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Resumen

La presente investigacion tiene la finalidad de estudiar el efecto de distintas
concentraciones de nisina como bioconservante de dos tipos de harina (tostada y sin
tostar) procedente de diferentes bagazos de cerveza rubia artesanal. Dicha investigacion
se realiz6 en la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE extension Santo Domingo
de los Tsachilas. Se planteé tres fases sucesivas para la ejecucion de este estudio. La
primera fase: Se recolectd dos tipos de bagazo de cerveza, la segunda fase: se elaboro
la harina de forma artesanal, donde el primer paso fue pesar el bagazo, luego se procedio
a deshidratarlo en un deshidratador industrial a una temperatura constante de 55 °C
durante un tiempo de 5 horas, posteriormente se molié el bagazo seco en un molino
artesanal, se tamizé la harina empleando un tamiz de 212 micras N° 70, y finalmente se
almaceno la harina en fundas de polietileno herméticas con cierre. La tercera fase: se
aplicé las distintas concentraciones de nisina (100, 200 y 300 ppm) en la harina con la
ayuda de un atomizador estéril para posterior analisis fisicoquimico y microbioldgico de
las muestras aplicadas el bioconservante en laboratorio. Se plante6 un Disefio de Bloques
Completamente al Azar (D.B.C.A.) con 8 tratamientos y 3 repeticiones, conformando 24
unidades experimentales, en donde se obtuvo como resultado que los mejores
tratamientos fueron: Harina A (tostada) + 300 ppm y Harina B (sin tostar) +100 ppm, esto
basado en los parametros pH y acidez ya que son los factores que afectan la
conservacion en su almacenamiento. Una vez obtenido el producto final y realizados los
respectivos analisis se procedié a un analisis sensorial aplicando un Disefio de Bloques
Incompletos donde los resultados reflejaron la aceptacion del producto por parte de los
panelistas, tomando en cuenta que la aplicacion de la nisina no influye en los parametros

analizados (color, olor, sabor y textura).

Palabras clave:

e BAGAZO DE CERVEZA
e HARINA
e CONCENTRACION DE NISINA



Abstract

The purpose of this research is to study the effect of different concentrations of Nisin as a
biopreservative of two types of flour (toasted and untoasted) from different bagasse of
craft blonde beer. Said investigation was carried out at the University of the Armed Forces
- ESPE extension Santo Domingo de los Tséachilas. Three successive phases were
proposed for the execution of this study. The first phase: Two types of beer bagasse were
collected, the second phase: the flour was elaborated in an artisanal way, where the first
step was to weigh the bagasse, then it was dehydrated in an industrial dehydrator at a
constant temperature of 55 ° C for 5 hours, then the dry bagasse was ground in an
artisanal mill, the flour was sifted using a 212 micron No. 70 sieve, and finally the flour
was stored in hermetic polyethylene bags with closure. The third phase: the different
concentrations of nisin (100, 200 and 300 ppm) were applied to the flour with the help of
a sterile atomizer for subsequent physicochemical and microbiological analysis of the
samples applied to the biopreservative in the laboratory. A Completely Randomized Block
Design (DBCA) with 8 treatments and 3 repetitions was proposed, forming 24
experimental units, where the best treatments were obtained as a result: Flour A (toasted)
+ 300 ppm and Flour B (untoasted) +100 ppm, this based on the pH and acidity
parameters since they are the factors that affect conservation in storage. Once the final
product was obtained and the respective analyses were carried out, a sensory analysis
was carried out applying an Incomplete Block Design where the results reflected the
acceptance of the product by the panelists, taking into account that the application of nisin
does not influence the parameters analyzed (color, smell, taste and texture).

Keywords:
e BEER BAGASSE
e FLOUR
e NISIN CONCENTRATION
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Capitulo |

Introduccion

En los ultimos afos la industria de cerveza artesanal ha incrementado la
produccién siendo la quinta industria mas importante en el mundo, con una produccién
de 1,88 billones de hectolitros, generando un gran volumen de residuos que terminan
como desecho (Kirin Beer University, 2016).

El bagazo cervecero es obtenido luego de prensar y filtrar el mosto tras la
sacarificacién del grano de cebada malteado, rico en proteina y fibra. El mismo que
representa el 85 % de residuo luego de la maceracion para la elaboracién de la cerveza,
este residuo conlleva grandes problemas de contaminacién, mal olor y sobretodo
proliferacion de animales al no tener un buen tratamiento (Kanauchi et al., 2018).

En el Ecuador se producen aproximadamente 120,000 toneladas anuales de
bagazo cervecero, el cual es generalmente utilizado como abono en plantas o
principalmente desechado. Por este motivo, esta investigacion encamina a la reutilizacion
del bagazo de cerveza como harina, solucionando varios problemas que las cervecerias
acarrean aprovechando el desecho y transformandolo en materia prima, ademas de
aportar en un solo producto varios nutrientes benéficos para el consumidor.

La aplicacién de la biotecnologia para la elaboracion de harina a partir del bagazo
cervecero no solo ayuda a la industria cervecera sino también al medio ambiente
mediante el manejo de sus residuos industriales, esto le permite tomar un respiro al
contribuir con su cuidado al reciclar, reutilizar desechos y en base a esto producir nuevos

productos.



Objetivos
Objetivo General
Estudiar el efecto de distintas concentraciones de nisina como bioconservante de
harina procedente de distintos bagazos de cerveza artesanal.
Objetivos Especificos
e Elaborar harina proveniente de distintos bagazos de cerveza artesanal.
e Evaluar distintas concentraciones de nisina como bioconservante para determinar
la vida util de la harina.
e Determinar mediante andlisis fisicoquimicos y microbioldgicos las caracteristicas
de la harina antes y después de la aplicacion del bioconservante.

e Determinar el rendimiento mediante balance de materia.
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Hipotesis
Hipotesis para el Factor A (Tipo de harina)

Ho: El tipo de harina no influye en la conservacién mediante la aplicacion de
nisina.

Ha: El tipo de harina influye en la conservacion mediante la aplicacién de nisina.

Hipotesis para el Factor B (Concentraciones de nisina)

Ho: Las distintas concentraciones de nisina aplicadas a la harina no influye en los
parametros de conservacion.

Ha: Las distintas concentraciones de nisina aplicadas a la harina influye en los

parametros de conservacion.



Capitulo 1l
Revision de literatura

Bagazo de Cerveza

El bagazo de cerveza es un residuo insoluble resultante del proceso de filtracion
del mosto, durante la elaboracién de la cerveza, por lo tanto, este subproducto representa
el 31% del peso original de la cebada malteada y el 85% de los residuos totales, es rico
en celulosa, polisacaridos no celulésicos, proteinas y B-glucano (Martinez, 2020).

El contenido de materia seca del bagazo hiimedo de cerveza es de 20-25% y de
energia metabolizable es 2,86 Mcal/kg. El bagazo de cerveza es un residuo de gran
interés por su amplio uso en distintas areas, por su disponibilidad durante todo el afio, su
bajo costo y sobre todo por su valiosa composicién quimica. En la actualidad este residuo
industrial no es aprovechado, a pesar de que contiene cantidades significativas de
componentes valiosos, por ello su destino en su mayoria en zonas urbanas es como
abono de tierras de cultivo, alimento de aves de corral y/o porcinos y desecho en un
relleno sanitario, siendo este Gltimo un problema ambiental a corto tiempo (7-10 d), debido
a su alto contenido de humedad y azlcar fermentable (Ministerio de Agricultura
Ganaderia y Pesca, 2019).

El bagazo de cerveza es basicamente un material lignocelulésico porque esta
conformado por cascara de grano, pericarpio y fragmentos de endospermo. Su
composicion quimica en peso seco es predominantemente de carbohidratos de celulosa
y hemicelulosa (17-25%) y no celulésicos (25-35%), proteina (10-30%), lignina (8-28%);
y en menores cantidades por lipidos (<11%) y minerales (5%)(Robertson et al., 2010).

Uno de los acidos fendlicos con mayor presencia en el bagazo, es el acido ferulico

el cual tiene multiples propiedades antimicrobianas, antiinflamatorios, anticancerigenas,
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ademas el consumo de bagazo protege ante las enfermedades coronarias, reduce el

colesterol plasmatico y el indice plasmatico (Gupta et al., 2010).

El bagazo de cerveza y su impacto al medio ambiente

En Ecuador se produce aproximadamente 120 toneladas al afio de bagazo de
cervezay por su alto contenido de humedad y azucar fermentable se vuelve un problema
para el medio ambiente en un corto tiempo de 7-10 dias. Ademas, este residuo industrial
tiene como disposicion final en un vertedero o relleno sanitario, donde su descomposicion
de forma anaerdébica genera metano, un gas de efecto invernadero 25 veces mas potente
gue el diéxido de carbono, que ademas puede persistir durante varias décadas después
de la eliminacién de residuos, generando asi un fuerte impacto sobre el medio ambiente
(Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2019).

Por esta razén al emplear el bagazo como materia prima para elaborar productos
de consumo humano, es una propuesta oportuna como ejemplo de economia circular y
un nuevo insumo de tipo renovable, siendo una medida efectiva para fortalecer una
produccién sostenible y las practicas bajas en emisiones (Ministerio de Agricultura

Ganaderia y Pesca, 2019).

Enfoque y valorizacion biotecnolégica del bagazo de cerveza parala generaciéon

de nuevos productos

Tabla 1

Nuevos productos a partir de bagazo de cerveza

Proyecto Referencia

Evaluacién de la incorporacion de bagazo (Imanol Leiva et al., 2021)

cervecero en salchichas veganas

Extraccion de acido ferulico a partir de (Paula et al., 2019)

subproductos del bagazo de cerveza
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Reutilizacién de bagazo por secado y (Ferrari & Tittonel, 2017)

pelletizacion como suplemento forrajero

Produccién de biogas a partir de bagazo (Rodriguez, 2012)

cervecero

Fuente: Elaboracién propia

Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Filogenéticamente son un grupo diverso de bacterias Gram positivas, se
caracterizan por la produccion de &cido lactico, sustancia con caracteristicas
antimicrobianas, tienen forma de cocos o bacillos, su gran mayoria son aertolerantes
anaerobios. Segun caracteristicas bioquimicas se clasifican en homofermentativas,
producto unico de la fermentacion es el acido lactico y en heterofermentativas, se produce
acido lactico, etanol, acetato y CO2 (Agudelo et al., 2015).

Las especies mas empleadas para preservar los alimentos son Lactococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuuconostoc, Lactobacillus y Carnobacterium. Estos
microorganismos han sido aislados de granos, plantas verdes, productos lacteos y
carnicos, fermentaciéon de verduras, y del tracto digestivo de animales y humanos
(Ghanbari et al., 2013).

Bacteriocinas

Las Bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidas ribosémicamente por
bacterias del grupo BAL, estas actGan contra microorganismos relacionados o
responsables del deterioro de los alimentos y causantes de enfermedades, es por ello
gue se las emplea para la biopreservacion, extensiéon de la vida util, control de
fermentaciones y otros. Su efecto bacteriostatico o bacteriocida puede ser de espectro

estrecho (misma especie) o espectro amplio (otros géneros) (Balciunas et al., 2013).



Su produccion ocurre de manera natural dentro de la fase logaritmica del
desarrollo microbiano o al final de la misma, generalmente cuando las bacterias se
encuentran en situacion de estrés (Vasquez M. et al., 2009). El género mas estudiado por

su efecto de bioconservacion en alimentos es Lactobacillus (Agudelo et al., 2015).

Clasificacion de las bacteriocinas

Las Bacteriocinas se agrupan en cuatro clases. La clase | esta conformada por
lantibioticos de amplio espectro, bajo peso molecular y con modificaciones post-
traduccionales; la clase Il son péptidos termoestables de bajo peso molecular, sin
modificaciones, principal caracteristicas es la actividad antilisterial; la clase 1ll son
péptidos de mayor tamafio, termolabiles y la clase IV esta conformada por moléculas

complejas con fracciones de lipidos y carbohidratos (Agudelo et al., 2015).

Tabla 2

Bacteriocinas representativas producidas por BAL

Bacteriocinas Productor Espectro de Tamafio
inhibicién (nGmero de
aminoécidos)

Clase I: Lantibioticos

Nisina (Ay 2) Lactococcus lactis Amplio 34
Lacticina 481 Lactococcus lactis Amplio 27
Lactocina S Lactococcus sake Amplio 37
Carmocina U149 Carnobacterium Amplio 35-37

piscicola

Clase Il: No lantibiéticos. Termoestables

Lactococcina A Lactococcus lactis Estrecho 54

Lactococcina B Lactococcus lactis Estrecho 47




Lactacin F Lactococcus Estrecho 57
johsonii
Plantaricina* Lactococcus Amplio 34
planctarum
Sakacina P Lactococcus sake Amplio 41
Pediocina AcH Pediococcus Amplio 44
acidilactici
Divergicina M35* Carnobacterium Amplio 43
divergens
Enterocina P* Enterococcus Estrecho 44
faecium
Clase lll: Mayor tamafio, termolabiles
Helveticina J Lactococcus Estrecho 333
helveticus
Clase IV: Moléculas complejas
Circulina A* Geobacillus - 76

kaustophilus

Fuente:(Hammami et al., 2007)

Nisina

Es producida por diversas cepas de Lactococcus lactis subsp, su aplicacion es
como bioconservante de alimentos, la FAO y OMS, aceptaron su uso y establecio la dosis
aceptable que no puede ser mayor a 0,125 mg/Kg. Es la Unica bacteriocina incluida en la
lista de aditivos alimentarios, Codex Alimentarius y la FDA le confirié el status de

sustancia GRAS (Generally Regardedas Safe) (Agudelo et al., 2015).
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Este conservante natural se emplea principalmente para prolongar la vida util de

diversos productos lacteos pasteurizados, evitar la alteracion de las conservas y disminuir

la intensidad del tratamiento térmico de los alimentos enlatados(Agudelo et al., 2015).

Composicién quimicay fisica de la Nisina

Tabla 3

Composicion fisica y quimica de la Nisina

Nombre

Nisina

Férmula

Peso molecular
Numero CAS
Forma

Color
Solubilidad
Fuente

Olor
Concentracion

Temp. de almacenamiento

pH

C143H230N42037S7
3.354,07 g/mol
1414-45-5

Polvo

Beige

Soluble en agua
Lactococcus lactis
Sin datos disponibles
2.5% (saldo de NacCl)
2-8°C

Sin datos disponibles

Fuente: (Merck kGaA, 2022)



Estructura de la Nisina

Figura 1

Estructura molecular de la Nisina

Fuente: (Cotter et al., 2005)
Propiedades fisicoquimicas de la Nisina

Sus propiedades fisicoquimicas la hacen resistente a los tratamientos térmicos y
cambios de pH que sufren los alimentos durante el proceso de fabricacién y
almacenamiento, ademas, su pequefio tamafio le permite la difusion en sistemas

semisolidos, propios de la mayoria de los alimentos (Agudelo et al., 2015).

Propiedades antimicrobianas y modo accién

El espectro de accion de la nisina incluye a potenciales patégenos y alterantes
asociados a los alimentos como son Bacillu cereus, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Clostridium spp, Escherichia coli , entre otros. La accion de la nisina en
las bacterias sensibles se realiza en la membrana citoplasmatica, formando poros que
afectan la fuerza motriz de protones y el equilibrio de pH ocasionado la perdida de iones

y la hidrolisis del ATP, resultando en la muerte celular(de Arauz et al., 2009).
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Figura 2

Mecanismo de accién de lantibiéticos (Clase |), no lantibiéticos (Clase Il) y bacteriolisinas
(Clase IlI).

Class Il Class | Bacteriolysins
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Fuente: (Cotter et al., 2005)

Bacteriocinas de origen lactico en laindustria de alimentos

Existe una gran demanda de productos de cuarta generacion, que utilicen aditivos
naturales, lo que ha aumentado el uso de las bacteriocinas producidas por BAL, debido
a que son consideradas como conservadores naturales o biopresevadores. Ademas su
aplicaciéon tiene ventajas, éstas poseen una naturaleza peptidica que permite su
degradacién por parte de las enzimas digestivas, de esta forma resultan inocuas para el
consumidor y su microbiota intestinal (Agudelo et al., 2015).
Métodos de aplicacion de bacteriocinas en alimentos
Inoculacién del alimento con cultivos iniciadores

En este método las bacterias acido lacticas BAL producen las bacteriocinas in situ,
durante el proceso de fabricacion, el éxito de este método depende de la habilidad del
cultivo para crecer y producir la bacteriocina en el alimento bajo condiciones ambientales

y tecnoldgicas(temperatura, pH, aditivos, entre otros) (Diez Aldama, 2012).



Los cultivos iniciadores, no deben tener impacto en las propiedades fisicoquimicas
y organolépticas del alimento, asi como no debe producir gas ni exopolisacaridos para
evitar inflamiento del empaque y la formacion de viscosidades en las superficies de los

productos (Vasquez M. et al., 2009).

Adiccion de bacteriocinas purificadas o semipurificadas

Este método permite usar dosis mas precisas de bacteriocinas, ofreciendo una
mejor herramienta de control para los productos, ademas se puede lograr una mejor
distribucion y evitar cambios fisicos, quimicos y organolépticos. Su aplicacion se limita a
la legislacion de cada pais, el costo vuelve a esta técnica poco atractiva (Vasquez M. et
al., 2009).
Cultivo productor de bacteriocina como ingrediente

La adiccion de un cultivo productor como ingrediente (produccién ex situ) consiste
en afiadir preparaciones de bacteriocina cruda, licor fermentado o concentrados
obtenidos por el crecimiento de BAL productoras (Vasquez M. et al., 2009). Este método

evita los costos de purificacion de cada compuesto (Balciunas et al., 2013).
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Capitulo 1l
Metodologia
Ubicacion del area de investigacion
Ubicacion politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tséachilas

Canton: Santo Domingo

Parroquias: Zaracay y Luz de América
Ubicacidn geografica

Las muestras de bagazo cervecero se obtuvieron en la Cerveceria Artesanal
“Byggvir” ubicada en la calle Cotopaxi y Puyo en Santo Domingo de los Tsachilas.

La investigacion y andlisis fue desarrollada en las instalaciones de la Universidad
de las Fuerzas Armadas - ESPE sede Santo Domingo de los Tsé&chilas, la misma que se
encuentra ubicada en la Hacienda Zoila Luz, kilbmetro 24 de la via Santo Domingo -
Quevedo, margen izquierdo, perteneciente a la parroquia Luz de América.

Ubicacion Ecolégica
Zona de vida: Bosque hdamedo tropical
Altitud: 224 msnm

Temperatura promedio: 24,6 °C

Precipitacion: 260 mm/afio
Humedad relativa: 85%
Heliofania: 680 horas luz/afo

Suelo: Franco arenoso



Materiales
Adicion de las distintas concentraciones de nisina a la harina proveniente del
bagazo cervecero

Tabla 4

Recursos empleados para la aplicacion de las distintas concentraciones de nisina a la
harina proveniente del bagazo cervecero

Equipos Insumos Materiales/reactivos
Balanza Espatula Nisina A 2,5% marca
analitica Agua destilada Lactocomerce

Vaso de precipitado de 50 mL Harina

Vidrio reloj

Atomizador

Determinacién de pH

Tabla b5

Recursos utilizados para la determinacion de pH en las muestras de harina.

Equipos Insumos Reactivo

Potenciémetro Vaso de precipitacion Agua destilada

Agitador orbital




Determinacién de Acidez titulable

Tabla 6

Recursos empleados para la determinacidn de acidez titulable en las muestras de
harina.

3C

Equipos Insumos Reactivos
Balanza Matraz Erlenmeyer Hidréxido de Sodio (NaOH) 0.02 N
analitica Agitador orbital Alcohol al 90%

Soporte universal Fenolftaleina

Bureta de 50 mL

Agitador magnético

Plancha agitadora

Determinacién de Ceniza

Tabla 7

Recursos empleados para la determinacién de ceniza en las muestras de harina.

Equipos Insumos Materiales
Mufla ajustada a 550° +15°C Crisol Muestra de harina
Desecador Pinzas

Balanza analitica al 0,1 mg Guantes
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Determinacion de Humedad

Tabla 8

Recursos empleados para la determinacién de humedad en las muestras de harina.

Equipos Insumos Materiales
Estufa ajustada a 130° £3°C Cajas Petri Muestra de harina
Desecador Guantes

Balanza analitica al 0,1 mg

Determinacién de Grasas

Tabla 9

Recursos empleados para la determinacién de grasas en las muestras de harina.

Equipos Insumos Reactivos
Desecador Probeta Eter etilico
Balanza analitica Papel filtro

Equipo de Soxhlet

Extractor de humo

Determinacién de Fibra

Tabla 10

Recursos empleados para la determinacién de grasas en las muestras de harina.

Equipos Insumos Reactivos

Estufa Probeta Acido Sulfurico (HSO4)
Balanza analitica Embudo Hidréxido de Sodio (NaOH)
Equipo de fibra Pipeta Agua destilada

Mufla Matraz Erlenmeyer Acetona

Bomba al vacio




Determinacion de Proteina

Tabla 11

Recursos empleados para la determinacién de proteinas en las muestras de harina.

Equipos Insumos Materiales

Analizador Dumas de Proteina Harina

Determinacién de presencia de microorganismos

Tabla 12

Recursos empleados para la determinacion de la presencia de microorganismos.

Equipos Insumos Reactivos

Vortex Vasos de precipitacion ~ Agua peptonada

Incubadora Micropipetas Petrifilm para mohos y levaduras

Céamara de Flujo Laminar Tubos de ensayo Petrifilm para aerobios

Autoclave Petrifilm para enterobacterias
Métodos

Para el estudio del efecto de distintas concentraciones de nisina como
bioconservante de harina procedente de distintos bagazos de cerveza artesanal se
plantearon tres fases sucesivas, descritas a continuacion:

Primera fase: recoleccion de los dos tipos de bagazo de cerveza

Segunda fase: elaboracién de la harina de forma artesanal

Tercera fase: analisis de la muestra aplicada el bioconservante en laboratorio.



Recoleccion de muestras de bagazo de cerveza artesanal

Para la recoleccion de las muestras de bagazo, materia prima para la elaboracion
de la harina, se procedio de la siguiente manera; luego del proceso de filtracion del mosto,
el bagazo humedo es prensado para extraerle el exceso de humedad, luego es
almacenado en tachos de plastico herméticos. Ambos bagazos fueron se obtuvieron de
la Cerveceria Byggvir, los bagazos correspondian a las variedades cebada tostada y

cebada sin tostar.

Elaboracion de harina procedente de bagazo de cerveza artesanal

Para la transformacion del bagazo en harina, se comenz6 por pesar el bagazo en
una balanza para determinar la cantidad de producto a secar, luego se procedié a
deshidratar el bagazo en un deshidratador industrial a una temperatura constante de 55
°C durante un tiempo de 5 horas, posterior a ello se continud con el proceso de molienda
en un molino artesanal y finalmente se tamizo la harina empleando un tamiz de 212 micras
N° 70, el mismo que es indicado dentro de las normas INEN 616, como adecuado para
harinas panaderas, finalmente se procede a almacenar la harina en fundas de polietileno

herméticas con cierre.

Tratamiento de harina procedente de bagazo de cerveza artesanal con
bioconservante (nisina)

Para la conservacion de la harina se adicionaron distintas concentraciones de
nisina (100, 200 y 300 ppm) en 700 gr de cada uno de los tipos de harina como se detalla
en la tabla 12, tomando como referencia la norma general para los aditivos alimentarios
CODEX STAN 192-1995, en la cual se detalla que la dosis méxima es 12,5 mg/Kg. Pg
238.(CODEX ALIMENTARIUS, 2019) y en cuanto al procedimiento de elaboracién de la

harina se tomé en consideracion el trabajo realizado en el estudio de (Pantoja, 2020).
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Tabla 13

Datos para tratamiento de harina procedente de bagazo de cerveza artesanal con el
bioconservante

Concentracion de nisina (ppm) Masa de muestra de harinade Masa soluto de la nisina

bagazo
100 ppm 0,70 Kg 10 mg
200 ppm 0,70 Kg 20 mg
300 ppm 0,70 Kg 40 mg

Disefio experimental

Factores del experimento

Tabla 14

Factores y niveles a probar en el estudio del efecto de distintas concentraciones de nisina
como bioconservante de harina proveniente de bagazo de cerveza artesanal.

Factores Niveles

Tipo de harina (A) a0= Harina tostada

al= Harina sin tostar

Concentracion de nisina (B) b0= sin bioconservante
b1=100 ppm
b2=200 ppm

b3= 300 ppm




Tratamientos a comparar

Tabla 15

Tratamientos a comparar en el estudio del efecto de distintas concentraciones de nisina
como bioconservante de harina procedente de distintos bagazos de cerveza artesanal.

N° Tratamiento Tratamientos(interacciones) Descripcién

T1 aobo Harina tostada + sin bioconservante
T2 a0bl Harina tostada + 100 ppm

T3 alb2 Harina tostada + 200 ppm

T4 a0b3 Harina tostada + 300 ppm

T5 alb0 Harina sin tostar + sin bioconservante
T6 albl Harina sin tostar + 100 ppm

T7 alb2 Harina sin tostar + 200 ppm

T8 alb3 Harina sin tostar + 300 ppm

Tipo de disefio
Se emple6 ANOVA con modelo bifactorial (2x4) con un disefio de bloques
completamente al azar (D.B.C.A.) donde A corresponde al tipo de harina, B a la

concentracion de nisina aplicada, cada tratamiento se desarrollé con 3 repeticiones.

Repeticiones
Los 8 tratamientos incluyeron 3 repeticiones por cada tratamiento, dando un total

de 24 unidades experimentales.

Caracteristicas de las unidades experimentales
Para esta investigacion se aplicé un modelo factorial en la cual se emplearon 8
tratamientos (200 g de cada uno) con tres réplicas para cada uno, de los cuales, 4 fueron

de harina tostada y los 4 restantes de harina sin tostar, de estos 2 corresponden a la
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concentracion de 100 ppm, 200 ppm y 300 ppm de nisina, de igual manera se realizé sin

aplicar bioconservante.
Analisis estadistico

Esquema del andlisis de varianza

Tabla 16

Esquema del analisis de varianza del estudio del efecto de distintas concentraciones de
Nisina como bioconservante de harina procedente de distintos bagazos de cerveza
artesanal.

Fuentes de Variacion Grados de Libertad
Tipo de harina (A) a-1 1

Concentracion de Nisina (B) b-1 3

AxB (a-1)(b-1) 3

Réplicas d-1 2

Error experimental 14

Total (abd)-1 23

Anélisis funcional

Para aquellas variables con andlisis de varianza significativos, se aplico la prueba
de significancia de Tukey al 5%.
Determinacién de las caracteristicas nutricionales, microbiolégicas vy
organolépticas de la harina de bagazo.

Andlisis organoléptico

Todas las muestras se evaluaron en una escala del 1 a 5; siendo 5 el valor
correspondiente a la muestra que en la variable de medida se ajuste mejor a la

caracteristica deseada.



Una vez elaborado el producto final se realiz6 una prueba organoléptica en donde

participaron 14 panelistas no entrenados, a los resultados obtenidos se aplicé la prueba

de bloques incompletos.

Posteriormente se obtuvo los resultados de la catacion, se realizo las tabulaciones

para aplicar el disefio experimental y obtener el mejor tratamiento segun los parametros

color, olor, sabor y textura.

Andlisis fisicoquimicos y microbiolégicos

En la tabla 17 y 18 se aprecian los analisis fisicoquimicos y microbiologicos que

se realizaron a las muestras de harina, los mismos que se describen a continuacion:

Tabla 17

Andlisis fisicoquimicos

Variables nutricionales Método Unidad

pH INEN 526 -

Acidez titulable INEN 521 (9/1000 mL)

Ceniza INEN 520 %

Grasa INEN 523 %

Proteina AOAC 920.87 %

Fibra INEN 522 %

Humedad INEN 518 %
Tabla 18

Andlisis microbiol6gicos

Variables microbiolégicas Método
Recuento de Enterobacteriaceae INEN 1529-13
Recuento de Mohos y levaduras INEN 1529-10

Recuento de aerobios mesobfilos

INEN 1529-5




Manejo especifico del Experimento

3¢

Diagrama de flujo para la elaboracion de harina de bagazo de cerveza artesanal.

Bagaro de malta.

Recepcion de la
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535°C
5 horas
Bagazo — 10%: H2O0

Para los andlisis fisico-quimicos de la harina procedente de bagazo de cerveza se

han tomado como referencia las NTE-INEN 526:2013 (INEN, 2013b).

pH

e Calibrar el potenciémetro con los buffers de pH 4,01y pH 9,18.

e En un vaso de precipitacién colocar 10 gramos de la muestra de harina.

e Afadir 100 mL de agua destilada y agitar suavemente durante 30 min.



Dejar reposar por 10 min y decantar el sobrenadante en un vaso de
precipitacion.
Determinar el pH por lectura directa, introducir el electrodo del potenciémetro

en el vaso de precipitacion con el liquido sobrenadante.

Acidez titulable

El procedimiento se desarrollé tomando en cuenta la norma NTE INEN 521

Pesar 5 g de la harina con aproximaciéon de 0,1 mg y transferir al matraz
Erlenmeyer de 100 cm3.

Agregar lentamente 50 c¢m3® de alcohol de 90 %(V/V), tapar el matraz
Erlenmeyer y agitar fuertemente.

Dejar en reposo durante 24 h. agitando de vez en cuando.

Tomar con la pipeta una alicuota de 10 cm?® del liquido sobrenadante y
transferir al matraz Erlenmeyer de 50 ¢m?; agregar 2 cm® de la solucion
indicadora de fenolftaleina.

Agregar lentamente y con agitacion la soluciéon de 0,02 N de hidréxido de
sodio, hasta conseguir un color rosado que persista durante 30 s.

Leer en la bureta el volumen de la solucion empleada, con aproximacion de
0,05 cm3.

Determinar la acidez titulable mediante el siguiente calculo.

490« NV 1,
= —  —
m (100 — H) V,

Donde,

A

= contenido de acidez en las harinas de origen vegetal, en porcentaje de

masa de acido sulfurico.

N

\Y

= Normalidad de la solucién de hidréxido de sodio.

= cm?3 de la solucion de hidréxido de sodio empleado en la titulacion.
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A = c¢cm? del alcohol empleado.

v, = cm3 de la alicuota tomada para la titulacion.

m = masa de la muestra, en g.

H = porcentaje de humedad en la muestra.
Ceniza

Esta técnica se desarrollo tomando en cuenta la norma NTE INEN 520:2013
(INEN, 2013a).

e Calentar el crisol de porcelana en la estufa ajustada a 550° + 15°C durante
30 min. Dejar enfriar en el desecador y pesar con aproximacion de 0,1 mg.

e Trasferir al crisol la muestra y pesar aproximadamente 3 g de la muestra con
aproximacion de 0,1 mg.

e Colocar el crisol con su contenido cerca de la puerta de la mufla abierta por
pocos minutos, para evitar pérdidas por proyeccién de material.

e Introducir el crisol a la mufla a (550 15) hasta obtener cenizas de un color gris
claro.

e Sacar de la mufla el crisol con la muestra, dejar enfriar en el desecador y
pesar, con aproximacién de 0,1mg.

e Determinar las cenizas mediante el siguiente calculo.

100 (m3—my)
"~ (100 — H)(my — my)

Donde,

C = contenido de cenizas en harinas de origen vegetal, en porcentaje de
masa.

my = masa de crisol vacio, en g.

m, = masa de crisol con la muestra (antes de incineracion), en g.



Grasa

1980).

mg

H

41

= masa de crisol con la ceniza (después de incineracion), en g

= porcentaje de humedad en la muestra.

Esta técnica se desarroll6 tomando en cuenta la norma NTE INEN 523(INEN,

Secar los vasos beakers en la estufa a 100 £ 3°C, por 1lh. Transferir al
desecador y pesar con aproximaciéon de 0,1 mg.

Pesar aproximadamente 5 g de muestra sobre un papel filtro y colocarlos en
el interior del dedal, taponar con suficiente algoddn, luego introducirlo en el
portadedal.

Colocar el dedal y su contenido en el vaso beaker, llevar a los ganchos
metalicos del aparato de golfish.

Adicionar en el vaso beaker 50 mL de solvente, al mismo tiempo abrir el reflujo
de agua.

Colocar el anillo en el vaso y llevar a la hornilla del aparato de golfish, ajustar
al tubo refrigerante del extractor. Levantar las hornillas y graduar la
temperatura a 55°C.

Terminada la extraccién, bajar con cuidado los calentadores, retirar
momentaneamente el vaso con el anillo, sacar el portadedal con el dedal y
colocar el vaso recuperar del solvente.

Levantar los calentadores, dejar hervir hasta que el solvente este casi todo en
el vaso de recuperacion.

Bajar los calentadores, retirar los beaker, con el residuo de la grasa, el

solvente transferir al frasco original.



pf

Pi

Proteina

Colocar los vasos beaker en la estufa a 105°C, hasta completar la evaporacion
del solvente por 30 min.
Dejar enfriar los beaker en el desecador, luego pesar y registrar.

Determinar el porcentaje de grasa mediante el calculo de la formula.

_Pf—Pi

G * 100

= porcentaje de grasa.
= masa de la muestra, en g
= peso final del beaker con muestra, en g.

= peso inicial del beaker sin muestra, en g.

Analizador de Nitrdgeno-DUMAS

Pesar 50 mg de muestra.
Colocar en el horno del equipo y calibrar el equipo.

Determinar el contenido de nitrégeno empleando la formula.
P=%NxF

Donde:

P = porcentaje de proteina.

%N = porcentaje de nitrégeno

F = factor de conversion (5,83).

Fibra bruta

1. Preparacién de la muestra

® Moler la muestra de tamiz de 1 mm.

® Llenarlos crisoles con las muestras molidas y colocarlo en la “gradilla porta

— crisoles”. Esta gradilla se puede fijar en la parte frontal de la unidad



principal. Mediante la “asa de crisoles” recoger los crisoles e introducirlos
en la unidad principal frente a las resistencias. Bajar la palanca de fijacion

y bajar la palanca reflectora.
Situar los mandos de las valvulas en posicién “OFF”.

Abrir el grifo de entrada de agua refrigerante con caudal entre 1 y 2

litros/minuto.

Accionar el intercepto principal (Power), el piloto ambar se iluminara. El

potencidometro en posicion “OFF”.

2. Proceso de extraccion caliente

Levantar la tapa superior y agregar el reactivo en cada columna,
determinar la cantidad de reactivos mediante la escala graduada de cada

columna.

Girar el potenciometro de ajuste (sentido horario) hasta la posicién 80 -

90%, la resistencia se pone en marcha.
Agregar antiespumante en cada columna.

Cuando el reactivo empiece a hervir, disminuir la potencia de calor girando

el potenciémetro (sentido antihorario) hasta 20 — 30%.

Mientras dura la extraccién puede aprovecharse en calentar el segundo

reactivo o agua destilada.
Una vez finaliza la extraccion apagar el calefactor por el interruptor.

Abrir el grifo de la trompa de agua (si se ha utilizado este sistema para
producir presion de vacio), ubicar los mandos de la valvula en posicion

“Aspirar’. Una vez completada la filtracién cerrar la valvula.
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® Si durante la filtracidbn es necesario disolver el residuo, accionar el
interruptor de bomba de aire (PRESSURE) y situar el mando de la valvula
en la posicion “Soplar” volviendo luego a la posicion “Aspirar”. La potencia

de la bomba de soplar el ajustable interiormente.

® | ave la muestra con agua destilada caliente utilizando un bote pulverizado.
El agua se la introduce por la entrada de cada columna situando los
mandos de las valvulas en la posicion “Aspirar’ para dejar la muestra seca.
Cerrar de nuevo las valvulas. Si el método precisa de varias extracciones

repetir el proceso.

® Para sacar los crisoles de la unidad de extraccion utilice el “asa porta-
crisoles” encajando los crisoles y librandoles desbloqueados de la palanca

de laizquierda.

e Trasladarlos a la gradilla.

3. Procedimiento

® Pesar (con una precision de +1mg) de 2gr. de muestra en un crisol

poroso. La cantidad de muestra es WO.

® |ntroducir los cristales en el Dosi-Fiber.

4. Hidrolisis &cida en caliente
® Asegurarse que las valvulas estén en posicion “Cerrado”.

e Afadir 100 - 150 ml de H,SO, caliente en cada columna y unas gotas de

antiespumante.

e Abrir el circuito de refrigeracion y activar las resistencias calefactoras

(potencial 90%).



Esperar a que hierva, reducir el potencial al 30% y dejar hervir durante el
tiempo de extraccién (30 min a una 1 hora dependiendo del material). Para

una hidrélisis mas efectiva accionar la bomba de aire en posicion “Soplar”.

Para la calefaccién abrir el circuito de vacio y poner los mandos de la
valvula en posicion “Adsorcion”, lavar con agua destilada vy filtrar. Repetir

este proceso tres veces.

5. Hidrdlisis basica en caliente

Repetir los pasos 3y 7 pero utilizando KOH o NaOH de H,SO4,

6. Extraccién en frio con acetona

No realizar las extracciones en frio con acetona en el equipo Dosi-Fiber

Preparar el “kitasatos” con las trompas de vacio, situar el crisol de la
entrada del kitasato y afladir acetona a la vez que el circuito de vacio esta

adsorbiendo hacia el frasco. Repetir esta operacién tres veces.
Colocar las muestras de secar en la estufa a 150 °C durante 1 hora.
Dejar enfriar en el desecador.

Pesar con una precision de +0.1 mg. La cantidad pesada es W1.

Incinerar las muestras de los crisoles en el horno de mufla a 500 °C durante

un tiempo de 3 horas.

Dejar enfriar en el desecador, tener en cuenta las recomendaciones dadas

para la manipulacién de los crisoles.

Pesar los crisoles con una precision de +1 mg. La cantidad pesada es W2.

_ w1i-w2
%Fibra bruta = —wWo x 100
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Donde:

WO = peso de la muestra

W1 = peso del crisol + muestra seca

W2 = peso del crisol + muestra calcinada

Humedad

Esta técnica se desarrollo tomando en cuenta la norma NTE INEN518.

Calentar el pesafiltro y tapa durante 30 min en la estufa a 130 £ 3°C. Enfriar

en el desecador y pesar.

e Pesar 2 g de la muestra de harina, transferirla al pesafiltro y distribuirla
uniformemente.

e Calentar el pesafiltro y su contenido durante una hora, en la estufa a 130 +
3°C.

e Sacar el pesafiltro, transferirlo al desecador, y tan pronto se haya enfriado,
pesar.

e Repetir las operaciones de calentamiento, enfriamiento y pesaje, hasta que la

diferencia de masa entre los resultados de dos operaciones de pesaje

sucesivas no exceda 0,1 mg.

e Para determinar la humedad se debe realizar el siguiente calculo.

my; — Mg
Pc =—x 100
m; —my
Donde:
Pc = pérdida por calentamiento, en porcentaje de masa.
my = masa del pesafiltro vacio con tapa, en g.
m, = masa del pesafiltro y tapa, con la muestra sin secar, en g.

ms = masa del pesafiltro y tapa, con la muestra seca, en g.



Recuento de UFC (Ensayo para aer6bios meséfilos, para Mohos - levaduras y

Enterobacteriaceae)

Esta técnica se desarrolld tomando en cuenta las normas NTE INEN 1529-5;1529-

10;1529-13.

Preparacion de la muestra

Preparar una solucién de peptona al 5% y afiadir 9 mL de la solucién en cada
tubo de ensayo empleado en el estudio.

Autoclavar los tubos de ensayo a 121°C por 20 min.

Preparar la solucion madre (1071) con 45 mL de agua de peptona y 5 g de
harina, mezclar bien con la ayuda de un vortex o agitador orbital.

Extraer 1mL de la solucion madre, afiadir en tubo, agitar y de esta forma se
obtiene la dilucion (1072).

Repetir el proceso hasta obtener la disolucion (10~°).

Procedimiento

En condiciones asépticas, se colocé 1 mL de la disolucion (107°) de la
muestra en un Petri film para aerobios, repetir el proceso para el Petri film
especifico para hongos y levaduras.

Repetir el proceso anterior con la disolucion (1072), en el caso de las Petri film
de Enterobacterias.

Colocar dentro de la incubadora los Petri film para aerobios a una temperatura
de 37 °C durante 48 h, en el caso de los Petri film para hongos- levaduras se
incubo durante 72 h a temperatura ambiente y las Petri film de enterobacterias
se incubd a una temperatura de 37 °C durante 24 h.

Determinar la cantidad de UFC en cada Petri film, empleando un contador de

colonias.
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e El nimero de microorganismos se determiné mediante la siguiente ecuacion:

<UFC) _nxf
ml/) v
Donde:

n = numero de colonias por placa

f = factor de dilucién

v = volumen inoculado en la placa



Capitulo IV
Resultados

Caracterizacion de la harina de bagazo de cerveza mediante anélisis
fisicoquimicos.

Los bagazos empleados en la investigacion provienen de las variedades de
cebada sin tostar y cebada tostada, materia prima para la elaboracion de cerveza rubia
artesanal. Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica se muestran en la tabla 19:

Tabla 19

Caracterizacion fisicoquimica de las harinas

Muestra pH Fibra Ceniza Grasa Proteina Humedad  Acidez
(%) (%e) (Ve) (%) (%) 9/100mL

Harina A 5,65 6,46 23 435 13,46 9,07 041

(tostada)

Harina B

(sin tostar) 4,38 453 22 541 20,45 8,20 0,86

Andlisis de varianza para la variable pH
Tabla 20

Resultados de analisis de varianza de pH de la harina.

Fuente de variacién Suma de gl  Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Tipo de Harina 9,68 1 9,68 20450,35 <0,0001*

Concentracion 1,5E-03 3 5,0E-04 1,06 0,3987

Repeticién 7,7E-04 2 3,9E-04 0,82 0,4610

Tipo de Harina*Concentracion 3,0E-04 3 1,0E-04 0,21 0,8869*

Error 0,01 14 4,7E-04

Total corregido 9,69 23
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De acuerdo con la tabla 20 (Resultados de analisis de varianza de pH de harina)

nos indica, diferencia significativa en: Factor A (Tipo de Harina) y en la interaccion A*B

(Tipo de harina y concentracion), mientras que en: Factor B (Concentracién) y en

repeticion, no se encontré diferencia significativa.

Andlisis de varianza para la variable Acidez titulable

Tabla 21

Resultados de analisis de varianza de acidez titulable de la harina.

Fuente de variacion Suma de gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Tipo de Harina 1,51 1 1,51 18242,50 <0,0001*

Concentracion 0,03 3 0,01 137,41 <0,0001*

Repeticion 1,3E-04 2  6,7E-05 0,81 0,4650

Tipo de Harina*Concentracién 0,01 3 2,6E-03 31,96 <0,0001*

Error 1,2E-03 14 8,3E-05

Total corregido 1,55 23

De acuerdo con la tabla 21 (Resultados de andlisis de varianza de Acidez titulable

de harina) nos indica, diferencia significativa en: Factor A (Tipo de Harina), Factor B

(Concentracion) y en la interaccion A*B (Tipo de harina y concentracion), mientras en

repeticion, no se encontrd diferencia significativa.



Analisis de varianza para la variable Ceniza

Tabla 22

Resultados de analisis de varianza de ceniza de la harina.
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Fuente de variacion Suma de gl  Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Tipo de Harina 0,02 1 0,02 5,16 0,0395*

Concentracion 0,08 3 0,03 6,46 0,0057*

Repeticion 0,02 2 0,01 1,79 0,2025

Tipo de Harina*Concentracion 0,03 3 0,01 2,11 0,1448*

Error 0,06 14 4,3E-07

Total corregido 0,21 23

De acuerdo con la tabla 22 (Resultados de analisis de varianza de Ceniza) se

encontrd diferencia significativa en: Factor A (Tipo de Harina), Factor B (Concentracion)

e interacciéon A*B (Tipo de Harina*Concentracién), mientras que en repeticion no se

encontrd diferencia significativa.

Analisis de varianza para la variable Humedad

Tabla 23

Resultados de andlisis de varianza de Humedad de harina.

Fuente de variacién Suma de gl  Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Tipo de Harina 5,24 1 5,24 3000,58 <0,0001*

Concentracion 2,20 3 0,73 419,33 <0,0001*

Repeticion 0,01 2 4,7E-03 2,69 0,1025

Tipo de Harina*Concentracion 0,01 3 3,0E-03 1,72 0,2079*

Error 0,02 14 1,7E-03

Total corregido 7,48 23




De acuerdo con la tabla 23 (Resultados de analisis de varianza de Humedad) se

encontro diferencia significativa en: Factor A (Tipo de Harina), Factor B (Concentracion)

e interaccion A*B (Tipo de Harina*Concentracion), mientras que en repeticion no se

encontro diferencia significativa.

Andlisis de varianza para la variable Grasa

Tabla 24

Resultados de andlisis de varianza de grasa de harina de bagazo

Fuente de variaciéon Suma de gl Cuadrado F Valor-P
cuadrado smedios
S
Tipo de Harina 7,39 1 7,39 2103,09 <0,0001*
Concentracion 0,05 3 0,02 4,68 0,0182*
Repeticién 0,01 2 2,6E-03 0,73 0,4975
Tipo de Harina*Concentracion 0,01 3 3,8E-03 1,07 0,3930*
Error 0,05 14 3,5E-03
Total corregido 7,50 23

De acuerdo con la tabla 24 (Resultados de andlisis de varianza de Grasa) se

encontrd diferencia significativa en: Factor A (Tipo de Harina), Factor B (Concentracion),

e interacciones A*B (Tipo de Harina*Concentracion), mientras que, en repeticion, no se

encontrd diferencia significativa.



Analisis de varianza para la variable Fibra

Tabla 25

Resultados de analisis de varianza de fibra de harina de bagazo

Fuente de variacion Suma de gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Tipo de Harina 19,84 1 19,84 8168,68 <0,0001*

Concentracion 0,01 3 1,9E-03 0,77 0,5272

Repeticion 5,2E-04 2 2,6E-04 0,11 0,9000

Tipo de Harina*Concentracion 0,03 3 0,01 3,76 0,0360*

Error 0,03 14 2,4E-03

Total corregido 19,91 23

De acuerdo con la tabla 25 (Resultados de analisis de varianza de fibra) se
encontrd diferencia significativa en: Factor A (Tipo de Harina), interaccion A*B (Tipo de
Harina*Concentracién), mientras que en: Factor B (Concentracion) y repeticion no se
encontrd diferencia significativa.

Analisis de varianza para la variable Proteina

Tabla 26

Resultados de analisis de varianza de proteina de harina

Fuente de variacién Suma de o] Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Tipo de Harina 222,13 1 222,13 32032901,69 <0,0001*

Concentracion 1,29 3 0,43 62182,84 <0,0001*

Repeticién 3,6E-05 2 1,8E-05 2,57 0,1124

Tipo de Harina*Concentracion 2,02 3 0,67 97236,05 <0,0001*

Error 9,7E-05 14 6,9E-06

Total corregido 225,45 23
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De acuerdo con la tabla 26 (Resultados de andlisis de varianza de Proteina) se
encontro diferencia significativa en: Factor A (Tipo de Harina), Factor B (Concentracion),
y en la interaccion A*B (Tipo de Harina*Concentracion), mientras que en repeticion no se
encontro diferencia significativa.

Analisis microbiolégicos
Estos analisis sirven para determinar que el producto esté libre de microorganismos

perjudiciales y sean aptos para el consumo humano. Principalmente se emplean para :
® Seguridad higiénica del producto.
® Ejecucion de practicas adecuadas de produccion.

® Generar calidad comercial.

Tabla 27

Parametros microbiolégicos

Parametros microbioldgicos Resultados
Recuento de Aerdbios mesdfilos, UFC/g Ausencia
Recuento de Mohos y levaduras, UFC/g Ausencia
Recuento de Enterobacteriaceae, UFC/g Ausencia

En la tabla 27 se evidencias los resultados obtenidos en los andlisis
microbioldgicos, los mismos que se encuentran dentro de los parametro de las NTE INEN
1529-5, NTE INEN 1529-7, NTE INEN 1529-10, indicando que el producto es inocuo y

apto para el consumo humano.
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De acuerdo con la figura 3 numeral 1 variable pH, nos indica que la harina A tiene
un valor de 5.64, siendo mayor al de la harina B con 4.37. Numeral 2 Acidez titulable, nos
indica que la harina B posee un valor de 0.9538 (g/1000 mL), mientras que la harina A
posee 0.453 (g/1000 mL). Numeral 3 Ceniza, nos indica que la harina A posee un valor
de 2.34 %, mientras que la harina B posee un valor de 2.28 %. Numeral 4 andlisis Grasa,
el mayor valor lo posee la harina B con 5.50 %, mientras la harina A posee un valor de
4.39 %. Numeral 5 Proteina, nos indica que la harina B posee 20.08 %, mientras la harina
A posee 14.04%. Numeral 6 Fibra bruta, nos indica que la harina A posee 6.41%, mientras
que la harina B posee 4.59%. Numeral 7 Humedad, nos indica que la harina A posee

9.63%, mientras que la harina B posee 8.60 %.
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De acuerdo con la figura 4 numeral 1 variable pH, nos indica que las distintas
concentraciones estan un rango de 4.99 — 5.02. Numeral 2 Acidez titulable, nos indica
gue la concentracion 0 posee un valor de 0.64 (g/1000 mL), mientras que las
concentraciones 100, 200 y 300 tiene un valor 0.72 —0.73 (g/1000 mL). Numeral 3 Ceniza,
nos indica que la concentracion O posee un valor de 2.21 %, mientras que las
concentraciones 100,200 y 300 tiene un valor 2.33 — 2.35 %. Numeral 4 analisis de Grasa,
nos indica que la concentracion 0 posee un valor de 4.88 Kcal, mientras que las
concentraciones 100,200 y 300 tiene un valor 4.99 — 5.01 Kcal. Numeral 5 Proteina, nos
indica que la concentracibn 0 posee un valor de 16.96 %, mientras que las
concentraciones 100,200 y 300 tiene un valor 17.19 — 17.60 %. Numeral 6 Fibra bruta,
nos indica que la concentracion 0 posee un valor de 5.49 %, mientras que las
concentraciones 100,200 y 300 tiene un valor 5.48 — 5.51 %. Numeral 7 Humedad, nos
indica que la concentracion 0 posee un valor de 8.64 %, mientras que las concentraciones

100,200 y 300 tiene un valor 9.30 — 9.36 %.
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De acuerdo con la figura 5, Numeral 1 muestra diferencia significativa para la
variable pH, identificando dos grupos independientes. Se encontré que B300, B200,
B100, BO (Grupo A), mientras que A300, A200, A100, A0 (Grupo B), presentando que
B200 tiene menor pH (4.36) y el tratamiento AO mayor pH (5.65). Numeral 2 muestra
diferencia significativa para la variable Acidez titulable, identificando cinco grupos
independientes. Se encontré que A0 (Grupo A), A300 (Grupo B), A200 (Grupo BC), A100
(Grupo C), BO (Grupo D) y B100, B200, B300 (Grupo E), presentando que B300 tiene
mayor acidez (0.99 g/100 mL) y el tratamiento AO menor acidez (0.41 g/100 mL). Numeral
3 muestra diferencia significativa para la variable Ceniza, identificando dos grupos
independientes. Se encontré que A0, BO (Grupo A), B300, B200, B100, A100 (Grupo AB),
A200, A300 (Grupo B), presentando que A300 tiene mayor acidez (2.4%) y el tratamiento
BO menor acidez (2.2%). Numeral 4 muestra diferencia significativa para la variable
Grasa, identificando dos grupos independientes. Se encontré que A0, A100, A200, A300
(Grupo A), B0, B100, B200, A300 (Grupo B), presentando que B300 tiene mayor grasa
(5.56 %) y el tratamiento AO menor grasa (4.35%). Numeral 5 muestra diferencia
significativa para la variable Proteina, identificando ocho grupos independientes. Se
encontré que A0, (Grupo A), A300, (Grupo B), A100 (Grupo C), A200 (Grupo D), B100

(Grupo E), B300 (Grupo F), B200 (Grupo G), BO (Grupo H) presentando que BO tiene



61

mayor proteina (20.45%) y el tratamiento AO menor proteina (13.46%). Numeral 6
muestra diferencia significativa para la variable Fibra bruta identificando dos grupos
independientes. Se encontré que B0, B100, B200, B300 (Grupo A), A0, A100, A200, A300
(Grupo B), presentando que AQ tiene mayor fibra bruta (6.46%) y el tratamiento BO menor
fibra bruta (4.53%). Numeral 7 muestra diferencia significativa para la variable Humedad,
identificando cuatro grupos independientes. Se encontrd que BO (Grupo A), B300, B200,
B100 (Grupo B), A0 (Grupo C), A300, A100, A200 (Grupo D), presentando que A200 y
A100 tienen mayor humedad (9.83%) y el tratamiento BO menor humedad (8.2%).

Figura 6

Analisis Microbiolégicos de Aerobios Mesdfilos

Harina A Harina B

De acuerdo a la figura 6, se evidencié que no hubo crecimiento de bacterias
aerobias mesofilas en ninguno de los 8 tratamientos empleados en el estudio, el tiempo
de incubacién de esta prueba microbioldgica fue dos dias, para constatar la ausencia de
estos microorganismos se extendid la incubacion por un periodo de 5 dias, siendo el

resultado el mismo.



Figura 7

Andlisis Microbioldgicos de Mohos y Levaduras

Harina A Harina B

De acuerdo a la figura 7, se evidencié que no hubo crecimiento de mohos y
levaduras, en ninguno de los 8 tratamientos empleados en el estudio, el tiempo de
incubaciéon de esta prueba microbioldgica fue tres dias, para constatar la ausencia de

estos microorganismos se extendio la incubacion por un periodo de 8 dias, manteniendo

el resultado el mismo.



Figura 8
Andlisis Microbioldgicos de Enterobacteriaceae
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De acuerdo a la figura 8, se evidenci6 que no hubo crecimiento de
enterobacterias, en ninguno de los 8 tratamientos empleados en el estudio, el tiempo de
incubacién de esta prueba microbiolégica fue un dia, para constatar la ausencia de estos
microorganismos se extendié la incubacion por un periodo de 3 dias, manteniendo el
resultado el mismo.

Anélisis Organolépticas

Una vez obtenidos los resultados de la catacion y aplicado el disefio estadistico
se procedi6 a realizar un promedio para determinar cual fue el mejor tratamiento aceptado
por los catadores basado en los cuatro parametros evaluados. Obteniendo que el mejor
tratamiento para el parametro color fue A0 (Harina tostada + sin conservante), pardmetro
olor fue BO (Harina sin tostar + sin conservante), parametro sabor fueron A300 (Harina
tostada + 300 ppm) y AO (Harina tostada + sin conservante), y finalmente para el
parametro textura fue A300 (Harina tostada + 300 ppm) como se puede observar en la

figura 9 .
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Figura 9

Andlisis organolépticas
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Resultados de analisis de conglomerados en harina proveniente de bagazo de
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Figura 10

Gréfico del andlisis de componentes principales en harina
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La figura 10 muestra la conformacién de los componentes, siendo el primer
componente conformado por las variables acidez, proteina y grasa. El segundo
componente esta constituido por las variables fibra y pH. El tercer componente esta
constituido por humedad y el cuarto componente por la variable ceniza.

Figura 11

Sedimentacion de componentes principales en harina
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En la figura 11, se visualizé dos componentes principales que presentan mayor
porcentaje de explicaciéon de la varianza, las cuales corresponden a las variables pH y
acidez, mientras que a partir de la tercera variable se observa autovalores menores a 1

gue no se consideran relevantes en la investigacion.
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Balance de materia
Se realizé el balance de materia para la harina de bagazo de cerveza para

establecer la cantidad de producto obtenido de su procesamiento.

o "
Recepcidn de la &0 b
Bagazo de malta  ———p Materia Prima —* 0k
Yo, l -
Pesado —_— S0 kg
L
Prensado —p Exceso de agua
Pesado 2 — Mk
L4
Vapor de agua
| Secado — ik
Molienda —_— Tk
Tamiz 212 micras N° 7)) e—— Tamizado e 15 ber Harima
L
Funda de polictilent e Envasado
- ™,
25 kg Harina
proventente de bagazo
de cerveza

b A




Rendimiento

Se realizé los calculos respectivos para obtener el rendimiento de la harina
proveniente de diferentes bagazos de cerveza, donde se determin6 un rendimiento del

50%, en ambas variedades de bagazo.

R peso final 100
= =%
° peso inicial

R% = 22 4« 100
T 50"

R% = 50%

Se determind que existe una relacion 2:1, es decir, por cada 2 kg de bagazo
hamedo se obtiene 1 kg de harina, el mismo porcentaje de rendimiento se evidencio en

ambos tipos de bagazo (cebada tostada y cebada sin tostar).



6¢€

Capitulo V

Discusion
Pruebas fisicoquimicas a la harina proveniente de bagazo de cerveza
PH

El pH de las dos tipos de harina es acido, siendo los valores Harina A 5.65 y Harina

B 4.38, sin embargo las distintas concentraciones de nisina empleadas en el estudio no
modifica de forma significativa este paradmetro, como lo indica la tabla 20. Actualmente no
se ha establecido el rango éptimo de pH que debe tener el bagazo de cerveza para ser
empleado como materia prima de nuevos productos como es el caso de la harina a partir

de este residuo industrial.

Acidez

En acidez titulable se obtuvo para la harina A 0.4529 (g/100 mL) y para la harina
B 0.9539 (g/mL), las diferentes concentraciones de nisina mantienen el valor de acidez
titulable, como lo indica la tabla 21, este analisis es de suma importancia porque nos
ayuda a determinar si existe o no proliferacion de bacterias, microorganismos y hongos
en los alimentos, ademas permite determinar la presencia de algunos acidos minerales,
acidos organicos, sales de acidos fuertes y bases débiles (Asociacion Iberoamerica de
tecnologia Poscosecha SC, 2018). En la actualidad no se ha establecido un rango 6ptimo
de acidez titulable que debe tener el bagazo de cerveza para emplearlo como materia
prima.
Ceniza

Segun las normas Argentinas (Ministerio de Agricultura Ganaderia 'y Pesca, 2019),
el porcentaje de ceniza que debe tener el bagazo de cerveza es de 2.5 a 4.5%, esto indica
el porcentaje de materia inorganica presente, los valores obtenidos fueron Harina A 2.3%

y Harina B 2.2%, ambos valores estan por debajo del rango, pero segun (North Dakota



State University, 2020) no afecta a la calidad de las harinas, que el valor de ceniza sea
menor a lo establecido. En otros estudios realizados en Ecuador se reporté un valor de
2% de ceniza segun (Pantoja, 2020). Sin embargo se evidencié un incremento de la
ceniza al afiadir la nisina, en el caso de la Harina A (200 y 300 ppm) se obtuvo un valor
de 2.4% y en la Harina B (100 ppm) un valor de 2.35%, este incremento no afecta las
propiedades del producto final.
Grasa

El bagazo de cerveza debe tener un valor promedio de grasa o lipidos entre 3.9y
18% segun las normas de Argentina (Ministerio de Agricultura Ganaderiay Pesca, 2019),
en nuestra investigacion se obtuvo para Harina A 4.35% y Harina B 5.41%, por ende
ambos valores se encuentran dentro del rango establecido, y de igual manera al evaluar
con las distintas concentraciones de nisina se evidencié una variacion significativa del
porcentaje de grasa, esto se debe aun aumento de humedad al momento de afadirle la
nisina al producto por aspersion, segun (North Dakota State University, 2020) esto se
debe ha que las enzimas degradaran los lipidos nativos del bagazo y produciran acidos

grasos libres.

Proteina

Segun las normas Argentinas (Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2019)
el bagazo de cerveza debe tener un valor de 17-19% de proteina, en esta investigacion
se empled distintas concentraciones de nisina en diferentes tipos de harinas, permitid
observar que la harina A contiene un porcentaje de proteina en un rango entre 13 — 14%,
mientras que en la harina B el valor es de 20%, segun (Ferrari & Tittonel, 2017) sostiene
gue el bagazo cervecero originalmente contiene el 7.34% de proteina, pero al perder otros
elementos durante el macerado del mosto de la cerveza, ayuda a aumentar

marcadamente la concentracion de proteina.
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Fibra

El porcentaje promedio de fibra en bagazo de cerveza es 7-8 % segln las normas
Argentinas (Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2019), en nuestra investigacion
se obtuvo dos resultados correspondientes a la harina A con 6.46% Yy la harina B con
4.53%, ambos valores se encuentran fuera del rango, sin embargo la harina A tiene el
valor més proximo, estos valores se mantienen con las diferentes concentraciones de
nisina, segun lo indicado en la investigacion de (Agudelo et al., 2015) la aplicacion de
nisina mediante el método de adiccidén de bacteriocinas purificadas o semipurificadas no
altera las caracteristicas fisicoquimica en el producto y esto se lo puede corroborar en la
figura 5, donde se observa una variacion no significativa de fibra con respecto a las
distintas concentraciones de nisina utilizada en la investigacion.
Humedad

El valor maximo de humedad que debe tener el bagazo es de 12% segun las
Normas Argentinas (Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2019), para evitar su
descomposicion, debido a que si excede el porcentaje el bagazo seria susceptible a
degradaciéon por parte de microorganismos. Los valores de humedad obtenidos en la
investigacion fueron Harina A de 9.07% y Harina B 8.20%, siendo ambos valores menores
al porcentaje maximo, esto nos indica la baja vulnerabilidad de las harinas frente a los
microorganismos, y fue comprobado mediante un analisis microbiolégico como se

observa en la figura 7, donde hubo ausencia de mohos y levaduras.
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Pruebas microbioldgicas

En la presente investigacion se determiné la ausencia de microorganismos como
son: aerobios mesoéfilos, mohos y levaduras y enterobacterias, esto nos permite conocer
y monitorear la calidad sanitaria del producto, condiciones higiénicas durante la obtencién
de materia prima, produccion de la harina y almacenamiento del producto, y la prevencion
de humedad que esto nos llevaria alargar la vida util del producto final (Superintendencia
de Control de Poder de Mercadeo, 2017).

La ausencia de microorganismos nos aseguraria un buen impacto sensorial en los
panelistas en cuanto a los parametros color, olor, sabor y textura que hacen a un producto
aceptado o rechazado como se observa en la figura 7 (Superintendencia de Control de

Poder de Mercadeo, 2017).



Capitulo VI
Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones.

Factor A (Tipo de harina)

De acuerdo a los parametros evaluados tanto fisicoquimicos como
microbioldgicos, se concluye que la Harina A (tostada), proporcioné mejores resultados
por lo cual se acepta la hipétesis alternativa, donde indica que el tipo de harina si influye
en la conservacion mediante la aplicacién de nisina.

Factor B (Concentracion de nisina)

De acuerdo a los parametros con mayor incidencia en la conservacion de la harina,
se determin6 que las mejores concentraciones son 100 y 300 ppm, por lo cual se acepta
la hip6tesis alternativa del estudio, la misma que indica que la concentracion de nisina si
influye en la conservacioén de la harina.

Interaccion A*B

Se concluye que los mejores tratamientos fueron: Harina A (tostada) + 300 ppm 'y
Harina B (sin tostar) +100 ppm, esto basado en los parametros pH y acidez ya que son
los factores que afectan la conservacion en su almacenamiento.

Se concluye ademas que los diferentes tratamientos evaluados fueron aceptados
por los panelistas al realizar un andlisis sensorial, tomando en cuenta que la aplicacién

de la nisina no influye en los parametros analizados (color, olor, sabor y textura).



Recomendaciones.

Respecto a la aplicacién de nisina como bioconservante, se recomienda las
concentraciones de 300 ppm para harinas provenientes de bagazo de cebada tostada y
la concentracién de 100 ppm para harina proveniente de bagazo de cebada sin tostar,
esto basado en los diferentes analisis microbiolégicos que determinaron la accién
inhibitoria de la nisina frente a microorganismos que deterioren y afecten la calidad del
producto final.

Referente al empleo de bagazos de cerveza como materia prima, se recomienda
el empleo de este residuo industrial por su excelente composicion nutricional y
fisicoquimica, para la elaboracion de nuevos productos alimenticios, ademas de reducir
el impacto ambiental de las industrias alimentarias.

En lo que concierne a los resultados obtenidos en la investigacién, se evidencid
un gran potencial del bagazo de cerveza como materia prima de productos alimenticios,
asi como una excelente accién inhibitoria de la nisina como bioconservante de un
producto sélido homogéneo, es por ello que se recomienda en futuras investigaciones
utilizar bagazos provenientes de otros estilos de cerveza como las denominadas rojas y
negras, con la finalidad de estandarizar la concentracion 6ptima de nisina dependiendo

del bagazo, para una mejor bioconservacion del producto final.
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