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INTRODUCCION

La cerveza es una bebida alcohdlica de baja graduacion resultante de fermentar
mediante levadura seleccionada el mosto procedente de malta de cebada, sélo
0 mezclado con otros productos amilaceos transformables en azicares por di-
gestion enzimatica, coccién y aromatizado con flores de ldpulo.

Los constituyentes de la cerveza provienen de sus cuatro principales mate-
rias primas, malta, lapulo, agua y levadura. El principal componente de la cer-
veza es el agua, que se acompafia de otros compuestos como etanol, acidos,
compuestos nitrogenados, carbohidratos, sales minerales, vitaminas, sustancias
espumantes, sustancias aromaticas y compuestos fendlicos.

Los polifenoles son un grupo de compuestos de especial interés en la cerve-
za, ya que son responsables de diversas propiedades funcionales. Estos com-
puestos son importantes para los cerveceros debido a su influencia en la esta-
bilidad coloidal de la cerveza, siendo responsables del enturbiamiento origina-
do por la interaccion con las proteinas de la cerveza. Ademas, estos compues-
tos desempefian un papel importante en las caracteristicas sensoriales (color,
aroma, sabor) y nutricionales.

Diversos estudios llevados a cabo en los ultimos afios, han puesto de mani-
fiesto el poder antioxidante de algunos compuestos fenolicos presentes en dis-
tintas bebidas y frutas. Este se asocia a su capacidad de capturar radicales li-
bres, que hace que presenten un efecto positivo frente a distintas perturbacio-
nes de la calidad de los alimentos e, incluso, de la salud. En este altimo senti-
do, son numerosos los trabajos que muestran su efecto protector frente a de-
terminadas enfermedades como alteraciones cardiovasculares y cancerigenas.

El principal objetivo del presente trabajo ha sido evaluar la actividad antio-
xidante de las cervezas tanto por ensayos quimicos como biolégicos. De los da-
tos publicados, parece ser que los compuestos fendlicos presentes en ellas de-
ben contribuir en mayor o menor grado a este poder antioxidante. Por ello, se
plantea también la evaluacidn del contenido fendlico de las mismas, para asi
conocer su contribucién al poder antioxidante global.

(1.1. (GENERALIDADES SOBRE LOS ANTIOXIDANTES DE LA CERVEZA]

Las sustancias con actividad antioxidante presentes en la cerveza provienen esen-
cialmente de las materias primas empleadas en su elaboracion, estando ya pre-



sentes en aquéllas u obteniéndose por modificacion y transformacion de sus cons-
tituyentes. Segun estudios previos sobre la actividad antioxidante de los compo-
nentes de los alimentos, los constituyentes de la cerveza potencialmente activos
son esencialmente:

e Determinados carbohidratos que actlan como azucares reductores y
ejercen una actividad antioxidante, al menos desde un punto de vista
quimico.

< Algunas sustancias aromaticas que, ademas, contribuyen al aroma y al
sabor, entre ellas se encuentran productos de la reaccion de Maillard ori-
ginados durante el malteado y posteriormente en los procesos de ex-
traccién y coccién, asi como sustancias extraidas del Iapulo.

e Vitaminas del grupo B y &cido félico que proceden de la malta y cuya
concentracion suele aumentar durante la germinacion de la cebada.

e Los compuestos fenolicos, procedentes de la malta y del lapulo.

k1.2. LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE GLOBAL)

Durante afios, en el ambito de los alimentos se ha definido a los agentes "an-
tioxidantes" como aquellas sustancias que, en bajas cantidades, actian previ-
niendo o retardando la oxidacion de materiales facilmente oxidables tales
como las grasas (Chipault, 1962).

En este sentido, los antioxidantes naturales presentes en cervezas ejercen,
entre otras, una funcion protectora de la calidad sensorial de la cerveza, evi-
tando deterioros oxidativos de su calidad. Asi, se ha descrito su potencial pro-
tector ante la degradacion oxidativa del acido linoleico que da lugar a la ge-
neracion de trans-2-nonenal y muchos otros aldehidos volatiles responsables
de un sabor a "carton" en el producto final (Noel et al., 1999).

Basados en esta capacidad se han desarrollado distintos métodos de eva-
luacion de la que se denomina actividad antioxidante global, generalmente ba-
sados en la evaluacion de la capacidad de captura de radicales libres o en la
evaluacion de su capacidad reductora, constituyendo el grupo de "métodos
quimicos". Estos métodos ofrecen informacion muy diversa a la que aportan
aquéllos basados en medidas bioldgicas o metabdlicas que determinan o eva-
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lban capacidades antioxidantes especificas. La informacion que aportan am-
bos métodos es complementaria, pero dada su particular naturaleza no tienen
porqué estar correlacionados los resultados de ambos métodos. De hecho, los
métodos "quimicos" permiten, en general, obtener buenas correlaciones entre
la actividad antioxidante y la vida media de los productos, pero s6lo permi-
ten ligeras aproximaciones a sus efectos protectores de la salud, que son eva-
luados por los métodos bioldgicos. Ademas, se considera importante sefialar
que existen bastantes discrepancias entre autores a la hora de establecer co-
rrelaciones entre ambos grupos de ensayos. Por ello, debe considerarse que un
estudio completo de la actividad antioxidante de un producto debe abarcar
ambos grupos. Y es evidente que cualquier intento de extrapolacion de datos
de actividad protectora de la salud debe partir principalmente de los ensayos
bioldgicos.

Sea cual sea el método a aplicar, bioldgico o quimico, para una correcta
interpretacion de la accion de un determinado antioxidante, es necesario di-
sefiar o escoger el método atendiendo a los siguientes parametros o acciones:

e Especificar el sustrato oxidable que sera protegido por el correspon-
diente antioxidante.

e Determinar el pardmetro que permitird la medida correcta del grado de
oxidacion y de la inhibicidn ejercida por el antioxidante, asi como de-
terminar el punto final de la oxidacion.

« Asegurar que el sustrato y el modo de inducir la oxidacion son relevan-
tes.

« Determinar algun posible efecto pro-oxidante de los antioxidantes.

Ademas, en el caso de alimentos debe tenerse en cuenta que la actividad an-
tioxidante es dependiente de una multitud de factores, incluidas las propie-
dades coloidales de los substratos, las condiciones y etapas de oxidacion, asi
como la posible localizacidn de los antioxidantes y substratos en las distin-
tas fases presentes en el alimento.

m Métodos para la evaluacion de la activiad antioxidante global

Los trabajos publicados al respecto datan en su mayoria de finales de los afios
noventa. A continuacion se expone una breve relacion de ellos.



a) Ensayo TRAP (del inglés total radical-trapping parameter Wayner et al,
1985). Actualmente casi no se emplea.

b) Captura del anién superdxido (Kannen et al 1987). No se ha encontrado
buena correlacion con la capacidad preventiva de la oxidacion lipidica.

c¢) Método del radical 2,2-diphenil-1-picrilhidracil (DPPH) (Kaneda et al, 1995).
Limitado por su reproducibilidad inter-ensayos.

d) Ensayo FRAP, (del inglés ferric-reducing antioxidant power), (Benzie et
Strain, 1996). Mide la capacidad de reduccion que no refleja necesariamen-
te la actividad antioxidante.

e) Método ORAC, (del inglés oxygen radical absorbance capacity) (Cao 1997).
Cada antioxidante analizado presenta comportamientos muy dispares.

f) Método del 3-etilbenzotiazoline-6 sulfonato (ABTS) (Re et al 1999). La capa-
cidad de captura de radicales libres en este método no es un reflejo de su
verdadera actividad antioxidante.

g) Método del N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) (Fogliano et al 1999).
Método con alta reproducibilidad inter-ensayo, atil para medios no lipidicos.

Desafortunadamente muchos de estos métodos han sido desarrollados para
aplicarse en medios lipidicos y, por tanto, no son adecuados para un produc-
to como la cerveza.

k1.3. EL ESTRES OXIDATIVO EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS)

El oxigeno esta asociado a las condiciones de vida aerobia (Davis, 1995), representa
la fuerza motriz para el mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular, al mis-
mo tiempo que entrafia un peligro potencial debido a las especiales caracteristicas
paramagnéticas de este gas, responsable de la formacion de intermediarios parcial-
mente reducidos y dotados de una alta reactividad, conocidos como especies oxigé-
nicas reactivas (ROS).

Las especies oxigénicas reactivas son radicales libres (RL), es decir especies mo-
leculares activadas, dotadas de un electrén desapareado en un nivel energético su-
perior y por tanto dotadas de propiedades paramagnéticas, lo que les confiere una
alta e indiscriminada reactividad.



Entre las especies oxigénicas cabe destacar:

1 Radicales: i6n superéxido (O,""), radical hidroxilo (‘OH), alcoxilo (RO"),
peroxilo (ROO") y oxido de nitrégeno (NO")

2 No radicales: peroxido de hidrogeno (Ho05), oxigeno singlete (‘05) y
peroxinitrito (ONOO ).

Las especies oxigénicas reactivas tienen un origen tanto enddgeno, de la pro-
pia célula, como exdgeno. Entre las fuentes enddgenas destacan:

1 La cadena respiratoria, donde la reduccién monovalente de la molécula de oxi-
geno da lugar a la formacion de la mayoria de estos compuestos. Debe sefia-
larse que el 95% del oxigeno que respiramos es reducido a Ho0 por la accién
de la citocromo oxidasa-a-3, Ultimo eslabon de la cadena de transporte elec-
tronico. Ademas, a nivel del complejo quinona-semiquinona-ubiquinol, el
(Q10) actua como aceptor de electrones dando origen a la formacion de radi-
cales O, segln los esquemas siguientes:

0, i 02'- i H,0, i ‘OH ‘ H,0
t t 1+
2H OH" H
NAD+  NADH+e- 0, H,0
U ooow
A g =R A

oy === UWUMUMUUUUU

2 Llas células fagocitarias (neutrofilos, monocitos o macréfagos), utilizan el sis-
tema de la NADPH oxidasa generando directamente i6n superéxido (02"). Por
otra parte, como mecanismo de defensa, dichas células también generan Oxi-
do de nitrégeno (NO"), por accion de la oxido-nitrico-sintasa sobre la arginina



intracelular. La combinacion del 05" con el NO* da lugar a la formacion del
ONOO- capaz de inducir peroxidacion lipidica en las lipoproteinas. El conjunto
de reacciones implicadas se muestran a continuacion:

02 Arginina
CTE )
(reduccion 1e) l NO Sintasa
0z NO'
SOD
Catalasa
HZO - H202
Radiacion ‘ Fe+2 libre ONOO
OH ﬁ . \
- NO4
Lp ‘OH + NO,
0,
ROO" «— R RH

3 La autooxidacion de compuestos de carbono reducido como aminodcidos, pro-
teinas, lipidos, glacidos y acidos nucleicos dan lugar también a la formacién
de estos radicales.

4 Lla activacion catalitica de diversos enzimas del metabolismo intermediario
como la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa,
ciclooxigenasa, lipoxigenasa, son fuentes representativas de esta produccion
(Fridovich,1976).

Las fuentes exdégenas de radicales libres pueden ser:

e Ambientales - Radiacién electromagnética, luz solar, ozono,tabaco, etc.
e Farmacoldgicas - Xenobidticos, drogas, etc.
« Nutricionales - Contaminantes, aditivos, etc.

Junto a los radicales del oxigeno existen otros derivados centrados en atomos
de hidrégeno, carbono, nitrégeno, azufre, etc., que indiscutiblemente contribu-
yen a la propagacién y mantenimiento de nuevas reacciones conducentes a la
formacion de radicales.
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m Dafio oxidativo a biomoléculas

Son muchas las especies oxigénicas que actlan como oxidantes bioldgicos, pero
el O™ es el mayor reductor, la simple adicion de un protén da lugar a la for-
macién de HO,', convirtiéndose en un agente oxidante muy activo. Estas trans-
formaciones se resumen del modo siguiente:

0; + HOy + H'

Hy, O + 03
HO> + HO, + H' H, 0, + 0,
0; + 05 + 2H  ———— H, 0, + O,

El 05-™ no es particularmente reactivo con lipidos, gldcidos o acidos nucleicos
y exhibe reactividad limitada con determinadas proteinas. Esta evidencia cons-
tata que el O~ reacciona tan sdlo con proteinas que contienen metales en su
grupo prostético.

Una de las reacciones mas importantes del 0o~ son las reacciones de dis-
mutacion actuando a la vez como reductor y oxidante. La dismutacion depende
de la accion catalitica de la superéxido dismutasa (SOD), siendo el Ho05 el in-
termediario comdn en todas ellas. Actiia como oxidante en la mayoria de molé-
culas, especialmente en las que contienen grupos SH o Fe-Sulfuro. Reacciona
con metales de transicion dando lugar a la generacion del radical hidroxilo
("OH), (Haber-Weiss, 1939 y previamente, Fenton, 1894), segln el esquema si-
guiente:

@ o5+ 05+ 2+
@ 05 + Fe”
(3) Hy0, + Fe

Hy 02 + 02
02 + Fe+2

"OH + OH™ + Fe™

(2)+(3) 0; + Hy 02 "OH + OH™ + 0,

Las especies oxigénicas reactivas producen diversas acciones sobre el metabo-
lismo de los principios inmediatos, que pueden ser el origen del dafio celular,
asi actuan:

1 Sobre los lipidos poliinsaturados de las membranas produciendo pérdida de
fluidez y lisis celular como consecuencia de la peroxidacion lipidica (PL).

®



2 Sobre los glicidos, acttan alterando las funciones celulares tales como las
asociadas a la actividad de las interleuquinas y la formacién de prostaglandi-
nas, hormonas y neurotransmisores.

3 Sobre las proteinas produciendo inactivacion y desnaturalizacion.

4 Sobre los acidos nucleicos mediante la modificacion de bases produciendo mu-
tagénesis y carcinogénesis.

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que el organismo también utiliza a los
radicales libres para la destruccion de bacterias y patdgenos invasores.

m Defensa antioxidante

No cabe duda que todos los sistemas bioldgicos en ambientes oxigenados han de-
sarrollado mecanismos de defensa, tanto a nivel fisiolégico como bioquimico. En-
tre ellos destacan, a nivel fisiolégico, el sistema microvascular, cuya funcién es
mantener los niveles tisulares de O, siempre dentro de presiones parciales relati-
vamente bajas, y a nivel bioquimico, la defensa antioxidante puede ser enzimati-
ca 0 no enzimatica, asi como sistemas reparadores de moléculas. A continuacion
se resumen los mecanismos de defensa bioquimicos.

Sistema enzimatico

Los organismos aerobios han desarrollado enzimas antioxidantes tales como: su-
peroxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y DT-diafo-
rasa, que actdan tal y como se muestra en las ecuaciones siguientes:

(1) 205, + 2H" ——— 2H,0, + O,

SOD
(2) 2H, 0, — 2H,0 + 0,
3) Hy O, + GSH " GSSH + 2H,0
NADPH
NADP
2GSH
(4) Q+2e+2H" QH,

DT-diaforasa
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La SOD es la responsable de la reaccion de dismutacion del 0»*~ a Ho0o, que en re-
acciones posteriores catalizadas por la catalasa o por la GPx se detoxificara for-
mando Ho0 y 0. La catalasa se encuentra principalmente en los peroxisomas, y su
principal funcion es eliminar el Ho0, generado en la beta-oxidacion de los 4cidos
grasos, mientras que la GPx degradara el Ho0, citoplasmatico. La DT-diaforasa, ca-
taliza la reduccién de quinona a quinol y participa en la reduccion de drogas de es-
tructura quinonica (Mufiiz et al., 2000).

Sistema no enzimatico

Las células utilizan una serie de compuestos antioxidantes o "scavengers" (capta-
dores de radicales libres), como son: vitamina E, vitamina C, beta-caroteno, ferriti-
na, ceruloplasmina, selenio, glutation reducido (GSH), manganeso, ubiquinona,
zinc, acido Urico, flavonoides, como mas representativos e importantes. Dentro de
ellos, cobran en la actualidad especial importancia los flavonoides extraidos de de-
terminados alimentos. Su accion dependera en ocasiones de la interaccion directa
de la especie reactiva para rendir complejos estables o de menor reactividad, mien-
tras que en otras ejerce de cosubstrato en la accion catalitica de algunas enzimas.
El GSH es el mayor tiol citosolico que puede actuar de “scavenger” del "OH y como
cosubstrato de la GPx.

Sistemas reparadores
A su vez éstos se subdividen en dos grandes grupos, los directos y los indirectos:

« Directo: Reduccion de los grupos (S-S) de los aminoacidos azufrados de las prote-
inas por enzimas especificos como la disulfuro reductasa y la sulféxido reductasa.

e Indirecto: En primer lugar se reconoce el dafio molecular siendo éste eliminado o
degradado, y en segundo lugar se sintetiza la parte eliminada. Esto ocurre tanto
en las proteinas oxidadas y peroxidicos lipidicos de las cadenas carbonadas, como
en las oxidaciones del DNA y RNA.

m Procesos fisioldgicos y fisiopatologicos relacionados con los radicales libres
Ante el estrés oxidativo el organismo responde con la defensa antioxidante, pero en

determinadas ocasiones puede ser insuficiente, desencadenando diferentes proce-
sos fisioldgicos y fisiopatologicos.

®



En la actualidad son muchos los procesos relacionados con la produccién de ra-
dicales libres como son: mutagénesis, transformacion celular, cancer, arteriosclero-
sis, infarto de miocardio, procesos de isquemia/reperfusion, diabetes, asfixia del ne-
onato, enfermedades inflamatorias, trastornos del sistema nervioso central, enveje-
cimiento, etc (Rice-Evans et al, 1995; Halliwell, 1996).

k1.4. PAPEL DE LOS ALIMENTOS EN LA DEFENSA ANTIOXIDANTE)

Tal y como indicamos, en el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes/an-
tioxidantes, cuando este equilibrio se rompe a favor de los oxidantes se produce un
estrés oxidativo el cual estd implicado en muchos procesos fisiopatoldgicos (enfer-
medades, envejecimiento celular, etc). Por tanto, es de vital importancia el consu-
mo de alimentos que contengan antioxidantes naturales y se pueda mantener el
equilibrio entre oxidantes/antioxidantes o incluso esté a favor de los antioxidantes.
Ademas, si tenemos en cuenta que durante la vida se produce un equilibrio entre
oxidantes y antioxidantes, y a medida que el individuo envejece dicho balance esta
a favor de los oxidantes, es de vital importancia un consumo de alimentos ricos en
antioxidantes naturales para contrarrestarlos (Cao et al., 1998; Young et al, 1999).

En los estudios epidemioldgicos realizados sobre la poblacion europea (WHO/Pro-
yecto Monica, Gey et al.) se determinaron los antioxidantes plasmaticos (alfa-toco-
ferol, ascorbato, vitamina A, carotenoides y selenio) en 16 poblaciones con cardio-
patia isquémica, observandose que la incidencia de mortalidad muestra una relacion
inversa con el nivel de tocoferol (p=0,002).

Otros estudios han mostrado una menor incidencia de enfermedades cardiovas-
culares y cancer entre otras patologias, en los paises del sur de Europa, donde se
consume una dieta mediterranea, frente a los paises ndrdicos. Este efecto ha sido
atribuido especialmente a las vitaminas y compuestos fendlicos. El consumo de fru-
tas, verduras, aceite de oliva, y determinadas bebidas como cerveza, vino y té, pre-
sentan una relacion inversa con las enfermedades cardiovasculares (Gingliano,
2000). Asi mismo, diversos trabajos denotan que el consumo moderado de vino y
cerveza esta asociado con una menor incidencia de estas enfermedades cardiovas-
culares.

Desde el punto de vista nutricional, la cerveza contiene mas proteinas y vitami-
nas del grupo B que el vino. La actividad antioxidante de la cerveza es similar a la

®
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del vino aunque sus antioxidantes especificos presentes en el llpulo y la cebada
son distintos a los de la uva (Denke, 2000).

Los flavonoides méas abundantes en la dieta son los flavanoles (catequinas, pro-
antocianidinas), las antocianinas y los productos de oxidacion derivados de ellos.
La principal fuente de polifenoles son: frutas y bebidas (zumos de fruta, vino, té,
café, chocolate y cerveza) y en menor cantidad verduras, legumbres y cereales. La
ingesta diaria de polifenoles en individuos que siguen una dieta rica en estos ali-
mentos es aproximadamente de 1g/dia. Sin embargo, en estudios de bio-disponibi-
lidad los niveles encontrados en plasma no reflejan dichas cantidades.

Se ha observado que existe una gran variedad en la biodisponibilidad observa-
da tanto entre polifenoles como entre individuos (Scalbert et al., 2000). En gene-
ral, la biodisponibilidad est4 en funcién de la solubilidad (Hollman et al, 1997;
Eastwood, 1999) y por ello los polifenoles presentan diferentes niveles de absor-
cion en los medios bioldgicos (Bourne et al, 2000).

[1.5. EFECTOS DE LOS POLIFENOLES EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS]

En los Ultimos afios han cobrado especial interés el estudio de la activiad biolégica
de los polifenoles y en especial la evaluacion de la capacidad antioxidante asociada
a ellos. Asi, es bien conocido que algunos polifenoles presentan actividad antimi-
crobiana, siendo el principal responsable la presencia de &cido gélico. Este &cido es
un mecanismo natural de defensa en muchos frutos frente al desarrollo de enferme-
dades microbianas y criptogamicas (Chung y Stevens 1993). Ademas, se ha sefiala-
do que tienen actividad antimutagénica, algo que ha sido comprobado por diversos
ensayos, como los que demuestran su capacidad de inhibir la aparicion de mutacio-
nes en bacterias como Salmonella typhimurium (Horikawa et al, 1994). Se ha com-
probado también su capacidad para actuar de dadores de hidrogénos o quelar iones
metélicos como el hierro y el cobre, inhibiendo la oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), las cuales estan implicadas en la patogénesis de las enferme-
dades coronarias (Hertog et al., 1997), e inhiben la agregacion plaquetaria. Debe
tenerse en cuenta que si bien algunos polifenoles (como los aislados del té) inhiben
la oxidacion de las LDL "in vitro"”, los efectos "in vivo" son pequefios (Riemersma,
2001). Poseen actividad anticarcinogénica, actuando como inhibidores en procesos
cancerigenos por ejemplo en cancer de pecho y de ovario (Losiewicz, 1994). Tienen
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también actividad anti-VIH: los sulfatos de acido tanico, de rutina y de écido elagi-
co inhiben la infeccidn de las células T humanas tipo I-virus linfotropicas por el VIH,
(Mizumo et al. 1992). También protegen la linea celular Ht-22 y neuronas primarias
de rata tras intoxicacion por glutamato (Ishige et al., 2001).

Asi mismo, en experimentacion animal se ha estudiado el efecto de la catequina
en membranas eritrocitarias y en microsomas de higado de rata observandose una in-
hibicion en la peroxidacion lipidica, asi como se ha descrito también que protegen
al DNA del dafio oxidativo.

Diversos estudios ponen de manifiesto que los polifenoles presentan mayor poder
antioxidante en combinacion que de forma aislada. Los polifenoles aislados como el
galato de epigalocatequina, la quercitina, el diosmetin y el pignogenol, ejercen una
proteccion parcial ante la peroxidacion lipidica inducida en la retina bovina y porci-
na. En cambio la combinacion de todos ellos aumenta muchisimo el efecto protector
(Ueda et al., 1996).

(1.6. CoMPUESTOS FENOLICOS DE LA CERVEZA]

Los polifenoles presentes en la cerveza provienen esencialmente de la cascara de
la cebada malteada y del IGpulo. Son principalmente &cidos fendlicos como el fe-
ralico, galico o siringico; flavonoides de tres tipos, los flavanos como la familia de
las catequinas, los antocianos entre los que estan la pelargonidina y la malvidina
(estos ultimos presentes especialmente en cervezas elaboradas con frutas rojas) y
derivados asociados como las calconas, y los flavonoles como la quercetina o el ka-
empferol. También aparecen compuestos mas complejos como los taninos siendo
los méas importantes las proantocianidinas de diverso grado de polimerizacion.

Los compuestos fendlicos juegan un importante papel en las caracteristicas sen-
soriales de la cerveza. Asi, algunos de los fenoles presentes en ella contribuyen a
su sabor, astringencia, color y aroma, ademas de ser responsables, al menos par-
cialmente, de la turbidez de las mismas, ya que son capaces de interaccionar con
las proteinas y los polisacéridos presentes en la cerveza provocando la aparicion de
coloides de alto peso molecular que permanecen en suspension enturbiando el pro-
ducto hasta que precipitan.

El contenido final de compuestos fendlicos en una cerveza no depende exclusi-
vamente de las materias primas empleadas en su elaboracién, sino que son muchos
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los factores que pueden afectarla. La mayoria de ellos estan correlacionados con

las précticas de elaboracion. Algunos de los efectos de estas etapas han sido des-

critos por diversos autores. A continuacion se describen brevemente los principa-

les efectos de cada etapa segin McMurrough et al, (1984):

« Durante el malteado se producen pérdidas de fenoles, en mayor o menor grado
dependiendo de las condiciones en que éste se lleve a cabo.

« La extraccion, caracteristica de la etapa de mezclado/macerado depende de la re-
lacion malta/agua y del tiempo de maceracion. Una relacion 1:4 o 1:5 produce ni-
veles de fenoles superiores que cuando se utilizan mezclas mas concentradas por
ejemplo 1:3.

También se ha observado que un aumento del tiempo de mezclado supone una re-
duccion del nivel de compuestos fendlicos (Von Narzib et al 1979), esencialmente
debido a que a lo largo de esta etapa algunos de ellos se oxidan, disminuyendo
principalmente el contenido de moléculas de bajo peso molecular y aumentando los
compuestos oxidados.

Ademés, tiene lugar una despolimerizacion de las proantocianidinas dando como
resultado la liberacion de catequinas. Por ello, se ha encontrado un nivel superior
de catequinas en el mosto que en la propia cebada (Moll et al 1984).

« El proceso de coccidn supone un cambio en la composicion de polifenoles, debido
esencialmente a la adicion del IGpulo. En el mosto lupulizado predominan las ca-
tequinas y epicatequinas procedentes del lGpulo y de la despolimerizacion de pro-
antocianidinas de la cebada. Ademas se produce un aumento del contenido de fla-
vanoles complejos y polimerizados y de los &cidos hidroxibenzoico y p-cumérico.

* El proceso de fermentacion puede disminuir el contenido fendlico del mosto debi-
do a la absorcion sobre las levaduras, y también a la formacion de polimeros feno-
les-proteinas que precipitan.

« Durante las etapas finales de maduracion y acondicionamiento se puede observar
una disminucién generalmente ligera del contenido de acidos fendlicos, con la ex-
cepcién del &cido vainillico que disminuye mas de un 40%. Ademas, se puede pro-
ducir una descarboxilacién de acidos fenélicos como el p-cumarico, ferdlico y sina-
pico (Thurston y Tubb, 1981).

Asi, los contenidos de compuestos fendlicos descritos en la bibliografia varian no-
tablemente de unos articulos a otros, oscilando entre 50 y 350 mg/L. En general, se
ha encontrado que las proantocianidinas de diverso grado de polimerizacién suelen
ser los compuestos fenolicos predominantes, especialmente las de mayor grado de
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polimerizacion, les siguen las catequinas asi como ciertos acidos fenélicos y algin
flavonol como la quercetina, aunque sus concentraciones no suelen superar los 10
ppm. El resto de flavonoles asi como otros fenoles de bajo peso molecular, alcanzan
cOmo mMAximo concentraciones entorno a un ppm.

La estructura quimica de los compuestos fenolicos, es la que les confiere su ca-
pacidad para actuar como captadores de radicales libres. El tipo de compuesto, el
grado de metoxilacién y el nimero de grupos hidroxilo son algunos de los parame-
tros que determinan esta actividad antioxidante. Asi, segiin Rice-Evans et al. (1996)
los compuestos con mayor actividad son los de estructura flavonoidea, precisamente
los mayoritarios en las cervezas, y de ellos aquellos que:

« presentan dos grupos hidroxilo en posicion orto en el anillo B, lo que confiere una
alta estabilidad al radical que se forma después de la reaccién de captura del ra-
dical libre.

< contienen un doble enlace 2,3 en conjugacién con el 4-oxo (C=0) en el anillo C.

« aquellos compuestos que tienen grupos OH- en 3y 5y el grupo oxo (C=0) en 4
en los anillos Ay C.

Son muchos los estudios que se han realizado con flavonoides tanto sintéticos
como naturales extraidos de frutas, té y vino, pero no son tantos los realizados con
fenoles aislados de la cerveza. Algunos de los datos publicados indican que los po-
lifenoles de la cerveza inhiben la oxidacion de las LDL in vitro (Miranda et al.,
2000). Por otra parte, las calconas procedentes de la cerveza presentan actividad
antioxidante, protegen de la peroxidacion lipidica inducida por terbutilhidroperoxi-
do, en los hepatocitos aislados de rata (Rodriguez et al. 2001).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto hasta este momento, y sin perder de vis-
ta el objetivo principal de este trabajo, se disefia un plan de trabajo que permita
evaluar la actividad antioxidante global de la cerveza, y de fracciones de la misma.
Ademas, se plantea evaluar la presencia de distintos fenoles en las distintas frac-
ciones. Dada la complejidad, el nimero de réplicas necesarias para dar resultados
fiables y por tanto, la larga duracién de los ensayos bioldgicos, se hace imprescin-
dible seleccionar adecuadamente el material objeto de ensayo en éstos. Se tomo
como criterio de seleccion el estudio de la fraccion mas rica en aquellos compues-
tos fendlicos que segun la bibliografia tienen mayor actividad metabolica. Esta
fraccion, como se expone con detalle en el apartado de resultados, result6 ser la
fraccion 3.



Ya se ha expuesto la conveniencia de escoger un inductor de la oxidacion ade-
cuado. A continuacion se exponen las caracteristicas, efecto, y demas parametros
de interés relativos a la eleccion del inductor del estrés oxidativo en los ensayos
bioldgicos.

La adriamicina o doxorrubicina (figura, 1) es un antibidtico quindnico que perte-
nece al grupo de las antraciclinas, clinicamente se usa como un potente agente ne-
oplasico que tiene actividad terapéutica ante una gran variedad de canceres hu-
manos, especialmente se ha utilizado en el cancer de mama y en las leucemias. El
efecto citostatico de esta droga implica la inhibicion de la topoisomerasa I1 y RNA
polimerasa I1. Asimismo, se intercala entre el ADN provocando errores en la trans-
cripcion y replicacion.

Figura 1. Estructura de la molécula de Adriamicina
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Por otra parte, estd perfectamente demostrado que el "redox cicling” de las
antraciclinas se produce en el 18" complejo de la cadena de transporte electronico
(figura, 2).



Figura 2. Cadena de transpore electrénico y su vincuLo con el ciclo redox de las an-

traciclinas
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Por tanto, la antraciclina interacciona con un electrén del 18" complejo y da lu-
gar a la formacion de un radical que posteriormente reacciona con el 0, dando lu-
gar a la formacion del ion superéxido (057), que tras sufrir reaccion de dismuta-
cion da lugar a la formacion de HyoO, que posteriormente en presencia de meta-
les de transicion como el hierro da lugar a la formacién del radical hidroxilo (OH.)
(Goodman J., et al., 1997).

Estos radicales libres o especies oxigénicas reactivas, que como ya se ha dicho
ocasionan diversas acciones sobre el metabolismo de los principios inmediatos es-
timulando, entre otras, la peroxidacion lipidica e inhibiendo la funcién mitocondrial,
seran el origen del dafio celular. Este dafio esta implicado en los efectos secunda-
rios de dicho antibiético, como son alopecia, ulceracion en las mucosas, cardioto-
xicidad (Singal et al., 1997), ademas de la produccion de la peroxidacion lipidica
tanto hepética como miocardial y el dafio al DNA (Bagchi et al., 1994).

Son muchos los compuestos estudiados para inhibir los efectos toxicos del anti-
bidtico, entre ellos la coenzima Q10 (Valls et al., 1994) y algunos flavonoides, tan-
to sintéticos como natuales (Ferté et al., 1999).

Como ya se ha comentado, en este trabajo se plantea evaluar el efecto protec-
tor de fenoles aislados de la cerveza, que no se han probado hasta el momento.

|
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PARTE EXPERIMENTAL

(2.1. MATERIALES Y METODOS ]

2.1.1. CERVEZAS ANALIZADAS

Este trabajo se ha realizado con unas 80 cervezas comerciales representativas del
mercado actual. La mayoria fueron cervezas de produccion nacional, pero se inclu-
yen también algunas cervezas extranjeras, bien por sus caracteristicas peculiares o
porque se consideraron con una presencia significativa entre las consumidas en los
Gltimos afios. 46 cervezas se clasificaron como "rubias”, 14 formaron el grupo de las
cervezas "sin alcohol”, 14 se englobaron en el grupo de cervezas "negras”, y 6 cer-
vezas forman el grupo de "especiales” englobando cervezas de frutas, de trigo y una
etiquetada como cerveza "ecoldgica".

De cada una de ellas se analizaron 3 botellas, intentando que fueran de lotes (co-
cidas) distintos, con el fin de que los datos encerraran la maxima variacion posible.

Todos los andlisis quimicos se realizaron por duplicado.

2.1.2. DETERMINACION DE LAS FAMILIAS FENOLICAS

Las familias fendlicas Polifenoles Totales, Catequinas y Proantocianidinas se ana-
lizaron sobre las cervezas objeto de estudio, por medida directa. En todos los ca-
sos se controld la posible interferencia de la presencia de azlcares y dextrinas
para evitar sobrevaloraciones.

Los Polifenoles Totales se determinaron mediante la reaccion de Folin-Ciocal-
teau y se expresan en mg/L de acido galico.

Las Catequinas se evaluan por reaccion de condensacion con la vainillina y se
expresan como mg/L de D-catequina.

Las Proantocianidinas se determinan tras su transformacion en antocianidinas
al calentarse en medio acido, en presencia de oxigeno. Se expresan como mg/L
de cloruro de cianidina.

La descripcion de estos métodos puede encontrarse en Paroneto (1977).

2.1.3. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES
El contenido de azUcares reductores totales se evalué basandose en su accion reduc-

tora sobre una solucion de cobre (I1) (Método Oficial de Analisis, Ministerio de Agri-
cultura, 1973).

20)



2.1.4. ANALISIS DE LoS COMPUESTOS FENOLICOS PORMENORIZADOS: FRACCIONAMIENTO DE
LAS CERVEZAS

La separacion de los compuestos fendlicos se llevo a cabo en funcién del peso mo-
lecular, estructura quimica y polaridad siguiendo el método descrito por DiStefa-
no y Cravero (1990). Este método consiste en un fraccionamiento en columna, so-
bre una resina de adsorciéon (Amberlita XAD-2 de 150-250 pm de tamafio de par-
ticula).

El fraccionamiento se consigue eluyendo con disolventes de polaridad diversa,
obteniéndose las siguientes fracciones: F1 (agua); F2 (éter etilico) y F3 (meta-
nol).

El fraccionamiento se llevé a cabo por duplicado para cada cerveza analizada.

Tras el fraccionamiento, cada fraccion se llevé a sequedad evaporando el di-
solvente a T@ <35°C en rotavapor. Dependiendo del analisis que se realiza sobre la
fraccion el residuo se trata de un modo u otro. Asi, para medir la actividad antio-
xidante global, se redisuelve en una de mezcla hidroalcohdlica de igual gradua-
cion a la cerveza de partida. Cuando lo que se evalUa son los fenoles presentes
entonces se redisuelve en 2 ml de metanol (calidad HPLC).

EL contenido en fenoles pormenorizados se llevo a cabo mediante HPLC, apli-
cando el método cromatografico descrito por Pérez-Magarifio et al. (1999), con li-
geras modificaciones para la mejora de la resolucion de los picos en las muestras
de cervezas.

La identificacion de los compuestos se realizé por comparacion de los tiempos
de retencion y los espectros UV-visible con las sustancias patron. Ademas, se re-
alizé un analisis HPLC-MS para corroborar la identidad de los compuestos, los cua-
les se expresaron en mg/L.

Las muestras se filtraron a través de un filtro Millipore de 0,45 pm, antes de
su inyeccion.

La obtencidn del substrato para los andlisis biol6gicos se llevo a cabo del si-
guiente modo. Cada vez que se preparaba extracto se hacia a partir de recolectar
las fracciones de 10 procesos o0 separaciones en columna. Asi, tras eliminar el di-
solvente organico, el residuo se redisolvia o arrastraba con agua. Este extracto
acuoso se congelaba a —80°C y se liofilizaba a —35°C y 50 mthrs. El resultado es
un producto solido, facilmente pesable y por tanto dosificable. Este producto se
guarda en frascos saturados de N2, para evitar su oxidacion, a bajas temperaturas
(-18°C), oscuridad y ambiente seco, hasta su utilizacion en los ensayos "in vivo".
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2.1.5. MEtopo DE DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se determind la actividad antioxidante de la cerveza y de las fracciones aisladas
cromatograficamente, utilizando el método propuesto por Fogliano et al. (1999).
La eleccion de este método frente a otros similares se realiz6 teniendo en cuen-
ta las siguientes ventajas: mayor estabilidad del punto fijado para la medida, alta
reproducibilidad interensayo, y poca sensibilidad ante los antioxidantes hidrofo-
bicos, reduciendo asi las posibles interferencias.

Tal y como se sefial6 con anterioridad, éste método habia sido aplicado a vi-
nos, por ello fue necesario adecuar las condiciones de andlisis a la cerveza y sus
fracciones.

Optimizadas éstas, se calcularon las curvas de calibrado con soluciones estan-
dar de Trolox (un analogo de alfa-tocoferol) y de vitamina C. Los resultados de la
actividad antioxidante se pudieron expresar entonces como TEAC (Capacidad An-
tioxidante Equivalente de Trolox) o como CEAC (Capacidad Antioxidante Equiva-
lente de vitamina C).

2.1.6. AISLAMIENTO DE CELULAS HEPATICAS

Se utilizaron ratas Wistar machos de 3-4 meses de edad y peso comprendido en-
tre 250-300 g, alimentadas con dieta estandar IPM R-20 comercializada por la
casa Letica, Barcelona. Para el aislamiento de las células hepaticas se utilizo el
método de perfusion (Romero y Vifia, 1983; basado en los descritos por Berry y
Friend, 1969, y por Seglen, 1972).

2.1.7. PRUEBAS DE VIABILIDAD DE LOS HEPATOCITOS AISLADOS

Para comprobar el porcentaje de células viables en la suspension se utilizé la téc-
nica de exclusién del azul tripano, consistente en una mezcla en proporcion 1:1
(v/v) de hepatocitos con una solucion de azul tripano al 0,2%, en CINa al 0,9%
(Krebs et al., 1979). De esta mezcla se deposita una gota en una camara cuenta
glébulos de Buerke y se observé en el microscopio dptico. Las células con mem-
brana integra no permiten la entrada del colorante, quedando transparentes. Las
células alteradas toman una coloracion azul.

El porcentaje de células viables fue superior al 85% en todos los casos, coin-
cidiendo con otros autores (Krebs et al., 1974; Carlsen et al., 1981).
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2.1.8. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DEL EFECTO ANTIOXIDAN-
TE DE LA FRACCION 3 DE LA CERVEZA EN LOS HEPATOCITOS AISLADOS DE
RATA

Aproximadamente 80 mg de hepatocitos aislados fueron incubados en matraces
de 25 ml en presencia de adriamicina o doxorrubicina, suministrada por la casa
(Pharmacia & Upjohn, Milan), probandose diferentes concentraciones. Final-
mente, una vez observados los efectos se eligié una concentracion de 25 pM,
en presencia/ausencia de diferentes concentraciones de extracto de cerveza, en
concreto la fraccion 3.

Se eligio la fraccion 3 porque es la que contiene los flavan-3ol, monémeros
y oligébmeros de hasta al menos cuatro unidades, teéricamente los que mayor
actividad antioxidante presentan segun la bibliografia consultada.

Se usaron tanto extractos de cerveza rubia, como negra, por si se detecta-
ban efectos distintos segun el tipo de cerveza.

Se han estudiado barridos de concentraciones de dichos extractos desde 5
mg a 80 mg, en un volumen final de incubacion de 4 mL, que contenia, ade-
mas, la suspensién celular sobre una solucion salina de Krebs-Henseleit de pH:
7,4.

Las incubaciones se realizaron durante 1 hora a 37°C en presencia de 0,/C0»
(95/5, v/v). Transcurrido el tiempo de incubacion, las células se procesaron para
realizar las pertinentes pruebas de estrés oxidativo, las cuales se describen a con-
tinuacion.

Todas las pruebas de estrés oxidativo, pruebas de viabilidad, etc, se llevaron a
cabo cada una de ellas sobre siete ratas, es decir, las réplicas en las pruebas bio-
I6gicas son 7, por cada punto ensayado o estudiado.

2.1.9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTATODESHIDROGENASA (LDH)

La viabilidad celular tras la incubacion se determiné por medida de la LDH libera-
da al medio extracelular (Bergmeyer y Bernt, 1974). Se utiliz6 la técnica de Haka-
la, descrita por dichos autores y basada en la conversién de piruvato en lactato.

La oxidacién del NADH medida espectrofotométricamente a 340 nm por uni-
dad de tiempo y a 25°C es equivalente a la cantidad de LDH de la muestra. Pa-
ralelamente se realiz6 un control, tratando a las células con digitonina 10
mg/ml y se cuantificé la cantidad LDH total en las mismas.
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2.1.10. DETERMINACION DE LOS PRODUCTOS QUE REACCIONAN CON EL Acipo
TioBARBITURICO (TBARS)

Para determinar los productos que reaccionan con el cido tiobarbitdrico se si-
guié la técnica de Stacey y Priestly (1987). Esta se basa en afiadir a 0,4 ml de
una suspension celular de hepatocitos, 1 ml de acido tricloroacético y 2 ml de
acido tiobarbitirico cuyas concentraciones son 20% y 0,67% (p/v) respectiva-
mente. De esta manera, se forma un complejo entre el tiobarbitarico y los pro-
ductos de la peroxidacion lipidica.

Tras incubar a 100°C durante 15 minutos, se deja enfriar y se centrifuga a
unas 500 rpm. El sobrenadante se mide espectrofotométricamente a 535 y 520
nm, la diferencia de absorbancias es proporcional a la cantidad de MDA libera-
do al medio.

2.1.11. DETERMINACION DE LOS GRUPOS CARBONILO DE LAS PROTEINAS

Los grupos carbonilo fueron determinados mediante la técnica de Levine et
al.,(1990), en la que: 1 ml de suspension celular se centrifuga a 13.000 rpm
durante 10 minutos, se toman 0,2 ml de sobrenadante y se afiade 0,4 ml de di-
nitrofenilhidracina 10 mM. Posteriormente se incuba durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente con agitacion. Se afiade tricloroacético al 20% y se realizan
diferentes lavados con etanol- acetato de etilo 1:1 (v/v). Finalmente se afia-
de 1 ml de guanidina y se incuba a 37°C durante 30 minutos. Se mide espec-
trofotométricamente a 373 nm.

2.1.12. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ADENOSIN TRIFOSFATO (ATP)

Para la determinacion del ATP se utiliz6 el método descrito por Lamprecht y
Trautschold (1974), basado en las siguientes reacciones acopladas:

HK
D-Glucosa + ATP ———— > Glucosa 6 fosfato + ADP
Glucosa 6 Fosfato + NADP* —» G6P-DH —» 6-Fosfogluconato + NADPH+H+

La formacion de NADPH medida espectrofotométricamente a 340 nm es proporcio-
nal a la cantidad de ATP presente en la muestra.
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2.1.13. DETERMINACION DEL GLUTATION Repucipo (GSH)

La cuantificacion del GSH se llevo a cabo mediante la técnica de Brigelius et
al., (1983), de la glutation-s-transferasa (GSH-S-T).

GSH + Clorodinitrobenceno —(GSH-S-T) — GS-dinitrobenceno(DNB) + c12

El GS- DNB absorbe luz a una longitud de onda de 340 nm, siendo proporcional
el cambio de extincion medido espectrofotométricamente a la cantidad de GSH
presente en la muestra.

2.1.14. ANALISIS EsTADISTICO

Las distintas repeticiones enunciadas en los respectivos apartados ponen de
manifiesto que se obtuvieron datos suficientes como para poder aplicar dis-
tintos tratamientos estadisticos, los cuales se llevaron a cabo con el programa
Statgraphics Plus para Windows (Manugistics Inc, 1997).

Los datos se someten a distintos tratamientos estadisticos con el fin de obte-
ner la mayor informacion posible, y para su mejor interpretacion. Asi se lleva-
ron a cabo analisis comparativos ANOVA y LSD, o t-Students, para determinar
diferencias significativas entre grupos y se recurrio al analisis de correlacion li-
neal simple para estudiar las relaciones entre las variables.
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RESULTADOS

(3.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE GLOBAL (AAO) j

La actividad antioxidante global de las cervezas analizadas oscila entre los valo-
res minimos y maximos de 2 y 56 mg CEAC, o entre 20 y 190 mg TEAC. Estos ran-
gos fueron similares en los cuatro grupos o tipos de cervezas estudiados, como
puede verse en la figura 3.

La maxima actividad la mostraron dos cervezas especiales correspondientes a
dos cervezas con frutas rojas. Ellas son las responsables de que en el andlisis de
la varianza (ANOVA) se detecte efecto factor "tipo cerveza", dando diferencias
significativas (test LSD de Fisher) entre este grupo y los demas, que entre si son
estadisticamente iguales (Tabla ).

Tabla 1. Valores medios de la actividad antioxidante global por tipos de cervezas.

TIPO DE CERVEZA

Parametro Rubias Sin Negras Especiales
CEAC 8,79 a 10,57 a 6,62 a 21,73 b
TEAC 55,34 a 62,11 a, b 46,94 a 89,36 b

Valores con igual letra, por filas, no presentan diferencias estadisticamente significativas para p = 0.05

Estos resultados indican que la cerveza es un producto con una capacidad antio-
xidante significativa, con valores préximos a otras bebidas alcohélicas como los
vinos, e incluso semejantes a algunas bebidas analcoholicas como mostos, algu-
nos néctares o ciertas bebidas refrescantes. Ademas, esta actividad parece, en
principio, independiente del tipo de cerveza, pudiéndose encontrar, dentro de
cada grupo de cervezas, individuos con valores de AAO importantes.



Figura 3. Actividad antioxidante Global de las cervezas por grupos

Cervezas Rubias

2000
10,0  —m oo o
1200  ———m—mmmme b H|-- -1

80 -J--§-——J---m H--------------

[l ceAc [l TEAC

Cervezas Sin

10,0  —m oo oo
1200  ——mmmmmm e[

80,0

40,0

0,0

[l ceac [ TEAC



Cervezas Negras

CAalla

[l ceAc [ TEAC

Cervezas Especiales

150

100

50

I cEAc [ TEAC



(3.2. FAMILIAS FENOLICAS Y AZUCARES REDUCTORES ]

Los resultados obtenidos del contenido de las familias fendlicas analizadas en
cada cerveza se muestran graficamente en las figuras 4 y 5.

En cada uno de los grupos analizados se encontraron valores muy variables
del contenido fendlico. Sin embargo, y a pesar de esta variabilidad intra-grupo,
se detectd un efecto factor tipo de cerveza (ANOVA), presentando casi todos los
grupos valores medios estadisticamente distintos respecto a polifenoles totales
(PT) y catequinas (CAT), tal y como se refleja en la tabla I1. Por el contrario, la
variabilidad intra-grupo anula este efecto respecto al contenido de proantocia-
nidinas (PRO), cuyos niveles son estadisticamente distintos Unicamente para el
grupo de cervezas especiales, de nuevo debido al alto nivel de proantocianidi-
nas detectados en las dos cervezas de frutas, que presentan, con diferencia, los
valores mayores. Estos resultados son facilmente explicables teniendo en cuen-
ta que los frutos rojos (los usados en la elaboracion de estas cervezas, aranda-
nos y cerezas) son muy ricos en proantocianidinas las cuales se extraen con fa-
cilidad durante su maceracion en la cerveza.

Tabla I1. Valores medios de las familias fendlicas indicadas y de los azlcares re-
ductores totales por grupos de cervezas.

TIPO DE CERVEZA
Parametro Rubias Sin Negras Especiales
PT mg/L 482,2 b 263,2 a 610,1 ¢ 620,0 ¢
PRO mg/L 93,54 a 95,46 a 113,65 a 162,63 b
CAT mg/L 2185 b 12,60 a 30,99 ¢ [22,18 a, b, ¢
Az. Reductores 8,63 a 17,52 ¢ 8,23 a 12,40 b

Valores con igual letra, por filas, no presentan diferencias estadisticamente significativas para p = 0.05



Figura 4. Contenidos de polifenoles totales de las cervezas por grupos
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Figura 5. Contenidos de catequinas y proantocianidinas de las cervezas por grupos

Cervezas Rubias

- PROANTOCIANIDINAS . CATEQUINAS

Cervezas Sin

[l PROANTOCIANIDINAS [l CATEQUINAS



Cervezas Negras

- PROANTOCIANIDINAS - CATEQUINAS

Cervezas Especiales

300
250
200
150
100

50

[l PROANTOCIANIDINAS  [J] CATEQUINAS



ik

Si se exceptuan las cervezas de frutas, las cervezas negras presentaron los mayores
niveles de compuestos fendlicos, que pueden ser debidos a una mayor extraccién de
compuestos desde la malta, favorecida por el grado de tostado, o bien a una mayor
extraccion desde el lapulo, ya que en algunos casos estas cervezas estan mas lupu-
lizadas.

El contenido en azlcares reductores de cada cerveza, por grupos, puede obser-
varse en la figura 6, notandose los altos contenidos de las cervezas sin, lo que re-
sulta logico teniendo en cuenta los procesos de elaboracion de estas cervezas. El
ANOVA mostré un efecto factor tipo de cerveza, y el test LSD marcd que las cerve-
zas rubias y las negras presentaban contenidos similares. Este hubiera sido sin duda
el resultado obtenido también para los niveles de las cervezas especiales, si no fue-
ra, de nuevo, por las cervezas de frutas, que elevan considerablemente el valor me-
dio del grupo (tabla II).

3.3. CORRELACION ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Y FAMILIAS FENOLICAS

Se analizaron las posibles correlaciones lineales entre la actividad antioxidante
(TEAC y CEAC) y los valores de las familias fendlicas (polifenoles totales, proan-
tocianidinas y catequinas). Este andlisis se realizd con el conjunto de las cerve-
zas analizadas, sin separarlas por grupos con el fin de estudiar la existencia de
una correlacion global.

Tan solo se obtuvieron correlaciones estadisticamente significativas (a<0,05)
entre la actividad antioxidante y las proantocianidinas, resultados que coincide
con los de Goupy et al., (1999). Sin embargo, los coeficientes de correlacion no
toman valores elevados (0.4707 con TEAC y 0.5576 con CEAC), por lo que la co-
rrelacion aunque significativa no puede considerarse estrecha y, por tanto, habra
que interpretar estos resultados con ciertas precauciones.

Igualmente, se evaluo si existia correlacion lineal entre los pardmetros TEAC y
CEAC y el contenido de azucares reductores, no encontrandose correlacion signi-
ficativa.



Figura 6. Contenidos de azlcares reductores totales de las cervezas por grupos
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Estos resultados parecen indicar que de los parametros analizados eran las pro-
antocianidinas las que mas contribuian a la actividad antioxidante global que
presentaban estas cervezas.



(3.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE GLOBAL DE LAS FRACCIONES]

Tal y como se indica en el apartado de materiales y métodos, las cervezas fueron so-
metidas a un fraccionamiento con el fin de poder evaluar qué tipo de componentes
son los méas asociados a la AAO de las cervezas. Este planteamiento se hace también
desde la perspectiva de que el andlisis y cuantificacion pormenorizada de los com-
puestos sobre los que se centra el presente estudio, los compuestos fendlicos, es
mas sencilla si éstos han sido extraidos o aislados desde la matriz de origen.

Los resultados obtenidos relativos a la AAO de las fracciones por grupos se mues-
tran de forma resumida en las gréficas de la figura 7 a y b, donde se han representa-
do los valores medios.

En este caso, y dado que el grupo de cervezas especiales presentaba valores muy
dispares entre las muestras, se optd por desestimar este grupo.

Las cervezas de frutas no fueron fraccionadas, ya que una separacion correcta de
sus constituyentes fendlicos hubiera implicado aplicar un protocolo distinto con el fin
de separar los antocianos presentes tan solo en ellas.

Sin embargo, para no desaprovechar datos, la cerveza ecoldgica se integro, por sus
caracteristicas, en el grupo de las cervezas rubias, y se dejaron por separado las cer-
vezas de trigo.

En general, con dos excepciones a favor de F3, la fraccion que presenté mayores
valores de AAO es la fraccion 1, en la que se encuentran compuestos solubles en agua,
de relativo bajo peso molecular, como pueden ser &cidos, aminoacidos, azlcares, dex-
trinas, péptidos, vitaminas, etc. Le sigue la fraccion 3, siendo la 2 la que menos AAO
presenta.

Figura 7. Actividad antioxidante de las fracciones por grupos de cervezas, expresa-
da como TEAC (a) y como CEAC (b)
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Respecto a la variabilidad intragrupo, como en el resto de los parametros expues-
tos, se observaron grandes diferencias entre cervezas del mismo tipo, de tal forma
que actividades similares las presentaban tanto cervezas rubias como negras o
“sin”. Es decir, no se puede establecer que un determinado tipo de cerveza, como
ya ocurri6é con la AAO de la cerveza global, presente mayor o menor actividad an-
tioxidante en alguna de sus fracciones. De hecho el analisis de la varianza no de-
tecto efecto factor "tipo de cerveza" y el test LSD no detectd diferencias estadis-
ticamente significativas ni para las AAO de F1 ni de F3, y en el caso de F2 sola-
mente detect6 diferencias significativas dos a dos, de tal forma que rubias y ne-
gras eran iguales entre si, asi como trigo y sin, y distintas entre ambos grupos.

Resalta el hecho de que si se comparan las AAOs de las fracciones con las eva-
luadas en las cervezas de origen, éstas presentan valores notablemente inferio-
res, llegando a explicar en el mejor de los casos en torno al 65% de AAO de la
cerveza global (figura 8).

Esto indica que una parte importante de la AAO de las cervezas esta asociada
a compuestos de naturaleza polimérica que quedan retenidos en la columna de
separacion. Resultados que estan de acuerdo con datos publicados anteriormen-
te sobre la retencién de polimeros de alto peso molecular en las resinas del tipo
de la usada en este trabajo (Keramat y Nursten, 1994).

Estos polimeros pueden ser de naturaleza diversa, como fendlicos, ya sean "puros”
0 de interacién con proteinas o polisacaridos, algun tipo de caramelo, melanoidinas,
etc. Son de color marron mas o menos oscuros dependiendo de la cerveza de la que
proceden, y se observan facilmente en la cabeza de la columna de separacion.

Es interesante resaltar que se observo que en muchas de las cervezas que pre-
sentaban elevada actividad antioxidante, las fracciones aisladas s6lo consiguen
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explicar un porcentaje bajo de esa actividad global. Estos datos indican que, al
menos en ciertos casos, los polimeros son los maximos responsables de la AAO,
por lo tanto convendria prestar mayor atencion y estudiar con mas detenimiento
estos compuestos de alto peso molecular.

Figura 7. Actividad antioxidante de las fracciones por grupos de cervezas y expre-
sados en porcentajes
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Estos resultados concuerdan con los comentados previamente respecto a la
practicamente ausente correlacion lineal entre la AAO y la composicion feno-
lica global.

Trabajos previos realizados por este equipo, permiten asegurar que, al con-
trario de lo descrito para los polimeros, la recuperacion de los fenoles indivi-
dualizados de relativo bajo peso molecular (hasta al menos tetrdmeros) queda
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garantizada en el sistema empleado, por lo que los contenidos de estos com-
puestos en las fracciones son directamente extrapolables a los contenidos de
las cervezas de partida.

(3.5. CoMPOSICION FENOLICA PORMENORIZADA j

La presencia de compuestos fendlicos individualizados en cada fraccion, asi
como su cuantificacion se llevé a cabo por HPLC-DAD. Los resultados resumi-
dos como valores medios por grupos, con su respectivo test LSD se muestran
en la tabla I1I.

Tabla 1. Contenidos medios de los fenoles indicados por grupos de cervezas

TIPO DE CERVEZA
Parametro Rubias Sin Negras Especiales
Ac. Galico mg/L 9.14 b 9.17 b 7.71 b 3.90 a
Ac. Ferulico mg/L 7.68 b 4.00 b 7.95 b 0.23 a
Ac. Siringico mg/L 4.69 b 7.61 b 513 b 124 a
Catequina mg/L 6.66 b 2.67 a 2.74 a 217 a
Epicatequina mg/L 3.23 ¢ 142 b 2.73 ¢ 0.27 a

Valores con igual letra, por filas, no presentan diferencias estadisticamente significativas para p = 0.05

La composicion fendlica cualitativa fue similar en todas las cervezas analizadas, aun-
que no asi los datos cuantitativos.
La distribucion de compuestos fendlicos por fracciones se describe a continuacion:

« Fraccién 1: contienen esencialmente acido galico que, al no ser retenido por la
resina, coeluye con todas las sustancias solubles en agua ya citadas con ante-
rioridad. Este compuesto que se detecta muy bien, aparecié en todas las cerve-
zas y en ninguna present6 problemas de cuantificacion por coeluir (en HPLC)
con ningln otro compuesto que pudiera interferir su medida.

« Fraccion 2: contienen esencialmente los compuestos fendlicos del grupo de bajo
peso molecular, es decir, acidos benzoicos y cinamicos y derivados de los mis-




mos, en su caso. Se han detectado en ella los &cidos ferdlico, siringico, p-cuma-
rico y vainillinico, y ocasionalmente el &cido p-hidroxibenzoico. De ellos, tan sélo
los dos primeros aparecen de forma clara, sin interferencias, en todas las cerve-
zas. En muchas ocasiones, los otros acidos coeluyen con otra sustancia, no iden-
tificada hasta el momento, que dificulta notablemente su cuantificacién. Por
ello, se decidi6 que para este estudio se considerarian solamente aquellos acidos
que permiten una cuantificacion segura, es decir los dos primeros mencionados.
e Fraccién 3: contiene los derivados flavan-3ol, mondmeros y oligémeros de has-
ta al menos cuatro unidades. Se han detectado en ella, independientemente del
tipo de cerveza, siempre catequina y epicatequina, dimeros a niveles traza, al-
gun trimero, y un pico que por su espectro puede pertenecer a esta familia. Su
identificacion exacta no se ha conseguido hasta el momento, y se sigue traba-
jando en ello. Este pico, es el mayoritario y aparece en todo tipo de cerveza.

Ya se ha comentado que se ha detectado una gran variabilidad de composicion
dentro de cada grupo de cervezas, la cual también se refleja en estos compuestos.
Asi, los rangos de variacion son importantes sobre todo respecto a algunos com-
puestos y en algunos grupos. Por ejemplo, entre las cervezas rubias los conteni-
dos de &cido galico varian entre 0,8 y 32,1 mg/L. En concreto, respecto a este 4ci-
do cervezas negras y “sin” se comportan mucho mas homogéneamente. Catequina
y epicatequina son otros compuestos con rangos de variacion muy altos, sobre
todo entre las cervezas rubias, aunque en este caso también las cervezas sin y ne-
gras presentan rangos de variacion amplios. Por el contrario, los contenidos de
acido siringico y ferdlico son mas homogéneos, sin que ello implique que existen
algunas excepciones.

Comparando los datos cuantitativos obtenidos con algunos descritos en la bi-
bliografia, éstos son similares, quizas algo superiores para algunos compuestos.
Debe tenerse en cuenta que los datos consultados no son relativos a cervezas es-
pafiolas, y que la mayoria de los trabajos no abarcan un nimero tan elevado de
muestras como el presente estudio, en el que se recopilan datos de cervezas muy
dispares entre si, algunas de ellas con contenidos fenélicos muy elevados.

De modo similar a lo que ocurre con otros parametros no hay una diferencia
clara en la composicién fenélica pormenorizada por grupos de cervezas. Tan solo,
parece que las cervezas de trigo son algo méas pobres en este tipo de compuestos,
sin embargo estos datos deben tomarse con precaucion ya que el nimero de mues-
tras analizadas de este grupo es mucho menor, por tanto quizas no estén bien re-
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presentadas. De modo similar, las cervezas rubias parecen dar valores mas altos
de catequina y epicatequina, sin embargo esto también debe tomarse con pru-
dencia, ya que la mayoria de las cervezas rubias tienen valores medios similares
a otros tipos, lo que ocurre es que algunas de las cervezas analizadas presentan
niveles realmente altos (31 mg/L de catequina o 33 mg/L de epicatequina) que
elevan la media.

(3.6. CORRELACION ENTRE FENOLES PORMENORIZADA Y LA AAO j

Analizada la existencia de posibles correlaciones lineales simples entre la com-
posicion fendlica pormenorizada y la AAO de la cerveza, se encontr6 que la suma
de los contenidos de compuestos fendlicos individualizados evaluados estaba co-
rrelacionada para una probabilidad del 95% con la AAO global.

Los resultados expuestos hasta este momento sefialan que la actividad an-
tioxidante global de las cervezas es similar a la de otras bebidas y es inde-
pendiente del tipo de cerveza. Es decir, tanto en la gama de cervezas rubias,
como negras, como en las sin alcohol, se encuentran cervezas con valores de
AAO muy variables, y no se ha detectado que dentro de esta variabilidad pre-
dominen las cervezas de valores de actividad mas altos en un grupo concreto.

Atendiendo a los resultados expuestos y tal y como se comenta en la intro-
duccion, se decidid que la fraccion que se probaria en los ensayos biologicos se-
ria la fraccion 3. Aunque esta fraccion, presenta una AAO mucho menor que la
fraccion 1, en esta Ultima solamente esta presente el acido galico, por lo que su
elevada AAO se debe a otros compuestos presentes que no son de naturaleza fe-
nélica, por tanto no se considerd de relevancia para el presente estudio, aunque
evidentemente seria conveniente ver su efecto sobre el metabolismo, lo que pro-
bablemente se aborde en estudios posteriores. Por otra parte, la fraccion 3 con-
centra los fenoles de estructura flavonoidea, los cuales se han descrito, como ya
se ha comentado, como compuestos con actividades fisioldgicas interesantes y
con efectos protectores positivos frente a distintos trastornos fisiopatoldgicos.

Atendiendo a que no se encontraron diferencias estadisticamente entre las
AAO de los distintos grupos de cervezas, en los ensayos biolégicos solamente se
probaron extractos de F3 de cervezas rubias y negras, con diferencias estadisti-
camente significativas entre si, tan so6lo en el contenido de catequinas.
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3.7. VIABILIDAD CELULAR: ACTIVIDAD
LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

La LDH liberada al medio extracelular se incrementa al producirse la incubacion de los
hepatocitos en un medio hiperoxico (68 + 11 U/g de células a T60 frente a 57 + 12
U/g de células a TO, p<0,05), lo que indica una disminucién de la viabilidad celular
en esta situacion. Al afiadir la fraccion polifenélica no se observa efecto a bajas con-
centraciones (5 y 10 pg) en ambos tipos de cerveza, en cambio, si que se produce
efecto protector a partir de 20 pg Unicamente en la cerveza rubia, disminuyendo la
LDH (57 £ 5 U/g de células, p<0,005), y a partir de 40 pg en ambos tipos de cerveza
(52 £ 14 U/g de células al afadir 80 pg en la cerveza negra y 55 + 4 U/g de células
en la cerveza rubia, p<0,005).

Al afiadir al medio de incubacién Adriamicina, disminuye de forma importante la
viabilidad celular, como se demuestra al incrementarse la LDH extracelular (93 U/g de
células, p<0,005). Este efecto se ve contrarrestado por la fraccion 3 de ambos tipos
de cerveza ya desde concentraciones pequefias p<0,005 (figuras 8 y 9), en las que se
puede observar como, efectivamente, cuando en el medio de incubacion estan pre-
sentes los extractos de cerveza, tanto negra como rubia, los valores obtenidos son
igual o inferiores al control T60. Resultados que ponen de manifiesto el papel protec-
tor que ejercen dichos extractos.

Figura 8. Determinacion de la actividad lactato hidrogenasa (LDH) en los hepato-
citos aislados de rata incubados con extracto de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4ml. Los resultados son media + SD

de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 uM y T60 respecto a las diferentes
concentraciones de F3.

## P< 0,005 y #P< 0,5 - Comparando ADR 25 pM respecto a ADR 25 puM + diferentes concentraciones de F3. @
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Figura 9. Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) en los he-
patocitos aislados de rata incubados con extractos de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4ml. Los resultados son media + SD de 7 ex-
perimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplicd el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 uM y T60 respecto a las diferentes concen-
traciones de F3.

## P< 0,005 y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 pM respecto a ADR 25 pM + diferentes concentraciones de F3.

3.8. PEROXIDACION LIPIDICA: SUSTANCIAS QUE REACCIONAN
L coN EL Acipo TioBARBITURICO (TBARS)

La incubacion de los hepatocitos en presencia de 05/C05, (95/5, v/v), provoco
un incremento en la peroxidacion lipidica, como lo demuestra el aumento de los
productos que reaccionan con el &cido tiobarbitdrico (TBARS), de 157,16 + 59,06
a 312,27 + 73,63 pmol/g de células, con una significacion de p<0,005 (figuras
10 y 11). Al adicionar la fraccién 3 de la cerveza, tanto rubia como negra, no se
encuentra un efecto protector a concentraciones bajas (5 y 10 pg). Sin embargo,
a la concentracion de 20 pg, ya se produce una proteccion significativa, dismi-
nuyendo la cantidad de TBARS con respecto a la incubacién sin adicionar (232,68
+ 68,66 en la cerveza negra y 226,69 + 31,68 en al cerveza rubia p<0,05), situa-
cién que se ve atn mas favorecida cuando se incrementa el extracto a 40 u 80 pg
en ambos tipos de cerveza (148,12 + 60,83 y 134,35 + 45,18 nmol/g de células,
en la cerveza negra 'y 143,79 + 5,46 y 157,41 + 45,98 nmol/g de células, en la
cerveza rubia respectivamente, p<0,005).
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Figura 10. Determinacion de los productos que reaccionan con el acido tiobarbitd-
rico (TBARS) en los hepatocitos aislados de rata incubados con extrac-
tos de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4ml. Los resultados son media + SD de 7 ex-
perimentos diferentes. Para el célculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes concen-
traciones de F3.

## P< 0,005y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 pM respecto a ADR 25 puM + diferentes concentraciones de F3.

Al afadir Adriamicina, antibidtico de gran poder oxidante, se produce un au-
mento de la peroxidacion lipidica (463,7 + 60,44 umol/g de células, p<0,005)
en los hepatocitos incubados. Este estrés oxidativo se ve contrarrestado por la
adicion de la fraccion polifendlica de la cerveza, ya evidente desde concentra-
ciones pequefias (5 pg) en ambos tipos de cerveza (356,67 + 70,14 mmol/g de
células en la cerveza negra, y 343,35 + 94,73 umol/g de células en la cerveza
rubia, p<0,05), pero que alcanza mayor significacion a medida que se eleva la
concentracion de la fraccion polifendlica afiadida (80 pg) (124,15 + 13,52 en la
cerveza negra y 142,94 + 34,43 en la cerveza rubia, p<0,005).



Figura 11. Determinacion de los productos que reaccionan con el acido tiobarbitd-
rico (TBARS) en los hepatocitos aislados de rata incubados con extrac-
tos de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4ml. Los resultados son media + SD de 7 ex-
perimentos diferentes. Para el célculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes concen-
traciones de F3.

## P< 0,005 y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 pM respecto a ADR 25 pM + diferentes concentraciones de F3.

La disminucion de los TBARS es dosis dependiente en ambos tipos de cerveza, lo
que indica que a medida que aumenta la concentracion del extracto en el medio
de incubacién los niveles de TBARS son inferiores, alcanzando incluso valores
igual a TO (células que no han sido incubadas). Por tanto, se puede afirmar que
los compuestos presentes en dichos extractos estan ejerciendo un efecto protec-
tor ante el dafio inducido por la adriamicina.

(3.9. NIVELES DE ADENOSIN TRIFOSFATO (ATP)]

La formacion de ATP producido en la cadena respiratoria celular disminuye tras la
incubacion y, todavia més tras la adicion de adriamicina (1,89 + 0,61 umol/g de
células en T0, 1,56 + 0,59 umol/g de células a T60 de incubacion, y 1,24 + 0,45
tras afiadir 25 pM de Adriamicina, p<0,05) (figuras 12 y 13).
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Figura 12. Determinacion del adenosin trifosfato (ATP) en los hepatocitos aislados
de rata incubados con extractos de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4ml. Los resultados son media + SD de 7 ex-
perimentos diferentes. Para el célculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 UM y T60 respecto a las diferentes concen-
traciones de F3.

## P< 0,005 y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 uM respecto a ADR 25 pM + diferentes concentraciones de F3.

Esta concentracion de ATP se incrementa cuando en el medio de incubacion
esta presente la fraccion 3 del extracto de cerveza, si bien no de forma sig-
nificativa probablemente por la gran dispersion de los resultados. Sin embar-
go, si se observa una significacion estadistica al contrarrestar el efecto de la
adriamicina por parte de la cerveza negra, ya que los extractos a partir de 10
Mg incrementan el contenido de ATP de forma significativa (1,96 + 0,35
pumol/g de células, p<0,005). Esta situacion se mantiene en concentraciones
superiores del extracto si bien la significancia es menor, p<0,05, por la dis-
persion de los resultados.



Figura 13. Determinacion del adenosin trifosfato (ATP) en los hepatocitos aislados
de rata incubados con extractos de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4ml. Los resultados son media + SD de 7 ex-
perimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 uM y T60 respecto a las diferentes concen-
traciones de F3.

## P< 0,005 y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 uM respecto a ADR 25 pM + diferentes concentraciones de F3.

(3.10. DaNo A PROTEINAS: GRUPOS CARBONILO)

La medicion de los grupos carbonilo como dafio oxidativo a proteinas nos de-
muestra que no existe una lesion tras incubar las células hepaticas con ex-
tracto, por cuanto no se modifican los niveles. Sin embargo, al afiadir adria-
micina si que se produce un incremento de los mismos, indicativo de lesion
proteica (180,41 + 40,85 nmol/g de células, frente a 146,15 + 50,12 nmol/g
de células a T60) (figuras 14 y 15).



Figura 14. Determinacion de los grupos carbonilo de las proteinas en los hepatoci-
tos aislados de rata incubados con extractos de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4ml. Los resultados son media + SD de 7 ex-
perimentos diferentes. Para el célculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 UM y T60 respecto a las diferentes concen-
traciones de F3.

## P< 0,005 y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 uM respecto a ADR 25 pM + diferentes concentraciones de F3.

Al adicionar los extractos de cerveza al medio donde esta presente la adriamicina se
puede observar un efecto protector frente a esta lesion, ya que disminuye la concen-
tracion de estos grupos carbonilo, quedando al mismo nivel practicamente al previo a
la adicion de la adriamicina (140,78 + 15,01 nmol/g de células a los 40 pg de cerveza
negra, y 125,1 + 18,93, y 121,63 £ 29,09 a los 40 pg y 80 pg respectivamente de la
cerveza rubia).

Figura 15. Determinacion de los grupos carbonilo de las proteinas en los hepatoci-
tos aislados de rata incubados con extractos de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4ml. Los resultados son media + SD de
7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplicé el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes con- @
centraciones de F3.

## P< 0,005 y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 uM respecto a ADR 25 pM + diferentes concentraciones de F3.



-

Ak

)

3.11. ReSERVA DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE:
NIVELES DE GLUTATION REDUCIDO

La cuantificacion del glutation reducido celular nos indica la reserva de la capacidad
antioxidante. Esta capacidad antioxidativa celular l6gicamente se ve disminuida tras
la incubacion de los hepatocitos en un medio hiperoxico (1,39 + 0,37 pmol/g de cé-
lulas a los 60 minutos, frente a 1,68 + 0,32 umol/g de células en el momento ini-
cial), situacion que se ve ain mas comprometida al afiadir otro factor prooxidante, la
adriamicina (1,12 + 0,35 umol/g de células, p<0,05) frente a la situacion basal.

Al afadir los extractos de cerveza no encontramos un factor protector, en el sen-
tido de que no se incrementa el GSH al aportar las diferentes concentraciones de la
fraccion polifendlica de la cerveza rubia o negra (figuras 16 y 17). Sin embargo, la
cerveza rubia, parece que tiene un cierto efecto protector frente a la capacidad oxi-
dativa de la adriamicina, por cuanto el contenido de GSH aumenta al afiadir 10 pg
(1,47 £ 0,26 nmol/g de células) 0 20 pg (1,49 + 0,35 pmol/g de células), p<0,05, de
la fraccion 3 a los hepatocitos adicionados con adriamicina. A concentraciones supe-
riores no se detectd significacion estadistica.

Figura 16. Determinacion del nivel de glutation (GSH) en los hepatocitos aislados
de rata incubados con extractos de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4ml. Los resultados son media + SD de 7 expe-
rimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t'Student.

** P< 0,005 y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 uM y T60 respecto a las diferentes concen-
traciones de F3.

## P< 0,005 y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 uM respecto a ADR 25 pM + diferentes concentraciones de F3.

[50)



Figura 17. Determinacion del nivel de glutation (GSH) en los hepatocitos aislados
de rata incubados con extractos de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4ml. Los resultados son media + SD de 7 ex-
perimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplicé el test de la t'Student.

** P< 0,005y * P< 0,05 - Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes concen-
traciones de F3.

## P< 0,005 y # P< 0,5 - Comparando ADR 25 uM respecto a ADR 25 pM + diferentes concentraciones de F3.

A modo de resumen de estos resultados, se puede decir que los extractos de cerveza
utilizados (F3) aumentan la viabilidad celular (LDH), disminuyen la peroxidacion
lipidica (TBARS), aumentan los niveles de ATP, reducen la formacion de grupos car-
bonilo, y finalmente aumentan o mantienen los niveles de GSH. Todos estos paréa-
metros ponen de manifiesto el poder antioxidante que presenta la F3 y, por tanto,
protector ante el estrés oxidativo inducido por el antibiético antitumoral adriamici-
na. La adriamicina, como hemos dicho previamente, es un antibidtico que se utiliza
en el tratamiento del cancer, y sus efectos secundarios son debidos, en parte, a la
generacion de especies oxigénicas reactivas formadas en el proceso de metaboliza-
cién de dicho antibidtico. Ambos tipos de cerveza presentaron efectos similares, tal
y como se esperaba atendiendo a la similitud de composicion fendlica de las F3 de
ambos grupos de cervezas. Por tanto, los extractos de cerveza redujeron los efectos
secundarios del citado antibidtico (en experimentacion animal). Estos resultados
apuntan hacia el hecho de que un consumo moderado de cerveza podria tener cier-
tos efectos positivos para la salud, ya que aportaria compuestos con actividad an-
tioxidante protectora.
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CONCLUSIONES

Resumen de los resultados obtenidos:

La cerveza es un producto con una capacidad antioxidante global significativa,
con valores similares a otras bebidas alcohdlicas como los vinos, o analcohdlicas
como mostos, néctares 0 zumos.

La actividad antioxidante es independiente, en principio, del tipo de cerveza.
Cervezas rubias, negras y sin alcohol presentan valores similares, con mayor va-
riabilidad intra-grupo que inter-grupo.

En general, la dotacién fendlica, tanto global como pormenorizada, de las cer-
vezas es similar, aunque las cervezas negras presentaron contenidos algo mayo-
res.

Las proantocianidinas parecen ser la familia fenolica méas correlacionada con la
capacidad antioxidante de las cervezas.

Los compuestos aislados de las cervezas, esencialmente derivados flavan-3ol,
(F3) han actuado aumentando la viabilidad celular (LDH), disminuyendo la pe-
roxidacion lipidica (TBARS), aumentando los niveles de ATP, reduciendo la for-
macion de grupos carbonilo, y finalmente aumentando o mantieniendo los nive-
les de GSH de hepatocitos aislados de rata y sometidos a la accién de un anti-
bidtico antitumoral. Todos estos resultados ponen de manifiesto el poder antio-
xidante, y por tanto protector, ante el estrés oxidativo inducido por el antibio-
tico antitumoral adriamicina.

De nuevo, los distintos tipos de cerveza presentaron efectos similares.
Queda aun por identificar la naturaleza de los polimeros de alto peso molecular

que parecen ejercer un papel importante en el efecto protector global de la cer-
veza.
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