidez calculado a partir de los valores recogidos en la Tabla 1.2 Acidez
(Anexo) fue de 0,41 + 0,04 gramos de acido lactico por cada 100 gramos de cerveza, es decir
0,41% (p/p). Mientras que el valor medio de acidez de los controles fue de 0,421 + 0,004 gramos

de acido lactico por cada 100 gramos de cerveza, es decir 0,42% (p/p)

Los resultados obtenidos muestran que la cerveza Brocolipa presenta unos niveles de acidez
superiores a los considerados aceptables por la normativa consultada. Teniendo en cuenta que
esta normativa no contempla otras materias primas distintas a granos de cereal malteados, no
puede afirmarse que este aumento de la acidez respecto a las cervezas tradicionales represente un
defecto de calidad. Los valores de acidez obtenidos en la cerveza Brocolipa son coherentes con
la adicion de brécoli en polvo, cuya presencia aumenta la concentracion de acidos organicos

contenidos en la cerveza.
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4.5 COLOR

Opticamente, la Brocolipa se observa de color anaranjado palido o ambarino.

[°/SRM 2 3 4 6 8 1013 17 2024293540
TENEEEEE
EBC 4 6 8 1216202633 3947576970

Fig. 28. Muestra de Brocolipa . Fig. 29. Escalas de color EBC y SRM.

Analiticamente el color representado mediante escala EBC (European Brewers Convention) se

determiné espectrofotométricamente a 430 nm y se calculdé mediante la siguiente formula:

EBC= ABS430x 25x D
D: Factor de dilucion. Diluciéon 1:2, ya que la preparacion presentaba una
absorbancia superior a 1, por lo que se procedi6 a su dilucion para realizar la

determinacion.

Los valores mostrados se calcularon a partir de los valores recogidos en la Tabla 1.3
Absorbancia 430 nm (EBC), Tabla 1.4 Absorbancia 700 nm (EBC) y la Tabla 1.5 °EBC,
incluidas en el Anexo. La absorbancia media de los controles a 430 nm fue de 0,638 £ 0,05. Por

otro lado, la absorbancia media de las muestras de Brocolipa a 430 nm: 0,655 + 0,05.

Los grados EBC se calcularon mediante la relacion (EBC = ABSu43 x 25x 2 obteniendo los
siguientes resultados: la media de los controles fue de 32 + 2 °EBC, mientras que la media de los

valores de las muestras de Brocolipa fue de 33 + 3 °EBC.

El programa informatico utilizado para la elaboracion de la Brocolipa, BeerSmith, estimaba un

valor de °EBC de 30,1, por lo que los resultados obtenidos concuerdan con lo esperado.

4.6 AMARGOR

Seglin la normativa vigente, la cerveza ha de tener un amargor superior a 5 mg/l, siendo 1 mg/l

de alfa-isoacidos en cervezas, el equivalente a una unidad de amargor IBU. Las unidades de
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amargor °IBU (International Bitterness Unit) se calcularon utilizando la siguiente relacion:

‘IBU= ABS275 x50 x 2

A partir de los datos recogidos en la Tabla 1.6 “IBU (Anexo) se obtuvieron los siguientes valores
de amargor: el promedio de los valores de IBU de los controles fue 21,99 + 0,11 °IBU, mientras
que el promedio de los valores de IBU de las muestras de Brocolipa fue de 17,82 + 3 °IBU.
Los valores de amargor esperados en grados IBU calculados por el programa BeerSmith se
estimaban alrededor de 23,8 IBU, sin embargo, los valores obtenidos estan dentro de los limites
de amargor que marca la normativa actual.
Los resultados obtenidos son inferiores a los esperados, al comparar los valores IBU de los
controles y de la Brocolipa se aprecia una variacion que podria deberse a la adicion de brocoli,
resultando en la disminucion del amargor en las muestras que lo contienen. Si analizamos los
componentes que aportan amargor a la cerveza encontramos principalmente:

- Iso-a-acidos procedentes del lupulo

- Productos de oxidacion de iso-B-acidos
Se plantean dos hipdtesis que podrian explicar la disminucion del amargor que presenta la

Brocolipa respecto a los controles:

- Lasproteinas de la cerveza han podido interaccionar con los polifenoles, pudiendo formar
complejos o modificando los croméforos desplazando el espectro de absorcidn a otras
longitudes de onda, lo que se traduciria en una disminucion de la absorbancia a 275 nm
y, por tanto, en una disminucion de los IBU (12).

- La actividad antioxidante del brocoli en polvo ha podido disminuir la oxidacion de los
iso-beta-acidos, por lo que los productos de oxidacion de éstos, responsables de parte del

amargor de la cerveza, se han podido ver reducidos.

Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, no parece una correlacion lineal, ni
directa ni inversa, demostrable entre la concentracion de brocoli de los grupos de muestras
ensayados (1%, 5% y 10%) y los grados IBU, seria interesante repetir el ensayo para intentar

establecer la causa de los resultados obtenidos.

4.7 POLIFENOLES TOTALES
Los valores estandar de polifenoles totales (PT) contenidos en la cerveza varian notablemente

dependiendo de la bibliografia que se consulte. Algunos articulos afirman que estos valores
oscilan entre los 150 y los 200 mg/1 (40).
Otras fuentes bibliograficas sitlian el limite superior por encima de los 600 mg/l y sefialan la

variacion en el contenido en polifenoles totales con el tipo de cerveza y el tiempo de
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almacenamiento (14). Mientras que otras fuentes situan los valores de PT contenidos en la cerveza

entre los 50 y los 350 mg/1.

Las concentraciones de PT obtenidas en este ensayo se han calculado a partir de la ecuacion que

puede observarse en la Grafica 1. Recta Patrén de Acido Galico (AG), cuyas concentraciones

y absorbancias correspondientes figuran en la siguiente tabla:

AG (mg/]) ABS
0 0
25 0,124
50 0,256
75 0,378
100 0,499
125 0,631
150 0,733
175 0,857
200 0,901

Recta Patrén de Acido Galico

y =0,0047x + 0,0192

R*=0,9941

o
[

/

o
o)

/,/

Absorbancia 760 nm
o
D

o
N}

o
s

0 50 100

150

Acido Galico (mg/l)

200

250

Grifica 1. Recta patrén Acido Galico.

Se calculd la concentracion de PT (mg/ml), utilizando los datos presentados en la Tabla 1.7

Polifenoles totales (Anexo) y la ecuacion de la recta sobre todos los valores de absorbancia de

los 4 grupos de muestras de Brocolipa: Controles, muestras de Inicio de Fermentacion (If),
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muestras de Mitad de Fermentacion (Mf) y muestras de Final de Fermentacion (Ff), teniendo en
cuenta los volimenes de muestra y diluyente usados durante la fase de extraccion de los

polifenoles: 2,5 ml de cerveza y 10 ml de metanol.

Una vez obtenidas las concentraciones de todas las muestras, se calculd la concentracion media
de cada grupo en mg/dl de Brocolipa. Los resultados obtenidos en el analisis de la concentracion
de polifenoles totales de la Brocolipa muestran que los controles tienen un contenido en
polifenoles totales superior al resto de grupos de muestras, de este modo el grupo control presenta
una concentracion de PT igual a 60,83 + 5,43 mg/dl, mientras que el resto de grupos de muestras
presentan una concentracion menor, el grupo If presenta una media de concentracion de PT de

65,51 £ 4,86 mg/dl, el grupo Mf de 62,97 + 3,86 mg/dl y el grupo Ffde 62,97 + 7,1 mg/dl.

Polifenoles Totales mg/dl

80

60
50
40
20 65,02 67,64 65,07 65,07

20

10

Control If Mmf Ff

Grifica 2. Polifenoles totales en los controles y muestras por categoria.

La media del contenido en polifenoles totales de las muestras de cerveza Brocolipa, a las cuales
se les adicion6 brocoli en polvo, es de 63,77 = 1,39 mg/dl, mientras que la media del contenido
en polifenoles totales de las muestras control es de 60,83 + 5,43 mg/dl, lo que supone un aumento
medio del contenido en PT de 2,94 mg/dl (29,4 mg/1). Entre los tres grupos a los cuales se les

adiciono el brocoli en polvo (If, Mf e If), el que mayor contenido en polifenoles totales presenta
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es el grupo de Inicio de Fermentacion (If) con un valor de 65,51 + 4,86 mg/dl, es decir, muestra

un aumento respecto a los otros dos grupos de 2,54 mg/dl 0 25,4 mg/1.

Basandonos en la bibliografia consultada, podemos afirmar que las concentraciones de
polifenoles totales obtenidas en la cerveza Brocolipa se encuentran por encima del rango
considerado estandar, sin embargo, la adicion del brocoli en polvo no parece ser la causa exclusiva
de los elevados niveles de polifenoles totales, ya que las muestras control presentan de media una

concentracion superior a la esperada seglin la bibliografia.

Debido al elevado contenido en distintos polifenoles presentes en el brocoli, y teniendo en cuenta
que se ha utilizado una formula concentrada 100:1, respecto del brocoli en fresco (en forma de
brocoli en polvo) la hipétesis que se planteaba, que consistia en que la cerveza Brocolipa debia
presentar una concentracion de polifenoles totales significativamente superior a los controles, no
se ha visto confirmada por este ensayo, ya que el analisis de datos realizado aplicando la Prueba
t mediante el uso del programa de Microsoft Excel, ha revelado que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones de PT de los controles y las muestras, ni
tampoco entre los distintos grupos de muestras. Son muchas las variables que pueden afectar a la
inestabilidad de los polifenoles procedentes de frutas y hortalizas, entre ellos la temperatura, el
tratamiento aplicado para su conservacion y el tiempo transcurrido desde la cosecha hasta que se
consume (41), entre otros, y que explicarian un contenido en polifenoles totales menor al

esperado.

Asimismo, hay que considerar un error de planteamiento en este ensayo, ya que no se realizé una
determinacion de polifenoles totales en una bateria de soluciones a distintas concentraciones del
brocoli en polvo que iba a ser utilizado. De haber sido asi, esta determinacion habria aportado
informacion sobre la cantidad real de polifenoles que se estaban introduciendo en la cerveza con
la adicion de brocoli a la formula y habria esclarecido si los valores obtenidos se ajustan o no a la
cantidad de polifenoles afiadidos o, por el contrario, si se deben a otras causas como su

degradacion durante el proceso de fermentacion y/o de almacenamiento.

4.8 CATA DE LA CERVEZA
La media de los resultados obtenidos para cada uno de los parametros analizados se ha dividido

en tres categorias para facilitar asi la visualizacion de los datos, estas tres categorias corresponden
a los grupos de Inicio de fermentacion (If), Mitad de Fermentacion (Mf) y Final de Fermentacion

(Ff), cada uno de ellos se representado frente al valor medio de los controles.
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En primer lugar, se representan los resultados obtenidos para las muestras control:

CONTROL

POSTGUSTO
11% MALTA

SRR

CUERPO
9%

= %xh\\\\ﬁ\\}‘gy)ﬁ\\:\%\h\’

ASTRINGENCIA 2, TOSTADO
3% ; //ﬁﬁ% 13%
AMARGO //A’f%f//’ﬁ’/%%
g
5% o
/zj;//
ACIDO 3% o LUPULO
7%
DULCE FLORAL
8% 5%
AFRUTADO
ALCOHOLICO 3%
4% 3 : HERBAL-VEGETAL
TIERRA-CUERO — LEVADURA — ~— BROCOLI 5%
0% 8% 0%

Grafica 3. Resultados de la cata de la muestra control.

En el grupo de muestras control los participantes detectaron como predominantes los sabores de

malta y tostado, con un 13% cada uno, seguidos por el sabor dulce y a levadura (ambos con el

8%), lupulo (7%) y herbal-vegetal (5%). Como era de esperar, no se percibid sabor a brocoli,

aunque si se apreci6 cierto sabor floral de base.

Durante la sesion de cata, los participantes valoraron positivamente el cuerpo y el postgusto de la

cerveza, considerando el producto de base (el control) agradable para el consumo.
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En las siguientes graficas se representaron los resultados de los parametros valorados en la
categoria de muestras de Inicio de Fermentacion (If) (Grafica 4) y comparativa entre la
muestra control y la categoria If (Grafica 5).

INICIO DE FERMENTACION

POSTGUSTO ESPUMA TURBIDEZ
CUERPO 10% 5% 1%
8%

MALTA
9%
ASTRINGENCIA
4%

AMARGO
5% i .~ TOSTADO
P, Gosssy ‘4;/;
B e LUPULO
7 7 7%
DULCE G
A FLORAL
P ) g < 5%
ALCOHOLICO /
5% E— / i T AFRUTADO
/ : i = 3%
TIERRA-CUERO LEVADURA HERBAL—(\)/EGETAL
0% 7% 2% 7%

Grafica 4. Resultados de la cata de 1a muestra Inicio de Fermentacion.
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Grafica 5. Comparativa entre la muestra control y la muestra If.
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En el grupo de muestras en las que se adiciond el brocoli en polvo al inicio de la fermentacion,
los participantes valoraron que los sabores a malta, tostado, levadura y el dulce, seguian
siendo los sabores predominantes. En este grupo, sin embargo, si se aprecio un ligero aumento
del sabor herbal-vegetal, pasando del 5% al 7% y se apreci6 un sutil sabor a brocoli (2%).

También se aprecio un ligero aumento de la percepcion del alcohol.

MITAD DE FERMENTACION

POSTGUSTO
10% ESPUMA TURBIDEZ

CUERPO '\ 5% 2%
Dol

MALTA
7%

6%

TOSTADO
8%

ASTRINGENCIA
4%

AMARGO , i
5% \ i Z ; LUPULO
N S 5%
ACIDO T
s% 7N __ FLORAL
4 ‘ & 59%
DULCE
5% AFRUTADO
2%
ALCOHOLICO ~__ HERBAL-VEGETAL

6% 11%
0

BROCOLI
1% 5% 8%

Graifica 6. Resultados de la cata de l1a muestra Inicio de Fermentacion.
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Grifica 7. Comparativa entre la muestra control y la muestra Mf.
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El grupo de muestras a las que se adiciono el brocoli en polvo a mitad de la fermentacion,
presentaron como sabores predominantes el herbal-vegetal, pasando de un 5% en el control a
un 11%, el de brocoli y tostado, ambos con el 8%. Asimismo, la percepcion del alcohol

aumento de un 4% a un 6%, respecto al control, mientras que el sabor dulce disminuyo, de

un 8% en el control, a un 5%.

FINAL DE FERMENTACION

POSTGUSTO TURBIDEZ
8% 1%
CUERPO MALTA
ASTRINGENCIA 8% \ %
5% ;
TOSTADO
AMARGO : / 8%
6% Y.
LUPULO
/ 5%
) /
' FLORAL
5%
' ‘ 7 &~ AFRUTADO
ALCOHOLICO ; :
5% : J X 5 . 1
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TIERRA-CUERO LEVADURA

9%

0% 5% 7%

Grafica 8. Resultados de la cata de la muestra Inicio de Fermentacion.
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Grifica 9. Comparativa entre la muestra control y la muestra Ff.
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Segtin las valoraciones de los asistentes a la cata de cerveza Brocolipa, la adicion del brocoli
al inicio de la fermentacion disminuyo la intensidad del sabor brdcoli en el producto final, sin
embargo, todos los grupos que contenian brocoli fueron valorados con un predominante
aroma herbal-vegetal respecto a los controles.

También cabe destacar el efecto en la percepcion del sabor a malta y tostado que parece
ejercer la adicion del brocoli, ya que los participantes coincidieron en que estos sabores
predominaron en las cervezas control, mientras que en todos los grupos que contenian brdcoli

la percepcion de los sabores a malta y tostado disminuyeron considerablemente.

Otros parametros que destacaron por su aumento considerable respecto a los controles en las
cervezas que contenian brocoli, son los de astringencia, acidez, amargor y sabor a alcohol,
los participantes percibieron que la adicién de brocoli aumentaba notablemente en estos

parametros.

COLOR 2EBC

ECONTROL EIfl =IF5 =IFI0 =MF1 MF5 EMF10 EFF1 EFF5 EFF10

70 63,3
' 62,2 60,9 61,6 63 62
575 ) 59,6 ‘

60 52,7
50

(AT

il

40

30

20

10

COLOR

Grifica 10. Resultados de la valoracion del color en todas las categorias y concentraciones.

Respecto al color y teniendo en cuenta que los valores obtenidos se basaron en una
comparacion visual entre las muestras y la escala EBC, por lo que son totalmente subjetivos,
no se puede decir que los participantes apreciaran diferencias significativas entre los distintos
grupos de cerveza, como puede observarse en la Grafica 10 Color °EBC, aunque si se observa
que los participantes apreciaron visualmente que el color de las muestras era mucho mas
oscuro que el determinado mediante espectrofotometria, probablemente debido a un defecto

de impresion de la tabla EBC empleada en la comparacion.
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CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA
De la realizacion de este trabajo se extrac que la elaboracion de cerveza artesana es

relativamente sencilla y que la aplicacion de distintos alimentos a los que se les atribuyen
ciertas propiedades funcionales durante el proceso de elaboracion de la cerveza es una via

interesante y poco explorada de creacion de nuevos productos alimentarios.

El producto resultante de este trabajo ha logrado cumplir con dos objetivos importantes: el
primero, obtener un producto con un elevado contenido en polifenoles totales, ya que esta
formula de cerveza artesana presenta una concentracion de polifenoles totales equiparable al
de las cervezas negras, las cuales, de todos los tipos de cervezas, son las que mayor
concentracion de polifenoles totales contienen (14).

El segundo objetivo alcanzado ha sido la obtencién de un producto artesano de calidad
aceptable segun la normativa vigente y cuyas caracteristicas organolépticas y sensitivas han

agradado a una muestra de potenciales consumidores.

Sin embargo, tras este proceso de elaboracion artesana de cerveza, ha quedado en evidencia
la gran variabilidad, tanto analitica como sensorial, existente dentro de las muestras de un
mismo grupo. Asimismo, tampoco ha sido posible establecer una relacion entre la
concentracion de polifenoles totales de la cerveza artesana y la fase del proceso en la cual se
adiciona el brécoli en polvo, siendo esta concentracion independiente del momento en el que

se adicionara el vegetal.

De cara al futuro, seria interesante investigar en el desarrollo de procesos de elaboracion que
logren retener una mayor concentracion de compuestos fendlicos y que permitan la adicion
combinada de frutas y hortalizas en la produccion de cerveza artesana, asegurando la calidad

y reproducibilidad de los productos obtenidos.
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6 ANEXO

En este anexo se incluyen las tablas con los datos a partir de los cuales se han obtenido los

valores que se incluyen en el apartado 4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Tabla 1.1 pH

Muestra
Control 1
Control 2
If1
If1'

If5
If5'
If10
If10'
Mf1
Mf1'
Mf5
Mf5'
Mf10
Mf10'
Ff1
Ff1'
Ff5
Ff5'
Ff10
Ff10'

Tabla 1.2 Acidez

Muestra

Control 1
Control 2
If1

If1’

If5

If5’

If10

If10’

Mfl

Mf1’

pH1
4,45
4,43
4,22
4,43
4,43
4,45
4,47
4,47
4,52
4,5

4,43
4,51
4,57
4,43
4,38
4,42
4,5

4,51
4,42
4,46

ACIDEZ

0,418
0,424
0,448
0,427
0,426
0,425
0,386
0,386
0,392
0,387

pH 2
4,45
4,44
4,23
4,43
4,45
4,43
4,49
4,5
4,51
4,49
4,43
4,5
4,55
4,41
4,39
4,41
4,51
4,53
4,43
4,46

Muestra

Mf5
Mf5’
Mf10
Mf10’
Ff1
Ff1’
Ff5
Ff5’
Ff10
Ff10’

Media pH
4,45
4,435
4,225
4,43
4,44
4,44
4,48
4,485
4,515
4,495
4,43
4,505
4,56
4,42
4,385
4,415
4,505
4,52
4,425
4,46

ACIDEZ

0,51
0,342
0,394
0,428
0,472
0,455
0,388
0,391
0,454
0,406
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Tabla 1.3 Absorbancias 340 nm (EBC)

Muestra = ABS(430nm)1 ABS 2 ABS 3 Media
C1 0,605 0,606 0,605 0,605
Cc2 0,633 0,753 0,627 0,671
If1 0,575 0,574 0,61 0,586
If1' 0,676 0,666 0,672 0,671
If5 0,651 0,641 0,674 0,655
If5' 0,663 0,666 0,658 0,662
If10 0,757 0,771 0,764 0,764
If10' 0,777 0,779 0,798 0,784
Mf1 0,664 0,654 0,665 0,661
Mf1' 0,556 0,623 0,654 0,611
Mf5 0,617 0,61 0,616 0,614
Mf5' 0,632 0,622 0,632 0,628
Mf10 0,711 0,726 0,719 0,718
Mf10' 0,61 0,615 0,612 0,612
Ff1 0,619 0,614 0,617 0,616
Ff1' 0,648 0,636 0,647 0,643
Ff5 0,648 0,641 0,644 0,644
Ff5' 0,652 0,663 0,662 0,659
Ff10 0,615 0,609 0,616 0,613
Ff10' 0,641 0,652 0,651 0,648

Tabla 1.4 Absorbancia 700 nm (EBC)

Muestra ABS(700nm) 1 ABS 2 Media ABS

Control 1 0,051 0,052 0,0515
Control 2 0,074 0,076 0,075
If1 0,059 0,063 0,061
If1' 0,053 0,053 0,053
If5 0,13 0,119 0,1245
If5' 0,145 0,143 0,144
If10 0,076 0,074 0,075
If10' 0,056 0,057 0,0565
Mf1 0,049 0,052 0,0505
Mf1' 0,055 0,053 0,054
Mf5 0,143 0,147 0,145
Mf5' 0,049 0,052 0,0505
Mf10 0,53 0,056 0,293
Mf10' 0,069 0,065 0,067
Ffl 0,056 0,054 0,055
Ff1' 0,051 0,047 0,049
Ff5 0,049 0,049 0,049

Ff5' 0,052 0,059 0,0555



Ff10
Ff10'

Tabla 1.5 "EBC

Muestra
Control 1
Control 2
If1

If1'

If5

If5'

If10
If10'
Mf1
Mf1'
Mf5
Mf5'
Mf10
Mf10'
Ff1

Ff1'

Ff5

Ff5'
Ff10
Ff10'

0,05 0,056
0,064 0,061

Media ABS (430nm)
0,605
0,671
0,586
0,671
0,655
0,662
0,764
0,784
0,661
0,611
0,614
0,628
0,718
0,612
0,616
0,643
0,644
0,659
0,613
0,648

0,053
0,0625

9EBC (ABSx25xD)
30,25
33,55
29,3
33,55
32,75
33,1
38,2
39,2
33,05
30,55
30,7
31,4
35,9
30,6
30,8
32,15
32,2
32,95
30,65
32,8
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Tabla 1.6 “IBU

Muestra
Control 1
Control 2

If1
If1'
If5
If5'
If10
If10'
Mf1
Mf1'
Mf5
Mf5'
Mf10
Mf10'
Ffl
Ff1'
Ff5
Ff5'
Ff10
Ff10'

Tabla 1.7 Polifenoles totales
ABS 1 (760 nm)

Muestra

T1Control 1
T2Control 1
T1Control 2
T2Control 2
T1 If10

T2 If10
T11f10'

T2 If10'

T1 Mf10

T2 Mf10

T1 Mf10'
T2 Mf10'
T1Ff10

T2 Ff10

T1 Ff10'

T2 Ff10'

ABS 1 (275 nm)

0,215
0,222
0,198
0,116
0,142
0,178
0,137
0,14
0,116
0,212
0,194
0,228
0,157
0,206
0,175
0,162
0,206
0,22
0,205
0,176

0,757
0,697
0,761
0,644
0,896
0,8
0,756
0,797
0,782
0,851
0,739
0,79
0,869
0,678
0,809
0,809

ABS 2
0,223
0,219
0,193
0,115
0,139
0,174
0,138
0,142
0,117
0,213
0,194
0,226
0,153
0,205
0,169
0,165
0,201
0,223
0,202
0,174

ABS 2 (760 nm)

0,81
0,67

0,796
0,682
0,892
0,797
0,755
0,808
0,721
0,841
0,754
0,792
0,867
0,654
0,788
0,796

Media ABS
0,219
0,2205
0,1955
0,1155
0,1405
0,176
0,1375
0,141
0,1165
0,2125
0,194
0,227
0,155
0,2055
0,172
0,1635
0,2035
0,2215
0,2035
0,175

Media
ABS
0,7835

0,8079
0,7785
0,663
0,894
0,7985
0,7555
0,808
0,7515
0,846
0,7465
0,791
0,868
0,666
0,7985
0,8025

ABS x 50=IBU
10,95
11,025
9,775

5,77
7,025
8,8
6,875
7,05
8,475
10,625
9,7
11,35
7,75
10,275
8,6
8,175
10,175
11,075
10,175
8,75

PT mg/dI

62,9517
64,9979
62,5324
52,8469

72,21
64,2096
60,6037

65,00628

60,2683
68,19
59,8491
63,5807
70,0377
53,0985
64,2096
64,5451

IBUx 2
21,9
22,05
19,55
11,54
14,05
17,6
13,75
14,1
16,95
21,25
19,4
22,7
15,5
20,55
17,2
16,35
20,35
22,15
20,35
17,5

Media PT mg/dI

60,832225

65,507395

62,972025

62,972725
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Tabla 1.8 Cata de Brocolipa (Valores medios por categoria y concentracion)

COLOR
ESPUMA
TURBIDEZ
MALTA
TOSTADO
LUPULO
FLORAL
AFRUTADO
HERBAL-
VEGETAL
BROCOLI
LEVADURA
TIERRA-CUERO
ALCOHOLICO
DULCE

ACIDO
AMARGO
ASTRINGENCIA
CUERPO
POSTGUSTO

Tabla 1.9 Cata de Brocolipa (Valores medios por categoria)

CONTROL

ESPUMA
TURBIDEZ
MALTA
TOSTADO
LUPULO
FLORAL
AFRUTADO
HERBAL-
VEGETAL
BROCOLI
LEVADURA
TIERRA-CUERO
ALCOHOLICO
DULCE

ACIDO
AMARGO
ASTRINGENCIA
CUERPO
POSTGUSTO

CONTROL IF1 IF5
52,7 57,5 63,3
1,6 41 45
0 1 21
7,9 7 7
8 84 8
4,1 54 4,9
3 39 39
2,1 2,1 2,7
3,1 55 68
0 1,6 41
5 58 5,1
0,3 0 0
2,7 4 43
5 52 4,5
2,1 32 36
3,1 43 43
1,9 2,8 3,3
5,7 66 6,9
6,9 82| 84

IF10
62,2
4,9
2,9
6,7
7,7
4,8
4,6
3
7,4

53
5,2
0
4,1
5,1
3,3
3,9
3,5
6,9
8,5

1,6
0,0
7,9
8,0
4,1
3,0
2,1
3,1

0,0
5,0
0,3
2,7
5,0
2,1
3,1
1,9
5,7
6,9

MF1 MF5
60,9 59,6
41 5
1,4 06
54 69
64 8
41 53
46 4,8
1,6 4,2
92 52
6,7 3,4
42 3,8
07 O
48 4
46 4,7
39 31
43 3,9
36 33
6 63
822 6,8

If
4,5
2,0
6,9
8,0
5,0
4,1
2,6
6,6

3,7
5,4
0,0
4,1
4,9
3,4
4,2
3,2
6,3
8,4

Mf
4,8
1,0
6,0
7,1
4,9
4,4
3,0
6,9

4,7
4,1
0,3
4,4
4,5
3,4
4,4
3,7
6,3
7,4

MF10
57,4

5,2
1
5,8
6,8
5,2
3,9
3,1
6,2

4
4,2
0,1
4,3
4,3
3,2
5,1
4,2
6,5
7,3

Ff
5,7
1,5
6,3
6,9
4,7
3,6
3,5
6,6

5,6
4,3
0,0
4,4
4,4
3,7
4,8
4,0
6,3
7,2

FF1

61,6

5,7
1,2
5,8
6,9
4,6
3,8
3,5
7,3

6,1
4,3
0
4,4
4,7
3,9
4,9
4
6,4
6,7

FF5
63
6,4
1,2
6,6
7,1
4,8
4,1
3,3
5,9

5,6
4,4
0
4,3
4,4
3,4
4,7
4,1
6,2
7,3

FF10
62
51

2
6,5
6,8
4,6
2,9
3,8
6,5

5,1
4,2
0
4,4
4,2
3,9
4,7
3,8
6,4
7,6
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