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Resumen

Esta investigacion se llevd a cabo en la ciudad de Villarrica del Espiritu Santo, Guaira, en el Laboratorio
Central de la Universidad Nacional de Villarrica del Espiritu Santo con el objetivo de evaluar el efecto de
la Bromelina como agente catalizador para la degradacion del gluten de la cebada (Hordeum vulgare) para
la produccion de cerveza artesanal apta para el consumo de individuos diagnosticados con enfermedad
celiaca. La investigacion se caracteriza por ser cuantitativa y cuasi experimental. Se utilizaron tratamientos
con aplicacion de la Bromelina en concentraciones de 0,1 %, 0,2 %y 0,5 % (masa/volumen), a temperatura
de 62°C y tiempo de accién de la enzima en el mosto de 40 min. Como testigo o blanco se utilizé una
muestra del mosto sometida al mismo proceso, pero sin la adicion de la enzima. Considerando que el gluten
es una proteina la cuantificacion del gluten se estim6 mediante el método colorimétrico para la
determinacion de proteinas totales y posterior lectura de absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm. La
determinacion de proteinas totales en el tratamiento sin proceso enzimatico fue de 34.80 ppm, mientras que
en los tratamientos con proceso de degradacion enzimatica los mejores resultados fueron de 2.84 ppm de
proteinas totales en el tratamiento T3, 17,05 ppm de proteinas totales en el tratamiento T2 y 27.30 ppm de
proteinas totales en el tratamiento T3..

Palabras Clave: Degradacion Enzimatica, Gluten, Bromelina, Cerveza sin Gluten.
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Abstract

This research was carried out in the city of Villarrica del Espiritu Santo, Guaira, in the Central Laboratory
of the National University of Villarrica del Espiritu Santo with the objective of evaluating the effect of
Bromelain as a catalytic agent for the degradation of gluten from the barley (Hordeum vulgare) for the
production of craft beer suitable for consumption by individuals diagnosed with celiac disease. The
research is characterized by being quantitative and quasi-experimental. Treatments with application of
Bromelain were used in concentrations of 0.1 %, 0.2 % and 0.5 % (mass/volume), at a temperature of 62°C
and a time of action of the enzyme in the must of 40 min. . As a control or blank, a sample of the must
subjected to the same process was used, but without the addition of the enzyme. Considering that gluten is
a protein, gluten quantification was estimated using the colorimetric method for the determination of total
proteins and subsequent absorbance reading in a spectrophotometer at 540 nm. The determination of total
proteins in the treatment without enzymatic process was 34.80 ppm, while in the treatments with enzymatic
degradation process the best results were 2.84 ppm of total proteins in the T3 treatment, 17.05 ppm of total
proteins in the treatment T2 and 27.30 ppm of total proteins in treatment T3.

Keywords: Enzymatic Degradation, Gluten, Bromelain, Gluten Free Beer.

INTRODUCCION malta de cebada, teniendo gluten en su formulacion.

En este trabajo la degradacion del gluten se La presencia de gluten imposibilita su ingesta a las

realiz6 mediante la adicion de la enzima al mosto ~ PErSONas celiacas. lo que representa una patologia

sometido a agitacién magnética y a temperatura autoinmune con sintomas inflamatorios que afectan

al intestino delgado, que se manifiestan al ingerir

constante utilizando la enzima bromelina. La

“FACE” Federacion de Asociaciones de celiacos en alimentos que contienen gluten.

Espafia, sefiala que la enfermedad celiaca (EC) es MATERIALES Y METODOS

una intolerancia al gluten de trigo, cebada, centeno
y probablemente la avena que se presenta en
individuos geneticamente predispuestos,
caracterizada por la reaccion inflamatoria, de base
inmune, en la mucosa del intestino delgado que
dificulta la absorcion de macro y micronutrientes.

La cerveza se elabora principalmente a partir de

La investigacion se caracteriza por ser
cuantitativa y cuasi experimental. Para realizar el
procedimiento de degradacion se utilizo la enzima
bromelina. Para cada uno de los tratamientos, antes
de realizar la adicion de la enzima al mosto, la
misma fue sometida a agitacibn magnética y a

temperatura constante. Se agregé al mosto de la
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cebada durante el macerado con una temperatura de

62°C y con tiempo de accion de la enzima en el

mosto de 40 min. Para estimar el nivel de

degradacion de la concentracion de gluten se realizé

la Determinacion de Proteinas Totales.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE

DATOS

La técnica empleada fue de observacion y
pruebas. Para determinar el rendimiento del método
se utilizaron tres tratamientos experimentales de
mostos de cebada con enzimas proteoliticas de
bromelina en diferentes dosificaciones y un
tratamiento sin adicion de enzima considerada como
blanco o testigo como instrumentos experimentales
y escala de medicion.

Tabla 1 Descripcion de los tratamientos que

fueron utilizados en el experimento

TRATAMIENTO Tipo

TO: Tratamiento O Sin aplicacion Bromelina.

T1: Tratamiento 1 Aplicacion Bromelina al

0,1 %.
_ . Aplicacion Bromelina al
T2: Tratamiento 2 0.3 %
_ . Aplicacion Bromelina al
T3: Tratamiento 3 0.5 %

Fuente: Propia (2023)
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POBLACION DE UNIDADES

La poblacion estuvo compuesta de cuatro
Unidades Experimentales (de 10 L cada una)
contenidas en barriles de cerveza. Se procedio al
embotellamiento considerando el efecto que podria
tener el sobrenadante como el sedimentado en cada
uno de los bloques, tanto en las caracteristicas
organolépticas como  fisicoquimicas y se
conformaron asi cuatro bloques de 12 botellas cada
uno para la toma de muestras, en filas de cuatro

unidades y columnas de tres unidades cada uno.

VARIABLES QUE SE REGISTRARON.

Grado de degradacion enzimatica.

Para determinar esta variable se conformaron
bloques de 12 botellas cada uno para cada unidad
experimental. Para la toma de muestras, se
extrajeron en forma aleatoria 3 muestras de cada
bloque.

La obtencion de la bromelina consistié en
preparar un jugo de la cascara de frutos inmaduros

lavados con agua y pelados con un cuchillo a una

profundidad de no mas de 1.5 milimetros. Esta
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cascara fue triturada en un procesador de alimentos
obteniendo una pasta himeda almacenada en
frascos plasticos a temperatura de a 35 °C a pH 5.

Para la adicion de la enzima al mosto, el jugo
fue sometido a agitacion magnética y a temperatura
constante durante 10 minutos para cada uno de los
tratamientos. El agregado de las enzimas contenidas

en el jugo se realizo durante el macerado a una
temperatura constante de 62°C y como tiempo de
accion de la enzima en el mosto fue de 40 min.

Considerando que el gluten es una proteina, la
Estimacién del Grado de degradacion enzimatica se
Ilevoé cabo mediante la Determinacion de Proteinas
Totales.

Se observé que la enzima bromelina demostré
ser un buen agente enzimatico al actuar en la
degradacion de las proteinas totales en el mosto de
cerveza, sin embargo, se recomienda para futuras
investigaciones la realizacion del analisis con el kit
ELISA y posterior lectura de la absorbancia en un
espectrofotometro a 450 nm para una cuantificacion

de la concentracion del gluten.
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Tabla 2. Perfil Fisicoquimico de los

tratamientos.

Graduacion Determinacion Determinacion

Tratarmie Ph Acidez Brix Densidad alcohdlica de Contenido  de Proteinas

nto

(ABV.) caldrico kcal PPM
T0 371 0455 1045 459 1058 280
T3 U5 4 4B 184 2130
noaa P owe w2 1792 17,04
o3 s o s m2 264

7

Fuente: Elaboracion propia 2023.
Caracteristicas del mosto y de la cerveza.

Cada uno de los tratamientos fue sometido a
determinacion de ph, determinacion de acidez,
determinacion de solidos disueltos, determinacion
de densidad, determinacién de grado alcohdlico,
determinacion  de  contenido  calérico vy
determinacion de proteinas. Asi también para el
analisis sensorial a prueba de color EBC, prueba de
amargor en International Bitterness Units (IBU),
aroma,

persistencia de espuma, transparencia,

cuerpo, vivacidad.
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Tabla 3. Perfil Organoléptico de los
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T0 12 30 4 4 3 4

T1 8,2 29 4 4 2 3.5 3

T2 8 29 4 4 2 3 2.5

T3 6,2 29 4 4 2 3 2.5

Fuente: Elaboracion propia 2023.

Se observa que la enzima bromelina demostrd
ser un buen agente enzimatico al actuar en la
degradacion de las proteinas totales en el mosto de
cerveza. Asi también un dato relevante es que los
tratamientos con aplicacion de la enzima alcanzaron
en el segundo dia de fermentacion el contenido de
solidos disueltos ideal, sin embargo, esto repercute
en otras propiedades fisicoquimicas disminuyendo
la Graduacion alcohdlica (A.B.V.) y el Contenido
calorico.

Para la evaluacion la evaluacion de anélisis
se conformaron muestras de cerveza

sensorial

artesanal con los tratamientos, en vasos plasticos

transparentes y en orden aleatorio méas un test Test
hedonico descriptivo para la evaluacion de los
atributos de perfil sensorial de 5 puntos que indica
la intensidad de la cerveza artesanal para cada
atributo siendo; 1 = mas baja aceptacion y 5 = mas
alta aceptacion, cada puntuacion manifiesta una
Se observo una diferencia

categoria distinta.

significativa en cuanto al color, propio del
catabolismo de las enzimas y no se observaron
diferencias significativas en cuanto al amargor.

En todas las muestras se puedo percibir un
intenso aroma citrico y frutal. Se determind buena
consistencia de espuma en todas las muestras. La

transparencia varia de acuerdo al estilo, presencia o
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ausencia de particulas en suspension en cervezas
artesanales, siendo  considerado  por los
consumidores como un criterio de calidad a nivel
sensorial. En cuanto al atributo del cuerpo y la
vivacidad si  fueron observadas diferencias
significativas entre mayor sea la concentracion de
aplicacion de la bromelina.

Caracteristicas Efectos en individuos.

Para determinar esta variable se proveyd de
una muestra de la cerveza con mayor estimacion de
la degradacion de gluten a individuos
diagnosticados con enfermedad celiaca junto con un
cuestionario que fue aplicado 24 horas después del
dia que indicaron la ingesta del producto.

La poblacion estuvo compuesta de doce
individuos diagnosticados con enfermedad celiaca,
quienes participaron en forma voluntaria en el
experimento y aprobaron su participacion mediante
la firma de un consentimiento ilnformado.

La evaluacion de los efectos patoldgicos,

bioldgicos, o fisioldgicos en individuos esta dada en
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tres puntos que indican la intensidad de sintomas
siendo; 0 = Ausencia, 1 = leve, 2 = moderaday 3 =
grave. Cada puntuacién manifiesta una categoria
distinta de sintomas.

En la tabla 4 se presentan las mediciones de los
resultados obtenidos con sus respectivas medias y
sumatorias, en el cual no se registraron individuos
afectados por sintomas de estrefiimiento, cefalea,
cansancio, necesidad urgente de defecar, sintomas
extraintestinales, nauseas, dermatitis y vomito. De
la muestra de doce individuos 2 personas

manifestaron tener sintomas leves y moderados de

dolores intestinales y diarrea.
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Tabla 4 Efectos de la cerveza en individuos.
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0
0
0
Fuente: Elaboracion propia 2023.

Al tratarse de un disefio cuasi experimental, no
se cumple rigurosamente con todos los requisitos de
un estudio experimental puro. No obstante, no se
registraron individuos afectados por sintomas de
estrefiimiento, cefalea, cansancio, necesidad urgente
de defecar, sintomas extraintestinales, nauseas,

dermatitis y voémito. De la muestra de doce

individuos 2 personas manifestaron tener sintomas

leves y moderados de dolores intestinales y diarrea.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores obtenidos fueron sometidos a
analisis de varianza (ANOVA), para determinar las
medias de los tratamientos y los blogues mediante
el uso del programa estadistico Excel. Estos
resultados fueron sometidos al 5% de probabilidad

de error.



En la tabla 2 se presentan las mediciones de las

repeticiones con sus respectivas medias Yy
sumatorias en donde el Tratamiento T3 arrojo el
mejor resultado con una degradacion hasta 2,8409
PPM de Concentracion de Proteinas, seguido del
Tratamiento T2 con una media de 11.3669 PPM de
Concentracion de Proteinas que se encuentran por
debajo de los 20 PPM, el cual es rango apto para el
consumo de personas celiacas. Por ultimo, el
Tratamiento T3 con 27.6011 PPM de promedio en
la Concentracion Final de Proteinas.

Tabla 5 Mediciones de concentracion del Gluten

en PPM

Universidad Nacional de
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Mediciones de concentracion del Gluten en PPM

Repeticiones TO T1 T2 T3
1 36,8011 26,6011 10,7636 3,0409
2 35,2011 27,3011 11,3636 2,8409
3 32,8011 28,9011 12,0636 3,9409
Suma(xi) 104,8033 82,8033 34,1908 19,6227
Media 34,9344 27,6011 11,3969 3,2076
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Fuente: Elaboracion propia 2023

Gréafico 1. Promedio de las Mediciones de

Concentracion Final de Proteinas en PPM.

Concentracion Final de Proteinas en PPM.
34,9344

35 27,6011
30
25
20
15
10

5

0

TO T1

Tratamientos

11,3969

3,2076

T2 T3

Medias de los tratamintos

Fuente: Elaboracion propia 2023

El andlisis de varianza ANOVA efectuado

para la determinacion del nivel de degradacion de
gluten expresado en Partes por Millon (PPM) arrojo
diferencias significativas entre los tratamientos,
haciendo una relacion al Tratamiento TO como
testigo y los demas tratamientos hubo diferencias

significativas.
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Tabla 3. Andlisis de la VVarianza de la Concentracién Final de Proteinas.

Origen de Grados Promedio Valor
Suma de . )
las de de los F Probabilidad critico para
o cuadrados
variaciones libertad cuadrados F
Entre
1904,30322 3 634,7677412 402,388425 0,000000004610759 4,066180551
grupos
Dentro de
12,62 8 1,5775
los grupos
Total 1916,92322 11
Fuente: Elaboracién propia 2023. Tabla 4. Comparacion de las medias de
test Tukey al 5% de probabilidad de error
Al obtener resultados con diferencias Diferencia Diferencia . .
. Diferencia
poblacional muestral
significativas entre los tratamientos, se presenta en UA - uB 7,33 Significativa
HA - nuC 23,54 Significativa
la tabla 4 las medias de test de Tukey al 5% de UA - uD 31,73 Significativa
uB - uC 16,20 Significativa
probabilidad de error en donde el T3 arrojé el uB - uD 24,39 Significativa
uC - ub 8,19 Significativa

mayor resultado en relacién con el TO con una
diferencia de 31,73. De acuerdo a los resultados
obtenidos T3 (0.5% de Bromelina extraida) es el
que presentd los mejores resultados ante los deméas
tratamientos establecidos durante la evaluacion, ya
que con este tratamiento se logré una degradacion
rendimiento de hasta 2,8409 PPM de Concentracion

del Proteinas.

Fuente: Elaboracion propia 2023.

Para la evaluacion de la Hipdtesis se utilizd
distribucion para el valor F con cola derecha. El
Andlisis de la Varianza de la Concentracion Final
de Proteinas. Determino un Valor de 402,388425
para F con un valor critico para F de 4,066180551.
El valor F corresponde a la zona de rechazo de la

Hipdtesis Nula.
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Grafico2. Distribucion para el valor F con cola
derecha.

f(F)

R. Aceptacion Area=.05

0 4,07 402,4L

Fuente: Elaboracion propia 2023.

Como el valor es el valor F no corresponde a la
R. Aceptacion, existe evidencia estadisticamente
significativa para rechazar la Hipotesis Nula. Por lo
tanto, se puede concluir que las enzimas
proteoliticas contenidas en la bromelina degradan el
gluten del mosto de cebada, para la produccién de
cerveza apta para el consumo de personas
diagnosticadas con celiaguia, con un nivel de
significacion de a = 0.05.

CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo es analizar el grado de
modificacion del gluten sometido a la accion de la
enzima Bromelina, su relacibn con las
caracteristicas fisicoquimicas y con las propiedades
sensoriales del producto obtenido. La determinacion

de proteinas totales en el tratamiento sin proceso
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enzimatico fue de 34.80 ppm, mientras que en los
tratamientos con proceso de degradacion enzimatica
los mejores resultados fueron de 2.84 ppm de
proteinas totales en el tratamiento T3, 17,05 ppm de
proteinas totales en el tratamiento T2 y 27.30 ppm
de proteinas totales en el tratamiento T3.

Con la presente investigacion se afirma que
fueron observadas diferencias significativas entre
mayor sea la concentracion de aplicacion de la
bromelina mas afecta al perfil organoléptico de la
cerveza. Se concluyé que la enzima bromelina
demostro ser un buen agente enzimatico al actuar en
la degradacién de las proteinas totales en el mosto
de cerveza y considerando que el gluten es una
proteina, se estima la degradacion a 2.84 ppm como
el mejor resultado obtenido entre los tratamientos
aplicados.

Al tratarse de un disefio cuasi experimental, no
se cumple rigurosamente con todos los requisitos de
un estudio experimental puro. No obstante, no se
registraron individuos afectados por sintomas de
estrefiimiento, cefalea, cansancio, necesidad urgente
nauseas,

de defecar, sintomas extraintestinales,
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dermatitis y voémito. De la muestra de doce Bixquert, P. (s.f). Estructura, funcion y sintesis de
individuos 2 personas manifestaron tener sintomas las proteinas.

leves y moderados de dolores intestinales y diarrea. 3 .,
y y Chavez, M. M. (1995). Proceso de obtencion de

Sin embargo, se recomienda para futuras bromelina a partir de tallos de pifia.
investigaciones la realizacion del analisis con el kit
Diario La Nacién. (Enero de 2014). Cada paraguayo
ELISA y posterior lectura de la absorbancia en un
consume 66,8 litros de cerveza al afio.
espectrofotometro a 450 nm para una cuantificacion

precisa de la concentracion del gluten. Diario La Nacion. (Agosto de 2018). Paraguay se
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