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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue la elaboracion de una bebida fermentada a base de harina
de cascara de cacao y harina de salvado de arroz con fermentacién en medio solido
(FMS), en el cual se determinG la mejor proporcion y caracteristicas del sustrato
seguido de una fermentacion en medio liquido (FML), se utilizé suero de leche
liofilizado con una combinacidn de especies bacterianas como: Lactobacillus casei,

Lactobacillus delbrueckii subesp. Bulgaricus.

Las proporciones para cada uno de los tratamientos tuvieron influencia sobre el analisis
sensorial, con un 34.9% de aceptabilidad el mejor tratamiento fue el tratamiento 1 (T1),
con una proporcién de 50% harina de cascara de cacao y 50% de harina de salvado de

arroz fermentado Aspergillus orizae red.

Las determinaciones analiticas realizadas fueron: parametros fisico quimicos como pH
y acidez, con respecto a la parte microbioldgica se realizd un recuento de aerobios
mesofilos, coliformes totales, E. coli y Listeria monocytogenes como lo indica NTE
INEN 2564, a temperatura ambiente y refrigeracion durante 11 dias de

almacenamiento.

Con respecto al tiempo de vida Util se realizé en base a pH obteniendo 16 dias a
temperatura ambiente y 32 dias en refrigeracion, con respecto a la acidez el tiempo de
vida Gtil fue de 8 dias a temperatura ambiente y 15 dias en refrigeracion, mediante el
analisis proximal, la bebida fermentada obtuvo un 90.2 % de humedad, 0.873 % de
proteina, 0.629 % de cenizas, 1.13 % de lipidos, 1.79 % fibra total, y 5,38 % de

carbohidratos.

Palabras claves: bebida fermentada, andlisis sensorial, harina de cascara de cacao,

salvado de arroz, suero de leche liofilizado.



ABSTRACT

The objective of this study was the elaboration of a fermented beverage based on cocoa
husk flour and rice bran flour with fermentation in FMS solid medium, in which the
best proportion and characteristics of the substrate was determined followed by
fermentation in Liquid medium (FML), lyophilized whey was used with a combination
of bacterial species such as: Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp.

Bulgaricus

The proportions for each of the treatments had an influence on the sensory analysis,
which with 34.9% acceptability, the best treatment was treatment 1 (T1), with a
proportion of 50% cocoa shell flour and 50% flour of rice bran with microorganism

Aspergillus orizae red.

The analytical determinations were: physical chemical parameters such as pH and
acidity, with respect to the microbiological part, a count of mesophilic aerobes, total
coliforms, E.coli and Listeria monocytogenes was performed as indicated by NTE
INEN 2564, at room temperature and temperature of refrigeration for 11 days of

storage.

With respect to the shelf life, it was based on pH, obtaining 16 days at room
temperature and 32 days in refrigeration, with respect to acidity, the shelf life was 8
days at room temperature and 15 days in refrigeration, by means of Proximal analysis,
the fermented beverage obtained 90.2% moisture, 0.873% protein, 0.629% ash, 1.13%
lipids, 1.79% total fiber, and 5.38% carbohydrates.

Keywords: fermented beverage, sensory analysis, cocoa husk, rice bran, lyophilized

whey.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En la actualidad la competencia en la industria de bebidas exige ser eficiente y
demostrar una calidad tecnologica en la busqueda de nuevos e innovadores procesos
industriales, asi también mejorar la calidad de los productos sin elevar costos de
produccion (Salamanca G., Osorio T., & Montoya, 2010).

En el pais se observa una creciente demanda de nuevos productos enfocados a un estilo
de vida més saludable, por tal razon se aprovechara las propiedades de la cascara de
cacao Yy el salvado de arroz para desarrollar una bebida con propiedades nutritivas y

organolépticas que beneficien la salud del consumidor (Villarroel & Ortiz, 2011).

Segun Castillo, (2014), las bebidas que se encuentran en el mercado ecuatoriano son
bebidas carbonatadas, jugos, refrescos, bebidas alcohdlicas, bebidas lacteas entre otras
y se diferencian en su formulacion y presentacién ante el consumidor; dichas bebidas
promueven el aumento de enfermedades como diabetes, obesidad, hipertension, entre
otras en la poblacién debido a su elevado consumo en la actualidad (Aguayo, 2017).

Se denomina alimento funcional a cualquier alimento ya sea en su forma natural o
procesada, que contengan algin componente adicional aparte de sus componentes
nutritivos que favorezcan a la salud fisica y mental o tenga alguna funcién benéfica

especifica en el cuerpo (Chuquiyauri, 2019).

El suero de leche que por muchos afios ha sido considerado como un desecho, sin
embargo en la actualidad se lo utiliza dentro de la industria por sus multiples nutrientes
y por tener propiedades funcionales (Santillan & Ramos, 2015). El suero de leche se
obtiene después de la coagulacién en la elaboracion de quesos, estd compuesto por
agua, proteinas, lactosa, grasa y minerales como calcio, magnesio y fosforo dicha
composicion varia dependiendo de la calidad de leche utilizada para la elaboracion del
queso (Endara, 2002).

El salvado de arroz denominado como subproducto resultante de la etapa de pulido del

grano, que representa entre el 8 y 11% del peso total del grano entero (Rural &
3



Lozano, 2010). Es una buena fuente de proteinas, aceites y minerales de alto valor
funcional, aporta un contenido significativo de vitaminas como el complejo By E. Al
contener en su composicién tocoferoles y tocotrienoles muestra una alta actividad
antioxidante, ya que estos compuestos protegen los tejidos animales del
envejecimiento y dafios provocados por los radicales libres en el medio (Pestana,
Zambiazi, Mendonga, Bruscatto, & Ramosc, 2009). Cabe mencionar que este
subproducto es importante, ya que esta lleno de propiedades funcionales con
compuestos de muy alto valor, con usos potenciales dentro de la gama de alimentos

funcionales, nutraceuticos enriquecidos y fortificados (Prada & Cortés, 2010).

El consumo de cascara de cacao en la poblacion podria tener efectos beneficiosos para
la salud, debido a que es una excelente fuente de antioxidantes naturales y puede tener
la capacidad de prevenir enfermedades cardiovasculares, cancerigenas entre otras
(Ramadhani Khija, ludovick Uttoh, 2015). Este residuo organico aporta
nutricionalmente con macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas) y
micronutrientes (minerales y vitaminas), ademas de ser una fuente de potasio
(Sanchez, 2013).

La fermentacion en medio solido (FMS) se ha aplicado desde la antigliedad para la
preparacion de alimentos fermentados; esta fermentacion se da por el crecimiento de
microorganismos en ausencia de agua libre sobre medio sélido o semisélido (Roussos
& Perraud-Gaime, 1996). La fermentacion en medio solido (FMS) en la actualidad
es una tecnologia de bajo costo utilizada para la produccion de alimentos, sabores,
biopesticidas y enzimas hidroliticas. Generalmente se utilizan subproductos de la
agroindustria a fin de potenciar su tratamiento y generar un valor agregado a dichos
subproductos (Iztapalapa, Para, & EI, 2003).

Los sustratos a utilizar en la fermentacion en medio solido (FMS) no deben ser crudos,
ya que no es adecuado para su uso directo en dicha fermentacion, por lo tanto se
requiere de un pretratamiento en el sustrato como reduccion de particula, contenido de

humedad, variacién de pH, entre otros (Araujo et al., 2000).

A estos sustratos se les afiade una solucion de sales y hongos como inoculante. Durante
varios afios los hongos han sido utilizados para fermentaciones biologicas hasta

aplicaciones biotecnoldgicas, uno de los microorganismos responsables en estas
4



fermentaciones es el Aspergillus oryzae, que es un hongo filamentoso capaz de
excretar grandes cantidades de enzimas hidroliticas (Mendoza, Ochoa, Herman,
Membrillo, & Aguirre, 2016).

En el lactosuero se encuentran las de la mitad de los sélidos presentes en la leche, por
tal razon es un fuente importante de nutrientes (Vela, Castro, Caballero, & Ballinas,
2012), el 73% de los sélidos presentes en el lactosuero es lactosa, las proteinas que se
encuentran tienten propiedades funcionales y alto valor nutritivo, ya que contienen

triptofano, lisina y aminoécidos azufrados (Morales, Gonzalez, & Jimenez, 2002).

El lactosuero es un producto de alta calidad nutricional, ya que es una fuente rica de
carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales; el uso de este producto en la
elaboracion de bebidas de alto valor nutricional es de gran aceptacion por parte del
consumidor debido a su bajo costo de produccion y un excelente grado de calidad
alimenticia (Castillo, 2014).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1  Objetivo General
Desarrollar una bebida a base de harina de céscara de cacao (Theobroma cacao L.) y

salvado de arroz (Oryza sativa) con doble fermentacion.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Determinar los porcentajes apropiados de los diferentes componentes para la

elaboracion de la bebida.
e Evaluar la aceptabilidad del producto terminado mediante un analisis sensorial.
e Evaluar las caracteristicas fisico quimicas, analisis proximal y tiempo de vida

util de anaquel de la bebida obtenida.
1.3 HIPOTESIS

1.3.1  Hipodtesis nula
Ho: La harina de cascara de cacao y el salvado de arroz como ingredientes no influyen
en la calidad de la bebida lactea fermentada.



1.3.2  Hipotesis alternativa
H1: La harina de cascara de cacao y el salvado de arroz como ingredientes influyen en

la calidad de la bebida lactea fermentada.
1.4 SENALAMIENTO DE VARIABLES DE LA HIPOTESIS

1.4.1 Variable Independiente
— Harina de cascara de cacao

— Salvado de arroz

1.4.2  Variable dependiente

— Parametros sensoriales

— Analisis proximal



CAPITULO 11l

METODOLOGIA
2.1. MATERIALES

2.1.1 Materia Prima

El cacao proveniente de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, cultivado de
forma artesanal, después de haber realizado la seleccion y limpieza, se procedi6 a la
extraccion de la pulpa de la cascara, a la que posteriormente se sec a temperatura de
60°C en una estufa de conveccion (Lab Incubator Model: IN-0.10 ) por 24 horas,
después se procedié a molerlo en un molinillo de café (DAEWOO, modelo DCG-362),
la harina obtenida se introdujo en fundas de papel celofan llevando a esterilizar en un
autoclave (HIRAYAM, modelo HV-85) por 2 horas y finalmente se conserva en un

lugar fresco y seco para su posterior utilizacion.

El salvado de arroz proveniente provincia de Santo Domingo, cultivado de manera
artesanal, después de ser seleccionado y limpiado de impurezas, se procedié a molerlo
en una trituradora de café (DAEWOO, modelo DCG-362), la harina obtenida se
introdujo en fundas de papel celofan llevando a esterilizar en una autoclave
(HIRAYAM, modelo HV-85) por 2 horas y finalmente se conserva en un lugar fresco

y seco para su posterior utilizacion.

2.2. METODOS
2.2.1 Elaboracién de la bebida

2.2.1.1 Activacion del microorganismo

Se utilizd Aspergillus orizae cepa comercial adquirida liofilizada en Gemcultures
USA, del tipo red. Los liofilizados se activaron en tubos de ensayo con 9 mL de caldo
de papa dextrosa y 1 g de microrganismo con lo cual se inocul6 200 ul en agar PDA

(Agar papa dextrosa), a 30°C por 5 dias.



2.2.1.2 Crecimiento del microorganismo en el sustrato
En la Tabla 1, se detalla la proporcion de sustratos utilizados en la fase de fermentacion

en medio sélido.

Tabla 1: Porcentajes del sustrato utilizado.

Tratamiento Harina cascara de cacao | Harina de salvado de arroz
(%HCC) (%HS)
T1 50 50
T2 40 60
T3 20 80
T4 80 20
TS5 60 40
T6 30 70
T7 70 30

2.2.1.3 Fermentacién en medio solido (FMS)

Se realizd en cajas petri con alrededor de 10 g de sustrato para cada tratamiento hasta

alcanzar una humedad del 80%, se inoculé el hongo y se incub6 a 30°C por 72 horas.

2.2.1.4 Fermentacion en medio liquido (FML)

Después de realizada la FMS y seleccionada la mejor proporcion, se llevd a cabo esta
fermentacion por 24 horas en frascos de vidrios de 300 mL previamente esterilizados.
Se realiz6 una relacion entre el sustrato y el suero de leche en donde se adiciond 100
ufc/mL de la combinacion de especies bacterianas como: Lactobacillus casel,
Lactobacillus delbrueckii subesp. Bulgaricus que fueron adquiridos liofilizados de una
colecciéon alemana DSMZ de cepas puras de cultivo, estas cepas bacterianas son
consideradas como probioticos, las mismas que fueron propagadas en agar MRS a 37

°C durante 48 horas.



2.2.2 Andlisis Sensorial
En la Tabla 2 se observan los parametros que fueron evaluados.

Tabla 2: Parametros sensoriales

Atributos Parametros
Muy intenso
Intenso
Color Ni intenso ni palido.
Palido
Muy pélido

Muy desagradable

Desagradable

Sabor Ni desagradable ni agradable
Agradable
Muy agradable

Muy intenso

Intenso

Olor Agl’adab|e

Ligero

No tiene

Extremadamente acido

Muy acido

Acidez Acido
Poco &cido

Nada &cido

Muy desagradable

Desagradable

Aceptabilidad Ni desagradable ni agradable
Agradable
Muy agradable

Se realizd una primera prueba de aceptacion, utilizando escalas hedonicas de cinco
puntos. A cada uno de los calificativos empleados en la escala, se le asigné un valor

de 1 a 5 con respecto al color, olor, sabor, acidez y aceptabilidad. Para la evaluacion,
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se empled un panel de 15 catadores semientrenados. Cada una de las muestras, se
presentd aleatoriamente a cada evaluador, se evaluaron 2 tratamientos con sus
respectivos blancos sin fermentacion, las muestras se colocaron en recipientes
idénticos y codificados con numeros aleatorios y por triplicado (Watts, Ylimaki,
Jeffery, & Elias, 1992).

2.2.3 Estimacion del tiempo de vida util

Para la estimacion del tiempo de vida util, se realizé en el mejor tratamiento que fue
obtenido por el analisis sensorial, dicha estimacion se obtuvo mediante un analisis
fisicoquimico realizado por 11 dias, determinando frecuentemente pH y acidez a dos
diferentes temperaturas (refrigeracion (4°C); ambiente (20°C)) (Nufiez,2013), en

frascos de vidrio con tapa metalica y cierre twist off, con capacidad de 300 mL.

2.2.3.1 Determinacion de pH

El pH se determind bajo el método de la Normativa ecuatoriana (NTE INEN 1087,
1984), utilizando un potenciometro pHmetro (Mettler Toledo SevenCompact)
previamente calibrado con soluciones buffer 4.0 y buffer 7.0. Para la mediacion se

utilizé 20 mL de cada muestra y se midié por triplicado.

2.2.3.2 Determinacion de acidez titulable

La acidez titulable se determind mediante la técnica oficial de la (NTE INEN 1091,
1984), homogenizando 9mL de muestra en 1mL de agua destilada y 3 gotas de
fenolftaleina como indicador, y una solucion valorada de NaOH 0.1N. Para el célculo
de la acidez se utilizo la siguinte ecuacion:

V(NaOH) * N(NaOH) * Meq(ac.lactico)
%
peso de la muestra

%acido lactico = 100

Ecuacion 1
Donde:
V (NaOH) = volumen gastado de la muestra
N (NaOH) = normalidad del NaOH

Meq (ac. lactico) = mili equivalentes del acido lactico = 0.09
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2.2.3.3 Analisis microbiologico

Para el analisis microbioldgico se baso en la normativa (NTE INEN 2564, 2019),
donde se tom6 10mL de las bebidas y se llevo a bolsas totalmente estériles (Sterilin,
Stone, Staffordshire, Reino Unido) con 90mL de agua peptonada (400C, Seward,
Londres, Reino Unido).

Posteriormente se prepar0 diluciones correspondientes para la determinacién de los
diferentes microorganismos tales como: (i) recuento de coliformes totales y E. coli,
para ello se utilizé agar VRG (Agar Bilis Rojo Violeta Glucosa) y se inoculé 100uL
de las bebidas y se incubaron a 37°C por 24 horas, (ii) Listeria monocytogenes se
empleé BD Listeria Agar (Agar para Listeria) con la técnica vertido en placa se
incubaron a 37°C por 24 horas, (iii) recuento de aerobios mesofilos se utilizé agar
Nutritivo, y con la técnica de vertido en placa se incubarén a 37°C por 24 horas.
Todos los recuentos se representaron como logaritmo de unidades formadoras de
colonias por gramo de muestra (log UFC/mL). Todos los analisis se realizaron por
duplicado. El ensayo se llevo acabo durante 11 dias a temperatura ambiente (25°C) y

de refrigeracion (4°C).

2.2.4 Anélisis Proximal

2.2.4.1 Determinacion de humedad

La humedad se determiné de acuerdo con la norma (NTE INEN 1SO 5537, 2014). Se
pesaron 3g de muestra en una capsula vacia y tarada, y se introdujo en una estufa
secandola a una temperatura de 105°C + 1°C por 24 horas, hasta obtener un peso
constante. Finalmente, se enfrid en un desecador y se pes6. Todos los ensayos se
realizaron por dulicado. El contenido de materia seca se obtubo utilizando las

siguientes ecuaciones:

%materia seca = % *100
Ecuacion 2
Donde:

m1= peso de la capsula (g)

m2= peso de la muestra + capsula (g)

m3= peso de la muestra seca + capsula (g)
11



%humedad = 100 — %materia seca

Ecuacion 3

2.2.4.2 Determinacion de proteina

La cantidad de proteina se determin6 basandose en la norma (AOAC 2001.11. 2001)
para bebidas fermentadas. Para esto se peso 3g de las muestra y se afiadié dos pastillas
Kjendahl y 15mL de H2SOa4. La muestra preparada se llevo a ebullicion por el lapso
de 1 hora, hasta que ocurra un cambio de coloracidon que va desde marrén a verde
esmeralda. Despues la muestra se enfrid y se afiadio 70mL de agua destilada, luego de
enfriar se afiadio 50mL de NaOH 40% (p/v), esta solucién se introdujo en un destilador
de proteina Vapodest Gerhardt (TT625, Espafia) junto con 30mL de H3BOs 1N
contenido en un matraz para ser filtrado, este filtrado se titulé con HCI 0.1M hasta

Ilegar a un color rosa. El contenido de proteina se calculd con la siguiente ecuacion:

(VS * VB) * M * 14.01
W * 10

Kjeldahl nitrégeno % =

Ecuacién 4

% proteina cruda = %Kjeldahl N * F
Ecuacion 5

Donde:

VS = volumen (mL) de acido estandarizado usado para valorar una prueba

VB = volumen (mL) de &cido estandarizado usado para valorar el blanco del reactivo
M = molaridad de HCI estandar

14.01 = peso atomico del nitrégeno N

W = peso (g) del estandar de prueba

10 = factor para convertir mg/g en porcentaje

2.2.4.3 Determinacion de grasa

La grasa se determind en base a la norma (NTE INEN 2446, 2013). Se peso 5g de la
bebida deshidratada en un tipo capuchon, el cual se lo tapd con algoddn, conectandolo

despues al extractor de grasa (SER 148 VelP® Scientifical), en un vaso de vidrio se
12



agregd 9mL de éter dietilico, posteriormente la muestra preparada se coloco en el
equipo. La extraccion de grasa se la realizo en un lapso de 4 horas por medio de
ebullicién y lavado. Finalmente se recupero el solvente quedando la grasa en el vaso.
Los ensayos se realizaron por duplicado, y se utilizé las siguiente ecuacion para
obtener le porcentaje de grasa:

m2 —ml
%grasacruda = — 100

Ecuacion 6
Donde:

m = peso de la muestra
m1 = peso del vaso

m2= peso del vaso con grasa

2.2.4.4 Determinacion de fibra

La determinacdn de la fibra dietética total se realiz6é por medio del método enzimatico
— gravimétrico de acuerdo a la (FAO, 1993). En un vaso de precipitacion se afiadié 1g
de la muestra, con 50mL de tampon fosfato pH 6.0. Luego se adicioné 0.1mL de

amilasa.

Esta solucion se coloco en un bafio Maria, dejandolo hervir por unos 15 minutos con
agitacion continua con intervalos de 5 minutos. El pH se ajusté a 7,5 £ 0.2 con NaOH
0.275 N, 10mL aproximadamente. Luego se afiadié 5mg de proteasa y se incubd por

30 minutos a 60°C agitandolo continuamente.

Se dej6 enfriar afiadiendo 10mL de HCI 0.325 N. El pH se debe de ajustar entre 4.0 —
4.6. A esto se afiadio 0.3mL de amiloglucosidasa y se incub6 a 60°C por 30 minutos,
agitandolo continuamente, luego se adicion6 280mL de etanol al 95% precalentando a
60°C.

La muestra de dejo precipitar por unos 60 minutos. El crisol que contuvo el celite se
humedecio y se distribuyo el celite por todo el crisol, para esto se utilizo etanol al 78%

aplicando succion . El residuo se lavo con etanol al 78%, dos partes de 10mL de etanol
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al 95% y dos porciones de 10mL de acetona. El tiempo de filtracion y lavado se tardo
aproximadamte de 1 a 6 horas.

El crisol que contenia el residuo se dejo secando toda la noche en una estufa (Lab
Incubator Model: IN-0.10) a 70°C, dejandolo enfriar y registrando su peso. El residuo
de la segunda muestra se calcind a 525°C por 5 horas, se enfrio y se registré el peso
para determiar las cenizas. Finalmente se determind la proteina usando N x 6.25 como
factor de conversion en el residuo de una de las muestras de los duplicados.

Se efectud la determiancion del blanco mediante la siguiente ecuacion:

B = Blanco,mg = masadelresiduo
Ecuacion 7
Donde:

Masa del residuo = promedio de masa del residuo (mg) para la determinacion del
blanco
PB y CB = masa (mg) de proteina y cenizas, respectivamente en los residuos de los
blancos
El calculo del porcentaje de fibra dietética total se determina mediante la siguiente

ecuacion:

(ml—P—C—B)
*
m

%FDT = 100

Ecuacion 8
Donde:
m = masa de la muestra = promedio de la masa de 2 muestras (mg)
m1 = masa del residuo = promedio de las masas de las muestras determinadas
duplicado (mg)
Py C = masa (mg) de proteina y cenizas, respectivamente en los residuos de las
muestras

B = blanco
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2.2.6 Determinacion de perfil de acidos grasos

Despues de la determinacién y cuantificacion de la grasa por medio del método (NTE
INEN ISO 2446, 2013), se debe de obtener ésteres metilicos de las muestras a
determinar, se pesé aproximadamente 0.020 a 0.025g de grasa extaida de la bebida en
un tubo de tapa rosca de 20mL. Se afiadié 2mL de solucion metanélica de KOH 0.5
M, llevando a ebullicion por un lapso de 10 minutos y dejando enfriar a temperatura
ambiente. En un tubo se coloco la cantidad de 1mL de solucion metanolica de HCI
llevando a un bafio Maria a 50°C por 25 minutos, y se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Se afiadié 3mL de agua destilada pura y se coloc6 10mL de hexano y se
agito por 10 segundos, dejando reposar por 24 horas. Se extrajo 1.5mL del extracto de
hexano el cual se colocé en un vial cromatografico de gases (AOAC 996.06, 1996).

Las condiciones para la determinacion del perfil de acidos grasos en la bebida son las
siguientes: Cromatografo de Agillent Technologies 78902 GC System, el cual consta
de un inyector Split-splitles Intet, con una columna de silica fundida Omegawax
Supelco 320 (60m - 250um — 0.2um) y un detector de ionizacion. El volumen utilizado
para la inyeccion fue de 0.2uL por triplicado. Las condiciones cromatogréaficas fueron:
temepratura inicial del horno 250°C por 3 minutos aumentados hasta 240°C
(10°C/min), temperatura de puesto de inyeccion 80°C, temperatura del detector 260°C.
Se utilizd nitrégeno como gas transpostador a un flujo lineal de aproximadamente
25cm/seg. Las areas de los picos y los tiempos de retencion se obtuvieron por medio
del software NIST MS 2.2 2.014. Para identificar los &cidos grasos se compar0 la
mezcla de los estandares de referencia con los tiempos de retencién y areas de las
muestras. La cantidad de acidos grasos se cuantificaron por medio de la relacion

porcentual del area total y area de los picos.
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2.2.7 Disefio Experimental

Tabla 3: Factores y niveles del disefio experimental

Factores Niveles

a1b1

azbz

_ ) asbs
a=Harina de cascara de cacao

_ b4
b=Harina de salvado de arroz

a5b5

asbs

a7b7

Tabla 4: Combinaciones experimentales

Tratamientos Proporciones (%) Combinaciones
T1 50:50 aibz
T2 40:60 azb2
T3 20:80 asbs
T4 80:20 asbs
T5 60:40 asbs
T6 30:70 asbe
T7 70:30 azb7

El presente trabajo estaba comprendié de dos secciones experimentales, en la primera
seccidn se utiliz6 un disefio de dos factores evaluando los diferentes tratamientos y los
porcentajes de cada sustrato, con dos réplicas para de esta manera obtener una
interpretacion eficaz de los resultados obtenidos con los factores de estudio. La
segunda seccion fue el analisis sensorial en cuanto a color, olor, sabor, acidez y
aceptabilidad, por medio de la primera seccion se procedio a seleccionar 2 tratamientos
de 7, en esta seccién se utilizé un disefio factorial de bloques con b(bloques)=5, ¢

(catadores) = 15, segun lo descrito por Cordero et al, (2017).
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En la Tabla 3, se detalla los diferentes factores y niveles que se evaluaron en la primera
seccion y en Tabla 4, se detallan las condiciones experimentales utilizadas.

2.2.8 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se indican con la media + desviacion estandar y anélisis de
varianza (ANOVA) de dos factores de acuerdo con los experimentos. Cuando se
detectaron diferencias significativas en los resultados se realiz6 un analisis de
comparacion multiple mediante la prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron
significativas al 95% de confianza. Para el analisis estadistico se emplearon los
programas EXCEL® y Statgraphics Centurion®.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1 Crecimiento del microorganismo en el sustrato

I EEI?

120 -

TIEMPO

80 - .

of 1 T ]

20-80 30-70 40-60 50-50 60-40 70-30 80-20
TRATAMIENTOS

Figura 1: Prueba de tukey al 95% de confianza para la variacion de proporciones de sustrato,
(20% de harina de cascara de cacao -80% de salvado de arroz, 30% de harina de cascara de
cacao -70% de salvado de arroz, 40% de harina de cascara de cacao -60% de salvado de arroz,
50% de harina de cascara de cacao -50% de salvado de arroz, 60% de harina de cascara de
cacao -40% de salvado de arroz, 70% de harina de cascara de cacao -30% de salvado de arroz,
80% de harina de céscara de cacao -20% de salvado de arroz.)

En la Figura 1 se presenta la relacidn entre los porcentajes de las proporciones de los
sustratos utilizados (harina de céascara de cacao, el salvado de arroz) y el tiempo (h),
obteniendo de este analisis como mejores tratamientos las proporciones de 50:50
(harina de céascara de cacao, salvado de arroz) y 20:80 (harina de cascara de cacao,
salvado de arroz) consideradas como las mejores, basandose en la efectividad en el
tiempo de colonizacién del microorganismo (Aspergillus orizae red), ya que fueron
los tiempos mas cortos en comparacion a los demas tratamientos, este comportamiento
se debe principalmente a que la harina de cascara de cacao contiene entre un 60-70%
de carbohidratos (Sangronis, Soto, Valero, & Buscema, 2014), siendo un sustrato
indicado para el desarrollo y generacion de conidiéforos y conidios (esporas) y de igual
manera la harina de salvado de arroz es rica en carbohidratos y proteinas, que tiene
como objetivo la produccién de amilasas y proteasas para el crecimiento adecuado del
hongo (Vanessa & Aguilar, 2017).
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3.1.2 Andlisis Sensorial

El andlisis sensorial se llevé a cabo con dos tratamientos T1 (proporcién 50:50) y T3

(proporcion 20:80) con sus respectivos blancos sin ningun tipo de fermentacion.

Tabla 5: Seleccidn del mejor tratamiento mediante andlisis sensorial de los diferentes
tratamientos

Atributos
Tratamientos
Color Sabor Olor Acidez Aceptabilidad
T1 2267+0,758 * | 3,422+0,707 * | 2,244+0511 # | 1,778+0,371 % | 3,489+0,602 *
T3 171120434 1 5 33340,787 # | 2,333+0,577 | 1°°0X0448 | 3 40040681 2

a, b Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas al 95% de confianza.

En la Tabla 5, se observa el analisis de varianza en el cual se muestra una diferencia

estadisticamente significativa (p<0,05), en el parametro de color y acidez. Sin

embargo, para los parametros de sabor, olor y aceptabilidad, el valor P indicé que no

existe diferencia significativa entre tratamientos. La diferencia en el parametro color

podria deberse a las proporciones del sustrato correspondiente que cada formulacion

tenia, con respecto a la acidez de la bebida aumento ligeramente debido a una

fermentacion lactica Gnica a una produccién de aroma, esta fermentacién se realizé

por especies de bacterias acido lacticas que tienen como objetivo la produccion de

acido lactico como principal producto final del metabolismo, ademas de producir otros

acidos organicos y sustancias aromaticas como el diacetilo y acetaldehido provocando

asi un sabor agradable al paladar (Vélez, 2002).
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Figura 2: Perfil sensorial del control, T1 (proporcidn 50% harina cascara de cacao-50% harina
salvado de arroz) y T3 (proporcién 20% harina cascara de cacao-80% harina salvado de arroz).

En la Figura 2, se observa el perfil sensorial, en el cual indica mayores puntuaciones
para el T1, obteniendo los parametros mas puntuados el sabor 34.2% y aceptabilidad
con 34.9%, estos resultados se dan principalmente por unos de los componentes del
sustrato como es la harina de cascara de cacao, ya que al tener un sabor caracteristico
al chocolate lo hace més apetecible al catador, seguido que contiene un alto contenido
de carbohidratos y proteinas junto a la fibra lo que le permite al microorganismo crecer
de manera adecuada y rapida obteniendo una bebida con buenas caracteristicas
organolépticas (Franco Agurto & Suarez Quirumbay, 2014), esta diferencia se ve
en el porcentaje de sustrato para cada tratamiento, para el tratamiento T1 se utilizd
50%-50% de harina de cascara de cacao y salvado de arroz y para el T3 se utiliz6 20%-
80% de harina de céscara de cacao y salvado de arroz. Los siguientes analisis se
realizaron al mejor tratamiento que en este estudio fue el tratamiento 1 (T1).

3.1.3 Vida util del mejor tratamiento

3.1.3.1 pH y acidez

Se hicieron controles fisicoquimicos de pH y acidez durante 11 dias de
almacenamiento en refrigeracion y ambiente, conforme pasa el tiempo la acidez
aumento y el pH disminuy0. En la Figura 3 se observa que el pH inicial para el mejor

tratamiento T1 a temperatura ambiente y de refrigeracion es de 6.48, transcurridos los
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dias el pH a temperatura ambiente comienza a disminuir hasta alcanzar un pH de 5.81,
la norma menciona que, el pH para bebidas fermentadas debe hasta 4.55 (Agencia de
Seguridad Alimentaria, 2010); en comparacion para el pH a temperatura de
refrigeracion alcanzo un pH de 6.46, dichos valores se encuentran dentro de la norma
establecida, lo que indica que este parametro se cumple en las condiciones de

almacenamiento previstas.

4 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo
—@— pH (refrigeracién)  —&— pH (ambiente)

Figura 3: Evolucion del pH para determinacion de vida Util a temperatura ambiente
y de refrigeracién

Durante 11 dias se realiz6 la medicion de pH presentando una tendencia descendente

conforme pasan los dias de almacenamiento a las temperaturas de estudio (4°C y

20°C), para determinar la vida atil a temperatura ambiente se ajusté a un orden de

reaccion cinética O.

Tabla 6: Tiempo de vida (til para el parametro pH

Temperatura (°C) | Orden de reaccion (n) | Tiempo (dias)
Ambiente (25 £ 1) 0 16
Refriferacion (4 £ 1) 2 32

En la tabla 6, se detallan los valores obtenidos durante el tiempo, el pH disminuye
Ilegando a determinar que la vida Gtil se encuentra en 16 dias, al comparar este dato
con bebidas fermentadas presentes en el mercado es similar al experimentado (10
dias). A temperatura de refrigeracion se ajustd a un orden de reaccién cinética 2,

determinando un tiempo de vida Util hasta 32 dias, debido a que la temperatura forma
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una barrera evitando asi el descenso del pH, de esta manera se observa que a una
temperatura menor el tiempo de vital util se prolonga. El pH de igual manera tiene
importancia en relacién con la apariencia visual de la bebida durante su conservacion
a bajas temperatura, ya que puede ocurrir una separacion de fases debido a la alta
acidificacion influido directamente por el tiempo de fermentacion, estos cambios
pueden afectar las caracteristicas sensoriales obteniendo un producto no deseable
(Thamer & Penna, 2006).

Con lo que respecta a acidez el punto de inicio fue de 0.21% de acido lactico para
temperatura de refrigeracion y 0.15% de acido lactico para temperatura ambiente,
transcurridos los dias la acidez aumentd hasta llegar a un 0.22% de acido lactico para
temperatura de refrigeracion y 0.23% de &cido lactico para temperatura ambiente,
segun la normativa del Codex Alimentarius las bebidas fermentadas deben encontrarse
hasta un 0,3% de &cido lactico (CODEX STAN 243, 2003); encontrandose los datos

experimentales dentro de la normativa para bebidas fermentadas (Figura 4).
0,3 A
0,25

0,2

Acidez

0,15

0,1 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo

—@— acidez (refrigeracion) = —e—acidez (ambiente)

Figura 4: Evolucion de la acidez para determinacion de vida util a temperatura
ambiente y refrigeracion.

Durante 11 dias se realizo la medicion de acidez presentando una tendencia ascendente

conforme pasan los dias de almacenamiento a las temperaturas de estudio (4°C y
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20°C), para determinar la vida util a temperatura ambiente se ajusté a un orden de

reaccion cinética 2.

Tabla 7: Tiempo de vida til para el pardmetro de acidez

Temperatura (°C) | Orden de reaccion (n) | Tiempo (dias)
Ambiente (25 £ 1) 2 8
Refriferacion (4 £ 1) 0 15

En la tabla 7, se detalla los valores obtenidos durante el tiempo, la acidez aumenta
Ilegando a determinar que la vida Gtil se encuentra en 8 dias, al comparar este dato con
bebidas fermentadas presentes en el mercado es similar al experimentado (10 dias). A
temperatura de refrigeracion se ajustd a un orden de reaccién cinética 0, determinando
un tiempo de vida dtil hasta 15 dias. La acidez tiene una gran influencia sobre los
parametros de calidad de las bebidas lacteas fermentadas y es uno de los parametros
que limita su aceptacion, asi una baja acidez favorece la aceptabilidad de esta bebida.
Por otro lado, la produccion de &cido lactico, sustancia caracteristica de las bebidas
fermentadas actia como un conservante natural, esta produccién de acido lactico
contribuye a la desestabilizacién de las miscelas de caseina, forma un gel y
proporciona su sabor acido caracteristico ayudando a mejorar el sabor de la bebida
(Kempka et al., 2008).

3.1.3.2 Anélisis microbioldgico

Los resultados obtenidos para el mejor tratamiento T1 se reportan por duplicado y a
diferentes temperaturas de almacenamiento. En la Tabla 8 se observa que la bebida
fermentada a base de harina de cascara de cacao y harina de salvado de arroz cumple
con los parametros microbioldgicos de acuerdo con la NTE INEN 2564, (2011),
indicando ausencia en el recuento de microorganismos. La ausencia de
microorganismos coliformes puede deberse a que este tipo de microorganismos no son
resistentes a pH bajos y a valores altos de acidez, las bacterias presentes en la bebida
fermentada se comportan como inhibidoras de otros microorganismos (Zambrano &
Romero, 2016).
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Tabla 8: Resultados de los andlisis microbioldgicos para la bebida fermentada

Requisitos de la Norma

) INEN 2564 Resultados T1
Parametros (50% harina de
microbioldgicos Dias cascara de cacao-
N M 50% harina salvado
de arroz)
0 Ausencia
1 Ausencia
Recuentos de i
) 3 Ausencia
coliformes totales _
(UFC/mL) 4 Ausencia
m
<1 10 5 Ausencia
11 Ausencia
0 Ausencia
o 1 Ausencia
Listeria _
3 Ausencia
monocytogenes _
4 Ausencia
(UFC/mL) A ) _
usencia - 5 Ausencia
11 Ausencia
0 Ausencia
1 Ausencia
Recuento de i
o _ 3 Ausencia
Escherichia coli i
4 Ausencia
(UFC/mL) <1 i
B 5 Ausencia
11 Ausencia

Con respecto al recuento de aerobios mesofilos para la bebida fermentada a base de

harina de cascara de cacao y harina de salvado de arroz se evidencia desde el tercer dia

a temperatura ambiente y al cuarto dia a temperatura de refrigeracion (Figura 5), los

mesofilos son bacterias que crecen en un rango 6ptimo de 30 a 37 °C, el recuento de

mesofilos es Util como indicador para determinar la calidad microbiolégica de la

bebida, sin embargo este recuento no es tan util en productos fermentados, ya que en
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ellos es deseable una proliferacion microbiana y al realizar el analisis este no diferencia
entre la flora deseable de la indeseable, de tal manera el grado de contaminacion de la

bebida se realiza por el recuento de coliformes totales (Charris & Rois, 2001).

6,00E+07 -
5,00E+07 A
4,00E+07 -

3,00E+07 A

UFC/mL

m Ambiente

2,00E+07 A Refrigeracion
1,00E+07 - I I
0,00E+00 [ |

1 3 4 5 11

Tiempo (dias)

Figura 5: Recuento de aerobios mesofilos para el tratamiento T1

3.1.4 Andlisis Proximal

En la Tabla 9 se muestra los resultados obtenidos para la bebida fermentada T1.:

Tabla 9: Resultados del analisis proximal para la bebida fermentada T1

Anaélisis Resultados T1 (%) Datos bibliogréaficos (%)
Humedad 90.2 84.80
Proteina 0.873 1.6
Lipidos 1.13 3.0
Carbohidratos 5.368 8.8
Fibra 1.80 2.28
Cenizas 0.629 0.73

Se observa ciertas diferencias con datos bibliograficos, estas diferencias encontradas
se deben a la utilizacion de diferentes matrices para la elaboracion de la bebida en esta
investigacién. Como es una bebida, el porcentaje de humedad es alto, la cantidad de
solidos aumenta de acuerdo a la cantidad de suero que contenga la bebida. La bebida

fermentada T1 posee un contenido bajo de proteina 0.873% y carbohidratos 5.368%
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en comparacion con datos bibliograficos segun la norma para leches fermentadas
(NTE INEN 2608, 2012), el contenido de proteina debe ser el 1,6% para este tipo de
bebidas, el bajo contenido de proteina y carbohidratos puede deberse a que el
microorganismo Aspergillus orizae red utilizo los sustratos como fuente de energia
para su crecimiento y metabolismo celular, ademas que tiene la capacidad de hidrolizar
macromoléculas como el almiddn, dextrinas y proteinas, convirtiéndolas en

carbohidratos mas simples, peptidos o aminoacidos (Bautista, 1997).

La norma (NTE INEN 2564, 2019) para bebidas lacteas, establece un valor maximo
de 3% de materia grasa, lo cual al observar en la Tabla 9 se encuentra dentro del limite
establecido con un 1.13% de materia grasa de la bebida elaborada, segun (Vega, 2012)
sefiala que la presencia de las bacterias acido lacticas cuya poblacion se incrementd
durante la etapa de incubacién, puede ser considerada como una fuente importante de
grasa en la bebida. el porcentaje de cenizas concuerda con un estudio realizado a
diferencia del porcentaje de fibra que se obtuvo 1.80% de fibra que esta por debajo de
dicho estudio el cual llega a obtener un valor de 2.28% en bebidas fermentadas. Segln
(Escobar, 2019) la disminucidn del porcentaje de fibra en la bebida puede deberse a
que el hongo utilizado Aspergillus orizae red en la fermentacion solida lo utiliza para

la biosintesis y el desarrollo del mismo.

3.1.5 Analisis de Perfil de acidos grasos

En la Figura 7, se detallan los el perfil de acidos grasos saturados en la bebida
fermentada T1, en la cual existe acido palmitico (C16:0) y el &cido estearico (C18:0),
con altos contenidos que representan la mayor concentracion de la fraccion con valores
de 54.75% y 9.14% respectivamente. El valor obtenido esté fuera del rango encontrado
en una bebida fermentada similar (24.59%) de &cido palmitico, sin embargo, al
contener la bebida un alto contenido de &cido palmitico es una desventaja, ya que
aumenta los niveles de colesterol en la sangre produciendo enfermedades
cardiovasculares. El &cido estearico se encuentra dentro del rango establecido en una
bebida similar (11.67%) (Chicango, 2016). Otros acidos grasos se encontraron en la
bebida fermentada en menor proporcion como el acido caprilico (C8:0), acido caprico
(C10:0), &cido laurico (C12:0) y &cido miristico (C14:0).
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Figura 6: Perfil de acidos grasos saturados para la bebida fermentada T1.
Para los &cidos grasos monoinsaturados (Figura 7) el acido oleico (C18:1) representa
el 21.52% predominante en la matriz alimentaria y en un bajo porcentaje el acido
palmitoleico (C16:1 n-7) con el 0.73% para la bebida fermentada. Segun (Chicango,
2016), indica que en bebidas fermentadas existe acido oleico en un 21.32% - 22.02%,
por lo tanto la bebida se encuentra dentro del rango establecido bibliograficamente,
ademas menciona que este acido mejora la consistencia dela bebida fermentada y lo

hace mas compacto.

Acido oleico
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Figura 7: Perfil de acidos grasos monoinsaturados para la bebida fermentada T1.
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Finalmente, el &cido graso poliinsaturado linoleico (C18:2 n-6) representa solo el
3.73% de la fraccion de la bebida fermentada, este acido graso resulta muy favorable
en la bebida, ya que es un acido graso esencial (omega 6) que fortalece el sistema
inmunoldgico, previene las enfermedades cardiacas, favorece la perdida de grasa,
puede ayudar a promover niveles saludables de glucosa mejorando el metabolismo de
la insulina (Torrejon & Uauy, 2011), sin embargo estudios realizados por Kishino,
Ogawa, Omura, Matsumura, & Shimizu, (2002), mencionan que la incorporacién
de bacterias probidticas como Lactobacillus, Bifidobacterium, pueden causar un

aumento ligero en la concentracion de &cido linoleico en leches fermentadas.

3.2 VERIFICACION DE LA HIPOTESIS

Mediante el analisis de datos ANOVA de cada ensayo realizado con un nivel de
confianza del 95%, se rechaza ya hipétesis nula ya que existe diferencias significativas
con cada una de las proporciones de las harinas utilizadas en cada tratamiento,
concluyendo que realizado todos los estudios con respecto al mejor tratamiento T1 de
la bebida fermentada a basa de harina de cascara de arroz y salvado de arroz, se acepta
la hipdtesis alternativa, debido a que en los experimentos realizados con los dos tipos
de harinas utilizados en diferentes proporciones inciden directamente en el analisis

sensorial y proximal, especificamente en valores de proteina, grasa y fibra.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se desarrollé una bebida a base de harina de cascara de cacao (Theobroma
cacao L.) y salvado de arroz (Oryza sativa) con doble fermentacién por un
tiempo de 48 horas y fermentacion liquida a base de suero de leche liofilizado
por 4 horas.

Se determind los porcentajes apropiados de los diferentes componentes para la
elaboracion de la bebida, obteniendo la proporcién de 50% harina de céscara
de cacao y 50% harina de salvado de arroz ya que tuvo un menor tiempo de

colonizacién del microorganismo.

Se evalué la aceptabilidad del producto terminado mediante un analisis
sensorial el cual obtuvo una mayor puntuacién para el tratamiento T1 (50:50)
de harina de céscara de cacao y harina de salvado de arroz con 34,9% de

aceptabilidad.

Se evalud las caracteristicas fisico quimicas, analisis proximal y tiempo de vida
uatil de anaquel del mejor tratamiento mediante el analisis proximal el cual
contiene un 90.2 % de humedad, 0.873 % de proteina, 0.629 % de cenizas, 1.13
% de lipidos, 1.79 % fibra total, y 5,38 % de carbohidratos.

Para el perfil de acidos grasos saturados contiene acido palmitico y el acido
estedrico, con altos contenidos que representan la mayor concentracion de la
fraccion con valores de 54.75% y 9.14% respectivamente, monoinsaturados
contiene &cido oleico 21.52% en mayor proporcion y poliinsaturados con un

3.73% de acido linoleico.
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— Con base a los resultados obtenidos el tiempo de vida de anaquel fue en base a
pH fue de 16 dias a temperatura ambiente y 32 dias en refrigeracion, con
respecto a acidez el tiempo de vida atil fue de 8 dias a temperatura ambiente y

15 dias en refrigeracion.
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ANEXO A

Cromatografo de perfil de acidos grasos
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Figura 8: Perfil cromatdgrafico de acidos grasos para la bebida fermentada T1
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Tabla 10: Descripcion cromatdgrafico de acidos grasos para la bebida fermentada
T1replical
Pico Tlempo_ fje Nombre IUPAC Acido Nombre trivial CAS Numgro %Area
Retencion graso lipidico
1 6,968 Acido octanoico Acido caprilico 111-11-5 C8:0 0,67
2 8,653 Acido decanoico Acido caprico 110-42-9 C10:0 1,13
3 10,926 Acido dodecanoico Acido laurico 111-82-0 C12:0 14
4 13,969 Acido tetradecanoico Acido miristico 124-10-7 C14:0 6,94
5 17,899 | Acido hexadecanoico Acido palmitico 112-39-0 C16:0 54,75
6 19,078 Acido palmitoleico 112-39-0 C16:1n-7 0,73
7 | 21,632 Acido cis-10- ; 75190-82-8 c17:1 0,86
heptadecenoico
8 22,593 Acido octadecanoico Acido estearico 112-61-8 C18:0 9,14
o | 2383 Acido Cis-9- Acido oleico cis 112-62-9 | C18:1n-9 21,52
octadecenoico
Acido 9,12- Acido linoleico cis,cis- )
10 25,928 octadecadienoico A9.AL2 112-63-0 C18:2 n-6 2,87
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ANEXO B

Cromatografo de perfil de acidos grasos
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Figura 9: Perfil cromatogréafico de acidos grasos para la bebida fermentada T1

réplica 2
Tabla 11: Descripcion cromatografico de acidos grasos para la bebida fermentada
T1 réplica 2
Pico Tlempo_ fje Nombre IUPAC Acido Nombre trivial CAS l\_lu,m_ero %Area
Retencion graso lipidico
1 6,968 Acido octanoico Acido caprilico 111-11-5 C8:0 0,67
2 8,653 Acido decanoico Acido caprico 110-42-9 C10:0 1,13
3 10,926 Acido dodecanoico Acido laurico 111-82-0 C12:0 14
4 13,969 Acido tetradecanoico Acido miristico 124-10-7 C14:0 6,94
5 17,899 | Acido hexadecanoico Acido palmitico 112-39-0 C16:0 54,75
6 19,078 Acido palmitoleico 112-39-0 C16:1n-7 0,73
7 | 21,632 Acido cis-10- - 75190-82-8 c17:1 0,86
heptadecenoico
8 22,593 Acido octadecanoico Acido estearico 112-61-8 C18:0 9,14
o | 2383 Acido Cis-9- Acido oleico cis 112-62-9 | C18:1n-9 21,52
octadecenoico
Acido 9,12- Acido linoleico cis,cis- )
10 25,928 octadecadienoico A9.AL2 112-63-0 C18:2 n-6 2,87
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