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RESUMEN

El trabajo tuvo como objetivos conocer las caracteristicas fisicoquimicas del fruto toronche
(Vasconcellea Stipulata) y determinar el mejor tratamiento de la Cerveza Artesanal tipo Golden
Ale utilizando diferentes niveles de (0, 0.5, 1.0, y 1.5 g) de la enzima proteolitica del toronche
mismos que fueron realizados en los laboratorios de procesamiento de Alimentos, Bromatologia,
Ciencias Bioldgicas y Calidad de Agua de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Para
la caracterizacion fisicoquimica del fruto toronche se aplicd una estadistica descriptiva donde se
analiz6 humedad, ceniza, proteina, grasa, fibra, carbohidratos, pH, Acidez y Solidos solubles
mientras que para la evaluacion fisicoquimica y microbiolégica de la cerveza se utiliz6 4
repeticiones por tratamiento bajo un Disefio Completamente al Azar con separacion de medias
por Tukey (P<0,05) mediante el software estadistico Infostat, siendo el tamafio de la unidad
experimental de 1250 ml de cerveza y para la evaluacion sensorial se utilizd la prueba de
ordenamiento o Rating Test mediante una escala heddnica verbal de cinco puntos a evaluadores
no entrenados. Los mejores resultados fisicoquimicos se obtuvieron al aplicar 1,5 g de enzima
tanto para turbidez permanente con 8,08 NTU como para turbidez fria con 38,3 NTU. En el
analisis microbiolégico de anaerobios meséfilos, mohos y levaduras de la cerveza no existio
diferencias significativas entre los tratamientos. Finalmente, el mejor beneficio econémico se
obtuvo con el tratamiento 1 (0,5 g) con un costo de produccién de $1,52. Se concluye que, el
Tratamiento 3 con 1,5 g responde a las mejores caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales
considerandose asi el mejor tratamiento ya que a pesar de no tener el mejor beneficio econémico
este varia apenas con $0,02 en relacion al mejor tratamiento. Se recomienda realizar mas

investigaciones sobre del fruto toronche y de la capacidad enzimatica de su latex.

Palabras clave: <FRUTO TORONCHE

0094-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The objectives of this research work were to know the physicochemical characteristics of the
toronche fruit (Vasconcellea Stipulata) and to determine the best treatment of the Golden Ale
Craft Beer using different levels (0, 0.5, 1.0, and 1.5 g) of the proteolytic enzyme of toronche,
which were carried out in the laboratories of Food Processing, Bromatology, Biological Sciences
and Water Quality of the Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (Chimborazo Superior
Polytechnic School). For the physicochemical characterization of the toronche fruit, descriptive
statistics were applied to analyze moisture, ash, protein, fat, fiber, carbohydrates, pH, acidity and
soluble solids, while for the physicochemical and microbiological evaluation of the beer, 4
replicates per treatment were used under a completely randomized design with Tukey separation
of means (P<0, 05) using Infostat statistical software, with an experimental unit size of 1250 ml
of beer, and for the sensory evaluation, the Rating Test was used using a five-point verbal hedonic
scale for untrained evaluators. The best physicochemical results were obtained when applying 1.5
g of enzyme for both permanent turbidity with 8.08 NTU and cold turbidity with 38.3 NTU. In
the microbiological analysis of mesophilic anaerobes, molds and yeasts in beer, there were no
significant differences between treatments. Finally, the best economic benefit was obtained with
treatment 1 (0.5 g) with a production cost of $1.52. It is concluded that treatment 3 with 1.5 g has
the best physicochemical and sensory characteristics and is considered the best treatment because,
although it does not have the best economic benefit, it varies only $0.02 in relation to the best
treatment. Further research on the toronche fruit and the enzymatic capacity of its latex is

recommended.

Keywords: <TORONCHE FRUIT (Vasconcellea Stipulata)>, <PROTEOLITE ENZYMES>,
<HANDCRAFTED BEER>, <TURBIDITY>.

0094-DBRA-UPT-2023
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INTRODUCCION

El suelo ecuatoriano es una fuente de grandes cantidades de frutas que poseen propiedades
nutritivas y funcionales de gran importancia, sin embargo, algunos de estas no se han descubierto
y por consecuente no han sido utilizados en la industria e introducidos en el mercado tal es el caso
del fruto toronche (Vasconcellea stipulata) que al pertenecer a la familia de las Caricaceae es una

buena fuente de enzimas proteoliticas (Espinosa, 2014 citado en Moreano, 2019, p. 31).

(Glibota at el, 2000 citados en Sinche, 2009, p. 37) mencionan que las enzimas proteoliticas en la actualidad
son utilizadas en la industria de los farmacos, lactea, carnica, cervecera, etc. Las cervecerias
artesanales han adoptado por el uso de estas enzimas en procesos como germinacién o malteado,

macerado, coccidn, y principalmente para la mitigacion de turbidez (Saurina, 2015, pp. 24-47).

(Hornsey, 2003 citado en Ferreyra, 2014, p. 34) establecioé que “Las proteinas que sobreviven en la cerveza
pueden reaccionar en el almacenamiento con polifenoles dando turbidez que acortara el tiempo
de conservacion”. Tanto la Hordeina como la albumina, proteinas presentes en la cebada son las
que mas influyen en la turbidez de la cerveza (Suarez, 2013, p. 30). Al aplicar las enzimas proteoliticas
se reduce el tamafio del polipéptido evitando que alcance tamarfios facilmente visibles y asi evitar
enturbiamiento en la cerveza. Las enzimas principalmente usadas han sido la papaina, pepsina,

ficina, bromelaina y proteasas bacterianas (Carbonero, 1975, p. 201).

La investigacion busca nuevas alternativas de produccién agroindustrial que aporten a la
economia del pais mediante el aprovechamiento de la gran actividad catalitica de enzimas
proteoliticas usandolas como alternativa para clarificaciéon de cerveza artesanal y aprovechar la

obtencion de las mismas en frutas muy poco conocidas y ofrecer un valor agregado en el mercado.

Por lo expuesto anteriormente se plante6 los siguientes objetivos:

Caracterizar la fruta toronche (Vasconcellea stipulata).
Determinar el mejor tratamiento de la cerveza artesanal utilizando diferentes niveles (0,
0.5, 1.0, y 1.5 g) de la enzima proteolitica del toronche.

Establecer costos de produccion.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1, Toronche

El toronche es una fruta de la familia Caricaceae perteneciente al género Vasconcellea originaria
de las provincias del Oro, Loja y Azuay, con mayor produccion en la comuna Cochecorral con
alrededor de 1700 hectéreas de plantaciones con la finalidad de mejorar el fruto e incentivar su

produccion e industrializacion en otras provincias (Gonzaga, 2005 citado en Fernéndez, 2013, p. 24).

El Fruto toronche o también conocido como siglalon silvestre con nombre cientifico
(Vasconcellea Stipulata) o (Carica Stipulata) se produce a una altura entre 1.600 y 2.450 msnm
y se localiza en su mayor parte en el centro-sur del Ecuador especificamente en la provincia de

Loja y Azuay (Badillo,1971 citado por Scheldeman, 2002, p. 67).

(Reinoso, 2016, p. 27) indica que el toronche crece en un climas Tropicales, en lugares himedos o
también en zonas subtropicales y regiones templadas. La temperatura promedio de las zonas en

donde se acostumbra a cultivar el toronche entre temperaturas de 15 y 20°C entre dia y noche
(Camacho, 1982 citado en Fernandez, 2013, p. 32).

El Fruto toronche es una baya de forma alargada con secciones pentagonales con
aproximadamente 6 cm de ancho por 20 cm de largo y pesa alrededor de los 40-150 g. Cuando el
fruto se esta desarrollando la cascara es de verde oscuro y cuando alcanza su punto 6ptimo de
madurez es de color amarillo. La pulpa es refrescante y presenta un color cremoso con sabor

ligeramente acido y poco dulce teniendo semejanza a frutas como la pifia, la fresa y la naranja
(Patifio, 2016 citado en Moreano, 2019, p. 26).

1.1.1. Propiedades nutricionales del toronche

De acuerdo a (Garcia - Barriga, 1959 citado por Chalaco, 2021, pp. 24-28) el fruto toronche en estado maduro
presenta un 93,5% de agua; 0,7% de proteina; 3,9% de Carbohidratos; 1,2 % de fibra; 0,1 % de
grasa y 0,6 % de ceniza. Dentro del contenido de fibra se encuentra aproximadamente 0,70% de
fibra insoluble y 0,38% de fibra soluble. La cantidad de minerales presentes es de 21,3 mg, dentro
de los cuales se encuentran el calcio con 10 mg; el fésforo con 11 mg y el hierro con 0,3mg. Este

fruto es rico en vitamina A, tiamina, Niacina y Vitamina C.
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(Vifiamahua M. y Sanchez R., 2005, p.47) Indica que del fruto toronche maduro tiene un tamafio de 10
cm de largo y 4,5 cm de ancho. Dentro de las propiedades fisicoquimicas presenta 0,42 % de
acidez; pH de 4,4y 9,6 °Brix.

1.1.2. Latex del fruto toronche

El latex de las Vasconcelleas de altura es un liquido lechoso de color blanquecino que se encuentra
en hojas, tallo y frutos rica en enzimas proteoliticas tales como la papaina, cuyo grado de pureza
y concentracion son determinadas por la presencia de bencilglucosinolato, ademas de esa enzima
se encuentran otras de gran importancia como la quimopapaina, la pectina estearasa, invertasa y

peroxidasa (Marcillo, 2005 citado en Fernandez, 2013, p. 30).

(Scheldeman et, 2003 citado en Sinche, 2009, p. 40) establece que la actividad proteolitica en el latex seco
del fruto toronche (V. Stipulata) es de 129,4 mU BApNA/mg el cual es muy mayor a comparacion
con el latex de la papaya (Carica Papaya) con 10,4 mU BApNA/mg superando incluso a la
actividad proteolitica de otros latex provenientes de diferentes frutos del género Vasconcellea
como el Babaco (V. x heilbornii), Chrysopetala (V. x heilbornii), V. cundinamarcensis y V.
Monoica con valores de 38,1; 127,6; 57,0 y 55,1 mU BApNA/mg respectivamente.

1.2. Enzimas

(Bermudez F. y Lipe R., 2005, pp. 34-35) definen a las enzimas quimicamente como proteinas y actdan
como biocatalizadores muy potentes y eficaces sobre pequefias cantidades y se recuperan

indefinidamente acelerando reacciones quimicas para hacerlas instantaneas o casi instantaneas.

Las enzimas se clasifican en seis grandes clases de acuerdo con el tipo de reaccion que catalizan:
Oxidorreductasas, Transferasas, Hidrolasas, Liasas, Isomerasas, Ligasas. Las Hidrolasas obtienen
monomeros a partir de Polimeros mediante la canalizacion de hidrolisis. Ejemplos. Glucosidasas,

Lipasas, Esterasas y Proteasas (Badui, 2006, pp. 324).

1.2.1. Enzimas proteoliticas

Las enzimas proteasas, proteinasas o mejor conocidas como proteoliticas pertenecen al grupo de
las hidrolasas ya que hidrolizan el enlace peptidico de las proteinas y dan como resultado a
péptidos mas pequefios y aminoacidos libres. En el mercado actualmente existen proteasas
comerciales de origen vegetal, animal y microbianas. La Union Internacional de Bioquimica y

Biologia Molecular (UIBBM) indica que las enzimas proteoliticas reciben el codigo EC 3.4. El
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tres al pertenecer al grupo de las hidrolasas y el nimero cuatro porque catalizan la ruptura de

enlaces peptidicos (Badui, 2006, p. 355).

Segun la ubicacion del sitio activo en el que hidroliza la enzima proteasa, esta se clasifica en dos:
endopeptidasa y exopeptidasa. Las enzimas endopeptidasas se basa en el tipo de residuo del sitio
activo (tipos de cisteina, serina, aspartico y meta) y de acuerdo con su mecanismo catalitico se
clasifican en: Serino proteinasas (EC 3.4.21.n), Cisteino proteinasas (EC 3.4.22.n), Aspartico
proteinasas (EC 3.4.23.n), Metalo proteinasas (EC 3.4.24.n) (Sinche, 2009, pp. 35-36).

Las enzimas Cisteino proteinasas (EC 3.4.22.) Se caracterizan por poseer un grupo Cisteino en su
sitio activo y suelen ser activadas mediante el empleo de agentes reductores, como el acido
cianhidrico (HCN) o la cisteina. Se localizan en las vacuolas y en la pared celular de los vegetales
que y la de estas enzimas presentan una actividad optima a valores &cidos o neutros de pH (Fischer
J, Bec, 2004 citado en Grudkowska M. and Zagdanska B., 2004, p. 2). En la catélisis de las proteasas del tipo
Cisteino se involucra un grupo llamado Tiol, el cual es residuo de la cisteina y el pH éptimo que
requiere para su activacion es de 3 a 7. Dentro de este grupo se encuentra presente la papaina,

enzima que se obtiene de la fruta Carica papaya (Jacome, 2015, p. 36).

Este tipo de enzimas se encuentran en las plantas de frutos pertenecientes a las familias de las
Caricaceae y Bromeliaceae; las cuales son de gran importancia industrial como la papaina, la
guimopapaina, bromelina y la ficina (Reinoso, 2016, p. 23). Actualmente, se han establecido las

secuencias de aminoacidos de mas de 50 proteinasas vegetales similares a la papaina (Grudkowska
M. and Zagdanska B., 2004, p. 2).

Las enzimas proteoliticas han sido empleadas en procesos agroindustriales como en industria
cervecera con la finalidad de solubilizar las proteinas de la cebada liberando péptidos y
aminoécidos libres suministrando nitrégeno. Ademas, son usadas para evitar el enturbiamiento en
frio mediante la hidrolisis de los componentes proteicos evitando que exista la formacién del

precipitado de proteinas-polifenoles (Bhaskar Sy Totaram R, 2010).

Para la precipitacion y purificacion de enzimas proteoliticas se emplea sales las cuales segln
(Harris y Angal, 1995 citado en Rojas, 2009, pp. 19-20) estabilizan las proteinas contra la desnaturalizacion,
protedlisis y la contaminacion bacteriana facilitando la separacién de las mismas. La mejor sal

para precipitar proteinas es el sulfato de amonio (NH4)2SO4.

1.2.2. Enzimas proteoliticas del fruto toronche



(Kyndt et al., 2007 citado en Hernandez, 2009, pp. 75-76) mostraron que el latex del toronche (Vasconcellea
Stipulata) posee caracteristicas tipicas de las proteasas cisteinicas (papain-like) y mediante un
analisis fitogenético indicd que existen en esta especie varias proteasas homologas a la papaina y
otras a la quimopapaina. Por otra parte, (Scheldeman, 2002, p. 25) en sus estudios con especies
del género Vasconcellea demostré que el latex de la especie Vasconcellea stipulata (toronche)
tiene una actividad proteolitica de 17 veces mas que el latex de la papaya (Carica Papaya). Sin
embargo, no existe mayor investigacion que caracterice a las enzimas proteoliticas presentes en

este fruto.

(Vifiamahua M. y Sanchez R., 2005, p. 63) al realizar un secado por liofilizado del latex afirmo que la
actividad enzimatica de la Vasconcellea stipulata obtuvo un valor de 61281,00 USP/mg. Este
resultado fue mucho mayor en comparacion a la actividad enzimética de la papaina extraida de la
carica papaya con 33766,12 USP/mg y a las enzimas de otras frutas de mismo género de las
Vasconcellea.

1.3. Cerveza

Por otra parte, el (NTE INEN 2262:2013) denomina a la cerveza como una bebida producto de un
proceso de fermentacién natural con bajo grado de alcohol donde se usa levadura cervecera
proveniente de un cultivo puro en un mosto obtenido a partir de agua de caracteristicas
fisicoquimicas y bacterioldgicas apropiadas, cebada malteada sola 0 mezclada con adjuntos, con

adicion de lupulo y/o sus derivados.

1.3.1. Tipos de cerveza de acuerdo a su produccion

1.3.1.1. Cerveza industrial

La produccién de la cerveza industrial usa formulaciones simples y que su proceso sea econémico
por tal motivo utilizan maquinaria de gran capacidad con la finalidad de producir grandes
cantidades de cerveza en el menor tiempo posible. Ademas, en algunos casos se afiaden aditivos
y coadyuvantes que optimicen los procesos de produccion y estos se incorporan ya sea en mosto

o0 después de la filtracion (Tint6, F. Sanchez, J.M. Vidal, P. Vijan, 2004 citado en Martinez, 2015, p. 12).

Al realizarse en estas condiciones la cerveza industrial posee caracteristicas que la distinguen las
cuales son: tener poco sabor, es consumida a temperaturas bajas y por lo general es producida por

empresas multinacionales (Webb y Beaumont, 2013 citado en Llanos, 2020, p. 14)



1.3.1.2. Cerveza artesanal

La cerveza artesanal es un producto fermentado fabricado por artesanos donde la practica y el
conocimiento del artesano son importantes en el proceso de elaboracion (Gémez, 2014). La
Asociacion Espafiola de Cerveceros Artesanos Independientes (AECAI) indica que cerveza
artesanal ofrece calidad, diversidad y atencion personal que destaca por su sabor, olor, textura y
color destacado por sus bajos precios sin restriccion en sabores y publicidad. La produccion de
los cerveceros artesanos no supera los 5.000.000 litros anuales (Ibericas, 2021).

(Martinez, 2015, p. 13) sefiala que en el procesamiento de la cerveza artesanal se produce una segunda
fermentacion en botella donde la levadura presente aprovecha parte de los sélidos restantes para
fermentar consiguiendo dar a la cerveza de gas carbdnico y etanol lo que ocasiona cervezas mas

fuertes, con mejor espuma y con mayor porcentaje alcohdlico que las cervezas industriales.

1.3.2. Tipos de cerveza segun su tipo de fermentacion

1.3.2.1. Cervezas de fermentacion baja.

Las cervezas de fermentacion baja son conocidas como cervezas lager fermentada con una
levadura que se activa a bajas temperaturas en la parte baja del fermentador a la cual se la hace
madurar a 0°C por un tiempo de 2 a 6 meses (Peralta, 2013, p. 20). Dentro de las cervezas de
fermentacidn baja se encuentras algunas como: Cerveza Pilsen, Cerveza Dortmund, Munich, y

Weiss (Okafor, 2007, p. 258).

Ademas, (BEQBE, 2015 citado por (Alburqueque et al., 2018, p. 37) indica que para la obtencion de cervezas

tipo lager se realiza a condiciones entre 6 y 10° C con una fermentacion de 8 a 10 dias.

1.3.2.2. Cervezas de fermentacion alta.

Las cervezas de fermentacion alta son conocidas como cervezas tipo Ale donde se utilizan
levaduras de fermentacion alta las cuales se caracterizan por ser palidas u obscuras, algunas son
de mucho o poco cuerpo; de alta o baja graduacién alcohdlica y mas o menos amargas.

Dependiendo del tipo de malta y lGpulo utilizado (Peralta, 2013).

Las cervezas de alta fermentacion se elaboran con cepas de Saccharomyces cerevisiae. y se

clasifican en: Ale, Porter y Stout (Okafor, 2007, p. 259). La fermentacion alta tiene una duracién de 4



a 6 dias a temperaturas entre 18 y 25° obteniendo asi cervezas tipo Ale (BEQBE, 2015 citado por
(Heeddy Alburqueque et al., 2018, p. 37).

La cerveza tipo Ale es una cerveza palida con un contenido alcohdlico de 4.0 a 8.0%. Tiene un
alto amargor debido a que se usa gran cantidad de lapulos las cuales se agregan durante o en
algunos casos después de la fermentacidn y ademas tiene un sabor &cido fuerte y un aroma a vino

debido a su alto contenido en ésteres (Okafor, 2007, p. 259).

1.3.3. Materia Prima de la cerveza artesanal

La cebada (Hordeum vulgare): es una planta de la familia de las gramineas cuyo grano es el mas
utilizado en la elaboracion de cerveza debido a su alto contenido de almidén y a las proteinas

suficientes necesarios para el crecimiento de la levadura (Vogel, 2003 citado en Verdd, 2004, p. 26)

La cebada malteada: seglin las Normas Técnicas Ecuatorianas (NTE INEN 2262:2013) la define como
un producto que se obtiene del grano de cebada después de un proceso controlado de germinacion,
secado y tostado para luego ser usado en la elaboracién de cerveza.

Agua: Una cantidad de agua estimada es usada en la cerveza y otra es utilizada en la limpieza de
materiales y equipos. Segun (Saurina, 2015, p. 24) indica que las fabricas de cerveza usan agua
potable en un promedio que varia de entre 4 a 6 hl por cada hl de cerveza cuyo pH debe oscilar

entre 6,5y 8,5 con una dureza total entre el rango150 y 500 ppm de CaCO3.

Lapulo: La (NTE INEN 2262:2013) define al lipulo como un producto que se obtiene en forma
natural o en forma de extracto de la planta Humulus lupulus, el cual es el responsable de dar

amargor y aroma de la cerveza.

Levaduras: Son hongos microscépicos que mediante el desdoblamiento de los azlcares
procedentes de la malta producen alcohol y CO2. El proceso de fermentacion alcohdlica siempre
se producird en ausencia de oxigeno. La Saccharomyces cerevisiae tiene una temperatura de
crecimiento optimo que oscila en un rango templado de 15 °C a 22 °C. Esta levadura es la méas
utilizada en la fabricacion de cerveza. Por el contrario, la Saccharomyces pastorianus. es un
hibrido proveniente de la Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus cuyo proceso de

fermentacion se puede dar al someter a esta levadura a los 9 °C aproximadamente (Verdd, 2004, pp.
27-28).

Adjuntos Cerveceros: (NTE INEN 2262:2013) define a los adjuntos cerveceros como ingredientes



malteados 0 no malteados que pueden ser crudos y modificados como jarabes o azucares

obtenidos a partir de una fuente de almidén y que se afiaden sustituyendo parcialmente a la malta.

1.3.4. Caracteristicas fisicoquimicas de la Cerveza Artesanal Golden Ale

Segun la (NTE INEN 2262:2013) los requisitos fisicoquimicos que debe cumplir una cerveza son el
contenido alcohdlico con un rango de 1,0 a 10,0 % (v/v); acidez total expresado como &cido
lactico con un méximo de 0,3 % (m/m); Carbonatacion con valores de 2,2 a 3,5 volimenes de

CO2 y pH con valores que oscilen entre 3,5y 4,8.

Segun el Programa de Certificacion de Jueces de Cerveza (BJCP, 2015, p. 52) en la guia de estilos de
cerveza artesanal indica que la Golden Ale es un tipo de cerveza Americana Rubia (Blonde Ale)
facil de beber, bien balanceada y limpia. No presenta sabores agresivos ya que esta orientada a la
malta, con notas frutales. Presenta un color de amarillento a dorado profundo. Este tipo de cerveza
debe cumplir con un amargor de 15-28 IBUs, con color de 3-6 SRM, una densidad inicial del
mosto de OG: 1.038-1.054 g/cm?, una densidad final del producto fermentado con FG: 1.008-
1.013 G/cm?®y un contenido de alcohol ABV de 3,8%-5,5%.

(Alvarez, 2020, p. 65) en su proyecto de investigacion realizd el andlisis de los parametros
fisicoguimicos en Cerveza Artesanal Tipo Golden Ale elaborada con cebada y arroz donde
determind 4,26%% (v/v) de alcohol a 20° C, 0,3% de acidez total, expresada como acido lactico
y un pH de 4,32. Sin embargo, (Paredes, 2017, p. 14) en su estudio de mejorar la extraccion de
azUcares y caracteristicas de calidad durante la maceracién en cervezas Golden Ale o Blonde Ale
obtuvo 6,5% de alcohol. (Gonzalez, 2013) realiz6 el tipo de cerveza Golden Ale con malta base y
amaranto donde sefialo que en la cerveza realizada de manera convencional presentd 3 °Brix, una

densidad de 0,859 g/cm?, 0,143 moles de glucosa y un contenido alcohélico de 3,35% de alcohol.

Por otra parte, las caracteristicas fisicoquimicas de otros tipos de cerveza artesanal similares a la
Golden Ale son los expresados por (Guaranda, 2021, p. 46) quien al realizar una investigacion sobre
el efecto floculante del gel de cadillo en una cerveza artesanal tipo Pale Ale obtuvo valores de 5,3
a 5,4% de alcohol, 0,3% de acidez total expresado como &cido lactico, 4,21 a 4,40 de pH y una
turbidez permanente de 27,07 NTU al aplicar 5% de gel de cadillo. Al igual que (Villegas, 2013, p.
68) en su proyecto de reingenieria de una planta de cerveza artesanal obtuvo valores en cerveza
tipo Ale de pH entre 3,58 y 6,00; turbiedad permanente de 1,50 a 5,00 NTU; y 5,50 a 7,50% (v/v)

de alcohol.



1.3.4.1. Densidad

La densidad medida del mosto antes de la fermentacion influye en la cantidad de alcohol que se
desea obtener en la cerveza. Una densidad especifica que oscile entre 1,050 a 1,060 quiere decir
que de acuerdo al grado de amargor expresado en IBU se establece que es una cerveza equilibrada

con cierta maltosidad de masa volumétrica (Alvarez, 2020, p. 45).

Para medir la densidad se requiere conocer los dos términos primordiales, la primera es la masa
volumétrica o también Ilamada densidad absoluta la cual es la masa de la cerveza o el mosto
expresada por unidad de volumen (g/cm?®) y la segunda es la densidad relativa también llamada
densidad especifica la cual es la masa volumétrica del mosto o de la cerveza en comparacion a la
masa volumétrica del agua a las mismas condiciones de temperatura y presion. EI BOE indica el
método adecuado y aprobado para determinar pH es el método potenciométrico y para el analisis

de densidad inicial recomienda el método analitico de densimetria (Alvarez, 2020, p. 45).

1.3.4.2. Turbidez

La turbidez se mide en unidades NTU (Unidad de Turbidez Nefelométrica) o FTU (Unidad
de Turbidez de la Formazina) y se determina de acuerdo con la presencia de particulas en
suspension en el liquido. La cantidad esta influida por el nivel de filtrado al que se ha sometido

la cerveza (Alvarez, 2020, p. 49).
Ademas, (Alvarez, 2020, p. 50) indica que la turbidez se mide en base a los siguientes estandares:
EBC (Convencion Europea de Cerveceria), ASBC (Sociedad Estadounidense de Quimicos

Cerveceros) y FNU (Unidad nefelométrica de Formazina).

Tabla 1-1: Conversion de unidades de medicién de Turbidez.

1 EBC 1 NTU/FNU 1 ASBC
EBC 1 0,25 0,014
NTU/FNU 4 1 0,057,
IASBC 70 17,5 1

Fuente: Hach be Right, 2017.
EBC: Convencion Europea de Cerveceria.
NTU/FNU: Unidad nefelométrica de turbidez/ Unidad nefelométrica de Formazina.

ASBC: Sociedad Estadounidense de Quimicos Cerveceros.

(Wang, Y and Lingzhen Ye, 2021) demostré que la turbidez es una caracteristica indeseable

principalmente en la cerveza artesanal. La turbidez de cerveza se puede dar por dos formas: La

turbidez bioldgica ocasionada por bacterias silvestres o levaduras debido a la falta de higiene
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durante el procesamiento y almacenamiento de la cerveza, pero esto se puede evitar o reducir. Por
el contrario, la turbidez no bioldgica es causada por las sustancias moleculares grandes en la
cerveza, como la dextrina, el B-glucano, las proteinas y los polifenoles, etc. Tan solo 2 mg/l de
proteina es suficiente para producir una turbidez de 1 unidad de EBC en la cerveza. Ademas,
mostro que los tres tipos de proteinas de la cebada que ocasionan turbidez son la Hordeina,
albumina y globulina donde la Hordeina produjo mayor enturbiamiento. La Hordeina, es la
principal proteina que se encuentra presente en la cebada. Las prolinas son los aminoécidos que
derivan de esta proteina. Este aminoacido es el responsable de producir la turbidez, por lo tanto,
para que se forme turbidez debe existir proteinas ricas en prolina, mientras que las proteinas que

carecen de la prolina no forman turbidez (Siebert et al., 1996 citado en Rodriguez, 2003, pp. 30-32).

En el Gréfico 1-1, se muestra que las proteinas poseen un nimero determinado de sitios de unién
a los polifenoles. Se presentan complejos proteina-polifenol grandes si la cantidad de puentes de
unién de polifenoles es igual que la cantidad de sitios de anclaje a las proteinas produciendo
turbidez debido al desarrollo de una red tan grande, correspondiente a particulas coloidales
grandes y méaxima dispersién de luz. Mientras que si existe baja concentracion de proteina no se
formaran los puentes de unién entre las proteinas y polifenoles dando como resultado la
produccién de complejos de menor tamafio y por ende no existira turbidez o sera lo mas minimo

posible (Siebert et al., 1996 citado en Rodriguez, 2003, p. 31).

Concept of Protein-Polyphenol Interactions
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Grafico 1-1: Interaccidn proteina-polifenol

Fuente: (Siebert,1999 citando en (Rodriguez, 2003, pp. 30-32)

En el Gréafico 2-1 se observa la relacién entre la concentracién proteina-polifenol para la
formacion de turbidez donde muestra que, si existe una mayor concentracion de proteina, esta
interactuara con los polifenoles incrementando la turbidez, si existe carencia de concentracion

proteina no existird una interaccion alta con los polifenoles y por ende la turbidez sera baja (Siebert
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et al., 1996 citado en Rodriguez, 2003, p. 32).
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Grafico 2-1: Relacion concentraciones de proteina y polifenol para formar turbidez.

Fuente: Siebert,1999 citando en Rodriguez, 2003, pp. 30-32

Segun (Meilgaard, 1977 citado en Rodriguez, 2003, p. 32) el promedio de Turbidez de cerveza es de 20
(FTU) y ademas indica que puede oscilar entre 10 y 50 FTU, o también expresado como un valor
menor a 0,5 ° EBC en el producto terminado.

Para determinar turbidez hay que considerar dos parametros importantes:

e Turbidez permanente:

Es la temperatura que presenta la cerveza al someterla a temperatura ambiente a 20 °C. Este tipo
de turbidez desaparece al someter a la cerveza a 70°C, pero reaparece cuando baja de esa
temperatura (Alvarez, 2020, p. 65). Las particulas que existen en la cerveza con turbidez permanente

tienen un tamafio que oscilaban entre 1 a 10 um de diametro (Wang, Y and Lingzhen Ye, 2021).

En el estudio de (Cortés, 2017, p. 44) se demostré que la turbidez permanente de una cerveza artesanal
tipo Golden Ale fue de 24,85 NTU. Por el contrario, la Organizacion (HACH, 2017), reporta que
una cerveza industrial Amber Ale tiene una turbidez Permanente de 2,55 NTU. (Posada, 1995 citado
en Cortés, 2017, p. 44) sefiala que para cervezas industriales la turbidez permanente debe estar por
debajo de los 2 NTU;

La turbidez en cervezas artesanales es mas elevada segun lo mencionado por (Martinez, 2015, p. 13)
donde sefiala que al ser cervezas elaboradas artesanalmente no se aplica ningun sistema de filtro

mecanico con la finalidad de producir cervezas mas cristalinas en comparacion con las cervezas
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industriales donde estas sufren un proceso de filtrado quimico y mecéanico eliminando la mayor

parte de levadura y particulas en suspension, originando cervezas mas claras.

e Turbidez fria;

Es la temperatura a la cual la muestra se encuentra en temperatura de 0° C o inferior (Alvarez, 2020,

p. 65). Por el contrario, el tamafio de las particulas de la turbidez en frio estan entre 0,1 y 1,0 um
de didmetro. Este tipo de turbidez se vuelve a disolver cuando la cerveza se calienta a 20 °C o

MAs (Wang, Y and Lingzhen Ye, 2021).

(Smith, 2018) En su investigacién donde analizo6 la influencia de la concentracion de la enzima
bromelina en la clarificacion de cerveza artesanal tipo Pale Ale en cantidades de 0,89 ¢g; 1,33 gy
1,77 g donde obtuvo valores de 49,82, 45,31 y 44,77 NTU respectivamente (Mendoza, 2021, p. 39).

La Turbidez fria es facil de eliminar o reducir cuando la cerveza se somete a temperaturas altas
produciendo la ruptura de los enlaces de hidrogeno entre los polimeros de proteina-polifenol
disolviendo la turbidez de forma parcial o totalmente. Cuando los polimeros de proteina-polifenol

terminan de romperse la turbidez se vuelve permanente (Wang, Y and Lingzhen Ye, 2021)

Tabla 2-1: Muestras de cerveza y su nivel de turbidez.

Muestra de cerveza Turbidez total Turbidez Permanente Turbidez fria

Pilsen 13,5NTU 5,48 NTU 8,02 NTU
Amber Ale 59,3 NTU 2,55 NTU 56,8 NTU
Porter 84,1 NTU 8,04 NTU 76,1 NTU
Stout 31,9 NTU 141 NTU 17,8 NTU

Fuente: Hach be Right, 2017.
NTU: Unidad nefelométrica de turbidez/ Unidad nefelométrica de Formazina.

En la siguiente tabla se indica el grado de turbidez correspondiente con las escalas EBC, ASBC
y NTU.
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Tabla 3-1: Grado de turbidez segun escalas.

GRADO EBC ASBC FNU/NTU

BRILLANTE 0,0a0,5 0,0a345 00a20
CASI BRILLANTE 05a1,0 34,5 a69 2,0a4,0
MUY LIGERAMENTE TURBIO 1,0a2,0 69 a 138 4,0-8,0
LIGERAMENTE TURBIO 2,0a4,0 138 a276 8,0 a16,0
TURBIO 4,0a80 276 a 552 16,0a32,0
MUY TURBIO >8,0 > 552 >32,0

Fuente: ASBC (American Society of Brewing Chemists).

Realizado por: Alvarez, 2020, p. 50.

EBC: Convencién Europea de Cerveceria.

NTU/FNU: Unidad nefelométrica de turbidez/ Unidad nefelométrica de Formazina.

ASBC: Sociedad Estadounidense de Quimicos Cerveceros.

Normalmente las cervezas artesanales tienen una turbidez mayor que las industriales. Esto se debe
a que la aplicacion de las distintas técnicas de filtrado es menor o menos eficiente que en

cerveceria industrial.

La Turbidez fria es facil de eliminar o reducir cuando la cerveza se somete a temperaturas altas
produciendo la ruptura de los enlaces de hidrégeno entre los polimeros de proteina-polifenol
disolviendo la turbidez de forma parcial o totalmente. Cuando los polimeros de proteina-polifenol

terminan de romperse la turbidez se vuelve permanente (Wang, Y and Lingzhen Ye, 2021).

1.3.5.  Caracteristicas microbioldgicas de la cerveza

En cuanto a los requisitos microbioldgicos segun la (NTE INEN 2262:2013) una cerveza pasteurizada
debe cumplir con un maximo de 10 UFC/cm?®de Microorganismos Anaerobios mesoéfilos y con
un maximo 10 UP/cm®de Mohos y levaduras. Por otra parte, la norma técnica nicaragiiense (NTON
03:038-06) establece que la cerveza pasteurizada o0 no debe tener un recuento maximo de 100

ufc/cm? de mesofilos anaerobios y 20 ufc/cm?® de mohos y levaduras.

(Guaranda, 2021, p. 48) en su estudio realiz6 el conteo de microorganismos anaerobios mesofilos, de
mohos y levaduras en cerveza Tipo Pale Ale clarificada con gel de cadillo donde obtuvo valores
de 5 a 9 ufc/cm®de anaerobios meséfilos y de 25 a 46 ufc/cm?. (Alvarez, 2020, p. 66) €n Su proyecto
de investigacion realiz6 el analisis de los parametros microbiolégicos en Cerveza Artesanal Tipo
Golden Ale elaborada con cebada y arroz donde cuantificé 1.1x10° ufc/cm? de microorganismos

anaerobios y <1,0 ufc/cm® de Mohos y Levaduras.
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1.4, Clarificacion de cerveza

1.4.1. Clarificacién industrial

(Hough, 1990, pp. 167-168) indica que en la industria cervecera se utiliza hoy en dia un sin nimero de
filtros de diversos materiales con la finalidad de eliminar residuos floculantes e incluso para
garantizar la eliminacion microbiana. Entre los cuales tenemos a los siguientes: Filtro de

membrana, Fibras de celulosa, Laminas filtrantes, Tierra de diatomeas o kieselgur, etc.

1.4.2. Clarificacién artesanal

En la clarificacion de la cerveza se somete a filtrado con la finalidad de obtener el maximo
extracto de azUcares posibles y ademéas obtener la minima turbidez posible. El filtrado se da
mediante el uso de telas o filtros de nylon y se lo realiza de manera repetitivo y constante. El
filtrado se realiza con el fin de obtener dos cosas la primera la clarificacion del mosto ya que
mientras mas claro mejor sera la cerveza y la segunda es aprovechar todos los azucares posibles

gue pueden quedar en el cascajo. Eso de lo debe hacer las veces que sean necesarias (Beerland Store,
2022).

Al ser un proceso realizado a mano y con equipos poco tecnoldégico ademas de un filtrado basico
se emplea el uso de clarificantes de origen natural o sintético con la finalidad de mejorar la
turbidez de la cerveza. Para las microcervecerias, los cambios en la técnica de filtrado pueden
cambiar el grado de eliminacién generando la reformulacién de recetas probadas. Para lo cual se

va por la adicidn de agentes clarificantes como la gelatina o PVPP (Ray, 1998, p. 150).

(Palmer, 1999, p. 78) Establece que “los agentes clarificantes, tal como el Isinglass (vejiga de
pescado), Polyclar (polvo plastico) y la gelatina, se agregan al fermentador para acelerar el
proceso de floculacidon y promover el asentamiento de los sedimentos de proteinas y taninos”.
1.5. Clarificantes usados para solucionar turbidez de cerveza

A continuacién, se describen algunos de los mas importantes:

1.5.1. Clarificantes de origen vegetal y animal

La Irish Moss o también Ilamado cartagenina o carragenato el cual es elaborado a partir de un

alga originario de Irlanda que actla aglutinando y enlazandose a las cargas positivas de las
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moléculas proteicas suspendidas generando su precipitacion. Es considerado como clarificante de
olla porque se lo afiade en los Gltimos 15 minutos de coccion. Se dosifica de 0,10 a 0,15 gramos

por litro de mosto (Gonzalez, 2017, p. 135).

Sin embargo (Badui, 2006, p. 105) sefiala que existen ciertas restricciones en el uso comercial de la
carragenina, ya que en algunos estudios han demostrado que causan Ulceras en el intestino de
cuyos y conejos, Y colitis en ratas si su peso molecular es menor a 20,000 daltones. Sin embargo,
no se han comprobado reacciones semejantes en el ser humano y su presunto efecto toxico no esta
totalmente aclarado, pero se sigue investigando para lograr una conclusion mas precisa. (Valle,
2000, p. 172) indica que la carragenina forma complejos con las mucoproteinas presentes en la pared
interna del intestino dejando expuesta a su capa mucosa a la accion de sustancias agresoras

provenientes de las bacterias.

(Gonzélez, 2017, pp. 135-136) menciona que la Isinglass o cola de pez es un subproducto del colageno
obtenido a partir de la vejiga de algunos peces. Es mas efectivo en la precipitacion de las células
de levadura. Es considerado clarificante de fermentador, ya se agrega al final del proceso

fermentativo. Se puede utilizar de 0,05 a 0,07 gramos por cada litro de mosto.

1.5.2. Clarificantes sintéticos

El Polyclar es un polimero sintético llamado polivinilpolipirrolidona o PVPP, el cual es
especialmente efectivo contra el enturbiamiento por frio. Actla enlazandose mediante puentes de
hidrégeno a los polifenoles (taninos), de esa forma impiden la combinacién con las proteinas. Es
un clarificante de botella, ya que lo agregan a la cerveza terminada antes del embotellado, sin
embargo, no se recomienda afiadir directamente a la botella carbonatada. Se afiade y disuelto en
agua al menos una hora antes de agregarlo al producto. Su dosis de empleo es de 0,05 a 0,40
gramos por litro de cerveza (Gonzélez, 2017, p. 136). En el sitio web (Ashland, 2020) se sefiala que la
cantidad exacta de Polyclar depende de las materias primas utilizadas para la elaboracion de la
cerveza, las condiciones del proceso y el requisito de vida Util. La dosis se encuentra entre 10 y
20 g/ hl (normalmente 15 g/ hl).

Las Bentonitas son minerales de origen volcanico efectivas contra los turbios proteicos y se

emplean en cantidades hasta de 10 g por 10 litros con un limite de 50 g (Gisbert, 2003).

1.5.3. Clarificantes de origen enzimatico

(Gonzélez, 2017, p. 117) menciona que las enzimas encargadas de la eliminacién de la turbidez en la
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cerveza son las proteasas las cuales degradan las proteinas y permiten obtener cervezas mas
transparentes y ejerce su mayor accion dentro del rango 45 a 57 °C por unos 15 a 30 minutos.
Estas enzimas tienen un pH optimo de 4,6 a 5,3 (Wagner, 2009). Sin embargo, para su actividad
pueden acoplarse a pH de 4.5 a 10 (Villegas, 2013, p 41). A estas condiciones ocurre la ruptura de las
grandes cadenas polipeptidicas que producen turbiedad y ademas existe la liberacion de nitrégeno
el cual es asimilable por la levadura. Se utilizan enzimas proteoliticas para evitar turbiedad

reduciendo el tamafio del polipéptido y evitar que los agregados alcancen tamafios visibles
(Carbonero, 1975, p. 201).

(Gomaa, 2018, p. 4) sefiala que los productos de la descomposicion de la accion proteolitica son
aminoacidos y pequefios péptidos conocidos como FAN (amino nitrégeno libre) los cuales
satisfacen a la levadura de una buena disponibilidad de nutrientes que desarrolla buenas
condiciones para su crecimiento haciendo que el proceso de fermentacién sea eficiente y como

resultado se dé el incremento en el contenido alcohdlico.

La bromelina (EC 3.4.22.4) es una enzima proteasa con un peso molecular de 33,000 Da y un pH
Optimo de 5 a 8. Se la se obtiene de los tallos pulverizados de la pifia. Es considerado como una
glucoproteina puesta a que contiene manosa, xilosa, fucosa y N-acetil-D-glucosamina (Badui, 2006).
Posee un rango de temperatura ideal de 50-70°C adecuado para una aplicacion de procesamiento

de alimentos (Amid et al., 2011 citado en Gomaa, 2018, p. 4).

La Ficina es un enzima cuya dosis de este tipo de enzimas resiste el frio, pero difieren segun la
fuente de la enzima y el sustrato utilizado, sin embargo, la dosis comdn para la elaboracién de
cerveza industrial esta entre 1 a 2 gramos por hectolitro de cervezay se lo puede aplicar ya sea en

los recipientes de almacenamiento o antes de la filtracién de la cerveza (Lyven.com, 2016 citado en
(Gomaa, 2018, p. 4).

La papaina (EC 3.4.22.2) se obtiene del latex de la papaya la cual es una proteasa no muy
especifica con una concentracion aproximada del 10%, un peso molecular de 21 000 Da. Ademas,
esta enzima tiene tres puentes disulfuro con un pH 6ptimo de 6.5 a 7.8. La enzima papaina puede
ser aplicada durante la fase de maduracion de la cerveza o se puede aplicar a la cerveza ya filtrada.
En la industria cervecera se utilizan en dosis de 0,5 a 1 gramos por cada 100 litros en la fase de

maduracion y entre 1y 1,5 gramos por cada 100 litros en la cerveza filtrada (Badui, 2006 citado en
Flores, 2019).
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CAPITULO I

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El trabajo experimental se realiz6 en los laboratorios de procesamiento de alimentos,
Bromatologia, Ciencias Bioldgicas y Calidad de Agua pertenecientes a las Facultades de Ciencias
Pecuarias y Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicada en la
Panamericana Sur km 1 % en la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo-Ecuador. La

investigacion tuvo una duracion de 120 dias.

Tabla 1-2: Condiciones meteoroldgicas de la ciudad de Riobamba.

INDICADORES PROMEDIO Mensual
2022 (noviembre)

Temperatura (°C). 13,8
Precipitacion (mm/mes). 0,2
Humedad relativa (%). 63,3%
Viento / velocidad (m/s). 14
Heliofania (hora/mes) 6,7
Presién atmosférica (mm hg) 542,6

Fuente: Estacion Meteoroldgica, ESPOCH, 2022, p.9.

2.2. Unidades experimentales

Para el desarrollo de la presente investigacion se realizd 16 unidades experimentales de 1250 ml
de mosto, dando un total de 20000 ml de cerveza artesanal. Para la obtencién de la enzima
proteolitica se utilizé 25 kg del fruto toronche en estado verde.

2.3. Materiales, equipos, reactivos e instalaciones

Los materiales, equipos e instalaciones que se utilizaran en la presente investigacion son:

2.3.1. Materiales

e Recipientes de plastico
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Bisturi

Vasos de precipitacion
Matraces Erlenmeyer
Probetas

Crisoles de porcelana
Espétula

Pinzas

Papel Parafilm
Algodon

Pipeta

Mortero y pistilo
Fundas ziploc
Tanque de nitrogeno
Airlock.

Botellas

Tarros

Filtro o filtrador.
ollas grandes.

Tapbn o corcho.
Cucharas, cucharones.
Fosforos.

Cernideros.

auto sifon.

Silicon

Mandil

Cofia

Guantes

Botas

Mascarilla

Cuaderno para apuntes
Esferos y marcadores
Hojas papel bond
Laptop

Calculadora

Materia prima para obtencion de enzimas (fruto toronche)
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e Materia prima para la obtencion de cerveza (malta, lUpulos, levadura, agua)

2.3.2. Equipos
e Estufa
e Mufla

e Balanza analitica

e Balanza gramera

e Equipo de determinacion de proteina (Macro Kjeldahl)
e Equipo extractor de grasa (soxhlet)
e Equipo extractor de fibra (Weende)
e Centrifuga

e Autoclave

o Liofilizador

e Congelador

e Molino

e Cocina.

e Cronometro

e TermoOmetro

e pH-metro

e Balanza.

e Densimetro.

e Refractometro

e Mesa de trabajo

e Biorreactor

e Alcoholimetro

e Turbidimetro

2.3.3. Reactivos

o Etanol 96%

e Sulfato de Amonio
e Cloruro de sodio

e Hexano

e Alcohol amilico
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Acido sulfarico

Sulfato de sodio

Sulfato de cobre

Granallas de zinc

Hidréxido de sodio

Acido bérico

Acido clorhidrico

Agua destilada

Sorbato de sodio

2.3.4. Instalaciones

e Laboratorios de Procesamiento de alimentos, ciencias bioldgicas y bromatologia y nutricion
animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo.

e Laboratorio de Calidad de Agua y Suelos de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.

2.4.  Tratamiento y disefio experimental

La presente investigacion utilizo cuatro tratamientos que corresponden a (0; 0,5; 1,0; y 1,5 g) de
enzima proteolitica del fruto Vasconcellea Stipulata (toronche), con cuatro repeticiones por cada
tratamiento. Las unidades experimentales seran modeladas bajo un Disefio Completamente al

Azar (DCA), que se ajustaran al siguiente modelo lineal aditivo.

Yij=pu+ai+eij

Donde

Yij = Valor del parametro en determinacion.
u = Efecto de la media por observacion.

ai = Efecto de los tratamientos.

eij = Efecto del error experimental.
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Tabla 2-2: Esquema del experimento de la evaluacion de la cerveza artesanal.

TOTAL
TRATAMIENTO CODIGO REPETICIONES T.U.E(ml) ml/tratamiento
0 g (sin enzima) TO 4 1250 5000
0,5 g (enzima) T1 4 1250 5000
1,0 g (enzima) T2 4 1250 5000
1,5 g (enzima) T3 4 1250 5000
Total, ml de cerveza artesanal 20000 ml

T.U.E: Tamafio de la Unidad Experimental.

Realizado por: Carrera C, 2022.

2.5. Mediciones experimentales

Las mediciones experimentales que se consideraron en esta investigacion son:

2.5.1. Caracteristicas fisicoquimicas del fruto toronche

e Proteina

e Carbohidratos

e Grasa

e Fibra

° pH

e Humedad
e Ceniza

e Acidez

e Grados Brix

2.5.2. Caracteristicas fisicoquimicas de la cerveza.

e Solidos solubles

° pH
e Acidez
e Densidad

e Contenido alcohdlico
e Turbidez
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2.5.3. Caracteristicas microbiologicas de la cerveza.

¢ Microorganismos anaerobios

e Mohosy Levaduras

2.5.4. Caracteristicas sensoriales de la cerveza.

Apariencia
Sabor
Olor

Color

2.5.5. Evaluacién Econémica

e Costos de produccion

2.6.  Andlisis estadisticos y pruebas de significancia

Los resultados fueron evaluados mediante las siguientes pruebas estadisticas:

e Estadistica Descriptiva

e Andlisis de varianza para las diferencias (ADEVA)

e Separacion de medias con la prueba estadistica TUKEY con nivel de significancia 5%.

e Prueba sensorial se realizara evaluacion en escala hedonica de aceptabilidad mediante un

Rating Test (wittig 1981).

2.6.1. Esquema del ADEVA

Tabla 3-2: Esquema del anéalisis de varianza para la cerveza artesanal.

ADEVA

FV GL

Total (n-1) 15
Tratamiento (t-1) 3
Error (n-1) -(t-1) 12

Realizado por: Carrera C, 2022.

2.7. Procedimiento experimental
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2.7.1. Obtencion de enzima proteolitica del toronche

2.7.1.1. Recepcion y seleccién de la materia verde

El fruto toronche en estado verde se recolectd del Cantén Chaguarpamba de la provincia de Loja
y fue transportado al laboratorio de procesamiento de alimentos donde se procedio a inspeccionar
el estado de cada una de las frutas, para verificar y controlar mediante analisis organoléptico que

se encuentren en buen estado para finalmente clasificarlas.

2.7.1.2. Lavado y desinfeccion

De acuerdo a lo que estable la (FAO, 2003) para el lavado y desinfeccién de la materia prima se

realizo lo siguiente:

e Se utiliz6 agua potable para eliminar los agentes extrafios como son tierra, polvo, entre otros
componentes que se encuentren.

e Seintrodujo las frutas en una solucién de 10 litros de agua con una concentracion de 150 ppm
de cloro para desinfectar y se dejo reposar durante 3-5 minutos.

e luego se aplicd chorros de agua potable para eliminar el desinfectante y finalmente se dejé

reposar las frutas para escurrir el restante.

2.7.1.3. Extraccién y conservacion del latex

Se extrajo el latex mediante incisiones verticales de 1 a 2 mm de espesor y se colocd envases
debajo de las frutas para facilitar su extraccion. Una vez obtenido el latex se conservé dentro de

fundas ziploc a temperatura de congelacidn (Arellano, 2019 pag. 43).

2.7.1.4. Precipitacion y purificacion de la enzima

Para purificar la enzima se utilizé la metodologia de (Manosroi et al., 2014 citado en Arellano, 2019, p. 43)

donde se realizé un precipitado y purificado del latex obtenido del fruto toronche:

¢ Inicialmente se mezcl6 el latex de toronche y el etanol al 95 % en una relacion (1:3).

e luego se adicion6 NaCl al 10% en relacion latex de toronche / Nacl (3:1).

e Se afiadi6 detenidamente sulfato de amonio saturado al 45% en una relacion latex de toronche
I (NH4)2S04 (2,5:1).
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e Se realizd la mezcla durante un periodo de 30 minutos y luego se colocé en tubos conicos
FALCON de 50 ml para centrifugar a 6.000 rpm por un tiempo de 15 minutos con la finalidad
de separar el precipitado del sobrenadante.

e Para eliminar las impurezas de la enzima se afiadi6é agua destilada al precipitado y se volvid
a centrifugar hasta que el sobrenadante del centrifugado sea traslucido (3 veces).

e La enzima obtenida se sometié a congelacion por nitrégeno liquido por un lapso 24 horas

para garantizar la inactividad de esta antes de su acondicionamiento.
2.7.1.5. Liofilizado y conservacién de la enzima
La enzima ya purificada se coloco al equipo liofilizador a temperatura de -52 °C con una presion
de 0.150 Torr por un tiempo de 72 horas. Una vez liofilizado se almaceno la enzima en un frasco
de vidrio Ambar a 4 °C (Arellano, 2019, p. 43).
2.7.2. Elaboracion de la cerveza artesanal
2.7.2.1. Recepcidn de materia prima
La Malta, levadura y lapulos se adquirieron en Beerland Store ubicada en la ciudad de Quito de
la provincia de Pichicha y fue transportado al laboratorio de procesamiento de alimentos para la
elaboracién del producto.
2.7.2.2. Ruptura de grano
Es un proceso que facilita el acceso de las enzimas a las reservas de gllcidos contenidas en el
interior de los grano donde se dispone de un molino industrial como herramienta principal. La
molturacion debe ser lo mas leve posible evitando formar harina (Beerland Store, 2022).
2.7.2.3. Maceracion
Para la obtencion del mosto se coloca en grandes recipientes 2 litros de agua por cada kilogramo
de grano y se lleva a coccion hasta 75° C. Se procede a afiadir la malta, remover y verificar que
la ° T no haya disminuido de 65° C tapar y se deja macerar por 60 minutos. La temperatura

adecuada del mosto oscila entre los 62 y los 68°C (Beerland Store, 2022).

2.7.2.4. Filtrado del mosto
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Segun (Beerland Store, 2022) en el proceso de filtrado del mosto se realizo:

e El macerado al cooler para separar el mosto del cascajo.

e Serealiz6 varios recirculados (10-15 veces), es decir se recogié nuevamente el mosto en una
jarra'y se procedi6 a cernir varias veces hasta que este solo liquido, lo que generara perdidas,
pero garantizara una cerveza mas limpia y menos turbia.

e Se hizo la activacién de la levadura, para lo cual se tomd el mosto en un recipiente y se dejé
qué enfrié a una temperatura de 25°C a 30 °C. Se cold el microorganismo para su activacién

en un ambiente anaerobio.

2.7.2.5. Lavado del grano

Para incrementar el mosto se vuelve a la olla el cascajo con la otra parte de agua hasta que llegue
a 75°C y trasvasar al Cooler. Se hace relacién 1:3 es decir por cada kg de grano se aplica 3 litros
de agua con el fin de obtener ganancias (Beerland Store, 2022).

2.7.2.6. Coccién

El mosto una vez ya filtrado se coloc6 en una olla o tanque y se lo llevo al punto de ebullicién y
se afiadio los lupulos de aroma, sabor y amargor (Galicia, 2019, p. 11). Se llevé a hervir el mosto para
eliminar microrganismos y favorecer la isomerizacion de los lGpulos retirando constantemente la
aglutinacién de las proteinas que se presentan en la superficie del mosto (Beerland Store, 2022). Una
vez que llega a su temperatura de ebullicion se procede a colocar los lUpulos y el Clarificante en

un orden determinado:

e Primero se coloca el lapulo de amargor.

e Luego de 40 minutos, se afiade el lupulo de sabor.

e Luego de 15 minutos de seguir hirviendo afiadir el lGpulo de aroma vy el clarificante (Irish
Moss).

e Dejar hervir por 5 minutos mas.

e Una vez llegado al Hervido final se enfriara el mosto a 25 °C rapidamente a través de hielo 'y

sal en grano.

2.7.2.7. Clarificacion

Una vez terminada la coccion se aplico la enzima proteolitica del toronche a niveles de 0g; 0,5g;
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1,0g y 1,59 en 5 litros de cerveza artesanal y enzimas proteoliticas se adiciono antes del proceso

de fermentacion a una temperatura de 50 °C (Gonzalez, 2017, p. 117).

2.7.2.8. Fermentacion

Se coloco el mosto a temperaturas que oscilen los 19 y 25°C, con la finalidad de darle las
condiciones adecuadas a la levadura (Saccharomyces cerevisiae) para que inicie el proceso de
fermentacion por un lapso de 7 dias. Se asegurd que no exista el paso de luz y que la temperatura

disminuya del rango (Beerland Store, 2022).

2.7.2.9. Acondicionamiento y envasado

Se procedi6 a aplicar en la botellas &ambar 6 g sacarosa por cada litro de cerveza con la finalidad
de carbonatar o generar CO; natural. Una vez aplicada la sacarosa en las botellas, la cerveza fue
extraida mediante el uso de una llenadora isobarica o un auto sifén y se llen6 cada una de las

botellas (Beerland Store, 2022).

2.8. Metodologia de evaluacién

2.8.1. Caracterizacidn fisico-quimica del fruto toronche

Para la caracterizacién del fruto toronche se adquirié la materia prima en un grado de madurez
alto y fue llevada al laboratorio de bromatologia para realizar el despulpado del mismo y sus

respectivos analisis.

2.8.1.1. Porcentaje de Proteina

Para la determinar el porcentaje de proteina se utiliz el método Kjeldahl el cual consta de tres
etapas que son la Digestion, Destilacion y Titulacion. Para este analisis se basé de acuerdo a la
técnica (AOAC 955.04/90):

Digestion

e Sepesd de 1-5 gramos de muestra.
e Se coloco la muestra en el balon de digestion Kjeldahl.
e Se afadio los catalizadores al balon (1 gramo de CuSO4 + 9 gramos de Na2SO4).

e Se Vertié 25 ml de acido sulfarico concentrado en el balon cuidadosamente procurando no
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manchar las pardes del mismo.
Se colocé el balon Kjeldahl en el digestor y se enciende la perilla a 68°C hasta obtener un

color verde esmeralda (40 min).

Destilacién

Una vez terminado el proceso de digestion se procedié a enfriar el balén Kjeldahl a temperatura

ambiente.

Se afiadio 200 ml de agua destilada en el balon Kjeldahl con la muestra.

Se adiciond 100 ml de hidroxido de sodio al 40% en el baldn.

Se agregd granallas de zinc (al agitar se forma un color celeste)

Se afiadi6é en un matraz Erlenmeyer 100 ml de &cido bérico al 2,5% y se llevé al destilador.
Se prendio los reverberos y se abri6 la llave de paso de agua del equipo para la destilacion.

Se destil6 hasta que el matraz de Erlenmeyer presenté 200 ml de destilado.

Titulacion

Se afiadié entre 3 y 4 gotas de indicador mixto en el matraz con la destilacion obtenida
anteriormente.

Se colocd en la bureta 25 ml de &cido clorhidrico al 0.1 N y se llevd a un soporte universal.
Se realizo la titulacion hasta notar un cambio en el color a rosa pélido.

Se registro el volumen gastado del agente titulante (HCL).

Se aplico la siguiente formula.

) V+N=x*0,014* f
%Proteina = W *100%

Donde:

%P = Proteina cruda o bruta en muestra seca expresado en porcentaje

V= Volumen de HCL utilizado en la titulacién
N= Normalidad de HCL

0,014 = Equivalente-gramo de nitrégeno.

W= Peso de la muestra seca expresada en gramos

F= Factor proteico de la muestra (6,25)

2.8.1.2. Porcentaje de Grasa cruda
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Para la determinar el porcentaje de grasa cruda o extracto etéreo del fruto toronche se utilizo el

método Soxhlet basado en la técnica (AOAC. 945.16):

e Pesar de 1-5 gramos de muestra y se colocé en el dedal.

e El dedal con la muestra se introdujo en el portadedal y se cubri6 con algoddn desengrasado.

e Se afiadi6 25 ml de éter etilico 0 hexano en el vaso previamente tarado.

e Se coloco el portadedal y el vaso en el extractor en el extractor con ayuda de la rosca y se
cubrié con papel Parafilm con la finalidad de evitar el escape del hexano o el éter etilico

e Se subid la parrilla hasta ajustar el contacto con el vaso, se abrié la llave de circulacién de
aguay se encendi6 el equipo.

o Procedid la extraccién de grasa hasta que el nivel del solvente bajo mas de la mitad y se retird
el portadedal y el dedal con la muestra.

e Se coloco el tubo recuperador en el extractor junto al vaso hasta evaporar en si el solvente
totalmente.

e Seretiro el vaso con la sustancia grasa extraida y parte del solvente

o Se llevo a la estufa el vaso por un lapso de 30 minutos

e Seretird de la estufa y se llevo al desecador para enfriar el vaso con la grasa.

e Una vez frio el vaso se procedio a pesar y aplicar la siguiente formula.

P
%Grasa(Ex.E) = —w " 100%

Donde:

%G = Grasa cruda o bruta en muestra seca expresado en porcentaje
P1 = Peso del vaso mas la grasa cruda o bruta extraida en gramos

P = Peso del vaso de extraccion vacio en gramos

W = Peso de la muestra seca tomada para la determinacion en gramos
2.8.1.3. Porcentaje de Fibra

Para la determinar el porcentaje de fibra cruda del fruto toronche se utilizé el método Weende

basado en la normativa (NTE INEN 542: 1980-12):

e Pesar entre 1-5 gramos de muestra previamente desengrasada.
e Se agreg6 la muestra en el vaso de Berzellius con 200 ml de acido sulfurico al 1,25% y 1 ml
de alcohol amilico.

e Se colocé el vaso en el equipo, se ajust6 al condensador, se subid la parrilla y se procedié a
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calentar hasta ebullicion.

e Una vez lleg6 a su hervor se mantuvo la ebullicién por media hora exacta.

e Después de cumplir la media hora se sacé el vaso y se afiadié 20 ml de NaOH al 22%.

¢ Nuevamente se coloco el vaso en el equipo, se ajusto al condensador, se subid la parrilla'y se
procedio a calentar hasta ebullicién.

e Una vez lleg6 a su hervor nuevamente se mantuvo la ebullicion por media hora exacta.

e Se peso el crisol Gooch conteniendo una capa de lana de vidrio para proceder a filtrar.

e Una vez termine la media hora se retird el vaso del condensador, se enfrié y se filtré en el
crisol Gooch con la lana de vidrio.

e Secoloco el crisol de Gooch en la estufa a 105°C durante 24 horas.

e Luego se enfrio en el desecador y se procedio a pesar.

¢ Finalmente se colocé el crisol de Gooch en la mufla a 550°C por media hora.

e Se enfrid en el desecador, se peso y se aplico la siguiente formula.

P
%Fibra = —w * 100%

En donde:

%F = Fibra cruda en muestra seca y desengrasada expresada en porcentaje.

P1 = Peso del crisol con la muestra desecada en la estufa en gramos.

P = Peso del crisol con las cenizas después de la incineracién en mufla en gramos.

W= Peso de la muestra seca y desengrasada en gramos.
2.8.1.4. Porcentaje de Humedad

Para determinar el contenido de humedad se utilizé el método de estufa por la normativa (AOAC
930.15/90):

e Se colocd los crisoles en la estufa por un lapso de 2 a 4 horas.

e Seretiro los crisoles y se tar6 en la balanza analitica

e Se pesd de 1-5 gramos de muestra con los crisoles previamente tarados.

e Se pesd la muestra con los crisoles.

e Sellevo a la estufa los crisoles con la muestra a 105°C durante 24 horas.

e Unavez culminado las 24 horas se sac6 los crisoles con la muestra de la estufa y se las colocd
en el desecador por 30 min para enfriar.

e Sepesa los crisoles con la muestra seca y se aplico la siguiente formula.
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%Solidos totales = u * 100%
w1l-w
Donde:
%ST= Solidos totales de la muestra expresada en porcentaje.
W = Peso del crisol vacio en gramos.
W1 = Peso del crisol més la muestra himeda en gramos.
W?2 = Peso del crisol mas la muestra seca en gramos.

e Se determino el porcentaje de humedad
HUMEDAD= 100 — %ST
2.8.1.5. Porcentaje de Ceniza

Para la determinar el porcentaje de ceniza del fruto toronche se utilizé el método de incineracién

en mufla por el método (AOAC 920.39/1990):

e Una vez obtenido los crisoles con la muestra seca de la estufa se procedié a pre calcinar en
un mechero y soborna hasta que exista ausencia de humo.

e Sellevo los crisoles con la muestra pre calcinada a la mufla a 550° C e incinerar por 4 horas.

e Llevar los crisoles con la muestra incinerada al desecador por 30 min.

o Retirar los crisoles del desecador y pesar.

e Una vez pesador se aplico la siguiente formula.

%cenizas = Wl—_W * 100%
w2 —-w
Donde:
%C = contenido de cenizas expresado en porcentaje
W = Peso del crisol vacia en gramos
W1 = Peso del crisol con la muestra en gramos después de la incineracion.

W?2 = Peso del crisol con la muestra en gramos antes de la incineracion.
2.8.1.6. Porcentaje de carbohidratos

Para la determinar el porcentaje de carbohidratos o extracto libre no nitrogenado (ELnN) del fruto
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toronche se calculé al restar del 100% los nutrientes calculados anteriormente como son proteina,

fibra, grasa, humedad y cenizas:
%(ELnN) = 100% — Z(%H + %C + %F + %G + %P)

2.8.1.7. pH

Para el analisis de pH se utiliz6 el método potenciométrico donde se emple6 un pH-metro que se
emplea para expresar el grado de acidez o alcalinidad de la muestra. La metodologia usada fue de

acuerdo a la normativa (NTE INEN 389:1985):

e Se triturd la muestra (fruta).

e Se filtro la muestra hasta obtener el zumo de la fruta.

e Se comprobo el correcto funcionamiento del pH-metro y se lo calibro.

e Se introdujo el electrodo del equipo en la muestra para determinar el pH.

e Se anoto los resultados.
2.8.1.8. Acidez
Para determinar la acidez del fruto se utilizé el método de titulacion acido base, donde se usé

como agente titulante hidroxido de sodio (0,1 N) y la fenolftaleina como sustancia indicadora. La

metodologia se baso de acuerdo a la normativa (NTE INEN 1998:2005):
. . V*N=x*F
%acidez titulable = — * 100%

Donde:

V = Volumen de Hidroxido de Sodio al (0,1 N) gastado en ml.
N = Normalidad del Hidréxido de Sodio.
F = Factor de acidez de la muestra (Acido malico: 0.067)

V = Volumen de la muestra en ml.
2.8.1.9. Grados Brix

Los solido solubles se determiné mediante la utilizacion de un Brixémetro o refractometro de

31



acuerdo a la normativa (NTE INEN 380:1985-12):

e  Se Triturd la muestra (fruta).

e Se Tamizo la muestra para obtener el zumo.

e Se comprobd que el refractdmetro se encuentre correctamente calibrado a 20° C.
e Se determiné los sélidos solubles en ° Brix.

e Se anoto los resultados.
2.8.2. Caracteristicas fisico-quimico de la cerveza artesanal
2.8.2.1. pH

Para el analisis de pH se utilizd el método potenciométrico donde se empled un pH-metro que se
emplea para expresar el grado de acidez o alcalinidad de la muestra. Para calibrar el electrodo se

us6é de una solucién Buffer con pH 7,00. El pH se determiné de acuerdo a la normativa (NTE INEN
2325:2002):

o Se desgasifico la cerveza mediante agitacion constante a temperatura de 20 -25°C.
e Se filtro la cerveza con papel filtro.

e Se comprobd el correcto funcionamiento del pH-metro y se lo calibro.

e Se lavo el electrodo con agua destilada y secar con papel absorbente.

e Se sumergio el electrodo en la solucion Buffer de pH 7,00.

e Se introdujo el electrodo del potenciémetro en la muestra para determinar el pH.

e Se anoto los resultados.
2.8.2.2. Acidez total

Para determinar la acidez de la cerveza artesanal se utilizé el método de titulacion acido base,
donde se us6 como agente titulante hidréxido de sodio (0,1 N) y la fenolftaleina como sustancia
indicadora. La acidez total de la cerveza se calcula como porcentaje de acido lactico de acuerdo

a la normativa (NTE INEN 2323:2002):

V«N=x*xF
%acidez titulable = — * 100%

Donde:

V = Volumen de Hidroxido de Sodio al (0,1 N) gastado en ml.
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N = Normalidad del Hidrdxido de Sodio.
F = Factor de acidez de la muestra (Acido lactico: 0.09)

V = Volumen de la muestra en ml.

2.8.2.3. Densidad

Para determinar la densidad relativa (o gravedad especifica) de la cerveza artesanal se usé el
instrumento Picnémetro basado en el método de la normativa (NTE INEN 349:1978-03 )exclusiva

para bebidas alcohdlicas a temperatura 20°/20° C y de determina mediante la ecuacion:

_ m2 —ml
p= m3 —ml
p = Densidad relativa a 20°/20° C
m1= masa del picnémetro vacio en gramos.
m2= masa del picnémetro con la muestra en gramos.

m3= masa del picnémetro con agua destilada en gramos.

2.8.2.4. Contenido Alcoholico

Para determinar el contenido de alcohol de la cerveza artesanal se utilizé el resultado de la

densidad obtenida anteriormente y se aplicd el método Gravimétrico de la normativa (NTE INEN
2322:2002):

e Se pes6 100 g de cerveza desgasificada y se procedié a transferir al balon de destilacion.

e Se afiadié 50 cm® de agua al bal6n de destilacion.

e Se conecto el baldn al condensador vertical y se obtuvo el destilado del alcohol.

e Se procedi6 a mezclar bien el destilado y se completd a 100 g con agua destilada.

e Se determind la gravedad especifica del destilado a 20°C/20°C.

e Enlatabla 1 presente en dicha normativa se procedio a leer el porcentaje de alcohol en masa
y en volumen correspondiente a la gravedad especifica del destilado.

e Se aplico la siguiente formula:

(alcohol,% en masa x gravedad especifica de la cerveza)
(gravedad especifica del alcohol etilico 20°C/20°C)

Alcohol, en % en volumen, en la cerveza=

O)

(alcohol,% en volumen en el destilado x gravedad especifica de la cerveza)

Alcohol, en % en volumen, en la cerveza=
(gravedad especifica del destilado)
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Donde

Alcohol, % en masa del destilado y Alcohol, % en volumen del destilado se obtiene en la Tabla

1 de la normativa.

2.8.2.5. Solidos solubles

Para determinar los solidos solubles se emple6 un Brixdmetro o refractdmetro. Para cuantificar

los sélidos solubles se utilizé la metodologia establecida por (NTE INEN 380:1985-12):

e Se coloco una gota de muestra en el lente del refractometro.
e Se determind los ° Brix.

e Se anoto los resultados

2.8.2.6. Turbidez

Para determinar el nivel de turbidez aceptable de la cerveza artesanal, se realizd mediante el uso
de un turbidimetro 2100Q portatil de sobremesa de Hach ® mediante el método Nefelométrico

de la normativa (UNE-EN ISO 7027-1:2016):

e Se desgasifico la cerveza con ayuda de una varilla de agitacion.

e Se coloco 200 ml de cerveza desgasificada en un matraz Erlenmeyer

e Se adicion6 14 ml de Etanol al 95% en la cerveza a temperatura ambiente y se mezcld
completamente y se dejd reposar por 20 min.

e Se tomo las cubetas de Hach y se coloco la mezcla por encima de la linea blanca. Se limpié
adecuadamente con un papel absorbente cada cubeta.

e Se coloco en el turbidimetro y se procedié a medir la turbidez permanente.

e Se prepard un bafio de agua con hielo y sal hasta que alcance una temperatura de -5° C.

e Se procedi6 a colocar en el bafio de hielo las muestras usadas para determinar la turbidez
permanente y se dejo en refrigeracién por aproximadamente 60 min.

e Una vez trascurrido el tiempo se procedid a retirar las muestras del bafio, invirtié una sola vez
y se procedio a limpiarla y secarla con papel absorbente.

e Seintrodujo la cubeta con la muestra en el turbidimetro y se precedié a medir la turbidez total.

e Finalmente se tabulo los datos y para determinar la turbidez total se realiz6 la siguiente

operacion.
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Turbidez Fria =Turbidez total - Turbidez permanente.

2.8.3. Parametros microbiol6gicos de la cerveza artesanal

Primeramente, se hizo la limpieza y desinfeccidn del laboratorio de Ciencias Bioldgicas, a
continuacion, se realizo los calculos para la siembra del Agar, para mohos y levaduras se
empled PDA (Agar papa dextrosa) y mas mesofilos anaerobios se empled TSA (Agar
tripticasa soya).

Después se realizo el pesaje de las muestras de 1 ml. Una vez preparado el agar se procedio
a esterilizar todo en el autoclave a 121°C por 15 min. Se utilizara 96 cajas Petri para cada una
de las repeticiones, 48 para microorganismos anaerobios meséfilos y 48 para mohos y
levaduras.

Se coloco el agar a una cantidad de 10ml en las diferentes cajas Petri para su solidificacién
luego se lo llevé a la cdmara de flujo laminar para la siembra respectiva con las muestras.
Para culminar se coloc6 por 48 horas en la estufa a 37°C para la siembra de anaerobios

mesofilos y 25°C para mohos y levaduras para el crecimiento respectivo.

Para establecer los parametros microbioldgicos de la cerveza se bas6 de acuerdo con las siguientes

normativas:

Tabla 4-2: Métodos para determinar parametros microbiol6gicos de la cerveza artesanal.

ANALISIS

NORMATIVA

Microorganismos Anaerobios

(NTE INEN 1529-17:98 )

Mohos y Levaduras

(NTE INEN 1529-10:2013)

Realizado por: Carrera C, 2022.

2.8.4. Parametros sensoriales de la cerveza artesanal

2.8.4.1. Prueba de aceptacion afectiva hedénica

El analisis sensorial de cerveza artesanal se realiz6 basado en el método ASBC (American Society of

Brewing Chemists) y (BJCP, 2015) donde se requieren algunos requisitos especificos para la evaluacion

sensorial de Cerveza:

e Tamafio de vasos (Los vasos deben tener la capacidad de contener 60 ml de cerveza)

e Tipo de vaso (Se utilizo vasos lisos tipo cristal trasparentes etiquetados con tres digitos




aleatorios)
o Temperatura de la muestra (Para cerveza Golden Ale la temperatura adecuada es de 4° a 8°
C)

e Lacantidad a servir fue entre 30-50 ml por cada tratamiento

Para establecer el grado de aceptacion de la cerveza artesanal, se utilizé un método afectivo,
aplicando la prueba escalar heddnica verbal. Se seleccionard un panel de 80 catadores no
entrenados, de ambos sexos y una edad promedio de 18 a 30 afios de acuerdo con la siguiente

normativa: Norma (UNE EN I1SO 11136:2017): Analisis sensorial. Pruebas heddnicas.

Tabla 5-2: Pardmetros sensoriales de la cerveza artesanal a evaluar.

ANALISIS VALORACION
Apariencia 5 puntos
Sabor 5 puntos
Color 5 puntos
Olor 5 puntos

Realizado por: Carrera C, 2022.

2.8.5. Andlisis Econémico

Se determind los costos de produccion.
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CAPITULO 111

3. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

3.1. Caracterizacion del Fruto Toronche

Las caracteristicas nutricionales y fisicoquimicas del Fruto Toronche (Vasconcellea Stipulata), se
describe en la tabla 1-3, donde se indica el contenido de humedad, fibra, carbohidratos, grasa,
proteina, ceniza, ° Brix, pH y acidez. Para los resultados fisicoquimicos al no existir una
normativa especifica para el fruto toronche se utilizé la Norma (NTE INEN 1998:2005) del babaco ya

gue es una fruta muy parecida y ambas pertenecen a la misma Familia y Genero.

Tabla 1-3: Estadistica descriptiva de la composicion fisicoquimica del fruto Toronche.

Variable Media Minimo Méximo

%Humedad 92,79 92,55 93,17
%Fibra 1,64 1,42 18
%Carbohidratos 3,58 3,37 3,87
%Grasa 0,34 0,23 0,45
%Proteina 09 0,73 1,14
%Ceniza 0,75 0,69 0,84
° Brix 9,18 8,8 9,3
pH 4,78 4,7 49
% Acidez 0,49 0,42 0,54

Realizado por: Carrera C, 2022.

3.1.1. Humedad

De acuerdo a lo que indica la tabla 1-3, el porcentaje de humedad del fruto toronche en estado
maduro fue de 93,17%; siendo similar al valor reportado por (Chalaco, 2021, pp. 24-28) quien en su
estudio sobre la elaboracién de productos derivados del fruto toronche obtuvo 93,5% de humedad

del fruto en estado maduro.

3.1.2. Fibra

El contenido de fibra encontrado en el fruto toronche maduro fue de 1,8%, como se aprecia en la

tabla 1-3, superando al resultado encontrado por (Chalaco, 2021 pags. 24-28) que obtuvo un valor de
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1,2%, esta diferencia posiblemente se deba al indice de madurez de cada fruta como lo menciona
(Decco, 2018) que al aumentar el grado de madurez de una fruta existe una reduccion del contenido

de fibra lo que genera frutas mas blandas y sensibles al manejo en postcosecha.

3.1.3. Carbohidratos

En la tabla 1-3, se muestra que el contenido de carbohidratos en el fruto toronche fue de 3,87%,
coincidiendo con valor registrado por (Chalaco, 2021, p. 28) quién determin6 3,90% de carbohidratos

en el fruto.

3.1.4. Grasa

De acuerdo a lo que indica la tabla 1-3, la cantidad de Grasa fue de 0,45%, resultado que se
encuentran en concordancia a la investigacion realizada por (Chalaco, 2021, p. 28) que determind

0,1% de grasa.

3.1.5. Proteina

En el andlisis de proteina del fruto se obtuvo un contenido de 1,14%, como lo revela la tabla 1-3,
el valor obtenido en el presente estudio fue similar al sefialado por (Chalaco, 2021, p. 28) que obtuvo
0,7%.

3.1.6. Cenizas

Con los datos obtenidos se verificé que el fruto toronche posee un contenido de 0,84% de cenizas
como se muestra en la tabla 1-3, resultado similar a la cantidad de cenizas reportada en la

investigacion de (Chalaco, 2021, p. 28) con 0,60%.

3.1.7. Solidos solubles (°Brix)

El contenido de solidos solubles en el fruto toronche fue de 9,3 ° Brix tal como se lo puede apreciar
en la tabla 1-3, siendo semejante al encontrado por (Vifiamahua M. y Sanchez R., 2005, pp. 47-63) que en
su estudio realizado en seis especies del género Vasconcellea determinaron que el fruto toronche
tiene 9,6 ° Brix. El fruto del presente estudio posee un grado de madurez alto segln lo manifestado
por NTE INEN 1 998:2005 donde afirma que el fruto con més de 6° Brix es considerado como alto
en grado de madurez, esto puede deberse a lo mencionado por (Aldaz et al., 2017, p 4) en donde
indican que a medida que aumenta el grado de maduracién de las frutas incrementa también el
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contenido de azucares, acidos y sales.

3.1.8. pH

De acuerdo a la tabla 1-3, el pH del fruto toronche posee un valor de 4,9 el valor encontrado
concuerda con la investigacion realizada por (Vifiamahua M. y Sanchez R., 2005, pp. 47-63) en el fruto

toronche en estado maduro donde determinaron un pH de 4,40.

3.1.9. Acidez titulable

En la Tabla 1-3, se observa que el fruto toronche presentd un nivel de acidez de 0,54%; cuyo valor
coincide con lo presentado por (Vifiamahua M. y Sanchez R., 2005, pp. 47-63) quienes afirman que el
fruto tuvo 0,42% de acidez. Los resultados obtenidos cumplen con la normativa NTE INEN 1

998:2005 que indica que la acidez titulable de un fruto maduro debe ser >0,050%.

3.2. Caracteristicas fisicoquimicas de la cerveza artesanal clarificada con los diferentes

niveles de la enzima proteolitica del fruto toronche
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Tabla 2-3: Caracteristicas Fisicoquimicas de la cerveza artesanal con diferentes niveles de enzima proteolitica del toronche (0; 0,5; 1,0y 1,5 g)

usada como clarificante.

Niveles de enzima proteolitica del toronche (g)

Og 059 109 159
VARIABLES TO T1 T2 T3 EE. Prob. Sig.
PH 445 A 4,46 4,41 4,45 0,04 0,7247 ns
ACIDEZ (%) 0,08 A 0,08 0,07 0,08 270E-03 (6445 ns
° BRIX 367 A 3,69 3,38 3,39 0,18 0,4479 ns
DENSIDAD (g/cm?) 1,0115 A 1,0115 1,0111 1,0111 0,0003 0,5481 ns
ALCOHOL (%) 644 A 6,36 6,62 6.62 011 03175 ns
TURBIDEZ PERMANENTE (NTU) 1050 B 12,20 10,43 8,08 033 0,0001 o
TURBIDEZ FRIA (NTU) 4393 B 52,63 43,85 383 0,48 0,0001 o

Elaborado por: Carrera C, 2022.

E.E: Error Experimental.

Prob. >0,05: No existen diferencias estadisticas.

Prob. <0,05: Existen diferencias estadisticas.

Prob. <0,01: Existen diferencias altamente significativas.

Medias con letras diferentes difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey.
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3.21. pH

De acuerdo a la tabla 2-3, para pH se muestra que los tratamientos son estadisticamente iguales
(P>0,05) siendo 4,46 el nivel més alto en la cerveza artesanal con 0,5 g de enzima proteolitica,
coincidiendo con el resultado presentado por (Mendoza, 2021, p. 39) que en su estudio de la cerveza
artesanal Tipo Pale Ale clarificado con la enzima bromelina obtuvo un pH de 4,6. Los valores
obtenidos en presente trabajo cumplen con lo sefialado por la Norma NTE INEN 2262:2013 donde
establece que una cerveza debe tener un rango de pH de 3,5 a 4,8.

3.2.2. Acidez Titulable

De acuerdo al anélisis de acidez titulable en la cerveza artesanal se demostrd que no existen
diferencias estadisticas (P>0,05), por efecto de la adicion de los diferentes niveles de enzima
proteolitica obteniéndose el nivel mas alto con 0,08 % de acidez en el tratamiento T3 (1,5 g) como
se puede apreciar en la tabla 2-3. Los resultados expuestos en esta investigacion se encuentran
dentro de los parametros de aceptacion de la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2262:2013 donde

indica que la cerveza debe tener maximo 0,3%(v/v) de acidez.

3.2.3. Solidos Solubles

Segun la tabla 2-3 para solidos solubles (°Brix), no existieron diferencias estadisticas (P>0,05)
entre los tratamientos. Sin embargo, se aprecia que el mejor valor fue encontrado en el tratamiento
T2 (1g de enzima) con 3,38 °Brix. Los valores reportados en este estudio coinciden al registrado
por (Gonzalez, 2013) quien sefiala un contenido de 3 °Brix en cerveza artesanal Golden Ale

elaborado con malta base.

3.2.4. Densidad

En la densidad de la cerveza artesanal con diferentes niveles de enzima proteolitica no se
presentaron diferencias significativas (P>0,05) como indica la tabla 2-3, pero si varian
numéricamente con 1,0111 g/cm3en el tratamiento T3 (1,5g) como el mejor resultado. De acuerdo
con el analisis realizado los resultados cumplen con los requisitos establecidos por (BICP, 2015)
donde indica que una cerveza tipo Golden Ale debe tener una densidad dentro de un rango de
1,0080 a 1,0130 g/cm?,

3.2.5. Contenido Alcohdlico
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De acuerdo a la tabla 2-3, para el contenido alcoholico (%) se determind que no hay diferencias
estadisticas (P>0,05) entre los tratamientos. Sin embargo, se aprecia que el mejor valor se obtuvo
en los tratamientos T2 y T3 con 6,62% (v/v) coincidiendo con la investigacidn de (Paredes, 2017, p.
14) quien en su estudio mejoro la extraccion de los azucares de malta base en cerveza artesanal
tipo Golden Ale obteniendo 6,5%. Sin embargo, difiere al resultado de (Alvarez, 2020, p. 65) que en
su investigacion de cerveza Golden Ale con cebada y arroz obtuvo 4,26% de alcohol. Esta
diferencia probablemente se deba al tipo de materia prima utilizada segun lo mencionado por
(Torres, 2021, p 14) que indica que al usar una malta base como materia prima principal se aprovecha
las enzimas generadas en la germinacion para el aprovechamiento de los azucares fermentable y

generando mayor contenido alcohdélico por parte de las levaduras.

3.2.6. Turbidez permanente

Al valorar la turbidez permanente en la cerveza artesanal se reportd que existen diferencias
altamente significativas (p<0,01) por efecto de la adicion de los diferentes niveles de enzima
proteolitica como se muestra en la grafica 1-3, estableciéndose que el mejor resultado fue el
tratamiento T3 con 8,08 NTU (Unidad de turbidez Nefelométrica), valores obtenido en el presente
inferiores reportaron (Avedafio et al., 2017, p. 73) quienes en su investigacién demostraron que al usar
Irish Moss como clarificarte en cerveza tipo Ale obtuvieron 23,76 NTU. Esto posiblemente se
deba a que la enzima utilizada presenta mayor efectividad clarificante que el Irish Moss segun lo
expresado por (Rodriguez, 2003, pp. 30-32) donde indica que las enzimas proteoliticas actlan
directamente en las Hordeinas, proteinas que ocasionan turbidez en la cerveza mientras que
(Avedafio et al., 2017, p. 73) sefialan que el Irish mosh Gnicamente actlia en las proteinas, formando
complejos de alto peso y asi generando precipitados. Sin embargo, este tipo de clarificante
comercial actla a temperaturas de ebullicion siendo inestable a temperaturas de almacenamiento

o refrigeracion.
La turbidez permanente obtenida en el mejor tratamiento se encuentra en la clasificacion de

ligeramente turbia como lo establece la ASBC (Sociedad Estadounidense de Quimicos

Cerveceros) en la tabla 3-1.
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TURBIDEZ PERMANENTE (NTU)
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Gréfico 1-3: Turbidez Permanente

Realizado por: Carrera C, 2022.

3.2.7. Turbidez fria

Se revela en la gréfica 2-3, que para turbidez fria el mejor valor fue de 38,3 NTU (Unidad de
turbidez Nefelométrica) en el tratamiento T3 registrandose diferencias altamente significativas
(P<0,01) en relacion a los demés tratamientos. El resultado reportado en el presente trabajo fue
menor al obtenido por (Mendoza, 2021, p. 39) que en su investigacion obtuvo 44,77 NTU en cerveza
tipo Pale ale utilizando 1,77 g de bromelina purificada como clarificante. Esta diferencia
posiblemente se deba a la actividad enzimética especifica del tipo de enzima utilizada segun lo
indicado por (Sinche, 2009, p. 87) que la enzima semipurificada del fruto toronche tiene una actividad
especifica de 49,98 U/mg (actividad de una enzima por miligramo de proteina), valor muy
superior al que sefialan (Hernandez et al., 2003, p. 2) que la actividad especifica de la bromelina

semipurificada es de apenas 1,36 U/mg.

TURBIDEZ FRIA NTU
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Grafico 2-3: Turbidez fria.
Realizado por: Carrera C, 2022.
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3.3.  Analisis microbiol6gico realizado en la cerveza artesanal clarificada con los

diferentes niveles de la enzima proteolitica del fruto toronche

Para el analisis microbioldgico al no existir una normativa especifica para cerveza artesanal se
utiliz6 la Norma Ecuatoriana (NTE INEN 2262:2013) de cerveza industrial pasteurizada en general
donde se establece el requisito que debe cumplir segin microorganismos anaerobios meséfilos,

mohos y levaduras.

Tabla 3-3: Presencia de microorganismos en la cerveza artesanal con diferentes niveles de enzima

proteolitica del toronche (0; 0,5; 1,0 y 1,5 g) usada como clarificante.

Niveles de enzima proteolitica del toronche (g)

0g 059 109 159
VARIABLES TO T1 T2 T3 E.E. Prob Sig.
Anaerobios Meséfilos UFC/cm3 61 a 62 a 62 a 63 a 22 0,9679 ns
Mohos y levaduras UP/cm?3 142E+02 a 1,42E+02 a 143E+02 a 1,44E+02 a 0,63 0,1334 ns

Realizado por: Carrera C, 2022.

E.E: Error Experimental.

Prob. >0,05: No existen diferencias estadisticas.

Prob. <0,05: Existen diferencias estadisticas.

Prob. <0,01: Existen diferencias altamente significativas.

Medias con letras diferentes difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey.

3.3.1. Microorganismos Anaerobios Mesdéfilos en Cerveza Artesanal Golden Ale

Al realizar el andlisis microbioldgico de anaerobios mesofilos en la cerveza artesanal se determiné
que no existen diferencias estadisticas (P>0,05) entre los tratamientos como se muestra en la tabla
3-3, estableciéndose la mejor respuesta al utilizar Og de enzima con 61 ufc/cm?® incrementando
levemente hasta alcanzar 63 ufc/cm?® aplicando 1,5g de enzima. Los resultados obtenidos en esta
investigacion no cumplen con los requisitos establecidos por la normativa (NTE INEN 2262:2013)
donde una cerveza pasteurizada no debe presentar mas de 10 UFC/cm?3. Esto posiblemente se da
porque la cerveza no ha sido sometida a un tratamiento térmico de pasteurizacién como lo afirma
(Muletetal., 2018, p. 2) que, al realizar una pasteurizacion los microorganismos que quedan presentes
en el producto son eliminados en su mayoria alargando la vida atil del mismo. Sin embargo, los

resultados cumplen con la normativa nicaragiiense (NTON 03:038-06) siendo inferior a 100 UFC/ml.

3.3.2. Mohosy Levaduras en Cerveza Artesanal Golden Ale

De acuerdo a lo que indica la tabla 3-3, en el conteo de Mohos y Levaduras en la cerveza artesanal
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por efecto de los niveles de enzima proteolitica del toronche no se registraron diferencias
significativas (P<0,05), pero si presentaron un ligero incremento de la carga microbiana de
1,42x10? up/cm3en el tratamiento TO (Og de enzima) a 1,44x10? up/cm®en el tratamiento T3 (1,5
g de enzima). Los resultados obtenidos no cumplen con la norma (NTE INEN 2262:2013) que sefiala
que una cerveza pasteurizada no debe presentar >10 up/ cm® de mohos y levaduras. Esto
probablemente se deba a que sobran residuos que se acenttan al fondo del envase como lo
menciona (Guaranda, 2021, p. 48) que en una cerveza al ser elaborado de manera artesanal es

dificultoso eliminar en su totalidad los residuos de malta, Iipulo y principalmente levadura.

3.4, Evaluacién Hedodnica de la Cerveza Artesanal

Al realizar la evaluacién sensorial de la cerveza artesanal tipo Golden Ale con diferentes niveles
de enzima proteolitica del toronche se utilizo la prueba Hedonica con una escala del 1 al 5, en un
ntmero de 80 estudiantes de la Facultad de Ciencias Pecuarias.

3.4.1. Olor

Como se observa en la grafica 3-3. en cuanto al pardametro del olor segin los niveles de enzima
proteolitica en la cerveza artesanal el mejor resultado se obtuvo al utilizar 1,5 g de enzima (T3)
alcanzando una calificacion de 3,91 puntos lo que implica que el olor del producto les gusté a los
evaluadores. Sin embargo, los tratamientos estdn dentro de la categoria de (me gusta)

coincidiendo al que indica (Gonzalez, 2013) con una valoracién de 3,93 puntos.
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Grafico 3-3; Parametro Olor en los 4 tratamientos.
Realizado por: Carrera C, 2022.

3.4.2. Apariencia
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En cuanto al andlisis de apariencia para la cerveza artesanal con diferentes niveles de enzima
proteolitica del toronche (0; 0,5; 1,0 y 1,5 g) usada como clarificante, se pudo reportar como
resultado gue todos los tratamientos entraron en la categoria de (me gusta) obteniendo como
mayor aceptacion a la cerveza con 1,5 g de enzima (T3) con 4,08 puntos como se puede observar
en la gréfica 4-3. El resultado obtenido es mayor al que reporta (Gonzalez, 2013) con 3,56 puntos,

esto posiblemente se deba a que en el presente estudio se generé mayor produccion de espuma.

APARIENCIA
4,08

420 4,00

4,00

3,80

3,60 3.50 3.50

3,20

TO T1 T2 T3

Graéfico 4-3: Parametro Apariencia en los 4 tratamientos.
Realizado por: Carrera C, 2022.

3.4.3. Color

Como se muestra en el grafico 5-3, el mejor color se presentd en la cerveza artesanal con 1,5 g de
enzima (T3) con una calificacién de 4,06 puntos lo que implica que a los evaluadores les gusté el
color del producto. El peor resultado se presentd en el tratamiento T1 con 0,5 g de enzima
obteniendo una calificacion de 3,40 puntos lo que implica que al panel de catacién ni les gusta ni
les disgusta el producto, lo que justifica que a partir de 1 g se obtiene un mejor color en la cerveza
artesanal. La puntuacion obtenida es superior al reportado por (Galarza, 2018, p. 75) con 3,08 puntos
en cerveza Amber Ale aromatizada con naranjilla donde menciona que la cerveza tenia presencia

de solidos suspendidos.
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Grafico 5-3: Parametro Color en los 4 tratamientos.
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Realizado por: Carrera C, 2022.

3.4.4. Sabor

En el analisis del sabor se obtuvo valores similares para todos los tratamientos con una
categorizacion de (ni me gusta ni me disgusta) como se muestra en la gréafica 6-3, donde el mejor
resultado fue al aplicar 1 g y 1,5 g de enzima con 3,44 puntos. El resultado obtenido en el presente
estudio coincide con el puntaje sefialado por (Galarza, 2018, p. 75) con 3,67 puntos en cerveza Amber
Ale aromatizada con naranjilla. El valor logrado puede deberse a que se realiz6 la evaluacién en
horas de la mafiana haciendo que el producto no sea muy apetecible por el evaluador.
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Grafico 6-3; Parametro Sabor en los 4 tratamientos.
Realizado por: Carrera C, 2022.
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3.5. Evaluacion de los costos de produccion

De acuerdo al analisis econdmico en la tabla 4-3 de la cerveza artesanal Golden Ale, se encontr6
que los costos de produccion por litro presentaron una ligera variacién segln el nivel de enzima
proteolitica obtenida del toronche considerando que las formulaciones de las maltas usadas son
las mismas. Encontrandose costos de produccién por litro desde 1,52 USD hasta 1,54 USD al
aplicar de 0,5 g a 1,5 g de enzima respectivamente, es decir qué medida que se incrementa la
cantidad de enzima aumenta de forma insignificante el costo de produccién estableciendo la
mayor rentabilidad econémica en el tratamiento T1 (0,5g), mediante el cual se alcanza un
beneficio/costo de 1,98 que representa que por cada ddlar invertido se obtiene una rentabilidad de
0.98 dolares.
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Tabla 4-3: Evaluacion Econdmica en la cerveza artesanal con diferentes niveles de enzima proteolitica del toronche

(0; 0,5; 1,0y 1,5 g) usada como clarificante.

TRATAMIENTOS

PRODUCTO CANTIDAD UNIDAD PRECIO UNITARIO

TO (0g) T1(0,59) T2(1,09) T3(1,50)
Malta base y especial g 10,00 2,50 2,50 2,50 2,50
Agua purificada 20000 ml 2,25 0,68 0,68 0,68 0,68
Lapulos g 20,00 0,12 0,12 0,12 0,12
Levadura 1150 ¢ 2,00 0,50 0,50 0,50 0,50
Carragenina 11,00 g 1,10 0,10
Enzima proteolitica 11,00 ¢ 1,26 0,06 0,11 0,17
botellas con tillo Unidades 26,25 1,27 1,27 1,27 1,27
Etiqueta Unidades 2,90 0,73 0,73 0,73 0,73
Sanitizante Star San Oz 13,60 0,43 0,43 0,43 0,43
Agua 0,10 0,10 0,10 0,10
Luz 0,05 0,05 0,05 0,05
Gas 0,30 0,30 0,30 0,30
Mano de obra 0,85 0,85 0,85 0,85
Total 7,62 7,58 7,63 7,69
Cantidad de Cerveza artesanal obtenida (litro) 5,00 5,00 5,00 5,00
Costo de produccion por litro de cerveza en
dolares 1,52 1,52 1,53 1,54
Precio de venta por litro de cerveza en dolares 3,00 3,00 3,00 3,00
Ingreso total en ddlares 15 15 15 15
Beneficio/costo 1,97 1,98 1,97 1,95

Realizado por: Carrera C, 2022.
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3.6.  Analisis del Rendimiento del latex del fruto toronche y de la enzima

3.6.1. Rendimiento del latex del fruto

Tabla 5-3: Rendimiento del latex luego de su extraccion del fruto.

Variable Media Min Méx
PESO FRUTA (kg) 8,02 7,29 9,19
PESO FRUTA SIN LATEX (kg) 7,24 6,71 8,22
LATEX CRUDO (g) 58,43 50,21 69,64
RENDIMIENTO DEL FRUTO (%) 90,36 89,44 92,04
RENDIMIENTO DEL LATEX (%) 0,73 0,69 0,76

Realizado por: Carrera C, 2022.

De acuerdo a la tabla 5-3, al realizar la extraccion se determiné que el latex tiene un rendimiento
de 0,73%, cuyo valor es bajo en comparacion al obtenido por (Viiamahua M. y Sanchez R., 2005, pp.
47-63) con un rendimiento de 1,38%. Esta diferencia puede deberse a que la extraccion del latex
de las frutas verdes se realizd después de dos semanas de ser cosechadas mientras que (Vifiamahua
M. y Sanchez R., 2005, pp. 47-63) realizaron la extraccion del latex en la misma planta con la finalidad
de no dafiar el fruto para posteriores usos y principalmente para obtener un mejor rendimiento ya

que debe ser lo més verde posible.

3.6.2. Rendimiento enzimatico del latex del fruto toronche.

Tabla 6-3: Rendimiento enzimatico del latex del fruto toronche.

Variable Media Min Méx

LATEX CRUDO (g). 58,43 50,21 69,64
LATEX PRECIPITADO (g). 258 20,51 35
ENZIMA LIOFILIZADA (g). 15,24 13,28 17,56
RENDIMIENTO (%). 26,15 25,22 26,8

Realizado por: Carrera C, 2022.

Al realizar el andlisis se determiné que el peso de la enzima liofilizada tuvo un rendimiento del
26,15% como se muestra en la tabla 6-3; el cual difiere al rendimiento obtenido (Vifamahua M. y
Sanchez R., 2005, pp. 47-63) quien obtuvo un valor del 17,00% e incluso mucho mayor al rendimiento
que obtuvo de la enzima liofilizada de la papaya (carica papaya) con un rendimiento del 10,00%.
La diferencia probablemente se deba a que en la presente investigacion se realiz6 un precipitado
por adicion de sulfato de amonio como lo sefiala (Rojas, 2009, pp 19-20) que al usar sales se obtiene
una mejor precipitacion y purificacion enzimatica ya que estabilizan las proteinas contra la

desnaturalizacion, proteo6lisis y contaminacion bacteriana.
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CONCLUSIONES

Al evaluar los componentes fisicoguimicos como humedad, proteina, grasa, fibra, carbohidratos,
cenizas, solidos solubles, pH y Acidez se identificd que el toronche se caracteriza como una fruta
acida y de alto indice de madurez debido a su bajo nivel de pH, y su elevado contenido de °Brix

y acidez segun lo sefialado por la normativa NTE INEN 1998:2005.

Al evaluar los parametros fisicoquimicos de los diferentes niveles de enzima proteolitica (0; 0,5;
1,0; 1,5g) en cerveza artesanal se determiné diferencias estadisticas en la turbidez permanente y
fria presentando los mejores resultados en el tratamiento 3, no obstante, los niveles de enzima no
difieren en cuanto al nivel de pH, acidez, °Brix, densidad y % alcohol. En cuanto al andlisis
microbiolégico todos los tratamientos son estadisticamente iguales tanto para mesofilos
anaerobios, mohos y levaduras cumpliendo con la norma técnica NTON 03:038:06 para meséfilos

anaerobios.

De acuerdo a evaluacion sensorial en el tratamiento 3 se obtuvo la mejor aceptacion con una
calificacion de 4 (me gusta) para las variables de olor, apariencia y color mientras que para el

sabor una valoracion de 3 (ni me gusta ni me disgusta).

Segun el estudio econdémico en todos los tratamientos se generaron utilidades. Sin embargo, el
mejor tratamiento fue con 1,5 g de enzima (T3) puesto a que se obtuvo los mejores resultados
tanto fisicoquimicos como sensoriales generando un costo de produccién de $1,54 USD y un
beneficio/costo $1,95 USD con una minima variacion de apenas $0,03 USD en relacion al de

costo mas bajo (T1).

51



RECOMENDACIONES

Incentivar mas investigaciones sobre el uso agroindustrial del fruto toronche (V. Stipulata) y de
la capacidad enzimética de su latex para posteriores aplicaciones en otras areas como la industria
carnica, lactea, textil, etc.

Realizar la extraccion del latex a horas de la mafiana y sin necesidad de cosechar el fruto del

huerto con el objetivo de generar mayor rendimiento y efectividad enzimatica.
Continuar el estudio aplicando 1,5 g o mayor cantidad de enzima proteolitica del toronche en
diversos tipos de cerveza artesanal de tipo fermentacion alta para mejorar los resultados obtenidos

en el presente estudio.

Se propone realizar pruebas fisicoquimicas como colorimetria y carbonatacion en la cerveza

aplicando esta enzima con la finalidad de obtener mayor exactitud en los resultados.
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ANEXOS

ANEXO A:

ESTADISTICA DESCRIPIVA DE LAS CARACTERISTICAS
BROMATOLOGICAS DEL FRUTO TORONCHE

VARIABLE n Media D.E. CV Min Max Mediana Asimetria Kurtosis
%HUMEDAD 4 92,79 03 0,32 92,55 93,17 92,72 0,71 -1,47
%CENIZA 4 0,75 0,06 836 0,69 0,84 0,74 1,13 -0,9
%FIBRA 4 164 017 1041 142 18 1,68 -0,79 -1,33
%PROTEINA 4 09 0,17 1935 0,73 1,14 0,87 0,99 -1,04
%GRASA 4 034 0,09 2698 0,23 0,45 0,33 0,33 -1,02
%CARBOHIDRATOS 4 358 0,24 6,77 337 3,87 3,54 0,45 -1,65

ANEXO B:

ESTADISTICA DESCRIPIVA DE LAS CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS DEL FRUTO TORONCHE

VARIABLE n Media D.E. Min Méax Mediana
° BRIX 4 9,18 0,25 8,8 9,3 9,3
PH 4 4,78 0,1 4,7 4,9 4,75
% ACIDEZ 4 0,49 0,06 0,42 0,54 0,5

ANEXO C: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE PH EN LA CERVEZA
ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

PH
NIVELES
TRATAMIENTO R1 R2 R3 R4  PROMEDIO
ENZIMA
T0 Og 4,43 4,45 4,38 4,52 4,45
T1 059 4,46 4,52 4,48 4,39 4,46
T2 1,09 4,45 4,46 4,44 4,28 4,41
T3 159 4,551 4,42 4,35 4,51 4,45

2. ANALISIS DE VARIANZA



Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al C™M F p-valor
Modelo 0,01 3 2,2E-03 0,45 0,7247
TRATAMIENTOS 0,01 3 2,2E-03 0,45 0,7247
Error 0,06 12 4,9E-03
Total 0,07 15

3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
T2 441 4 004 A
TO 445 4 004 A
T3 445 4 004 A
T1 446 4 004 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO D: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE ACIDEZ (%) EN LA
CERVEZA ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

ACIDEZ TITULABLE

TRATAMIENTO NIVELES ENZIMA R1 R2 R3 R4 PROMEDIO

TO 0g 0,07 0,08 0,08 0,07 0,08
T1 0549 0,08 0,07 0,08 0,08 0,08
T2 109¢ 0,07 0,08 0,07 0,07 0,07
T3 159 0,08 0,08 0,07 0,07 0,07
2. ANALISIS DE VARIANZA

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 5,0E-05 3 1,7E-05 0,57 0,6445
TRATAMIENTOS 5,0E-05 3 1,7E-05 0,57 0,6445

Error

3,5E-04 12

2,9E-05



Total 4,0E-04 15

3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
T2 007 4 2,7E-03 A
T3 008 4 2,7E-03 A
TO 008 4 2,7E-03 A
T1 008 4 2,7E-03 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO E: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES
(°BRIX) EN LA CERVEZA ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

°BRIX
NIVELES
TRATAMIENTO R1 R2 R3 R4 PROMEDIO
ENZIMA
T0 0g 3,23 4,23 3,80 3,43 3,68
Tl 059 3,70 3,87 3,47 3,73 3,69
T2 109 2,90 3,70 3,33 3,57 3,38
T3 159 3,00 3,63 3,10 3,83 3,39

2. ANALISIS DE VARIANZA

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

E.V. SC al C™M F p-valor
Modelo 0,36 3 0,12 0,95 0,4479
TRATAMIENTOS 0,36 3 0,12 0,95 0,4479
Error 1,52 12 0,13
Total 1,88 15

3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
T2 338 4 0,18 A
T3 339 4 0,18 A

TO 367 4 0,18 A



T1 369 4 0,18 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO F: ANALISIS ESTADISTICO DE DENSIDAD (g/cm® EN LA CERVEZA
ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

DENSIDAD ABSOLUTA (g/m3)

NIVELES
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 PROMEDIO
ENZIMA
TO O0g 1,0113 1,0121 1,0114 1,0112 1,0115
T1 0549 1,0121 1,0124 1,0111 1,0104 1,0115
T2 109 1,0116 1,0111 1,0110 1,0108 1,0111
T3 159 1,0109 1,0111 1,0115 1,0107 1,0111
2. ANALISIS DE VARIANZA
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo 111)
F.V. SC al c™M F p-valor
Modelo 6,9E-07 3 2,3E-07 0,7405 0,5481
TRATAMIENTOS 6,9E-07 3 2,3E-07 0,7405 0,5481
Error 3,7E-06 12 3,1E-07
Total 4,4E-06 15

3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
T3 10111 4 0,0003 A
T2 10111 4 0,0003 A
T1 1,0115 4 0,0003 A
T0 10115 4 0,0003 A

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO G: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE ALCOHOL (%) EN LA
CERVEZA ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES



% ALCOHOL

NIVELES
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 PROMEDIO
ENZIMA
TO 0g 6,30 6,41 6,86 6,20 6,44
T1 0549 6,47 6,39 6,30 6,28 6,36
T2 10g 6,47 6,92 6,45 6,63 6,62
T3 159 6,36 6,51 6,64 6,94 6,62
2. ANALISIS DE VARIANZA
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC al c™M F p-valor
Modelo 0,20 3 0,07 131 0,3175
TRATAMIENTOS 0,20 3 0,07 1,31 0,3175
Error 0,60 12 0,05
Total 0,80 15

3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
T1 6,36 4 0,11 A
TO 6,44 4 0,11 A
T3 6,62 4 0,11 A
12 6,62 4 0,11 A

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO H: ANALISIS ESTADISTICO DE TURBIDEZ PERMANENTE EN LA

CERVEZA ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

TURBIDEZ PERMANENTE NTU

TRATAMIENTOS NIVELES ENZIMA R1 R2 R3 R4 PROMEDIO
TO 0g 10,9 10,7 10,2 10,2 10,50
T1 05¢g 13,4 12,3 11,2 11,9 12,20
T2 1049 10,6 10,1 11,2 9,8 10,43




T3 159 8,0 8,9 8,1 7,3

8,08

2. ANALISIS DE VARIANZA

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 34,47 3 11,49 25,84 <0,0001
TRATAMIENTO 3447 3 11,49 25,84 <0,0001
Error 5,34 12 0,44

Total 39,80 15

3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTO Medias n E.E.

T3 8,08 4 0,33 A

T2 1043 4 0,33 B

TO 10,50 4 0,33

T1 1220 4 0,33 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO I: ANALISIS ESTADISTICO DE TURBIDEZ FRIA EN LA CERVEZA

ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

TURBIDEZ TOTAL NTU

TRATAMIENTOS NIVELES ENZIMA R1 R2 R3 R4 PROMEDIO
TO 0g 54,7 55,6 54,4 53,0 54,43
T1 05¢g 66,6 63,6 64,3 64,8 64,83
T2 1049 55,8 54,0 54,6 52,7 54,28
T3 159 46,7 48,1 46,6 44,1 46,38

TURBIDEZ FRIA NTU

TRATAMIENTOS NIVELES ENZIMA R1 R2 R3 R4 PROMEDIO

TO 0g 43,8 44,9 44,2 42,8 43,93




T1 059 53,2 51,3 53,1 52,9 52,63
T2 109 45,2 43,9 43,4 42,9 43,85
T3 159 38,7 39,2 38,5 36,8 38,30

2. ANALISIS DE VARIANZA

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

FV. SC al c™M F p-valor

Modelo 420,35 3 140,12 154,47 <0,0001
TRATAMIENTO 420,35 3 140,12 154,47 <0,0001
Error 10,89 12 0,91

Total 431,23 15

3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTO Medias n E.E.

T3 3830 4 0,48 A

T2 43,85 4 0,48

TO 4393 4 0,48 B

T1 52,63 4 0,48 Cc

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO J: ANALISIS ESTADISTICO DE MOHOS Y LEVADURAS EN LA CERVEZA
ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

MOHOS Y LEVADURAS (UFC/cm3)

NIVELES
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 PROMEDIO
ENZIMA
TO 0g 1,44E+02 1,42E+02 1,43E+02 1,40E+02 1,42E+02
T1 059 1,43E+02 1,43E+02 1,40E+02 1,43E+02 1,42E+02
T2 1049 1,42E+02 1,42E+02 143E+02 1,44E+02 1,43E+02
T3 1549 1,44E+02 1,45E+02 1,44E+02 1,44E+02 1,44E+02

2. ANALISIS DE VARIANZA



Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 10,75 3 358 2,26 0,1334
TRATAMIENTOS 10,75 3 3,58 2,26 0,1334
Error 19,00 12 1,58
Total 29,75 15

3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
T1 14225 4 0,63 A
TO 14225 4 0,63 A
T2 142,75 4 0,63 A
13 14425 4 0,63 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO K: ANALISIS ESTADISTICO DE MESOFILOS ANAEROBIOS EN LA
CERVEZA ARTESANAL CON DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

MESOFILOS ANAEROBIOS (UFC/cm3)

NIVELES
TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 PROMEDIO
ENZIMA
TO 0g 63 61 56 65 61
T1 059 61 60 71 57 62
T2 109 61 62 67 60 62
T3 159 61 67 65 58 63

2. ANALISIS DE VARIANZA

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 483 3 1,61 0,08 0,9679
TRATAMIENTOS 483 3 1,61 0,08 0,9679
Error 232,23 12 19,35

Total 237,06 15




3. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0.05)

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
TO 61,25 4 2,20 A
T1 62,10 4 2,20 A
T2 62,35 4 2,20 A
13 62,75 4 2,20 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO L: ANALISIS ESENSORIAL EN LA CERVEZA ARTESANAL CON
DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA.

1. OLOR
OLOR TO T1 T2 T3
Puntaje |Escala N°®Jueces |N°Jueces |N°Jueces |N°Jueces
1 | Me disgusta mucho 1 1 1 0
2 | Me disgusta 10 9 5 0
3 | Ni me gusta ni me disgusta 23 23 16 25
4| Me gusta 38 32 43 37
5 | Me gusta mucho 8 15 15 18
TOTAL 80 80 80 80
X= [ (P1*°NJ)+(P2*°NJ).../T= 3,53 3,64 3,83 3,91
2. APARIENCIA
APARIENCIA TO T1 T2 T3
Puntaje |Escala N°Jueces |N°Jueces |[N°Jueces |N°Jueces
1| Me disgusta mucho 1 1 0 0
2 | Me disgusta 8 11 1 1
3 | Ni me gusta ni me disgusta 28 21 17 16
4| Me gusta 36 41 43 39
5 | Me gusta mucho 7 6 19 24
TOTAL 80 80 80 80
x= | (PI*°NJ)+(P2*°NJ)... [T = 3,50 3,50 4,00 4,08




3. COLOR

COLOR TO T1 T2 T3
Puntaje |Escala N°Jueces |[N°Jueces |N°Jueces |N°Jueces
1 | Me disgusta mucho 0 0 0 0
2 | Me disgusta 6 10 1 2
3 | Ni me gusta ni me disgusta 33 37 16 16
4| Me gusta 32 24 43 37
5 | Me gusta mucho 9 9 20 25
TOTAL 80 80 80 80
R= | (P1*°NJ)+(P2*°NJ)... [T = 3,55 3,40 4,03 4,06
4. SABOR
SABOR TO T1 T2 T3
Puntaje | Escala N° Jueces |N°Jueces |N°Jueces |N° Jueces
1| Me disgusta mucho 3 5 3 1
2 | Me disgusta 23 21 13 13
3 | Ni me gusta ni me disgusta 28 26 20 30
4| Me gusta 15 23 34 23
5 | Me gusta mucho 11 5 10 13
TOTAL 80 80 80 80
X= | (P1*°NJ)+H(P2*°NJ)... /T = 3,10 3,03 3,44 3,44

ANEXO M: ANALISIS ECONOMICO DE LA OBTENCION DE LA ENZIMA PARA
APLICACION EN LA CERVEZA ARTESANAL

1. COSTO DE PRODUCCION POR PRODUCCION Y PURIFICACION DE LA
ENZIMA PROTEOLITICA DEL TORONCHE

PRECIO

CANTIDAD UNITARIO (%)

PRECIO UNIDAD
PRODUCTO  UNIDAD CANTIDAD UNITARIO ($) USADA
Fruto toronche 40 kg 4 24,040
Etanol 96% 1000 ml 2,5 526,18
cloruro de sodio 100 g 0,3 58,46
Sulfato de amonio 25 g 1,25 25,00

kg
ml
g
g

2,40
1,32
0,18
1,25




agua destilada 5000 ml 4,5 100 ml 0,09
TOTAL 5,23

2. COSTO DE PRODUCCION DE CADA CANTIDAD DE ENZIMA PARA CADA
TRATAMIENTO

COSTO DE PRODUCCION DE ENZIMA POR TRATAMIENTO

Costo enzima purificada 4573 ¢ 5,23
Costo por cada 11 g 11 ¢ 1,26
TO 0g 0
T1 05 ¢ 0,06
T2 1g 0,11
T3 15 ¢ 0,17

ANEXO N: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DEL RENDIMIENTO DE LA OBTENCION
LATEX Y DE LA ENZIMA

Variable n  Media D.E. cv Min Max Mediana
PESO FRUTA (kg) 4 8,02 0,84 10,46 7,29 9,19 7,8
PESO FRUTA SIN LATEX (Kg) 4 724 0,68 9,45 6,71 8,22 7,02
LATEX CRUDO (g) 4 5843 8,19 14,03 50,21 69,64 56,93
RENDIMIENTO DEL FRUTO (%) 4 90,36 1,2 1,33 89,44 92,04 89,98
RENDIMIENTO DEL LATEX (%) 4 0,73 0,03 4,03 0,69 0,76 0,74
Variable n Media D.E. Ccv Min Méax Mediana
LATEX CRUDO (g) 4 58,43 8,2 14,03 50,21 69,64 56,93
LATEX PRECIPITADO (g) 4 25,8 6,45 25,01 20,51 35 23,84
ENZIMA LIOFILIZADA (g) 4 15,24 1,76 11,58 13,28 17,56 15,06
RENDIMIENTO (%) 4 26,15 0,68 2,59 25,22 26,8 26,29

ANEXO O: SELECCION Y LAVADO DE MATERIA PRIMA



ANEXO Q: EXTRACCION DEL LATEX DEL FRUTO TORONCHE



ANEXO R: PRECIPITACION Y PURIFICACION DE LA ENZIMA DEL FRUTO
TORONCHE




ANEXO S: ELABORACION DE CERBEZA ARTESANAL GOLDEN ALE

ANEXO T: ANALISIS FISICOQUIMICO DE LA CERVEZA ARTESANAL A
DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA




ANEXO U: ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA CERVEZA ARTESANAL A
DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA

ANEXO V: ANALISIS SENSORIAL DE LA CERVEZA ARTESANAL A DIFERENTES
NIVELES DE ENZIMA




ANEXO W: BOLETA DE EVALUACION SENSORIAL DE LA CERVEZA ARTESANAL
A DIFERENTES NIVELES DE ENZIMA

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

PRUEBA SENSORIAL DE ACEPTACION DEL PRODUCTO
Evaluacion de Cerveza Artesanal Golden Ale con diferentes niveles de enzima proteolitica del Toronche
como clarificante.
Fecha: ...... /... [l Nombre: Edad: Genero:

Solicito su colaboracion para determinar la aceptacion de las formulaciones de cerveza artesanal.

Puntaje Categoria
1 Me disgusta mucho
2 Me disgusta
3 Ni me gusta Ni me disgusta
4 Me gusta
5 Me gusta mucho

Codigo Olor Apariencia Color Sabor

“GRACIAS POR SU COLABORACION”
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