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RESUMEN EJECUTIVO

El presente proyecto busca evaluar el efecto de dos tipos de levaduras en una bebida
fermentada a base de arroz, con el fin de contribuir al conocimiento sobre la
produccion, la conservacion, y mejoramiento de una bebida tradicional y promover su

consumao.

Se prepararon 4 tratamientos con dos réplicas cada uno, se ajustaron a 10 y 20 grados
Brix para cada levadura y se dejaron fermentar durante 5 dias. Durante la fermentacion
se evaluaron pH, acidez y grados Brix. Al finalizar la fermentacion se evaluaron grado
alcohdlico y presencia de metanol, ademés de un andlisis microbiol6gico en mohos,

levaduras y Salmonella. Finalmente, se realizé un analisis sensorial del producto final.

Al evaluar las bebidas durante la fermentacion, los grados Brix de todos los
tratamientos se encontraron en un rango final de 4 a 6 grados Brix, el pH final se
encontrd en un rango de 3.87 a 4.08 y la acidez se ubic6 en un rango final de 0.31 a
0.47 por ciento de acido lactico. Al evaluar el producto final se evidencié que los
tratamientos A1b0 (20 Brix, S. cerevisiae) y Albl (20 Brix, S. bayanus) poseen mayor
contenido alcohdlico con 9.1 y 9.5 por ciento respectivamente y la presencia de
metanol fue negativa. En cuanto a los analisis microbiolégicos, todos los tratamientos
se encontraron dentro de lo establecido en la NTE INEN 2802 (Bebidas alcohdlicas.
Requisitos), finalmente en el andlisis sensorial se registraron valores similares en todos

los tratamientos, indicando gque no existen diferencias significativas entre las muestras.

Palabras clave: Fermentacion, chicha, arroz, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces bayanus, bebidas fermentadas, levaduras.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of two types of yeast on a fermented
rice-based beverage to contribute to knowledge about the production, conservation,

and improvement of a traditional beverage and to promote its consumption.

Four treatments with two replicates each were prepared, adjusted to 10 and 20 degrees
Brix for each yeast, and left to ferment for 5 days. During fermentation, pH, acidity,
and Brix degrees were evaluated. At the end of fermentation, alcohol content and
presence of methanol were evaluated, in addition to a microbiological analysis of
molds, yeasts and Salmonella. Finally, a sensory analysis of the final product was

performed.

When the beverages were evaluated during fermentation, the Brix degrees of all
treatments were in a final range of 4 to 6 degrees Brix, the final pH range from 3.87 to
4.08, and the acidity was in a final range of 0.31 to 0.47 percent lactic acid. When
evaluating the final product, it was found that treatments A1b0 (20 Brix, S. cerevisiae)
and Albl (20 Brix, S. bayanus) had higher alcohol content of 9.1 and 9.5 percent,
respectively, and the presence of methanol was negative. As for microbiological
analysis, all treatments were found to be within the requirements of NTE INEN 2802
(Alcoholic beverages. Requirements), and finally, in the sensory analysis, similar
values were recorded for all treatments, indicating that there were no significant

differences between samples.

Keywords: Fermentation, chicha, rice, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

bayanus, fermented beverages, yeasts.
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CAPITULOI

MARCO TEORICO

1.1  Antecedentes Investigativos

En Ecuador, la chicha es una bebida fermentada tradicional, producto de la
fermentacion alcohdlica de mostos de frutas, vegetales o cereales, con caracteristicas
propias segun su origen (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 1992). Existe una
gran variedad de chichas, debido a la materia prima de origen que puede ser maiz,
quinoa, arroz, cebada o harina, acompafiados de panela o aztcar comdn (Blanco,
2018). El proceso de fermentacion esté influenciado por varios factores, incluyendo la
temperatura, acidez, tipo de microorganismos fermentadores, contenido de azlcares y

la composicion quimica del mosto (Grijalva-Vallejos, Aranda, & Matallana, 2020).

La chicha de arroz forma parte de la gastronomia de la cultura afrodescendiente de las
comunidades Chota y Salinas en Imbabura (Naranjo, Galarza, & Falcon, 2016). Este
producto ancestral puede variar en su preparacion, asi como en los diversos
ingredientes que se le pueden adicionar para regular el sabor. Esta bebida es producida
por comunidades indigenas que habitan en los Andes y algunas regiones de tierras

bajas de Brasil, Bolivia, Colombia, Pert y Argentina (Da Silva Vale et al., 2023).

Este proyecto de investigacion busca evaluar el efecto de dos tipos de levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus en la elaboracién de una bebida
fermentada a base de arroz, evaluando diferentes variables de fermentacion, tales
como pH, temperatura, acidez, solidos solubles y tiempo de fermentacion. Por ultimo,
se determinara las caracteristicas microbiologicas, fisicoquimicas y sensoriales de la
bebida en estudio. Los resultados de esta investigacién podran contribuir a aumentar
el conocimiento sobre la produccion, la conservacion de una bebida tradicional,

mejorar la calidad de la chicha de arroz y promover su consumo.



1.1.1 Fermentacién alcoholica

La fermentacion alcohdlica es la transformacion anaerdbica de azlcares,
principalmente hexosas como la glucosa y la fructosa, en etanol y dioxido de carbono,
asi como la generacion de un gran niumero de subproductos. La obtencién de etanol
por via fermentativa constituye un paso intermedio, pero critico en la produccion de
bebidas alcoholicas. Este es un proceso de largos tiempos de operacion, pues debido a
su naturaleza bioldgica inciden sobre su desarrollo una gran variedad de variables y
parametros operacionales tales como: concentracion de azlcares, temperatura, pH,
concentracion de células vivas, cepa utilizada, entre otros (L6pez de la Maza,

Zumalacéarregui de Cardenas, & Pérez Ones, 2019).

Metabolismo de la fermentacion

La fermentacion alcohdlica de los mostos dulces se produce mediante el metabolismo
anaerdbico de las levaduras, que forma etanol y CO2 como productos principales
(Shirai & Malpica, 2013). La glucdlisis es la primera etapa de la fermentacion, a pesar
de la complejidad de los procesos bioquimicos una forma esquematica de la reaccion
quimica de la fermentacion alcohélica puede describirse como una glicdlisis, en la
denominada via Embden-Meyerhof-Parnas, la cual explica los productos resultantes
de la fermentacion etilica de una hexosa, como se describe a continuacion:

(Padin Gonzélez & Diaz Fernandez, 2015).

CeH1206 + 2P; + 2ADP - 2CH3-CH,0H + 2C0O, + 2ATP + 25.5 kcal



1.1.2 Levaduras

“Las levaduras son cuerpos unicelulares (generalmente de forma esférica) de
un tamarno que ronda los 2 a 4 um y que estan presentes de forma natural en
algunos productos como las frutas, cereales y verduras. Son lo que se
denominan: organismos anaerdbicos facultativos, es decir que pueden
desarrollar sus funciones biolégicas sin oxigeno” (Padin Gonzalez & Diaz
Fernandez, 2015).

1.1.2.1 Condiciones 6ptimas para el desarrollo de levaduras

Las condiciones 6ptimas para el crecimiento y fermentacion de levaduras pueden
variar dependiendo del proceso y los resultados deseados, sin embargo, por lo general
la mayoria de las levaduras toleran un rango de pH entre 3 y 10, pero les resulta
favorable un medio ligeramente acido con un pH entre 4,5 a 6,5 (Suarez Machin,
Garrido Carralero, & Guevara Rodriguez, 2016). Las levaduras tienen un régimen
de funcionamiento en rangos de temperatura éptimos, si se expone cualquier levadura
a una temperatura cercana o superior a 55 °C por 5 minutos se produce su muerte. En
la mayoria la temperatura éptima de funcionamiento de es de 30 °C (Padin Gonzéalez
& Diaz Fernandez, 2015).

1.1.2.2 Saccharomyces cerevisiae

Aunqgue en un principio no se tuviera conciencia plena de la participacion de este en la
elaboracion de alimentos como el pan o las bebidas alcohdlicas, la levadura S.
cerevisiae es probablemente el microorganismo mas ampliamente utilizado por el
hombre a través del tiempo. El uso mas extendido esta enmarcado en la panificacion
y en las industrias de fabricacion de cerveza, vinos y alcohol en general. La levadura
inactivada por temperatura también puede ser usada como fuente de nutrientes en la
alimentacion animal y humana, tanto como levadura entera como sus derivados.

(Suarez Machin et al., 2016). Esta levadura tiene la capacidad de crecer tanto en

3



condiciones aerdbicas como anaerdbicas, sin embargo, se prefiere un ambiente
anaerdbico para la fermentacion alcoholica, el rango de temperatura optima es de 25 a
30 °Cy un pH de 5 (Ferreyra et al., 2014).

1.1.2.3 Saccharomyces bayanus

Esuna levadura de gemacion utilizada en la vinificacion, es miembro
del grupo Saccharomyces  sensu  stricto. Esta  estrechamente  relacionado
con Saccharomyces cerevisiae; estas dos especies de levadura estan separadas por un
estimado de 20 millones de afios de evolucion (NCBI, 2020). Esta levadura favorece
la produccidn de vinos con una fuerte intensidad aromatica, principalmente de frutas
exoticas. Libera cantidades importantes de polisacéridos, por lo que se recomienda
especialmente para la elaboracidn de vinos blancos destinados a la crianza sobre lias
finas, para aquellos en6logos que deseen aportar mas cuerpo y volumen a sus vinos.
La temperatura éptima de fermentacion es de 14 a 20 °C, posee una resistencia al
alcohol del 15.5% y el pH del medio en que se desarrolla debe ser ligeramente acido

en un rango de 4 a 6 (Fermivin, 2019).

Comparacion entre S. cerevisiae y S. bayanus

A pesar de que pertenecen al género Saccharomyces y muestran similitud genética con
otras especies pertenecientes a este taxon, pueden variar en cuanto a las propiedades
enoldgicas y la capacidad de sintetizar compuestos volatiles. Una comparacion
realizada entre S. bayanusy S. cerevisiae mostrd que los vinos fermentados por S.
bayanus tienen una mayor intensidad de sabor, también produce mayores cantidades
de 2-feniletanol, lactato de etilo, acetato de 2-feniletilo y otros ésteres de acetato,
mientras que S. cerevisiae sintetiza mas isobutanol, alcohol isoamilico y alcohol
amilico (Januszek, Satora, Wajda, & Tarko, 2020).



1.1.3 Historia de la chicha

Chicha es una bebida fermentada tradicional producida por las poblaciones nativas de
Ameérica del Sur. Esta bebida posee una graduacion alcohélica del 2% a 12% v/v y es
elaborada principalmente a partir de maiz, pero también se pueden utilizar otras
materias primas como arroz, yuca, mani, frutas o algarroba. Se consume durante
festividades religiosas y agricolas, asi como durante eventos familiares y sociales
(Jimenez, O’Donovan, Ullivarri, & Cotter, 2022).

Esta es una bebida nativa de América Latina que aparecio por primera vez durante el
periodo aborigen/precolombino, alrededor de 5000 AC. Originalmente, se elaboraba a
base de maiz y, en algunas regiones de Ecuador, se utilizaba quinua en lugar de maiz
(Arias, 2016). Sus primeros vestigios se encontraron en el periodo formativo de la
cultura Valdivia (3500 y 1500 antes de nuestra era) originaria de la Peninsula de Santa
Elena, donde se evidenciaron los primeros hallazgos del maiz en vasijas de barro

(Ministerio de Cultura y Patrimonio, 2015).

Los Incas descubrieron que la saliva humana podia ayudar en el proceso de
fermentacion, ya que contiene enzimas que convierten el almidén en azlcar. Las
mujeres masticaban el maiz y luego lo escupian para iniciar la fermentacion (Arias,
2016). Sin embargo, también se pueden utilizar otras estrategias para la degradacién
del almiddn, como el proceso de malteado de los granos de maiz o una etapa de
prefermentacion que implica tratamiento con agua caliente (Da Silva Vale et al.,
2023).

En la actualidad, la mayoria de las recetas utilizan cebada malteada u otros agentes de
fermentacion. Existen diversas formas de preparar la chicha, ya que es producida en
otras regiones de América del Sur variando un tanto su preparacion e ingredientes
adicionales. Asi como, la tribu indigena Umutina de Barra do Bugres, en Brasil,

prepara una chicha utilizando arroz en lugar de maiz, y especificamente utilizando



arroz masticado como indculo. También los indios brasilefios Javaé producen una
bebida fermentada sin alcohol llamada calugi, que se elabora a partir de arroz, yuca y
maiz (Jimenez et al., 2022). Diferentes comunidades en Ecuador tienen sus propias
recetas. Algunos ejemplos incluyen la Chicha del "Yamor" hecha con siete tipos de
maiz, la Chicha de Jora, la Chicha Huevona que incorpora huevo, la Chicha de Yuca
que mezcla yuca con los ingredientes tradicionales, entre otras variedades (Arias,
2016).

1.1.4 Chichade arroz

Esta bebida forma parte de la gastronomia de la cultura afrodescendiente de las
comunidades Chota y Salinas en Imbabura, es elaborada con harina de arroz molido,
agua aromatica elaborada con: ishpingo, menta, cedrdn, hoja de naranja, hierba luisa,
canela, clavo de olor y pimienta dulce, ademas, a la bebida se le afiaden frutas como
pifia, naranjillay guanabana (Naranjo et al., 2016). Es usualmente fermentada con los
microorganismos propios de la cascara de la pifia, las cuales incluyen: Bacilo Sutbtilis,
Torulopsis insconspicna, Saccharomyces cerevisiae y Candida queretana, siendo la
Saccharomyces cerevisiae la que destaca al momento de la fermentacion (Blanco,
2018).

1.1.5 Materia prima

1.1.5.1 Arroz (Oryza sativa)

El arroz, Oryza sativa, es el alimento primordial en muchas culturas, constituyendo la
base alimentaria de mas de un tercio de la poblacién mundial. Y por su importancia,
ademas de cultivarse y consumirse en los cinco continentes, ocupa el segundo lugar,

detras del maiz, en la produccion mundial de granos (De Bernardi, 2020).



Valor nutricional

Tabla 1.

Valor nutricional del Arroz (Oryza sativa) (g/100 g)

Nombre Cantidad promedio Unidad
Agua 11.2 g
Energia 359 calorias
Proteina 7.04 g
Lipidos totales (grasas) 1.03 g
Cenizas 0,42 g
Carbohidratos:

Carbohidratos, por diferencia. 80.3 g
Fibra dietética total (AOAC 2011.25) 2.77 g
Almidon 74,4 g
Minerales:

Calcio 4 mg
Hierro 0,14 mg
Magnesio 26,5 mg
Fosforo 108 mg
Potasio 82 mg
Vitaminas y otros componentes:

Tiamina 0.065 mg
Riboflavina 0,08 mg
Niacina 1.43 mg
Vitamina B-6 0,058 mg

Fuente: (USDA Agricultural Research Service, 2022)

1.1.5.2 Pifa (Ananas comosus)

El origen de la pifia se encuentra en Brasil y Paraguay, en la cuenca del Amazonas,
donde se cultivé por primera vez. La produccion mundial comenzdé en el siglo XV. La
pifia se distribuye en Europa y regiones tropicales del mundo. Se cultiva en mas de 82
paises, en una superficie cultivada de mas de 2,1 millones de hectareas (Hossain,
2016). Ocupa el tercer lugar en la produccion de frutas tropicales después del platano
y los citricos. ElI mercado de la pifia ha crecido significativamente debido a sus
atractivos sabores y valores nutricionales junto con una alta demanda y precios
minoristas competitivos (Mohd Ali, Hashim, Abd Aziz, & Lasekan, 2020).



Valor nutricional

La pifia contiene principalmente carbohidratos y agua, que son fuentes vitales de fibra
dietética, azlcares, acidos organicos, vitaminas (acido ascorbico, niacina y tiamina) y

minerales (magnesio, manganeso y cobre) (Mohd Ali et al., 2020).

Tabla 2.

Valor nutricional de la Pifia (Ananas comosus) (g/100 g)

Nombre Cantidad Unidad
Agua 86 g
Energia 50 kcal
Proteina 0.54 g
Carbohidratos, por diferencia. 13.1 g
Fibra dietética total 1.4 g
Azucares, total incluyendo NLEA 9.85 g
Sacarosa 5.99 g
Glucosa 1.73 g
Fructosa 2.12 g
Calcio 13 mg
Magnesio, Mg 12 mg
Fosforo, P 8 mg
Potasio, K 109 mg
Sodio Na 1 mg
zinc, zinc 0.12 mg
Cobre 0.11 mg
Manganeso 0.927 mg
Vitamina C, &cido ascorbico total. 47.8 mg
Tiamina 0.079 mg
Niacina 0.5 mg

Fuente: (United States Department of Agriculture, 2019)

1.1.5.3 Naranjilla (Solanum quitoense)

Es un arbol frutal perteneciente a la familia de las solanéceas. Esta es originaria de los
bosques subtropicales de los Andes en Ecuador y crece principalmente en
estribaciones de la cordillera de los Andes en lugares con buena humedad y zonas
frescas y sombreadas entre 800 y 1400 metros sobre el nivel del mar. Es una fruta

climatérica con un maravilloso sabor y aroma. (Castro, 2019). Este fruto tiene un
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papel histérico importante en Colombia y Ecuador. Ha sido descrito como “el fruto
dorado de los Andes” y “el néctar de los dioses”. Se le conoce localmente en Ecuador
como “naranjilla de Quito”, “lulo” en Colombia, “nugui” en Pert y los incas se

referian a él como lulum (Ramirez, Kallarackal, & Davenport, 2018).

Valor nutricional

Tabla 3.

Valor nutricional de la Naranjilla (Solanum quitoense)(g/100g)

Nombre Cantidad  Unidad
Agua 93 g
Energia 25 calorias
Energia 103 kJ
Proteina 0,44 g
Lipidos totales (grasas) 0,22 g
Ceniza 0,39 g
Carbohidratos, por diferencia. 59 g
Fibra dietética total 1.1 g
Azlcares, total incluyendo NLEA 3.74 g
Sacarosa 1,72 g
Glucosa 0,99 g
Fructosa 1.04 g
Calcio 8 mg
Hierro, Fe 0,35 mg
Magnesio, Mg 11 mg
Faosforo, P 12 mg
Potasio, K 200 mg
Sodio Na 4 mg
Zinc 0.1 mg
Cobre 0,028 mg
Manganeso 0.067 mg
Vitamina C, acido ascorbico total. 3.2 mg
Tiamina 0,045 mg
Niacina 1,45 mg
Vitamina B-6 0.107 mg

Fuente: (United States Department of Agriculture, 2019)



1.1.1.1 Especias

Canela (Cinnamomum verum)

Cinnamomum verum es una planta especial conocida por sus cualidades medicinales
y farmacoldgicas. Desde la antigiiedad, se ha utilizado frecuentemente como
condimento medicinal. Es originaria de Sri Lanka y de los estados del sur de la India,
pertenece a la familia Lauraceae. Es una corteza seca que ha utilizado durante mucho
tiempo para dar sabor a los alimentos y en preparaciones farmacéuticas para tratar una
variedad de dolencias. Con fines comerciales, en la actualidad se utiliza comunmente
en caramelos, chicles, enjuagues bucales y pasta de dientes (Pathak & Sharma,
2021).

Clavo de olor (Syzygium aromaticum)

Syzygium aromaticum comunmente conocido como clavo, calvo de olor o clavero es
un arbol de tamafio mediano (8-12 m) de la familia Mirtaceae originario de las islas
Maluku en el este de Indonesia. Durante siglos, el comercio del clavo y la busqueda
de esta valiosa especia estimularon el desarrollo econdmico de esta region asiatica. El
clavo de olor representa una planta muy interesante con un enorme potencial como
conservante de alimentos y como fuente rica en compuestos antioxidantes. Sus
actividades bioldgicas comprobadas sugieren el desarrollo de productos medicinales
para uso humano y animal (Ramirez et al., 2018).

Pimienta dulce (Pimenta dioica)

Pimenta dioica cominmente conocida como pimienta de Jamaica, es un arbol que
produce frutos que se secan y se utilizan como especia en la cocina. La pimienta de

Jamaica pertenece a la familia Myrtaceae. EI nombre comin pimienta de Jamaica fue
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propuesto por John Ray, un botanico inglés, quien identificd su sabor como una
combinacion de clavo, canela y nuez moscada. Es originaria de las Indias
Occidentales, sin embargo, también se encuentra en Centroamérica (México,
Guatemala, Cuba, Honduras y Costa Rica) y las islas vecinas del Caribe (Jarquin-

Enriquez, Ibarra-Torres, Jiménez-Islas, & Flores-Martinez, 2021).

Anis estrellado (Illicium verum)

El anis estrellado (lllicium verum), es un arbol de hoja perenne, de tamafio mediano y
fruto en forma de estrella, con una amplia distribucion en el suroeste del continente
asiatico. Ademas de su uso como especia en la cocina, el anis estrellado es uno de los
ingredientes vitales de las plantas medicinales chinas y es ampliamente conocido por
sus efectos antivirales. También, posee propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antifangicas, antihelminticas, insecticidas, , antinociceptivas, antiinflamatorias,
gastroprotectoras, sedantes, expectorantes, espasmoliticas y estrogénicas (Patra et al.,
2020).

1.1.1.2 Hierbas aromaticas

Hierba luisa (Cymbopogon citratus)

Cymbopogon citratus es una planta aromatica de la familia Gramineae conocida como
hierba limon. La hierba es una graminea perenne, nativa y distribuida en Asia, Africa,
America del Sury del Norte. Contiene un grupo considerable de flavonoides, aceites
esenciales, compuestos fendlicos y otros componentes fitoquimicos que poseen
actividades farmacoldgicas como propiedades antiobesidad, antibacterianas,
antifungicas, antinociceptivas, antioxidantes, antidiarreicas y antiinflamatorias
(Oladeji, Adelowo, Ayodele, & Odelade, 2019).

11



Cedron (Aloysia citrodora)

Aloysia citrodora es una especie originaria de las &reas aridas del noroeste de la
Argentina, Bolivia y Paraguay. Las hojas se utilizan para impartir sabor a limon en
aderezos para ensaladas, bebidas frias, ensaladas, frutas, jaleas, platos de verduras y
tortillas. Por su aroma particular se utiliza para perfumar diferentes preparaciones

como lo son cremas, helados y mermeladas (Moroni, Ais, & O’Leary, 2022).

Hoja de naranja (Citrus aurantium)

En medicina tradicional se emplean las hojas, flores y cascara del fruto en una infusién
que se utiliza popularmente para el tratamiento de afecciones digestivas y respiratorias,
por otro lado, las flores, en jarabe o infusion, asi como las otras partes de la planta se
usan como tranquilizante nervioso y antidepresivo (Benshlomo, 2023).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de dos tipos de levaduras Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces bayanus en la elaboracion de una bebida fermentada a base de

arroz (Oryza sativa).

1.2.2 Objetivos especificos

e Elaborar la bebida fermentada a base de arroz (Oryza sativa) utilizando dos

tipos de levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus.
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e Evaluar el efecto de las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
bayanus en las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida durante el proceso

de fermentacién.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales

del producto terminado.
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.1.1 Materia prima

Para la realizacion del proyecto se utilizO como materia prima: Levadura
(Panificacion: S. Cerevisiae / Vinificacion: S. Bayanus), pifia, naranjilla, azdcar, arroz,
cedron, hoja de naranja, hierba luisa, anis estrellado, pimienta dulce, clavo de olor y

canela.

2.1.3 Materiales y utensilios

Se utilizaron: envases plasticos de 5 — 6 litros con tapa, vasos de precipitacién 250 ml,
manguera de grado alimentario, jeringuilla, airlock, pipetas, gotero, bureta 25 — 50 ml,
matraz Erlenmeyer 500 ml, matraz de fondo plano 250 ml, matraz de fondo redondo
1000 ,ml, probeta 500 ml, tubo de vidrio, tubo refrigerante, tubos de ensayo, cajas
Petri, asa de Digralsky, mechero de alcohol, micropipeta, alcoholimetro de vidrio,

densimetro, tamiz/tela filtro, cuchara de acero inoxidable, embudos, ollas, cuchillo.

2.1.4 EqQuipos

Licuadora, refrigeradora, balanza analitica, termdmetro, bafio de agua, rotavapor,

incubadora, bomba de vacio, potenciémetro, refractometro, cocina.
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2.1.5 Reactivos

Hidroxido de sodio 0,1 N, fenolftaleina al 1%, agua destilada, alcohol 20%, acido
fosforico 88%, disolucion de permanganato de potasio 1:20 mol/L, disolucién acuosa
de bisulfito de sodio 1:20 mol/L, disolucion de &cido cromotropico 1:20 mol/L, acido
sulfarico 75%, agua peptonada, caldo rappaport, agar PDA, agar XLD.

2.2 Métodos

2.2.1 Elaboracion de la bebida fermentada a base de arroz (Oryza sativa)
utilizando dos tipos de levaduras Saccharomyces cerevisiae Yy
Saccharomyces bayanus.

2.2.1.1 Formulacion base

Tabla 4.

Cantidad de materia prima a utilizar por litro

Ingredientes Cantidad Unidades
Agua 1000 ml
Arroz Blanco 75 g
Hojas de Hierbaluisa 10 g
Hojas de Cedroén 10 g
Hojas de Naranja 10 g
Pimienta de Dulce 5 g
Canela 5 g
Anis estrellado 5 g
Clavos de Olor 5 g
Pifia 200 g
Naranjilla 200 g
Azucar 50 g
Levadura 0.2 g

Fuente: (Jacome, 2016)
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2.2.1.2 Disefio experimental

Los tratamientos se prepararon mediante el disefio factorial 2 con dos réplicas cada
uno para el posterior analisis estadistico. En la tabla 5 se detallan los factores y niveles

con un total de 4 tratamientos, con dos replicas cada uno, mas un blanco de control.

Se estudid la influencia de los siguientes factores:

e Factor A: Contenido de sélidos solubles en el mosto (1: alta, 0:baja)

Ao 10 °Brix

AL 20 °Brix

e Factor b: Tipo de Levadura (1: S. bayanus, 0: S. cerevisiae)
bo Saccharomyces cerevisiae comercial para panificacion (Levapan) [liofilizada]

by Saccharomyces bayanus para vinificacion (Fermivin 4F9) [liofilizada]

Tabla 5.

Disefio 2, para conocer la influencia de los factores en el pH, Brix, acidez total y

grado alcoholico.

FACTOR A
A0 Al
o]
o R1 R1
|9 b0 R, R,
2 R R
1 1
L p1 R, R,

Fuente: Elaboracion propia

Tratamientos y sus replicas

AoboR1: Mosto con 10 °Brix y con Saccharomyces cerevisiae réplica 1.

AoboR2: Mosto con 10 °Brix y con Saccharomyces cerevisiae réplica 2
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A1boR1: Mosto con 20 °Brix y con Saccharomyces cerevisiae réplica 1
A1boR2: Mosto con 20 °Brix y con Saccharomyces cerevisiae réplica 2
AobiR1: Mosto con 10 °Brix y con Saccharomyces bayanus réplica 1
AobiRz2: Mosto con 10 °Brix y con Saccharomyces bayanus replica 2
A1biR1: Mosto con 20 °Brix y con Saccharomyces bayanus réplica 1
A1biR2: Mosto con 20 °Brix y con Saccharomyces bayanus réplica 2

Blanco: Mosto con °Brix propios de la bebida y sin levadura.

2.2.1.3 Hipdtesis

Hipotesis nula (Ho)

El contenido de solidos solubles y el tipo de levadura no influira en las caracteristicas

fisicoquimicas y sensoriales de la bebida fermentada.

Hipétesis alterna (Ha)

El contenido de sélidos solubles y el tipo de levadura influird en las caracteristicas

fisicoquimicas y sensoriales de la bebida fermentada.

2.2.1.4 Elaboracion del equipo de fermentacion

Para la fermentacion de los mostos se construyeron nueve fermentadores con botellas
plasticas de capacidad de 6L, este estuvo cerrado herméticamente con un tapén en la
parte superior, unido a la trampa de aire (Airlock) y a una maguera que nos ayudé para

la recoleccién de muestras, siguiendo el esquema de la Figura 1. En el Airlock se
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afiadio alcohol al 20% con el fin de evitar que exista contaminacion cruzada en caso

de fallar el sistema.

o
%

+—— Airlock
Alcohol 20%

Sellado
Hermético

Toma
de Muestra

Mosto

. »

Figura 1. Esquema del equipo de fermentacion.
Fuente: Elaboracién propia

2.2.1.5 Elaboracién de la bebida fermentada

La elaboracion de la bebida fermentada se realiz6 en la Planta piloto y los laboratorios
académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la
Universidad Técnica de Ambato. Se siguieron los procesos descritos en el diagrama

de la Figura 2 y se detallan posteriormente.
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Figura 2. Diagrama de proceso de elaboracién de chicha de arroz

Fuente: Elaboracion propia
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2.2.1.5.1 Recepcion y procesado de la materia prima

Se recepto la materia prima y se dividio en tres grupos para su procesamiento:

Remojo y licuado del arroz

Se tomaron 75 g de arroz por cada litro de agua a usar en la elaboracién de la chicha,
posteriormente se remojo por 24 horas, después se licué y se mezclo en el mosto
(Jacome, 2016).

Coccidn de especias y hierbas aromaticas

Las especias y hierbas aromaéticas se cocieron en aproximadamente 3L de agua a 92°C
por 5 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente, posteriormente el agua resultante

de la coccidn se tamizo6 y se mezcld para formar parte del mosto (Jacome, 2016).

Seleccion, lavado, pelado y licuado de la pifia y la naranjilla

La pifia y la naranjilla fueron seleccionadas de acuerdo a su nivel de madurez,
presencia de dafio y uniformidad, fueron lavadas, peladas y licuadas por separado hasta
obtener aproximadamente 1L de zumo de cada fruta, este se tamizé para eliminar

impurezas, y finalmente se mezcld para formar parte del mosto (Jacome, 2016).

2.2.1.5.2 Preparacion y correccion del mosto

En cada equipo de fermentacion se afiadio cinco litros de mosto segun las proporciones

propuestas en el disefio experimental, la mezcla se homogenizo6 y posteriormente se
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midieron los °Brix, en los tratamientos en estudio se ajustaron de 10 y 20 °Brix con

adicion de azucar blanca, siguiendo la siguiente formula:

(m1*°Brixy) + (M2*°Brix2) = me*°Brixs
Donde:
m1 = Masa de la solucion 1
°Brix1 = °Brix de la solucion 1
m2 = Masa de la solucion 2
°Brixz = °Brix de la solucién 2
m¢= Masa de la solucion final

°Brixs = °Brix de la solucién final

También con la ayuda del potenciometro, se determiné el pH inicial y se obtuvo una
lecturade 4 a4.5.

2.2.1.5.3 Activacioén de la levadura e inoculacion

Para la fermentacion se utilizaron dos tipos de levaduras, Saccharomyces cerevisiae
para panificacion marca “Levapan” y Saccharomyces bayanus 4F9 para vinificacion
de la marca “Fermivin” ambas liofilizadas; las cuales fueron activadas por separado,
se uso6 0.2 g/l, se activd en 25 ml de mosto, a una temperatura de 35°C por 10 minutos,

finalmente se inocularon las levaduras activas en cada tratamiento(Jacome, 2016).

2.2.1.5.4 Fermentacion

La fermentacion de cada uno de los mostos se realizo a temperatura ambiente de 20-
23 °C en un entorno oscuro, donde se controlaron diariamente: pH, acidez y °Brix

hasta que dichos parametros se estabilizaron al quinto dia de fermentacion.
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2.2.1.5.5 Trasiegoy filtrado

Una vez terminado el proceso de fermentacion, se procedio al trasiego de la bebida,
para este proceso se separoé la bebida de los sedimentos con la ayuda de un colador. El

liquido recuperado fue posteriormente filtrado al vacio.

2.2.1.5.6 Pasteurizado

Se realiz6 una pasteurizacion lenta en un intervalo de 60 — 65 °C por 20 minutos para cada
tratamiento, con el fin de conservar el contenido alcohdlico producido durante la

fermentacion (JAcome, 2016).

2.2.1.5.7 Endulzado

La chicha de arroz fue endulzada para que sea agradable al consumidor o catador, para
ello se agreg6 azucar al producto final hasta obtener 15 °Brix utilizando la férmula

detallada anteriormente en la seccién 2.2.1.5.2. (Jacome, 2016).

2.2.1.5.8 Envasado y almacenamiento

Para el envasado se utilizaron envases plasticos de cuatro litros, estos fueron
esterilizados con sus respectivas tapas, ademas con el fin de evitar cambios
fisicoquimicos y sensoriales en la bebida, dichos envases son oscuros impidiendo el
paso de luz directa. Posterior a su esterilizacion se procedio a embotellar la bebida,
sellar y etiquetar con la fecha de elaboracion y nombre de la muestra correspondiente.

Las muestras fueron almacenadas en refrigeracion (4°C).
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2.2.2 Evaluacion del efecto de las levaduras Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces bayanus en las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida

durante el proceso de fermentacion.

Los analisis descritos a continuacién fueron realizados en los Laboratorio Académicos
y la planta piloto de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia

de la Universidad Técnica de Ambato.

2.2.2.1 Solidos solubles (Grados Brix)

Los solidos solubles (°Brix), se determinaron mediante el método AOAC -Official
Method 932.12 (1990), procedimiento detallado en la NTE INEN-I1SO 2173, (2013);
con un refractometro portatil, se tomo una gota de la muestra con ayuda de un gotero
y se coloco en el refractometro, este proceso se realizé a diario hasta que los °Brix en

el mosto se estabilizaron y se trabajé por triplicado.

2222 pH

La determinacién del pH se llevo a cabo segun la NTE INEN-1SO 1842, (2013) para
ello, la muestra fue previamente homogenizada, se coloc6 en un vaso de precipitacion
alrededor de 25 ml de muestra, se procedié a introducir los electrodos del
potenciémetro previamente calibrado, cuidando que solo tengan contacto con la
muestra y no con las paredes y el fondo del vaso se determiné el pH por triplicado

diariamente hasta que se estabilice en el mosto.

2.2.2.3 Acidez total

Se determind la acidez en base a la normativa NTE INEN 2323, (2002), donde se

describe el método de titulacion, para ello se utiliz6 agua destilada, muestra,
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fenolftaleina e hidroxido de sodio 0,1N, esto se realizd por triplicado, posteriormente

se realizo el respectivo célculo mediante la siguiente ecuacion:

volumen de NaOH 0,1 N X 0.9)
(volumen de bebida x gravedad especifica de la bebida)

Acidez total(acido lactico) =

Donde:

0.9 = ml equivalentes de una solucion de acido lactico 1.0 N

2.2.3 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y

sensoriales del producto terminado.

Los andlisis descritos a continuacion fueron realizados en los Laboratorios
Académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de

la Universidad Técnica de Ambato.

2.2.3.1 Anélisis microbioldgicos

Para el andlisis microbidlogo de las bebidas fermentadas se realizaron dos ensayos por

triplicado: mohos y levaduras, y Salmonella segun lanorma NTE INEN 2802, (2015).

Mohos y levaduras

Para la determinacion de mohos y levaduras en las diferentes muestras de bebida se
realizd una dilucion hasta 101, se tomd 10 gramos de muestra por cada tratamiento y
se mezclaron en 90 ml de agua peptonada, en bolsas ziploc, se homogenizo y se dejo
reposar por 10 min. Posteriormente se sembré en cajas Petri con medio de cultivo PDA
(Potato Dextrose Agar), previamente esterilizado. Todos los pasos se realizaron por
triplicado y en condiciones estériles, las muestras fueron incubadas a 37 °C durante 48
horas. Luego del tiempo respetivo de incubacion se procedio al conteo de las colonias
crecidas, y el resultado fue expresado en UFC/ml (Unidades Formadoras de Colonias
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por ml) NTE-INEN-1529-10, (2013). Ademas, se realizd una tincion de Gram y una

prueba de catalasa en caso de encontrarse UFC en la muestras.

Salmonella

Para el andlisis de Salmonella se realizé un pre-enriquecimiento no selectivo. De una
dilucion de 10, se tomd 25 gramos de muestra por cada tratamiento y se mezclaron
en 225 ml de agua peptonada, en bolsas ziploc, se homogenizaron y se incubaron las
muestras a 37°C durante 24 horas. Posteriormente luego del tiempo de incubacion
respectivo se procedio a realizar un pre-enriquecimiento selectivo, se tomé 1 ml de las
diluciones realizadas anteriormente y se mezclaron con 9 ml de caldo Rappaport en
tubos de ensayo, se homogenizaron las muestras y se incubaron a 37 °C durante 24
horas. Luego del tiempo de incubacion se procedié a sembrar en cajas Petri con medio
de cultivo XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato) previamente esterilizado. Todos los
pasos se realizaron por triplicado y en condiciones estériles, las muestras fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Luego del tiempo respetivo de incubacion se
procedio al conteo de las colonias, y el resultado fue expresado como ausencia o
presencia. Se emple6 metodologia basada en la normativa NTE INEN 1529-15,
(2013).

2.2.3.2 Anélisis sensorial

Se realiz6 un anélisis sensorial para determinar las caracteristicas organolépticas
propias de la bebida fermentada, como son: olor, color, sabor, acidez, y aceptabilidad
a través de la participacion de 15 catadores semi-entrenados, se utilizo una ficha de
catacion con una escala hedonica de 0 a 5 correspondiente a la percepcion del catador
NTE INEN-1SO 13301, (2014).
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Tabla 6.

Parametros sensoriales

CARACTERISTICA ESCALA
COLOR . No tiene
. Amarillento
. Crema pélido
Crema
. Crema intenso
. No tiene
. Ligero
. Agradable
. Intenso
. Muy Intenso
. Desagradable
. Insipido
Débil
. Bueno
. Muy bueno
. Nada &cida
. Poco &cida
Acida
. Muy &cida
. Extremadamente &cida
. Desagradable
. No me gusta mucho
. Ni me gusta ni me disgusta
. Me gusta
5. Me gusta mucho
Fuente: Elaboracion propia

OLOR

SABOR

ACIDEZ

ACEPTABILIDAD

AwNRORARWNRUORAWNMNRPORAWNROMALONERE

2.2.3.3 Analisis fisicoquimicos

Grado alcoholico

Para la determinacion del grado alcohdlico de la chicha se considerd el método
detallado en la normativa NTE INEN 340, (2016). El equipo utilizado en este caso fue
el rotavapor, a este se le realizé un lavado previo con agua destilada, después se
tomaron 250 ml de muestra, se colocé en el matraz de fondo redondo y se acoplo al
rotavapor para su destilacion, se establecieron condiciones especificas en el equipo
para una destilacion éptima y comenzd el proceso, el condensado se recogié en el
matraz de fondo redondo, se coloco en una probeta, se afiadio agua destilada hasta el

volumen de partida (250 ml) y se homogenizd. Para medir el grado alcohodlico de la
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bebida, se procedi6 a medir la temperatura del destilado y se coloc6 el alcoholimetro
de vidrio previamente lavado y secado, se solt6 dicho instrumento y se esper6 hasta
que flote y se procedio a la lectura. Finalmente, se observd si la temperatura de
calibracion del alcoholimetro correspondia a la misma de la muestra destilada, vy el
contenido de alcohol etilico fue determinado, usando de las tablas del anexo A de NTE
INEN 340, (2016). Con los datos de grado alcohdlico se determinaron los mejores
tratamientos y posteriormente se evaluo la presencia de metanol de los tratamientos

elegidos.

Metanol

Para la determinacion cualitativa de metanol se tomo6 en cuenta la metodologia
propuesta por Lopez, Alcantara, & Gavilan, (2020) en un tubo de ensayo se
colocaron dos gotas de la muestra, posteriormente se agreg6 una gota de disolucion de
acido fosfdrico (1:20) mol/L y una o dos gotas de disolucion de permanganato de
potasio (1:20) mol/L, se mezclé cuidadosamente y se dejo reposar la mezcla durante
un minuto. A continuacion, se agrego la disolucion acuosa de bisulfito de sodio (1:20)
mol/L, gota a gota y agitando, hasta que el color violeta del permanganato de potasio
desaparezca. A la disolucién incolora resultante, se le agregaron 5 ml de la disolucion
de acido cromotrépico (C10HsOsS2Naz-2H20), este acido se prepard con 10 mg de
reactivo en 20 ml de H>SO4 al 75%, Yy se calentd la mezcla en bafio maria
aproximadamente a 60°C durante diez minutos. En presencia de metanol se observa
una coloracién violeta/café, esto es considerado como positivo (+) y en caso de
ausencia se identifica como negativo (-).

2.2.3.4 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se trataron los datos con la ayuda del ANOVA que
permitieron conocer la interaccion entre los factores A y B (detallados en la seccién

2.2.1.2) en el desarrollo de las variables grado alcohdlico, acidez, °Brix y pH, y la
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prueba de comparacion Tukey que indica con mayor detalle dichas interacciones. Para

este tratamiento de datos se utilizaron los softwares Exel e InfoStat.

El modelo matematico para este arreglo factorial se definio por la siguiente ecuacion:

Yij = p+ ait B +(aP)ij + eiju

Tabla 7.

ANOVA para el disefio factorial 2 con replicacion

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp
Factor A SCA 1 CMA SCA/CMR
Factor B SCB 1 CMB SCB/CMR

Interaccién SC(AB) 1 CM(AB) SC(AB)/ICMR
Residual SCR a(n-1) CMR
TOTAL SCT 4n-1 CMT

Fuente: (Marin, 2014)

Donde:

SCT: Suma total de cuadrados
SCA: S.C. entre niveles de A

SCB: S.C. entre niveles de B
SC(AB): S. C. de la interaccion AxB
SCR: S. C. del error

CMT: Cuadrado medio total

CMA: Cuadrado medio de A

CMB: Cuadrado medio de B
CM(AB): Cuadrado medio de la interaccion
CMR: Cuadrado medio residual

GL: Grados de libertad
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Elaboracién de la bebida fermentada

Se elaboraron los mostos de acuerdo con la formulacion detallada en la tabla 8, dichos
mostos estdn formados por la mezcla de los zumos de naranjilla y pifia y el agua
aromatica. Ademas, la adicion de azlcar en cada mosto se realizo con el fin de ajustar
los solidos solubles a 10 y 20 °Brix de acuerdo con el disefio experimental, ademas en
la Tabla 32 se observa la cantidad de azlcar necesaria para llegar a los °Brix deseados.
Se utilizo levaduras liofilizadas: S. cerevisiae de marca Levapan y S. bayanus de marca
Fermivin 4F9. Las bebidas se dejaron fermentar a temperatura ambiente en ausencia
de luz hasta que los °Brix no varien, esta estabilizacion se dio después de 5 dias de

fermentacion.

Tabla 8.

Formulacion para cada uno de los tratamientos

Tratamientos

Materi .
a Unida AObO Al1b0 AObl Albl Blan
. des co
prima
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
Pifa L 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nalrlgn“ 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Arroz g 375 375 375 375 375 375 375 375 375
Agua
aromat L 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
ica
S.
Cerevisi g 11 11 11 11 - - - - -
ae
S.
Bayanu g - - - - 11 11 11 11 -
S
Aziicar g 320. 317. i i 311. 311. i i i
22 17 36 06
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Tratamientos

Materi .

a Unida — AQbO A1b0 AObl Albl Blan

prima des co
RL R2 RL R2 RL R2 Rl R

(10 °Br

iX)

(Azzoufg 1049, 1049. 1039 1049.

) g 81 81 5 8l

Fuente: Elaboracion propia

3.2 Variables analizadas durante la fermentacién

Durante la etapa de fermentacion de los mostos se evaluaron diariamente los siguientes

parametros:

3.2.1 °Brix

Los solidos solubles fueron ajustados a 10 y 20 °Brix antes de comenzar la
fermentacidn, de esta manera se asegurd que las levaduras tengan una fuente de
carbono suficiente para realizar la fermentacion. Ademas, se realiz6 un tratamiento
control con los °Brix iniciales sin ningin ajuste. En la tabla 9 se refleja el
decrecimiento en los °Brix durante el tiempo de fermentacién. Se observd que las
levaduras tienen buena actividad fermentativa en presencia de azlcares simples dando
paso a la formacidn de producto y generacion de biomasa. Shirai & Malpica, (2013)
menciona que aproximadamente de un 24-26 °Brix es un valor adecuado para obtener
un 12% (v /v) de alcohol.

Tabla 9.

Comportamiento de los grados Brix durante los dias de fermentacion

Dias
1 2 3 4 5
AO0bO 1040 10+0 8+2.82 5.5+0.7 540 4.5+0.7

Tratamientos
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Dias

Tratamientos

1 2 3 4 5
Al1b0 200 18.5+0.7 16+£1.41 10£2.82  5.5+0.7 5+0
AObl 1040 10+0 6+1.41 5+0 3.5+0.7 3.5%0.7
Albl 200 16.5+0.7 12.5+2.12 9+1.41 5,540.7 5.5+0.7
Blanco 5 4 4 3 3 3

Fuente: Elaboracién propia

En la figura 3 se observa el comportamiento decreciente de los °Brix en funcién del
tiempo, esto debido a que las levaduras consumen los azucares de una manera
constante. Desde el dia 0 se observd una mayor actividad en los tratamientos con S.
bayanus, notable a simple vista por el burbujeo en los airlocks de los fermentadores.
Sin embargo, en cuanto a consumo de azucares, a pesar de que todos tienen un
comportamiento similar, en los tratamientos iniciados en 20 °Brix se observa un
consumo de azucares mas rapido en comparacion a los tratamientos ajustados con 10
°Brix. Por otro lado, el tratamiento de control tuvo una variacién poco perceptible de
5 a 3 °Brix. Finalmente, en el dia 5 al término de la fermentacion los tratamientos se

posicionaron en un rango de 4 a 6°Brix.

25
20

15 =@ A0b0

°Brix

A1b0

AOb1
\ Albl

> '\.__.\f - - —&—Blanco
—0 $

10

Figura 3. Comportamiento de los °Brix durante el tiempo de fermentacion
Fuente: Elaboracion propia
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En la tabla 10, el anélisis de varianza para los tratamientos, indica que a un nivel de
confianza del 95% no existen diferencias significativas para el factor B (tipo de
levadura), ni para la interaccion A x B (°Brix con respecto al tipo de levaduras), sin
embargo, para el factor A (°Brix) se encontraron diferencias significativas, indicando
que la concentracion de ° Brix iniciales tiene influencia en los °Brix finales de la
bebida. Con respecto a la comparacion de medias de Tukey en la tabla 23 se observa
que no hay diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo, si existen

diferencias significativas de los tratamientos con respecto al control.

Tabla 10.

ANOVA de la variable °Brix al final de la fermentacién

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
A:brix 3.125 1 3.125 8.33 0.0447
B:levadura 0.125 1 0.125 0.33 0.5946
AB 1.125 1 1.125 3.00 0.1583
Error total 15 4 0.375
Total (corr.) 5.875 7

Fuente: Elaboracién propia

3.2.2 pH

Al inicio de la fermentacion el pH de los tratamientos se encontrd en un rango de 4.15
a4.75, no fue necesario realizar correccion de pH debido a que, segun Suarez Machin
et al., (2016) la mayoria de las levaduras toleran un rango de pH entre 3y 10, pero les
resulta favorable un medio ligeramente &cido con un pH de 4.0 a 6.5. En la figura4 y
tabla 11, se observa el comportamiento del pH durante el tiempo de fermentacién, en
el cual, se evidencia ligeras variaciones crecientes y decrecientes en el pH hasta su
estabilizacion al dltimo dia de fermentacion, donde el pH se encontrd en un rango de
3.87 a 4.08. Puerari, Magalhdes-Guedes, & Schwan, (2015) mencionan que estas
variaciones en el pH pueden ocurrir debido la produccion de acidos organicos como el

acido lactico formado por la presencia de las bacterias acido lacticas, que pueden estar
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presentes en los alimentos fermentados y comunmente reducen el pH a valores por
debajo de 4,0.

Tabla 11.

Comportamiento del pH durante los dias de fermentacion

Dias
Tratamiento
0 1 2 3 4 5

AO0bO 4.67+0.1 447+0.09 3.91+0.04 3.95+0.07 3.95+0.07 4+0.02
Alb0 4.46%0.09 3.99+0.2 4.03+0.007 3.79+0.15 3.66+0.04 4.05+0.03
AObl 450+0.04 4.31+0.13 3.91+0.05 3.7+0.28 4.005+0.007 4.00+0.03
Albl 4.26+0.15 4.35+0.06 3.63%+0.3 3.87+0.1 3.94+0.12 4+0.05
Blanco 4.67 3.91 4.05 3.9 3.88 3.87

Fuente: Elaboracion propia

4 = e
3.5

3 =@=A0b0

S 25 A1bO

2 AOb1
15 Albl

1 Blanco
0.5

0

0 1 2 3 4 5 6
Dias

Figura 4. Comportamiento del pH durante el tiempo de fermentacion
Fuente: Elaboracion propia

El analisis de varianza de los tratamientos con respecto a este parametro se encuentra
detallado en la tabla 12, e indica que a un nivel de confianza del 95% no se encontraron
diferencias significativas para los factores A (°Brix), B (tipo de levadura) y la

interaccion A x B (°Brix con respecto al tipo de levaduras), indicando que la variable
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de respuesta (pH) no se ve afectada por ninguno de los factores ni por la interaccion
de estos. En la Tabla 24 se observa la comparacion de medias de Tukey donde no
existen diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo, si existen

diferencias significativas de los tratamientos con respecto al control.

Tabla 12.

ANOVA de la variable pH al final de la fermentacion

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
A:Brix 0.0002 1 0.0002 0.12 0.7434
B:Levadura 0.0002 1 0.0002 0.12 0.7434
AB 0.00405 1 0.00405 2.49 0.1895
Error total 0.0065 4 0.001625
Total (corr.) 0.01095 7

Fuente: Elaboracion propia

3.2.3 Acidez

Al igual que en el pH en la acidez como se puede notar en la tabla 13 al inicio de la
fermentacion una ligera variacion de los valores de acidez con un promedio de 0.2 +
0.06 % de &cido lactico para cada uno de los tratamientos. Como se observa en la figura
5, al llegar al segundo dia de fermentacion se observo un aumento en la acidez de todos
los tratamientos, a partir de este dia se encontrd una variacion de acidez en los dias 3
y 4 de la fermentacion y finalmente al dia 5 la acidez se establecié en valores con un
promedio de 0.31 + 0.08, teniendo una acidez final en un rango de 0.31 a 0.47 % de

acido lactico.

Segun Pazmifio et al., (2014) el aumento de la acidez podria atribuirse a la actividad
de las bacterias &cido lacticas que pueden estar presentes en el ambiente o en los
equipos utilizados, estas descomponen los azlcares para transformarlos en &cido
lactico, ademés como se detallo anteriormente en el efecto del pH, Puerari,
Magalhdes-Guedes, & Schwan, (2015) mencionan que la produccién de &cidos
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orgénicos en los alimentos fermentados comdnmente reduce el pH produciendo un
aumento directo en la acidez en el producto. Ademés Costa et al., (2017) menciona
que una mayor acidez del producto puede protegerlo del desarrollo de
microorganismos de deterioro, lo que aumenta la vida util, siempre que no cambie las
caracteristicas sensoriales o tecnoldgicas del producto. La normativa NTE INEN
2262, (2013) (Bebidas alcohodlicas. Cerveza. Requisitos) establece un valor maximo
de 0.3 % de acido lactico, se hace la comparacion con esta normativa por que no existe
una especifica para este tipo de productos, los tratamientos elaborados no cumplen con
esta normativa, debido a que todos superan el limite permisible. En una investigacion
realizada por Pazmifio et al., (2014) en una chicha de arroz, se reporta un 0.33 % de
acido lactico, evidenciando que se encuentran dentro del rango de caracteristico de

este tipo de bebidas tradicionales.

Tabla 13.

Comportamiento de la acidez (% é&cido lactico) durante los dias de fermentacion

. Dias
Tratamiento
0 1 2 3 4 5
AO0bO 0.21+0.05 0.21+0.05 0.34+0.12 0.51+0.003 0.56+0.05 0.47+0.06
Al1b0 0.17+0 0.22+0.06 0.39+0.18 0.35+0.12 0.31+0.06 0.35+0.06
AOb1 0.22+0.06 0.17+0 0.31+0.06 0.39+0.06 0.22+0.06 0.31+0.06
Albl 0.15+0.03 0.22+0.06 0.22+0.06 0.22+0.06 0.35+0.12 0.35+0.12
Blanco 0.34 0.26 0.35 0.43 0.52 0.35

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 5. Comportamiento de la acidez durante el tiempo de fermentacion

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 14, el andlisis de varianza para los tratamientos con respecto a este

parametro indica que a un nivel de confianza del 95% no se encontraron diferencias

significativas para los factores A (°Brix), B (tipo de levadura) y la interaccion A x B

(°Brix con respecto al tipo de levaduras), indicando que la variable de respuesta

(acidez) no se ve afectada por ninguno de los factores ni por la interaccion de estos.

En la tabla 25 se refleja la comparacion de medias de Tukey donde no existen medias

significativamente diferentes entre los tratamientos ni con respecto al testigo.

Tabla 14.

ANOVA de la variable acidez al final de la fermentacién

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
A:Brix 0.00285012 1 0.00285012 0.42 0.5526
B:Levadura 0.0133661 1 0.0133661 1.97 0.2335
AB 0.0138611 1 0.0138611 2.04 0.2265
Error total 0.0271995 4 0.00679987
Total (corr.) 0.0572769 7

Fuente: Elaboracion propia
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3.3 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas y

sensoriales del producto terminado.

3.3.1 Grado alcoholico

En la tabla 15 se muestra el porcentaje de grado alcoholico obtenido de cada uno de
los tratamientos, estos se encuentran en un rango de 4.3 a 9.5% de alcohol etilico, se
observa en la figura 6 que los tratamientos A1b0 y Albl poseen un mayor contenido
alcohdlico teniendo un porcentaje de alcohol en un promedio de 9.1+0.42 y 9.5+0.14
respectivamente, en comparacioén a los tratamientos AObO, AObl, que tienen un
promedio de 4.3+0.56 y 7.05+0.63 respectivamente. Los tratamientos que iniciaron su
fermentacion con 20 °Brix presentan mayor grado alcohdlico con respecto a los que
empezaron con 10 °Brix, por lo que se establecid que se necesita una cantidad
considerable de sélidos solubles para producir la presencia de etanol deseada. En
investigaciones realizadas por Ghosh et al., (2015) en una bebida fermentada a base
de arroz de origen indio se informé que dicha bebida tenia un contenido alcohélico
moderado de 2 a 3% mientras que Chaves-Lépez et al., (2014) menciona que las
chichas poseen un contenido de alcohol del 2 al 12%, es asi que todos los tratamientos
se encuentran dentro del rango de porcentaje de alcohol caracteristico de este tipo de

bebidas tradicionales.

Tabla 15.

Grado alcoholico (%) obtenido al final de la fermentacion

. Dias

Tratamiento 0 5
A0bO 0 4.3+0.56
Al1b0 0 9.1+0.42
AObl 0 7.05+0.63
Albl 0 9.5+0.14

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 6. Porcentaje de grado alcohdlico para todos los tratamientos
Fuente: Elaboracidn propia

El andlisis de varianza de los tratamientos con respecto a este parametro se presenta
detallado en la tabla 16, e indica que a un nivel de confianza del 95% si existen
diferencias significativas tanto para los factores A (°Brix), B (tipo de levadura) asi
como la interaccion A x B (°Brix con respecto al tipo de levaduras), indicando que la
variable de respuesta (grado alcohdlico) se ve afectada por ambos factores y la
interaccion de estos. Ademas, en la tabla 26 se observan medias significativamente
diferentes entre los tratamientos ajustados inicialmente con 10 °Brix en comparacion

a los ajustados con 20°Brix.

Tabla 16. ANOVA de la variable grado alcohdlico al final de la fermentacion

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
A:Brix 26.2813 1 26.2813 113.65 0.0004
B:Levadura 4.96125 1 4.96125 21.45 0.0098
AB 2.76125 1 2.76125 11.94 0.0259
Error total 0.925 4 0.23125
Total (corr.) 34.9287 7

Fuente: Elaboracion propia
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3.3.2 Metanol

Se tomaron en cuenta los mejores tratamientos en cuanto al mayor porcentaje de
alcohol etilico generado, estos fueron evaluados cualitativamente para conocer la
presencia o ausencia de metanol en el producto final. Es asi que se observa en la tabla
17 que los tratamientos evaluados tienen un resultado negativo, es decir que no existe
presencia de metanol en las muestras. La NTE INEN 2802, (2015) (Bebidas
alcohdlicas. Requisitos) indica que el limite maximo es de 10mg/100ml por lo cual los

tratamientos se encuentran dentro de la normativa vigente.

Tabla 17.

Resultados de la determinacion cualitativa de metanol

Tratamientos Resultado
Alb0 Negativo
Albl Negativo

Fuente: Elaboracién propia

3.3.3 Analisis microbioldgicos

En la tabla 18 se reportan los resultados de los analisis microbiolégicos realizados en
los tratamientos, en cuanto a mohos y levaduras todos los tratamientos se encuentran
dentro del limite establecido segun la NTE INEN 2802, (2015), (Bebidas alcoholicas.
Requisitos), la cual establece un limite maximo permisible de 10 UFC/ml, por otra
parte, en cuanto al analisis de Salmonella se establece que esta debe presentar ausencia
lo cual también se cumple segun lo establecido en la norma. Ademas, al encontrar UFC
en distintas muestras, después de realizar una tincién de Gram se observaron levaduras
y bacilos Gram negativos, lo cual supondria bacterias acido lacticas, también la prueba
de catalasa se reportd negativa, por ende, las bacterias presentes en los cultivos no son

patogenas. Pazmifio et al., (2014) mencionan que entre los microorganismos
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encontrados en la chicha de arroz existen bacterias acido lacticas como Bacilos,

Lactobacilos y Esporolactobacilos.

Tabla 18.

Resultados del analisis microbioldgico

Tratamientos

Parametros
Aobo Albo Aob1 A1b1 Blanco
Mohos y levaduras
(UFC/ml) 3.5+2.12 1+1.41 0 1.5+2.12 0
Salmonella Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

3.3.4 Andlisis sensorial

Fuente: Elaboracion propia

El analisis sensorial se realizé en todos los tratamientos y como se observa en las

figuras 7 y 8, la mayoria de las muestras tuvieron resultados similares en los

parametros evaluados, destacando la aceptabilidad general y sabor ya que la mayoria

de las muestras tienen un puntaje elevado en estos parametros. Ademas, se observa

que independientemente de la levadura utilizada estos resultados se mantienen en

valores similares. Con respecto al anlisis de varianza de los parametros sensoriales

color, olor, sabor, acidez y aceptabilidad, en las tablas 27, 28, 29, 30 y 31, estan

detallados los ANOVA de cada uno donde se indica que a un nivel de confianza del

95% no existen diferencias significativas entre las muestras en los atributos evaluados.
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Figura 7. Perfil sensorial de los tratamientos fermentados con S. Cerevisiae
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 8. Perfil sensorial de los tratamientos fermentados con S. Bayanus
Fuente: Elaboracion propia
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3.4 Verificacion de hipétesis

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede decir que se acepta la Hipotesis
alternativa, pero no por completo, ya que el contenido de sélidos solubles y el tipo de
levadura influye en algunas caracteristicas fisicoquimicas, pero no influye en las
caracteristicas sensoriales de la bebida fermentada. Ya que existieron variables
evaluadas durante la fermentacion que se comportaron de manera similar en todos los
tratamientos, existiendo diferencias significativas por parte de los tratamientos con
respecto al control. La variacion mas notable se evidencio en el grado alcohdlico de
manera que los tratamientos que estaban condicionados a 20 °Brix tuvieron una mayor

produccién de etanol al finalizar la fermentacion.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

3.5 Conclusiones

Se desarroll6 una bebida fermentada a base de arroz (Oryza sativa) empleando
dos tipos de levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus,
controlando los pardmetros de fermentacion como °Brix, pH y acidez
consiguiendo asi una bebida de caracteristicas fisico quimicas, microbiologicas
y sensorialmente aceptables para su consumo.

Tras elaborar la bebida fermentada se notd que tanto S. cerevisiae como S.
bayanus son viables para la fermentacion 6ptima de la bebida a base de arroz,
durante este proceso se identificaron algunas diferencias significativas entre
los factores, principalmente con respecto al produccién de grado alcohdlico.
Al inicio de la fermentacién, los tratamientos inoculados con S. bayanus
tuvieron mas actividad fermentativa evidenciada en la generacién de CO2 y en
la variaciéon temprana de los parametros evaluados, sin embargo, al pasar el
tiempo de fermentacion, las levaduras mantienen la variacion de los parametros
evaluados, °Brix, acidez y pH mantienen un comportamiento similar.
Independientemente del tipo de levadura utilizado, los Brix de todos los
tratamientos se encontraron en un rango final de 4 a 6 °Brix, por otra parte, el
pH final se encontrd en un rango de 3.87 a 4.08 y la acidez a pesar de tener
variaciones muy notables a lo largo de la fermentacion se obtuvo un rango final
de 0.31 a 0.47 % de &cido lactico, donde se evidencia que los tratamientos
superan el limite permisible dentro de lo establecido en la NTE INEN 2262,
(2013).

Los pardmetros evaluados al finalizar la fermentacion indicaron tener
diferencias significativas, con respecto al grado alcohdlico los tratamientos
AlbO y Albl poseen un mayor contenido alcohdlico estableciendo un
promedio de 9.1+0.42 y 9.5+0.14 respectivamente, en cuanto a presencia de

metanol se determiné que no existe presencia en ninguno de los tratamientos
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evaluados, por parte de los analisis microbiol6gicos todos los tratamientos se
encontraron dentro de lo establecido en la NTE INEN 2802, (2015), ademaés al
finalizar el andlisis sensorial de los tratamientos no se notaron diferencias

significativas en los parametros color, olor, sabor, acidez y aceptabilidad.

3.6 Recomendaciones

e Realizar un andlisis de la composicion nutricional de la bebida, considerando

que esta pueda tener algun beneficio para la salud.

e FEvaluar la vida util de las bebidas fermentadas a base de arroz a diferentes

temperaturas de almacenamiento.

e Explorar materias primas alternativas en la elaboracion de la bebida fermentada

para brindar diferentes perfiles de sabor en la calidad sensorial.
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Anexos

Anexo A. Datos experimentales

Tabla 19.

Comportamiento de los grados Brix durante los dias de fermentacion para cada

uno de los tratamientos y sus réplicas.

Tratamientos Dias

0 1 4 5
AcboR1 10 10 5 4
AcboR> 10 10 10 6 5 5
AiboR1 20 19 17 12 6 5
AiboR; 20 18 15 8 5 5
AobiR; 10 10 5 5 3 3
AobiR> 10 10 7 5 4 4
AibiR; 20 16 11 8 5 5
AibiR> 20 17 14 10 6 6
Blanco 5 4 4 3 3 3

Tabla 20.

Comportamiento del pH durante los dias de fermentacion para cada uno de los

tratamientos y sus réplicas.

Tratamientos Dias
0 1 2 4 5
AoboR1 4,75 4.54 3.95 4 4.02
AcboR; 4.6 4.4 3.88 39 39 3.98
AiboR1 453 4.2 4.04 3.9 3.63 4.03
AiboR; 4.4 3.79 4.03 3.68 3.7 4.08
AobiR; 4.54 4.22 3.87 3.9 4 4.06
Aob:R> 4.47 4.41 3.95 3.5 4.01 4.01
A:biR1 4.15 4.31 3.37 3.95 4.03 4.04
A:b:R, 4,37 4.4 3.9 3.8 3.86 3.96
Blanco 4.67 3.91 4.05 3.9 3.88 3.87
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Tabla 21.

Comportamiento de Acidez en % de acido lactico durante los dias de

fermentacion para cada uno de los tratamientos y sus réplicas.

Tratamientos Dias
0 1 2 3 4 5
AocboR1 0.258 0.258 0.258 0.515 0.601 0.429
AcboR2 0.173 0.173 0.434 0.520 0.520 0.520
AiboR1 0.177 0.265 0.530 0.265 0.354 0.398
AiboR2 0.177 0.177 0.265 0.442 0.265 0.309
Aob1R1 0.177 0.177 0.265 0.442 0.177 0.265
Aob:R> 0.265 0.177 0.354 0.354 0.265 0.354
AibiR; 0.179 0.179 0.179 0.179 0.268 0.268
AibiR> 0.133 0.265 0.265 0.265 0.442 0.442
Blanco 0.346 0.260 0.346 0.433 0.520 0.346
Tabla 22.

Grado alcoholico (%) para cada uno de los tratamientos y sus réplicas.

. Dias
Tratamiento 0 5
AoboR1 0 4.7
AoboR2 0 3.9
AiboR1 0 8.8
AiboR2 0 9.4
AobiR1 0 7.5
AobiR2 0 6.6
A1biR:1 0 9.6
Ai1biR2 0 9.4
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Anexo B. Resultados estadisticos

Tabla 23.

Comparacion de medias Tukey del efecto de los °Brix en los tratamientos

Tratamiento Medias n EE
AOb1 3.50 2 0.43 A
A0bO 4.50 2 0.43 A
AlbO 5.0 2 0.43 A
Albl 55 2 0.43 A
Blanco 3.0 2 0.61 B
Tabla 24.

Comparacion de medias Tukey del efecto del pH en los tratamientos

Tratamiento Medias n EE
AObO 4.00 2 0.03 A
Albl 4.00 2 0.03 A
AO0bl 4.04 2 0.03 A
A1b0 4.04 2 0.03 A
Blanco 3.87 2 0.04 B
Tabla 25.

Comparacion de medias Tukey del efecto de la acidez en los tratamientos

Tratamiento Medias n EE
AObl 0.31 2 0.03 A
A1b0 0.36 2 0.03 A
Albl 0.36 2 0.03 A
AO0bO 0.48 2 0.03 A
Blanco 0.35 2 0.04 A
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Tabla 26.

Comparacion de medias Tukey del efecto del grado alcoholico en los tratamientos

Tratamiento Medias n EE
AO0bO 4.30 2 0.34 A
AOb1 7.05 2 0.34 B
A1b0 9.10 2 0.34 C
Albl 9.50 2 0.34
Tabla 27.

ANOVA del analisis sensorial de los tratamientos con respecto al color

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
Tratamiento  2.13333333 8 0.26666667 0.44444444 0.89216856
Error 75.6 126 0.6
Total 77.7333333 134 0.5800995

Tabla 28.

ANOVA del andlisis sensorial de los tratamientos con respecto al olor.

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
Tratamiento 7 gg9481481 8 0.985185185 1.66547406 0.113148275
Error 7453333333 126 0.591534392
Total 82.41481481 134 0.615035931
Tabla 29.

ANOVA del analisis sensorial de los tratamientos con respecto al sabor

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
Tratamiento 11.3925926 8 1.42407407 1.66759603 0.11260346
Error 107.6 126 0.85396825
Total 118.992593 134 0.88800442
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Tabla 30.

ANOVA del anélisis sensorial de los tratamientos con respecto a la acidez

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
Tratamiento  4.37037037 8 0.5462963 0.5660636 0.8040104
Error 121.6 126 0.96507937
Total 125.97037 134 0.94007739

Tabla 31.

ANOVA del analisis sensorial de los tratamientos con respecto a la aceptabilidad

F.V. S.C. G. L. C. M. Fexp Valor-P
Tratamiento  1.73333333 8 0.21666667 0.32244094 0.95621391
Error 84.6666667 126 0.67195767
Total 86.4 134 0.64477612

Anexo C. calculos.

Ajuste de brix inicial

(m1*°Brix) + (m2*°Brix) = mf*°Brix
(5.76Kg * 5°Brix) + (XKg * 100°Brix) = (5.76Kg + X) (10°Brix)
28.8+100X =576 +10 X
90X = 28,8
X =0,32Kg

X =320.22 g

(m1*°Brix) + (m2*°Brix) = mf*°Brix
(5.59Kg * 5°Brix) + (XKg * 100°Brix) = (5.59Kg + X) (20°Brix)
27.95 + 100X =111.98 + 20 X
80X = 84.03
X =1.049 Kg

X =1049.81 g
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Tabla 32.

Ajuste de °Brix inicial

Tratamiento

Ajuste de azucar en los mostos

()
AoboR1 320.22
AoboR2 317.17
Ai1boR1 1049.81
AiboR2 1049.81
AobiR1 311.36
AobiR2 311.06
A1biR1 1039.50
AibiR2 1049.81
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Anexo D. Figuras.

Figura 10. Preparacion de los mostos
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Figura 11. Activacion de levaduras

Figura 12. Reposo de los mostos durante el tiempo de fermentacion
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Figura 13. Analisis fisicoquimicos diarios

Figura 14. Filtracion al vacio y pasteurizacion de las muestras
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Figura 16. Analisis microbiol6gicos
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Figura 17. Determinacion de grado alcoholico

Figura 18. Prueba negativa de presencia de metanol para el tratamiento A1bOR1
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Figura 19. Prueba negativa de presencia de metanol para el tratamiento A1bOR2

Figura 20. Prueba negativa de presencia de metanol para el tratamiento A1b1R1
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Figura 22. Anélisis sensorial
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A continuacion, usted serd participe de una cata para evaluar parametros sensorizles de
una chicha a base de arroz. La presente prueba es una escala heddnica donde se evaluaran
atributos sensoriales de color, olor, sabor, acidez v aceptabilidad.

Muestra

Caracteristica Escala 5C14 | BT13 | M9 | ©521 | BS17 | XB14 | SB21 | MBI

ME21

. No tiens

. Amanllento

COLOR . Crema pélido

Crema

Crema mtenso

Mo tiens

OLOR. Ligero

. Agradable

Intenzo

. Wy Intenso

Desaoradable

. Insipido

SABOR “Debil

Bueno

Moy bueno

Mada acida

Poco acida

ACIDEZ Acida

Moy &cida

Gt | ol | R | e f et |y | e | | e | et | | o | | e |t | | e | R [ et | et

. Extremadamente

[

acida
1. Desagradshle

2. No me gusta

ACEPTABILIDAD | 3. Nime gustani
me disgusta

4. We gustz

3. hle gusta mucho

OBSERVACIONES:

iGracias por su participacion!

Figura 23. Hoja de cata
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