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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion se desarrolla con el propdsito de elaborar una
bebida a base de yuca (Manihot esculenta Crantz) con fermentacion sélida y

sumergida.

Para la elaboracion de la bebida a base de yuca se realizo ensayos de fermentacion
solida con cuatro cepas, las cuales son: Barley Koji, Soybean Koji, Red Rice Koji y
Light Rice koji, donde se obtuvo un mejor desdoblamiento del almidon en azucares
reductores por las cepas Red y Light. La fermentacion solida se efectu6 en un tiempo
de nueve dias a 30 grados centigrados, mientras que la fermentacion sumergida en 15
dias a temperatura ambiente dando como resultado que las cepas Red y Light son los
mejores tratamientos a diferencia de Barley y Soybean. Ademas, en funcion a la
normativa ecuatoriana vigente NTE INEN 0973, 1983; NTE INEN 341, 1978; NTE
INEN 340, 2016; NTE INEN 2802, 2015; INEN 1529-10, 2013 y NTE INEN-ISO
13301, 2014 se establecieron las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida a base de
yuca en el cual se determina que el pH, la acidez, grados brix que se encuentran valores

entre 8,03 a 9,1 y grados alcohdlicos en un rango de 2,5 a 3,5.

El anélisis microbioldgico de la chicha de yuca esta en los rangos permitidos de 10
unidades formadoras de coloneas en un mili litro cumpliendo con el limite méximo de
un recuento microbiano de mohos y levaduras, finalmente la evaluacion sensorial que
fue realizada a 15 catadores semi-entrenados se obtiene que en cuanto al sabor la mejor
es Red.

Palabras clave: Bebida a base de yuca, yuca (Manihot esculenta Crantz, fermentacion
solida, fermentacion sumergida, alcohol, cepas aspergillus oryzae, levadura

(Saccharomyces cerevisiae).
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ABSTRACT

This research project is developed with the purpose of developing a drink based on

cassava (Manihot esculenta Crantz) with solid and submerged fermentation.

For the elaboration of the cassava-based drink, solid fermentation tests were carried
out with four strains, which are: Barley Koji, Soybean Koji, Red Rice Koji and Light
Rice koji, where a better breakdown of starch into reducing sugars was obtained by
the Red and Light strains. The solid fermentation was carried out in a period of nine
days at 30 degrees Celsius, while the submerged fermentation took place in 15 days at
room temperature, resulting in the Red and Light strains being the best treatments,
unlike Barley and Soybean. In addition, according to the current Ecuadorian
regulations NTE INEN 0973, 1983; NTE INEN 341, 1978; NTE INEN 340, 2016;
NTE INEN 2802, 2015; INEN 1529-10, 2013 and NTE INEN-ISO 13301, 2014
established the physicochemical characteristics of the cassava-based drink in which it
is determined that the pH, acidity, brix degrees that are values between 8.03t0 9,1 and

alcoholic degrees in a range of 2.5 to 3.5.

The microbiological analysis of the cassava chicha is within the permitted ranges of
10, complying with the maximum limit of a microbial count of molds and yeasts.
Finally, the sensory evaluation that was carried out on 15 semi-trained tasters shows

that in as for the flavor, the best is Red.

Keywords: Cassava-based beverage, cassava (Manihot esculenta Crantz, solid
fermentation, submerged fermentation, alcohol, aspergillus oryzae strains, yeast
(Saccharomyces cerevisiae).
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes Investigativos
1.1.1 Introduccion

El Ecuador es un pais multicultural Ileno de costumbres y tradiciones, a lo largo de la
historia, esta cultura también se ha reflejado en su riqueza gastrondmica. En particular,
la chicha de yuca es una bebida tradicional y ancestral de las comunidades de la
Amazonia Ecuatoriana. La yuca es el principal ingrediente de esta bebida, la cual se
obtiene tras un proceso de fermentacion (Arias D, 2016).

El Ministerio de Cultura y Patrimonio, (2016) menciona que para la preparacion de
la chicha, se debe cocinar la yuca en agua sin sal hasta una consistencia suave y
degradable, una vez cocida las mujeres se encargan de machucar y masticarla, con el
objetivo de que las glandulas salivales generen enzimas que degradan el almidén en
azucares, con el fin de evitar la adicion de edulcorantes a la preparacién, se afiade

camote o platanos maduros a fin de acelerar el proceso fermentativo en ollas de barro.

Esta bebida posee un bajo contenido de alcohol, el mismo que es directamente
proporcional a la cantidad de azucares y el tiempo de fermentacion. La chicha posee
caracteristicas organolépticas como: color blanco o amarillento, es ligeramente acida

y un poco espesa (Guanoluisa Ataballo & Lanchimba Aigaje, 2021).

Para la elaboracion de esta bebida, se pretende proponer la sustitucion del proceso de
masticacion en la elaboracion de chicha por un nuevo método tecnolégico, por lo que
se propone el uso de otras alternativas como el uso de microorganismos, para obtener

un producto similar y que el mismo pueda ser industrializado y comercializado.

El uso de microorganismo como Bacillus o Aspergillus, para degradar o hidrolizar el
almidon en azucares simples por la presencia de enzimas extracelulares (Gutiérrez-
Rojas et al., 2015).



1.1.2 Historia de la chicha

Segln la RAE, (2019) la palabra chicha significa “bebida alcohdlica que resulta de la
fermentacion del maiz en agua azucarada usada en varios paises de América”. Segun
Collazos, (2019) menciona que es un tipo de bebida alcoholica ancestral, de textura
espesa y de sabor fuerte, que es elaborada a partir del cereales o tubérculos molidos
con la dentadura y sometidos a un proceso de fermentacion, es consumida por ciertos

grupos étnicos.

En varias investigaciones evidenciaron que esta bebida proviene desde hace muchos
afios atras, debido a que se han descubierto varias vasijas de barro con restos de estas
bebidas. Esta bebida era consumida en celebraciones, rituales y ocasiones de
relevancia ceremonial y espiritual. Se menciona que los ancestros para poder consumir
este tipo de bebidas, se realizaban pagos con dinero y con largas jornadas laborales.
En la actualidad esta bebida en Ecuador es tradicional de los pueblos amazonicos,
siendo las chichas que mas se consumen y elaboran las que son a base de jora, arroz,

y de yuca (EI Comercio, 2015).
1.1.3 Chicha de yuca

En Ecuador la chicha de yuca es servida en un pilche, es una bebida que es fuente de

energia para los pobladores de amazonia. (Pacheco, 2016).

La preparacion de la chicha puede llegar a tardar varios dias y es realizado por mujeres
de la comunidad. La yuca es pelada, cocida y machacada hasta la formacion de una
masa, después de 24 horas de este proceso se fermenta durante 5 dias y estara lista para

consumirla (Pacheco, 2016).

Cabe mencionar que también poseen otro tipo de preparacion de la chicha en donde la
yuca es sometida a dos tipos de fermentaciones. Primero la yuca entra a un proceso de
coccion a una temperatura de 80 a 82 °C durante 30 minutos en agua sin sal hasta que
este suave, para la primera fermentacidn se coloca las yucas junto al camote en un
recipiente cubierto con hojas de bijao o achira y se recubre por completo hasta la
completa colonizacion de la Monilia sitophila que es un hongo que tiene el micelio
de color rojo, este proceso puede tardarse de 4 a 5 dias; la segunda fermentacion se

dara en vasijas de barro, en las que se coloca el preparado anterior y son cubiertas
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durante tres dias con hojas de bijao o0 achira, luego se mezcla con agua y se tamiza

para su consumo (Mayuri & Santamaria, 2019).
1.1.4 Materia Prima
1.1.4.1 Yuca (Manihot esculenta Crantz)

La yuca es un cultivo procedente del tropico americano extendido en el mundo,
pertenece al género Manihot de la familia Euforbiaceae, este género posee mas de 100
especies, sin embargo, solamente la Manihot esculenta tiene importancia econémica
Brenes et al., (2017); este cultivo crece hasta los 1620 metros sobre el nivel del mar;
la yuca es un tubérculo rico en carbohidratos, proteinas, minerales y vitaminas (Tabla
1) (Dahua, 2016).

La yuca posee una gran importancia para los indigenas de la Amazonia Ecuatoriana,
ya que es un alimento cotidiano debido al valor energético, el contenido de calcio y
vitamina K, los mismos que ayudan a mantener los huesos sanos y podria ser
coadyuvante para la prevencion de enfermedades como la osteoporosis. Ademas la
yuca se utiliza con fines medicinales, ya que en esta region se acostumbra a provocar
dafios en el tubérculo para obtener el almiddn, luego se expone al sol hasta obtener un
polvo de color blanco que es usado para curar el sarpullido en los nifios (Ministerio

de Cultura y Patrimonio., 2013)

Tabla 1 Composicién nutricional de la yuca (Manihot esculenta Crantz) por 100g de
alimento parte comestible.

Composicion nutritiva

Caloria (Kcal) 132
Humedad (g) 65.2
Proteinas (g) 1.0

Grasas (g) 0.4
Carbohidratos (g) 32.8
Fibras (g) 1.0
Cenizas (9) 0.6
Calcio (g) 40

Fésforo (mg) 34
Hierro (mg) 14
Tiamina (mg) 0.05

Riboflavina (mg) 0.04

Niacina (mg) 0.60




Acido ascorbico (mg) 19.00
Porcion no comestible (%) 32

Fuente: Tomado de Cumari.G., (2019)

1.1.5 Produccion de yuca en el Ecuador

El cultivo de yuca tiende a darse en cualquier época del afio en lugares, en los que las
temperaturas maximas son 30°C y minimas de 17°C; para la siembra es recomendable
dejar de 1m a 1.2m entre plantas. Es un cultivo que tiene altos requerimientos de
nitrogeno por lo que en el proceso de fertilizacion se utiliza por lo general 40 kg/ha de
nitrégeno. El tratamiento post cosecha de este tubérculo es el consumo y la produccion

de harinas, almiddn, chicha, bebidas alcohdlicas, etc, (Hinostroza, 2014).

En la provincia Manabi se cultiva la variedad de yuca denominada “La rendidora”, se
puede presentar un rendimiento promedio de 21.3 toneladas por hectarea, ademas en
el afio 2017 en 20.000 hectéreas se recolect6 66.147 toneladas de yuca (Ministerio de

Agricultura y Ganaderia, 2020).

La yuca para ser cultivada no necesita de suelos fértiles sino de himedos y que sean
preparados para la brotacién y enraizamiento, para la siembra se hace en épocas
lluviosas, en la Costa los meses de diciembre y febrero, en la Amazonia febrero y

marzo (Hinostroza, 2014).
1.1.6 Hongo Aspergillus oryzae

Aspergillus es un hongo filamentoso o0 moho, proviene del reino fungi su division es
Ascomycota de la clase Eurotiomycetes de la familia Aspergillaceae; el género
Aspergillus oryzae este compuesto por hifas y su conjunto es conocido como micelio,
son heterdtrofos es decir que son incapaces de crear su materia organica a partir de

sustancias inorganicas alimentandose de otros seres vivos (Cubides Yarardin, 2019).

El género Aspergillus poseen un sistema metabolico que se clasifica en primario y
secundario, el mismo que dependera del numero de acidos carboxilicos con la finalidad
de descomponer en cadenas de acidos grasos, formando complejos de acido graso
sintasa, esto permite que se desarrollen de mejor forma la membrana celular y el

almacenamiento de enzimas (Cubides Yarardin, 2019).



En cuanto al metabolismo primario se desarrolla en base al contacto directo con
fuentes de energia estas pueden ser cereales, almidones, etc., una vez que se alimentan
secretan enzimas que tienen la capacidad de degradar proteinas o enlaces peptidicos
dentro del almidon para convertirlos en aminoécidos y azucares para el consumo, el
metabolismo secundario evoluciona a partir de acidos con el fin de suprimir las vias
metabolicas y se produzca metabolitos secundarios, estos generan que el A. oryzae
tenga la capacidad de transformar su nivel de eficiencia dependiendo en el medio que
se encuentre (Cubides Yarardin, 2019).

El Aspergillus oryzae es un hongo utilizado en Asia oriental como Japén y china,
generalmente lo emplean en la produccion de alimentos, en particular en la
fermentacion de soja, sake, vinagre, etc. (Campins Antoni, 2016), este hongo por lo
general se usa en medio s6lido, es esencial en procesos de fermentacion sélida, debido
a su gran capacidad de segregar gran cantidad de enzimas degradantes con el fin de
descomponer proteinas y varios almidones en aminoacidos y azlcares (Cubides
Yarardin, 2019).

1.1.7 Cepas de Aspergillus oryzae

Red yeast rice (arroz de levadura roja):es un arroz fermentado de color purpura
rojizo brillante que obtiene su color al ser fermentado con el hongo Monascus
purpureus, es utilizado para dar coloracion a varios productos, entre ellos el tofu en
escabeche, vinagre de arroz rojo, salchicha seca china, y pasteles chinos, ademas le da
un sabor agradable y sutil (GEM Cultures, 2022).

Ligh rice koji starter: Esta es una fermentacion en dos partes, la primera, mezclar
granos cocidos y/o soja con diferentes cepas de Aspergillus oryzae, un moho, llamado
"tane koji" o iniciador de koji, cocinar el grano, afiadir el iniciador e incubar el cultivo
de koji durante unas 48 horas. La segunda fermentacion estd orientada para hacer
amazake, miso, shoyu o tamari, mezclar el koji con otros ingredientes de acuerdo con

las instrucciones proporcionadas (GEM Cultures, 2022).

Barley (Mugy) Koji starter: Este koji de cebada integral es un inoculante natural para

hacer miso (pasta fermentada realizada a base de soja y sal marina), shoyu y muchos

otros alimentos fermentados especiales japoneses. El Koji de cebada tradicional esta

hecho a mano a partir de cebada integral natural, luego se inocula con esporas de
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Aspergillus oryzae y se incuba bajo condiciones estrictamente controladas. Luego, el
koji resultante se deja desarrollar durante 48 horas antes de secarse rapidamente para
conservarlo y usarlo para hacer los mejores encurtidos de amazake, miso o koji (GEM
Cultures, 2022).

Soybean (Hatcho) Koji starter: Esta cepa ha sido especificamente para crecer bien
en soja. Tiene buena fragancia, cantidad media de amilasa, pero fuerte poder
proteolitico, lo cual es perfecto para el hatcho miso (variedad antigua del miso elaborad
a con soja y sal). El cultivo de Koji en soja es un poco avanzado y no se recomienda
intentarlo como tu primer koji, es mejor comenzar con arroz para tener una buena idea
del proceso, lo mejor es remojar la soja durante al menos 12 horas, escurrirlos y
cocinarlos al vapor en una olla a presion durante 1 hora (si no tiene una olla a presion,
cocine los frijoles al vapor en una olla de vapor normal durante 3 horas), después de
cocinar al vapor, asegurarse de que los frijoles no estén demasiado humedos, en caso
de que estén demasiado humedos, Bacillus Subtilis se hara cargo (bacteria Natto), lo
que dard como resultado frijoles viscosos que huelen a amoniaco (GEM Cultures,
2022).

1.1.8 Fermentacion solida

La fermentacion solida (FES) es un proceso de fermentacion en un medio solido el
cual posee caracteristicas como un contenido de humedad bajo inferior o igual al 12%
el mismo que puede ocurrir en estado no aséptico y natural, posee varias ventajas como
simplicidad en el disefio y uso de pequefios fermentadores, buen rendimiento ademas
de bajos requerimientos energéticos e incluso se obtiene un producto mas estable y a

bajo costo (Robinson et al., 2002).
1.1.9 Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica se realiza mediante una fermentacion liquida en la cual
facilita la degradacion de azucares en alcohol y diéxido de carbono, donde existe una
solucion de nutrientes, para dicha fermentacion es necesario de las levaduras como
Saccharomyces cerevisiae, la misma que obtiene energia a partir de glucosa y tiene

alta capacidad fermentativa (Matsumoto & Malpica, 2013).



Una de las ventajas de este tipo de fermentacion, es que permite tener un mayor control
sobre las variables y se obtiene como producto principal al etanol, ademas permite la

elaboracion del pan, vino, cerveza, etc. (Matsumoto & Malpica , 2013).
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo General

e Desarrollar una bebida a base de yuca (Manihot esculenta Crantz) mediante

fermentacion sélida y sumergida.
1.2.2 Objetivos especificos

o Establecer el tiempo adecuado de fermentacion solida de la yuca (Manihot
esculenta Crantz) con diferentes cepas de Aspergillus oryzae.

e Demostrar la segunda fermentacion en estado sumergido a base de yuca
(Manihot esculenta Crantz) empleando Saccharomyces cerevisiae.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida a base de yuca
(Manihot esculenta Crantz) durante la fermentacion liquida

e Determinar la calidad sensorial de la bebida a base de yuca (Manihot esculenta

Crantz) con fermentacion sélida y sumergida.



CAPITULO 11
METODOLOGIA
2.1 Materiales

Los materiales utilizados en el desarrollo de la bebida de yuca (Manihot esculenta

Crantz) se presentan a continuacion.
2.1.1 Equipos de laboratorio

e Céamara de flujo laminar

e Incubadora

e Autoclave

e Estufa

e Camara de flujo laminar ESCO

e Balanza analitica

e Espectrofotometro Fisher Scientific

e Brixometro

e pH metro

e centrifuga

e Vortex Labnet

e Termobloque

e Centrifuga (para microtubos de 1.5 mL)
e Micropipetas (2 — 20 pL; 20 — 200 pL; 100 — 1000 pL)

2.1.2 Reactivos

e Medio de cultivo PDA

e Medio de cultivo PDB

e Medio de cultivo SS

e Lugol

e Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
e Hidroxido de sodio 0,1N

e Almidon soluble

e Agua Milli-Q



e Agua destilada

2.1.3 Materiales

e Tubos de ensayo

e Tubos Falcon

e Pyrex

e Vasos de precipitacion

e Puntas

e Microtubos Eppendorf (1.5 mL)
e Lampara de alcohol

e Gradilla para microtubos
e Placas Petri

e Placa de 96 pocillos

e Celdas

2.2 Métodos
2.2.1 Activacion del microorganismo

En la activacion del Aspergillus oryzae en los diferentes ensayos de fermentacion
solida. Se utilizo muestras liofilizadas de cuatro cepas de A. oryzae (Barley Kaoji,
Soybean Koji, Red Rice Koji y Light Rice koji), adquiridas en GEM Cultures USA,
las mismas que fueron proporcionadas por la Dra. Liliana Cerda, docente —
investigadora de la FCIAB. Cada una de las cuatro cepas fueron activadas mediante la
inoculacion de 1 g de cepa liofilizada en tubos de ensayo que contiene 10 mL de caldo
de papa dextrosa (PDB) encubadas a 30 °C. Ademas, las cepas fueron también
inoculadas en agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 30 °C durante 15 dias
(Escobar Razo, 2019)

2.2.2 Evaluacion del crecimiento de Aspergillus oryzae e hidrolisis del almidon

Para la evaluacion del crecimiento de cada una de las diferentes cepas de A. oryzae
sobre yuca, se cocino en agua por 90 min. Para ello, la yuca cocinada se prenso hasta
conseguir un puré uniforme, se colocé 65g de yuca en cajas Petri en una cabina de

flujo laminar, posteriormente se colecto las esporas producidas en cultivos de 15 dias
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en PDA y se las re suspendio en 5SmL de agua Milli-Q estéril posterior a ello se tomé
1 mL de la solucion de esporas y se inoculé sobre la yuca cocida y se incub6 durante
10 dias a 30 °C. En caso de ser necesario se afiadié agua Milli-Q estéril sobre los

cultivos para mantener una humedad superior al 60%.

Se recolecto muestras diarias de aproximadamente 1 g, las cuales se secaron en una
estufaa 70 °C por 48 h. Las muestras secas se re suspendieron en agua Milli-Q estéril
hasta llegar a una concentracion de 100 mg/mL y la fraccion soluble se evalu6 con
respecto a la conversion del almidon en azlcares reductores y almidon residual,
mediante los métodos DNS y la prueba del Lugol, respectivamente, de acuerdo con la
metodologia descrita por Miller, (1959). Ademas, durante este proceso se evaluo la
presencia de aromas en la yuca fermentada mediante un proceso de andlisis sensoria.
Este procedimiento se repitio para cada cepa de A. oryzae, cada ensayo se realizd por

triplicado.

2.2.3 Fermentacion en estado sélido (FES) y Fermentacion en estado liquido
(FEL)

El ensayo de fermentacion en medio sélido (FES) se realiz6 con las cepas de A. oryzae
(Barley Koji, Soybean Koji, Red Rice Koji y Light Rice Koji) que posean una mayor
capacidad de conversion del almidon en azlcares reductores y que produzcan aromas
agradables durante la fermentacion. Se inoculé la yuca y se incubd de acuerdo con lo
descrito en la seccion anterior, con la diferencia de que la yuca cocida se colocara en
bandejas de cristal (Pyrex®) estériles con una capacidad de aproximadamente 4L. El
liquido obtenido de la coccidn de la yuca se reservé para la fermentacion sumergida
(Escobar Razo, 2019). Posterior a la FES, se Ilevo a cabo la fermentacion en estado
liquido (FEL). Se transfirio la yuca cocida y fermentada por A. oryzae a un tiesto para
inactivar al microorganismo mediante calor. Posteriormente, la yuca se transfirié a
botellas de plastico de 4L a las cuales se les afiadira el liquido de coccion de la yuca y
agua Milli-Q estéril hasta conseguir una concentracion de azucares equivalentes a un
porcentaje de alcohol etilico de aproximadamente 3.5 %. Finalmente, la preparacion
se inocul6 con Saccharomyces cerevisiae liofilizada 5g por cada 10L y se fermento
durante un periodo de 15 dias a temperatura ambiente y en oscuridad (Mena &
Santamaria, 2019)
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2.2.4 Diagrama de proceso de elaboracion de una bebida a base de yuca

(Manihot esculenta Crantz) con fermentacion solida y sumergida
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2.2.5 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la fermentacion en

estado liquido.
2.2.5.1 Determinacion de pH

Se determin6 el pH mediante el uso de un potenciémetro previamente calibrado,
basados en la metodologia de la Normativa ecuatoriana (NTE INEN 0973, 1983).

2.2.5.2 Determinacién de °Brix

Se determind los °Brix utilizando un refractometro digital previamente calibrado,
basados en la metodologia de (Hervas Paredes, 2011). Para lo cual se tomé
aproximadamente 1-2 gotas y se colocé en el lector del area del sensor posteriormente

se ley0 el resultado y se trabajo por triplicado.
2.2.5.3 Determinacion de acidez

Se determiné la acidez en base a la normativa (NTE INEN 2323, 2002), en la cual
describe el método de titulacién en el cual se utilizd agua destilada, muestra,
fenolftaleina e Hidroxido de sodio 0,1N, posterior a ello se realizé el respectivo calculo

mediante la siguiente ecuacion:

(cm3de NaOH 0,1 N X 0.9)
cm3cerveza x gravedad especifica de la cerveza
3 dad ifica del

Acidez total (acido lactico) =

(NTE INEN 2323, 2002)

2.2.5.4 Determinacién de grado alcohdlico

Para la determinacion del grado alcohélico de la chicha se trabajo en dos fases segln
la normativa NTE INEN 340:2016, la primera fase consistio en un proceso de
destilacion de alcohol de la chicha de yuca y la segunda fase con la ayuda de un
alcoholimetro se midio el grado de alcohol de la muestra (NTE INEN 340, 2016).

2.2.6 Analisis microbiologicos de la chicha de yuca

Para el analisis microbidlogo de las chichas de yuca se realizaron tres ensayos: mohos,

levaduras y salmonella segun la norma (NTE INEN 2802, 2015).
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2.2.6.1 Determinacién de mohosy levaduras

Para la determinacion de mohos y levaduras en las diferentes muestras de chicha se
utiliz6 el método de las diluciones seriadas, se tomé 1ml de muestra, por cada
tratamiento, y se mezclé con 9mL de agua estéril en un tubo de ensayo. A partir de
8esta solucion se desarrollé diferentes diluciones hasta llegar de 10-3. Posteriormente
se sembro en cajas Petri con 20 mL de medio de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar),
previamente esterilizado, Todos los pasos se realizaron por triplicado y en condiciones
esteriles, a continuacion, fueron incubadas a 27 °C durante 5 dias. Luego del tiempo
respetivo de incubacion se procedio al conteo de las colonias crecidas, y el resultado
fue expresado en UPC/mL (Unidades Propagadoras de Colonias por mL) (INEN 1529-
10, 2013)

2.2.6.2 Determinacion de Salmonella

Para el analisis de Salmonella se emple6 la metodologia basada en la normativa NTE
INEN 1529-15:2013 la cual se fundamenta en un pre - enriquecimiento luego se
procedid a sembrar en estria sobre la superficie de la placa en agar Salmonella-Shigella
(SS), cabe mencionar que la mayoria de colonias tipias de salmonelas pueden ser
traslcidas, opacas, incoloras o incluso de color crema con o sin centro negro, una vez
realizado la siembre se procede a invertir las placas e incubar a 37+ 1°C por 24h (NTE
INEN 1529, 2013)

2.2.7 Evaluacion Sensorial

Se realiz6 un analisis sensorial para determinar las caracteristicas organolépticas
propias de la bebida fermentada, como son: olor, color, sabor, acidez, turbidez y por
ultimo aceptabilidad a través de la participacién de 15 catadores semi-entrenados, se
utilizara una ficha de catacion con una escala hedénica donde 0 (no me gusta) a 5 (me
gusta mucho) correspondiente a la intensidad de gusto del catador (NTE INEN-1SO
13301, 2014).

Los parametros sensoriales evaluados fueron plasmados en la siguiente forma:
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Tabla 2 Parametros sensoriales

CARACTERISTICA

ESCALA

COLOR

No tiene

Amarillento

Cremoso palido

Cremoso

Cremoso intenso

OLOR

No tiene

Ligero

Agradable

Intenso

Muy Intenso

SABOR

Desagradable

Insipido

Debil

Bueno

Muy bueno

ACIDEZ

Nada acida

Poco acida

Acida

Muy acida

Extremadamente acida

ACEPTABILIDAD

Desagradable

No me gusta mucho

Ni me gusta ni me disgusta

Me gusta

O W IN = O RWIN ORI 0T R W IR = 01 A W N =

Me gusta mucho

2.2.8 Analisis estadistico

Se menciona como una estadistica experimental donde se desarrollan aspectos
innovadores, mejorando procesos donde las fuentes de informacion y métodos
estadisticos es una forma de difundir resultados, mediante los datos obtenidos se
plantea un analisis de variancia ANOVA y un analisis de comparacion Tukey, las

diferencias significativas se consideraron al 95% de confianza. Para el analisis

estadistico se emplearon softwares como EXCEL y INFOSTAD.
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CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Hidrdlisis del almidon con fermentacion sélida de la yuca

Se utilizd Aspergillus oryzae en la fermentacion sélida, este hongo asexual utilizado
durante varias décadas en las grandes industrias de fermentaciones tradicionales
especificamente japonesas, es conocido como un moho koji derivado del material de
fermentacion, estos son productores de enzimas industriales como: amilasa, proteasa,

B- galactosidasa, lipasa y celulasa (Gémez Rojas et al., 2021).

Segln Morales (2019) el proceso de hidrélisis enzimética consiste en el rompimiento
de las moléculas de almidén hasta obtener glucosa. La hidrélisis enzimatica del
almidon se midio en base a la concentracion de azUcares reductores obtenidos por la
accion de las enzimas de las cepas utilizadas, en la Figura 1 se detalla la concentracion

de azucares reductores en funcion del tiempo observandose un incremento de este.

~ 801
_
£ 70
(@]
£
< 6.0 -
wn
8
S 50 RED
(@)]
3 40 —e—LIGHT
c
9 —a—BARLEY
S 30 1
s —e— SOYBEAN
S 20 -
8 ]
C
(@]
O 1,0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tiempo (Dias)

Figura 1 Hidrolisis enzimatica del almidon con de Aspergillus oryzae

Mediante un andlisis de varianza ANOVA se evidencio que existe diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05), por lo tanto, se establece que existe un
efecto de la hidrolisis enzimética del almidéon con las diferentes cepas de Aspergillus
oryzae, no obstante, la prueba de comparacion de medias Tukey confirmo que existen

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Anexo A. Tablas 4 y 5).
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El andlisis sensorial realizado a cada tratamiento mostré que la fermentacion solida
favorecio al desarrollo de olores. En la Tabla 4, se detalla cada uno de los olores

obtenidos en cada una de las cepas.

Segun Pierre, (1995) menciona que el desarrollo de los aromas en medios solidos
depende de varios factores, por ejemplo la actividad del agua, el estado fisioldgico del
cultivo, la fuente de carbono y de hidrégeno y por su puesto de la misma cepa, a causa
de lo antes mencionado cabe recalcar que olor de cada tratamiento al transcurso de la

fermentacion se fue intensificando.

Tabla 3 Exhalacion de olores de la fermentacion Sélida (FES)

Cepas de A. oryzae Olor caracteristico
Light Manzana verde
Red Panificacion
Barley Panificacion
Soybean Proceso de putrefaccion de frutas

3.2 Analisis fisicoquimicos de la bebida a base de yuca fermentacion solida y

sumergida

En la bebida a base de yuca se determinaron ciertos pardametros fisicoquimicos como

el pH, °Brix, acidez y grados alcoholicos.
3.21 pHy acidez

En la Tabla 5 se detalla en pH de cada una de las chichas obtenidas durante la
fermentacion. El pH de las chichas se encuentra en un rango de 3,3 a 3,7; mientras que

la acidez de los tratamientos fue variable y estuvo en un rango de 4,69 a 6,62 % de

acido lactico.
Tabla 4 pHy acidez
Tratamiento pH Acidez total
Red 3,790 £ 0,02 4,69+0,14
Light 3,713+ 0,02 581+0,14
Barley 3,403 + 0,02 6,09 +0,15
Soybean 3,370 + 0,02 6,62+ 0,15
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El pH de la chicha de yuca depende del proceso de fermentacién de manera natural
por accion de las levaduras, en condiciones de temperatura y tiempo ideal, al
transcurso que pasa el tiempo el pH desciende y la acidez aumenta, debido a que el pH
es inversamente proporcional a la acidez (Tabla 5) en los diferentes tratamientos los

mismo que se veran influenciados en la parte sensorial (Amagua & Chancusig, 2020).

Segun, Andrade, (2022) menciona que el pH y acidez se veran influenciados por las
caracteristicas propias del medio donde se realice su proceso de fermentacion, ademas
de los diferentes factores como la temperatura, medio, tiempo, y otros factores
externos que sean propios de dicho medio, no obstante los resultados obtenidos se
alifian a la normativa (NTE INEN 1101, 2017).

3.2.2 Contenido de Solidos Solubles (°Brix)

El contenido de solidos solubles se muestra en la Tabla 6, el contenido de solidos esta
entre 8,03 a 9,1 °Brix, estos parametros fisicoquimicos ayudan a controlar el proceso
de fermentacion en cuanto al grado alcohdlico, mientras presenten valores

ascendientes estos ayudaran a la transformacién de azucares en alcohol.

Tabla 5 Contenido de Solidos Solubles medidos en °Brix

Tratamiento °Brix
Red 9,100 £ 0,15
Light 8,567 £ 0,15
Barley 8,033+ 0,06
Soybean 8,167 £ 0,10

3.2.3 Grado alcoholico

En la Tabla 7, se muestran los grados alcohdlicos obtenidos de cada uno de los
tratamientos, se encuentran en el rango de 2,5 a 3,5, de acuerdo a otros estudios se han

registrado valores similares en la chicha de yuca de 2-5% (Colehour, y otros, 2014).
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Tabla 6 Grados de alcohol de cada tratamiento

Tratamiento Grados de Alcohol

Red 35%£0,15
Light 3,5%£0,15
Barley 2,5+0,12

Soybean 2,5%0,15

3.3 Analisis microbioldgicos de la bebida a base de yuca

En la Tabla 8 se reportan los datos del recuento de mohos y levaduras (UFC/mL) para
los diferentes tratamientos todos se encuentran dentro del limite establecido, segun la
norma técnica ecuatoriana NTE INEN 2802 2015-10, que establece el limite maximo
permisible de mohos y levaduras para bebidas alcoholicas un rango maximo a 10 UFC/
mL, en cuanto a Salmonella se puede observar que el requisito microbioldgico de la

normativa es ausencia por lo cual cumplen todos los tratamientos mencionados.

Tabla 7 Resultados microbiol6gicos

Parametros Requisitos Tratamientos
Microbiologicos microbioldgicos Red Light Barley Soybean
Mohos y levaduras

(UFC/mL) 10 5 1 6 5

Salmonella ausencia ausencia ausencia ausencia ausencia

3.4 Evaluacion sensorial de la bebida a base de yuca

El andlisis sensorial se realizo a los 4 tratamientos Red, light, Barley y Soybean, como
se detalla en la (figura 3), en el cual se obtuvo mayores puntuaciones para el
tratamiento Red.
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Figura 2 Parametros sensoriales de la bebida a base de yuca

En las diferentes Tablas 11, 13, 15, 17 y 19 (Anexo G) se observa el andlisis de
varianza en el que se muestra que existe diferencia estadisticamente significativa (p<
0,05), en los diferentes atributos evaluados. Sin embargo en cuanto a las tablas de
comparacion de medias Tukey, se observa que en cuanto al color y olor que el mejor
tratamiento fue Light (Anexo G, Tablas 12 y 14), mientras que el sabor, acidez y
aceptabilidad los mejores tratamientos fueron Light y Red (Anexo G, Tablas 16, 18 y
20); con respecto a los pardmetros evaluados se puede mencionar que cada
caracteristica obtenida es directamente proporcional a la cepa empleada en cada medio,
segun Pacheco & Herrera, (2021)menciona que los diferentes preparados enzimaticos
poseen caracteristicas sensoriales propias a cada enzima empleada y a la generacion

de &cidos organicos en el medio.
3.5 Verificacion de hipétesis

De acuerdo con los resultados obtenidos se acepta la Hipotesis alternativa dado que es
factible obtener una bebida a base de yuca (Manihot esculenta Crantz) mediante
fermentacion solida y sumergida. En la fermentacion solida mediante la
implementacién de A, Oryzae se comprobd que este hongo posee la capacidad de
hidrolizar el almiddn en azlcar mediante un analisis de varianza; ademas de brindar
olores caracteristicos de cada cepa, sin embargo este proceso tiene como objetivo
incrementar azucares para el desarrollo de la segunda fermentacion, al finalizar el
desarrollo de la bebida mediante diferentes analisis fisicoquimicos, microbiologicos y

sensoriales se puede afirmar que es una bebida es apta para el consumo.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1.1 Conclusiones

e Se desarroll6 una bebida a base de yuca (Manihot esculenta Crantz) a través
de fermentacion solida y sumergida, empleando cepas de A. oryzae a una
temperatura de 30°C por nueve dias y Sacharomyces cervisae a temperatura
ambiente por quince dias, respectivamente.

e Se establecio que el tiempo adecuado para la fermentacion sélida de la yuca
con cepas de A. oryzae es de nueve dias. En este periodo de tiempo se logro
la mayor capacidad de conversion del almiddn en azlcares reductores y se dio
la produccidn de un aroma a manzana verde para el tratamiento Ligth y aromas
de fermentacién para los tratamientos Red y Barley; mientras que el
tratamiento Soybean mostro un aroma tipico del proceso de putrefaccion de
frutas.

e La fermentacion en estado sumergido empleando Saccharomyces cerevisiae
demostrd que una fermentacion sumergida posterior a una fermentacion soélida
ayuda en la intensificacion del olor y sabor, al aumentar el grado alcohdlico
de la bebida ya que la levadura posee una cantidad mayor de azUcares para su
consumo.

e Se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas de las bebidas tras la
fermentacion liquida. Las bebidas Red, Ligth, Barley, Soybean poseen un pH
en un rango de 3,790 a 3,370, una acidez entre 5,36 a 9,56. Por otro lado, los
°Brix se encuentran en un rango de 9,100 a 8,167 y los grados alcohodlicos se
encuentran entre 3,5 a 2,5.

e Se determind que la calidad de la bebida a base de yuca elaborada con
fermentacion sélida y sumergida influy6d directamente en los atributos de
color, olor, sabor, acidez y aceptabilidad, existiendo diferencias significativas
(P<0.05) entre los atributos de los diferentes tratamientos y observandose que
los mejores tratamientos son el Red y Light.
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4.1.2 Recomendaciones

e Caracterizar los acidos organicos presentes en las 4 bebidas elaboradas con

fermentacion sélida y sumergida.

e Evaluar el tiempo de vida util de las bebidas fermentadas con A. oryzae y

Sacharomyces cervisae a diferentes temperaturas de almacenamiento.

e Realizar analisis de viscosidad de los diferentes tratamientos y evaluar como

influye en la aceptacion general de la bebida.
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4.3 Anexos

Anexo A. Analisis de varianza y comparacion de medias del efecto de la hidrolisis
enzimatica del almidon de las diferentes cepas de Aspergillus oryzae en medio de
cultivo de yuca

Tabla 8 Andlisis de la Varianza del efecto de la hidrolisis enziméatica del almidén de

las diferentes cepas de Aspergillus oryzae en medio de cultivo de yuca

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 10,44 3 3,48 26,54 <0,0001
Error 3,54 27 0,13
Total 80,06 39

Tabla 9 Comparacién de medias de Tukey del efecto de la hidrolisis enzimética del
almidon de las diferentes cepas de Aspergillus oryzae en medio de cultivo de yuca

Tratamiento  Medias N E.E.
Light 6,03 10 0,11 A
Red 6,02 10 0,11 A
Barley 5,27 10 0,11 B
Soybean 4,84 10 0,11 B
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Anexo B. Curvas de calibracion
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Anexo C. Analisis de consumo del almidén
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Figura 5 Determinacion de almidon

Anexo D. Determinacion de la concentracién de azlcares reductores mediante el
método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Figura 6 Determinacién de azucares reductores mediante el método
DNS
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Anexo E. Evaluacion del crecimiento de Aspergillus oryzae en almiddn de yuca

4._;"‘.-7: B L __A

Figura 7 (A) desarrollo de medio a partir de yuca para el crecimiento de Aspergillus

oryzae. (B) toma de muestras diarias para la evaluacion de almidén y DNS.

Anexo F. Obtencién de la bebida a base de yuca con doble fermentacion

Figura 8 (A) Fermentacién solida en medio de cultivo a base de yuca (Manihot
esculenta Crantz) con diferentes cepas de Aspergillus oryzae. (B) Fermentacion

sumergida.
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Anexo G Tablas estadisticas respectivas al analisis sensorial de la bebida de

yuca (Manihot esculenta Crantz)

Tabla 10 ANOVA del analisis sensorial de los diferentes tratamientos de Aspergillus

oryzae respecto al color

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 4,19 3 1,40 3,07 <0,0351
Error 25,47 56 0,45
Total 29,66 59

Tabla 11 Comparacion de medias de Tukey del efecto del andlisis sensorial de las

diferentes cepas de Aspergillus oryzae en medio de cultivo de yuca respecto al color

Tratamiento Medias N E.E.
Light 3,46 15 0,17 A
Red 3,40 15 0,17 A B
Barley 3,26 15 0,17 A B
Soybean 2,79 15 0,17 B

Tabla 12 ANOVA del analisis sensorial de los diferentes tratamientos de Aspergillus

oryzae respecto al olor

F.V. sC gl CM F p-valor
Tratamiento  11.55 3 3.85 8,06 <0,0001
Error 26,73 56 0,48
Total 38,28 59
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Tabla 13 Comparacion de medias de Tukey del efecto del andlisis sensorial de las

diferentes cepas de Aspergillus oryzae en medio de cultivo de yuca respecto al olor

Tratamiento Medias N E.E.
Light 3,26 15 0,18 A
Red 3,22 15 0,18 A B
Barley 2,63 15 0,18 A B C
Soybean 2,28 15 0,18 B C

Tabla 14 ANOVA del analisis sensorial de los diferentes tratamientos de Aspergillus

oryzae respecto al sabor

F.V. SC al CM F p-valor
Tratamiento 37,30 3 12,43 22,41 <0,0001
Error 31,07 56 0,55
Total 68,37 59

Tabla 15 Comparacion de medias de Tukey del efecto del analisis sensorial de las

diferentes cepas de Aspergillus oryzae en medio de cultivo de yuca respecto al sabor

Tratamiento Medias N E.E.
Light 3,82 15 0,19 A
Red 3,11 15 0,19 A
Barley 2,35 15 0,19 B
Soybean 1,73 15 0,19 B
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Tabla 16 ANOVA del analisis sensorial de los diferentes tratamientos de Aspergillus
oryzae respecto a la acidez

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 25,98 3 8,66 34,72 <0,0001
Error 13,97 56 0,25
Total 39,95 59

Tabla 17 Comparacion de medias de Tukey del efecto del andlisis sensorial de las

diferentes cepas de Aspergillus oryzae en medio de cultivo de yuca respecto a la acidez

Tratamiento Medias N E.E.
Light 3,33 15 0,13 A
Red 3,07 15 0,13 A
Barley 2,22 15 0,13 B
Soybean 1,69 15 0,13 C

Tabla 18 ANOVA del analisis sensorial de los diferentes tratamientos de Aspergillus
oryzae respecto a la aceptabilidad

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 14,43 3 4,82 9,92 <0,0001
Error 27,16 56 0,48
Total 41,59 59
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Tabla 19 Comparacion de medias de Tukey del efecto del andlisis sensorial de las

diferentes cepas de Aspergillus oryzae en medio de cultivo de yuca respecto a la

aceptabilidad

Tratamiento Medias N E.E.
Light 3,61 15 0,18 A
Red 3,56 15 0,18 A
Barley 3,02 15 0,18 B
Soybean 2,40 15 0,18 B
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