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RESUMEN EJECUTIVO

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar los compuestos
fenodlicos y la actividad antioxidante en una bebida fermentada de pulpa de banano
orito (Musa acuminata AA). Para elaborar la bebida se realizé un disefio experimental
(DCC), combinando distintas concentraciones de &cido citrico (0,3; 0,6 y 0,9%) y
temperaturas (50; 60 y 70°C) resultando trece tratamientos. Se evaluaron compuestos
fenodlicos por el método de Folin Ciocalteau y actividad antioxidante total usando los
métodos: FRAP Y ABTS, obteniendo valores altos para TO (4,888 mg/L) y T3 (4, 616
mg/L). Se realiz6 un andlisis sensorial con una escala hedonica de 5 puntos a los
tratamientos que obtuvieron una mayor presencia de compuestos fendlicos, a través de la
prueba de Kruskal Wallis se evalué color, aroma y sabor donde el parametro sabor del
T3 tuvo diferencia significativa entre los tratamientos. Se analizaron parametros fisico-
quimicos (Brix, pH, acidez titulable y grado alcohdlico) y microbiol6gicos (coliformes,
mohos y levaduras) para T3 donde se obtuvo 3 de pH moderadamente &cido; 0,2 g/L
acidez; 15 grados Gay Lussac encontrandose dentro de los limites permisibles segun
las normas NTE 374 y NTC 708. Los andlisis microbioldgicos muestran; levaduras 8
UFC/ml, hongos 3 UFC/ml y ausencia de Coliformes totales, quedando dentro de los
niveles permisibles segin NTE 2337 y 2802. Concluyendo que el Tz a 60°C vy
concentracion de 0,9% de acido citrico logré conservar las caracteristicas organolépticas
del banano orito, ademas presentd valores altos de compuestos fendlicos y actividad

antioxidante.

Palabras clave: Musa acuminata AA, pardeamiento enzimatico, bebida fermentada,

antioxidantes.



ABSTRACT

The present research work aimed to evaluate phenolic compounds and antioxidant activity in a
fermented drink of banana pulp orito (Musa acuminata AA). An experimental design (DCC)
was carried out to make the drink, from which thirteen treatments were obtained,
combining different concentrations of citric acid (0.3; 0.6 and 0.9%) and temperatures (50;
60 and 70°C). Phenolic compounds were evaluated by the Folin Ciocalteau method and
total antioxidant activity using the methods FRAP and ABTS, obtaining high values for TO
(4,888 mg/L) and T3 (4,616 mg/L) treatments. Sensory analysis with a 5-point hedonic
scale was performed on treatments that obtained a greater presence of phenolic compounds,
through the Kruskal Wallis test color, aroma and flavor were evaluated where the taste
parameter had a significant difference between the treatments. The physical-chemical
parameters (Brix, pH, titrated acidity and alcoholic strength) and microbiological
(coliforms, molds and yeasts) were evaluated, ranges of 2 and 3 pH moderately acidic were
obtained; 0.2 g/L acidity; 15 degrees Gay Lussac being within permissible limits according
to the rules. Microbiological analyses show for T3; yeasts 8 CFUs/ml, fungi 3 CFU/ml and
absence of total Coliforms, falling within permissible levels. It is concluded that T3 at 60°C
and concentration of 0.9% citric acid managed to preserve the organoleptic characteristics
of banana orito, in addition presented high values of phenolic compounds and antioxidant
activity.

Keywords: Musa acuminata AA, enzymatic browning, fermented drink, antioxidants.
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CAPITULO L.
1. INTRODUCCION

En Ecuador, el banano orito es una fruta que ocupa una extension importante de hectareas
en produccién, segun los datos de (Pro Ecuador, 2017); se sefiala que la exportacion de esta
fruta se realiza a distintos paises alrededor del mundo y ha logrado tener un porcentaje de
participacion del 3,26 % dentro de las exportaciones no petroleras. La diversificacion de la
produccién y exportacion del banano orito son algunas de las actividades que se busca
incrementar actualmente mediante técnicas agricolas e industriales que permitan obtener
resultados socio-econémicos positivos que aporten a la economia del pais (De la Guerra,
2015).

En la provincia de Pastaza el cultivo de banano orito se encuentran en la mayoria de casos
asociado a otros cultivos, representa una superficie agricola de cincuenta y siete hectareas
las cuales producen alrededor de trecientas sesenta toneladas métricas de orito por afo, su
comercializacion es principalmente en mercados locales como fruta fresca sin que el

producto sea transformado industrialmente.

El procesamiento industrial del banano orito a nivel local es escaso, debido al
desconocimiento de las propiedades antioxidantes y beneficios que aporta al consumidor
el mismo que genera poco interés limitando las posibilidades de transformar productos
tales como mermeladas, compotas, hojuelas, bebidas, harina para fabricar pienso y demas
productos derivados que pueden generar valor y aumentar beneficios econémicos tanto

para productores como para quienes comercializan los productos.

El presente trabajo de investigacion pretende incentivar la diversificacion del portafolio de
productos derivados del banano orito a comercializar en el mercado local y nacional,
ademas dar a conocer los métodos que se utiliz6 para reducir el pardeamiento enzimatico
en la fruta el cual es uno de los factores que limita su industrializacion. Finalmente se
realizo la evaluacion de contenido antioxidante en la bebida fermentada de pulpa de banano

orito (Musa acuminata AA).



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION Y SU JUSTIFICACION

1.1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la provincia de Pastaza la comercializacion de orito en fruta tiene una gran acogida entre
los consumidores por su valor nutritivo y valor econémico, en la actualidad hay quienes
buscan alternativas diferentes de consumo, basandose en un producto funcional que aporte
beneficios a su salud, esta exigencia hace que se desarrollen nuevas tecnologias para la
diversificacion de productos a partir del orito, tales como deshidratados, mermelada,

harina, entre otros.

El problema identificado es el desconocimiento de contenido antioxidante en el banano

orito (Musa acuminata AA) para la obtencidn de una bebida fermentada.

1.1.2.JUSTIFICACION

La Region Amazonica del Ecuador, posee un alto potencial productivo para el cultivo de
orito, es una de las especies del género musaceas mas resistentes y de facil adaptacion,
ademas es considerado uno de las principales fuentes de alimento para las familias que
habitan en el sector, sin embargo, es un producto minimamente explotado por lo que ha
generado interés en la busqueda de métodos y/o tecnologias adecuados para el
procesamiento del orito, creando fuentes de trabajo, tanto en el procesamiento de la materia
prima como en la produccion agricola de la provincia Pastaza; donde los productores de
orito incrementaran sus ingresos econémicos por la comercializacion de los frutos y de esta

manera permitir la diversificacion de productos derivados.

Uno de los limitantes en la industrializacion del orito, es el pardeamiento enzimatico
principal causante de efectos negativos en la calidad y costo comercial del orito, provoca
importantes cambios en las propiedades organolépticas como la produccion de malos
olores que actlian negativamente sobre la composicion nutricional. Sélles (2007), menciona
que la oxidacion directa de diferentes frutos y vegetales en presencia de polifenol oxidasa

PPO y peroxidasa POD disminuye el estado antioxidante.



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Como influye la utilizacion de concentraciones de acido citrico y la temperatura en la
actividad antioxidante total y en las caracteristicas organolépticas de la bebida fermentada

de pulpa de banano orito?
1.3. OBJETIVOS
1.3.1.0BJETIVO GENERAL

Evaluar el contenido antioxidante en una bebida fermentada de pulpa de banano orito
(Musa acuminata AA) con la combinacion de acido citrico y temperaturas a diferentes

concentraciones.

1.3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Elaborar una bebida fermentada de banano orito (Musa acuminata AA)
combinando &cido citrico al 0,3%; 0,6% y 0,9% Yy temperaturas de 50°C, 60°C y
70°C en un Disefio Central Compuesto.

- Determinar el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante a los
tratamientos aplicando los métodos: Folin Ciocalteau, FRAP y ABTS

- Realizar pruebas sensoriales al 95% de confiabilidad a los tratamientos con mayor
contenido de fenoles y actividad antioxidante total.

- Evaluar los parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos al mejor tratamiento de

la bebida fermentada de acuerdo a lo establecido en NTE INEN.



CAPITULO 1.
2. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION

2.1. ANTECEDENTES

La fruta de orito, perteneciente al género Musa, es una variedad de banano endémica del
Ecuador; se caracteriza por ser de tamafio pequefio, su pulpa es color crema, de textura
suave, sabor mas dulce y concentrado, de rapida maduracién, su cascara presenta una
marcada coloracion verde amarillosa y es mas delgada comparada con el banano, siendo

mas susceptible a dafios durante la cosecha, transporte y en post cosecha (Salau, 2015).

El cultivo de banano orito en Ecuador se encuentra distribuido por todas las regiones del
area continental, los agricultores que se dedican al cultivo de orito han podido experimentar
que a alturas entre 200 y 800 m.s.n.m. existe una minima presencia de enfermedades,
siendo de esta manera las condiciones mas favorables para producir una fruta de calidad
(Villalva, 2017).

En Ecuador existe una superficie destinada a la produccion de orito de 3756 hectareas, la
Costa tiene alrededor de 248 ha, la region Sierra y Amazonia cuentan con la mayor area de
produccién siendo que su superficie sembrada en hectareas es de 2874 y 635
respectivamente. La produccion total de orito en el pais en el afio 2018 fue de 18345

toneladas métricas (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2018).

En la provincia de Pastaza se cultivan alrededor de 57 hectareas de banano orito, los
sembrios estan asociados con otras especies vegetales y en algunos casos son sembrados
en sistemas de monocultivo, con una producciéon anual de 360 toneladas métricas
aproximadamente, esta fruta es utilizada Unicamente para consumo interno y en estado

fresco (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2017).

2.2. BASES TEORICAS
2.2.1.0ORITO (Musa acuminata AA)

El banano orito (Musa acuminata AA), ha sido identificado como un hibrido de las
musaceas, mide en promedio de 10 a 12 cm, logro adaptarse en la Amazonia ecuatoriana,
debido a su clima tropical y de ahi se ha ido extendiendo su cultivo por las demés regiones
de Ecuador (Cedefio & Duarte, 2017).



2.2.2.CARACTERISTICA DE LA FRUTA

El orito se caracteriza por tener un peso mayor que las otras variedades de muséaceas, posee
un sabor més dulce, color y una textura particular que lo diferencia de la banana tradicional,
una cualidad de la fruta es que durante todo el afio produce (Nieto & Ledn, 2015).

La forma del racimo es semejante al de un banano, pero mas pequefio, los frutos son cortos,
en cada racimo se encuentran de 6 hasta 11 manos, su forma es redondeada, a la madurez
es de color amarillo, la pulpa es de color crema, de textura blanda y sabor dulce (Alvarez,
2018).

2.2.3. TAXONOMIA DEL ORITO

En la Tabla 1 se detalla la clasificacion del banano orito, fruta que pertenece al género

Musa y especie M. acuminata AA.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del orito.

Clasificacion taxondmica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida
Orden Zingiberales
Familia Musaceae

Genero Musa
Especie acuminata AA

Fuente: (Carrera, 2015)

2.2.4NVARIEDADES

A nivel nacional existe una sola variedad conocida y su nombre cientifico es Musa
acuminata AA. Comercialmente se conoce en el extranjero y en el mercado interno como

Baby banana, Exotic Banana y Orito (El banano orito despunta en los mercados, 2014).

2.2.5.EXPORTACION

En el afio 2014, segn datos del BCE se export6 el 53,1% a Estados Unidos; 26,5% a
Beélgica y el porcentaje restante 20,4% se divide entre Colombia, Nueva Zelanda, Japon,
Francia, Holanda, entre otros. Se exportan mensualmente cerca de 10 toneladas de orito a
Europa, principalmente a Rotterdam, y a los Paises Bajos. En el Ecuador las empresas

comercializadoras del banano orito en fruta al extranjero son Dole Fresh Fruit International



Ltd., Corporacion Noboa, Banafresh, Dusak, Golden Forse, etc (El banano orito despunta
en los mercados, 2014).

2.2.6.VALOR NUTRICIONAL

La composicion nutricional del banano orito lo vuelve un alimento saludable, por poseer
vitamina B6, vitamina C, fibra y potasio por lo que se recomienda como complemento para

la nutricion de los infantes, deportistas y mujeres embarazadas (Alvarez, 2018).

En la Tabla 2 se detalla la composicion nutricional del banano orito, descrita en la tabla de

composicion de los alimentos ecuatorianos.

Tabla 2. Contenido nutricional del banano orito maduro.

PLATANO ORITO MADURO
Contenido nutritivo en 100 gramos, porcion aprovechable

Humedad (g) 68,9 Fibra (g) 0,6 Caroteno (mg) 0,3
Calorias 111 Ceniza(g) 0,5 Tiamina (mg) 0,02
Proteina (g) 1,2 Calcio(mg) 6 Riboflavina (mg) 0,03
Extracto etéreo (g) 0,2 Fosforo (mg) 21 Niacina (mg) 0,57

Carbohidratos totales (g) 29,2 Hierro (mg) 0,7 Acido ascorbico (mg) 16
Fuente: (Tabla de composicion de los alimentos ecuatorianos, 1975)

2.3. BEBIDAS FERMENTADAS

Son el producto obtenido mediante fermentacion alcoholica del mosto de las frutas
maduras, sanas y limpias, debe presentar aspecto trasparente, exento de residuos
sedimentados o sobrenadantes, la coloracién y el aroma caracteristicos, de acuerdo a la
clase de fruta utilizada, una graduacion entre el 5% y el 18% de alcohol (Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 374, 1987).

2.4. AGENTES PROTECTORES DE LA OXIDACION
2.4.1. ACIDO CITRICO

Es un &cido organico, que proviene de frutas y vegetales, ampliamente utilizado hoy en dia
en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmetoldgica (Mufioz, Sdenz, Lépez, Cantl, &
Barajas, 2014).



2.4.2.TRATAMIENTO TERMICO. ESCALDADO

Penafiel (2017) afirma que la enzima polifenol oxidasa puede ser desnaturalizada mediante
escaldado a temperaturas de 70 a 90°C. En bananos Musa cavendish se reporto actividad a
una temperatura éptima de 30°C y una inactivacion térmica a temperaturas entre 60 — 75°C.

2.5. PARDEAMIENTO ENZIMATICO

El pardeamiento se produce por la accion de la enzima polifenol oxidasa, lo que ocasiona
importantes cambios en las propiedades organolépticas de frutos y vegetales, ademas
promueve olores desagradables y reduce el valor nutricional (Morante et al., 2014).

Después del corte en la superficie de un tejido se llega a producir la reaccion de
pardeamiento, se desestructura la célula y produce la liberacion de los componentes
(Piedra, 2017). Para evitar el oscurecimiento de la pulpa se adiciona un poco de agua
hervida (aproximadamente 70 °C), es fundamental elevar su acidez, con la adicion de 4cido

citrico (Guerrero et al., 2012).

2.6. POLIFENOLES

Sustancias quimicas que poseen en su estructura mas de un grupo hidroxilo por molécula
y varios anillos aromaticos. Son metabolitos secundarios presentes en alimentos de origen
natural, ingresan al organismo por medio de la ingesta diaria. Se subdividen en taninos

condensados e hidrolizables (Govea et al., 2013).

2.6.1.ACIDO GALICO

Compuesto reconocido por la industria farmacéutica y alimentaria por su actividad
antioxidante que disminuye los radicales libres y ademas tiene capacidad antibacteriana y

antiviral (Costa, Rodriguez, Silva, Santos, & Lizarazo, 2018).

2.6.2.TROLOX

Antioxidante de referencia semejante a la vitamina E, se disuelve facilmente en agua y se

utiliza para bloquear los radicales libres (Cofré-Martinez, 2015).

2.6.3.VITAMINA E

Esta presente en diversos alimentos, se disuelve en lipidos, funciona como antioxidante y
protege las células de los efectos ocasionados por los radicales libres (National Institutes
of Health, 2016).



CAPITULO IlI1.
3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.1. LOCALIZACION

El proyecto se realizé en la provincia de Pastaza, parroquia Puyo, en el Campus Principal
de la Universidad Estatal Amazdnica ubicado en la troncal amazoénica via Puyo-Tena km
2 %, en las siguientes coordenadas 1° 28’ 2" S, 77° 59’ 50” O, en los laboratorios de

Agroindustrias, Quimica y Microbiologia.

Fuente: Google Maps

Figura 1. Ubicacion de Universidad Estatal Amazénica.

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

Mediante la investigacion de tipo descriptiva y experimental se llevé a cabo la revisién

bibliogréafica y posteriormente la experimentacion de laboratorio.

3.3. METODOS DE INVESTIGACION

La presente investigacion estuvo enfocada en la evaluacion de contenido de antioxidantes
en una bebida fermentada de pulpa de banano orito, se realiz6 un disefio experimental para
determinar la formulacién mas apropiada que involucre concentraciones de aditivos que

permitan conservar las caracteristicas principales en la bebida.



3.4. DISENO DE LA INVESTIGACION
3.4.1.DESCRIPCION DE LA TECNOLOGIA

La bebida fermentada de banano orito, es un producto derivado de la fermentacion de la
pulpa, sus caracteristicas sabor dulce, color propio de la fruta. La Figura 2 muestra las

etapas del proceso para la elaboracion.
RECEPCION

Se verifico el estado de la fruta que entrd al proceso, la operacién se efectud utilizando

recipientes adecuados, balanzas calibradas.
SELECCION

Se descartd la fruta que presentd golpes, magulladuras, dafios generales y aquella que no

alcanzé el grado de madurez adecuado.

LAVADO

Para eliminar microorganismos y suciedad de la fruta se utilizé agua clorada.
DOSIFICADO

Posterior se realizd un escaldado en donde el agua contenia distintas concentraciones de

acido citrico para los tratamientos, desactivando la accién enzimaética.
PELADO

La eliminacion de la cascara se realizo de forma manual.

LICUADO

Se afiadio la pulpa de la fruta en el agua previamente calentada a temperaturas de 50, 60 y

70°C para los tratamientos de acuerdo al disefio experimental planteado.
INOCULADO

Se prepar0 la levadura un gramo por litro de concentrado de fruta mas azlcar, esta mezcla
se activo en un recipiente a una temperatura de 30° a 35°C, luego se adiciono la levadura
preparada al mosto mezclando con un agitador a 21 °C. Se procedid a sellar el tanque

fermentador para evitar el ingreso de impurezas del ambiente.



FERMENTADO

Se coloco un lienzo como trampa de aire dejando la mezcla en bidones para la etapa de

fermentacion de tres a ocho dias a temperatura ambiente.
FILTRADO

Se esterilizo un lienzo para eliminar la levadura y la pulpa residual.
CLARIFICADO

Se afiadio un gramo de Agar-agar previamente diluido por cada ocho litros de mosto

fermentado.
ENVASADO

Se realiz6 manualmente en botellas de vidrio &mbar para evitar la pérdida de polifenoles,
previamente los envases se esterilizaron, sumergiéndolos en agua caliente durante un

tiempo corto.
PASTEURIZADO

Posterior al envasado se sometieron las botellas contenidas de la bebida fermentada con el

corcho colocado sin presionar a una temperatura de 70°C durante 10 minutos.
SELLADO

Concluida la pasteurizacion se aseguraron los corchos de forma manual.
ALMACENADO

Una vez obtenido el producto se procedié a almacenar a temperaturas de 8 a 18°C,

protegido de la luz directa.
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3.4.2.DIAGRAMA DE BLOQUES

FrutaOrito , RECEPCION

O ,
SELECCION — » Frutade rechazo

O

Agua clorada —» LAVADO ——» Agua clorada

O

Agua caliente ~—» ' DOSIFICADO
Acido citrico (
O

PELADO —» Céscara

O
LICUADO

&

Azucar —— | INOCULADO (47°C)
Levadura L J

&

FERMENTADO (8 dias)

&

FILTRADO | — > Residuos

&

Agar-agar — ” CLARIFICADO

&

ENVASADO

&

PASTEURIZADO (70°C; 10 min)

&

SELLADO

, O ,
ALMACENADO (18°C)

Fuente: Autores

Figura 2. Diagrama de bloques elaboracion bebida fermentada.
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La Figura 2 representa la secuencia continua de todas las operaciones en un diagrama, desde
la recepcion de la materia prima y concluye con el almacenamiento del producto terminado
para el proceso de elaboracion de la bebida fermentada de pulpa de banano orito (Musa

acuminata AA).

3.4.3.DISENO EXPERIMENTAL

Se realiz6 un Disefio Central Compuesto, con un experimento bifactorial por tres niveles,
en donde el factor A representa temperaturas y B concentracion de &cido citrico para

determinar el método mas efectivo en la reduccion del pardeamiento enzimatico (Tabla 3):

Tabla 3. Disefio Central Compuesto.

DATOS EXPERIMENTALES
Factor A: Temperatura  Factor B: Concentracion Acido Citrico

Ao: 50°C Bo: 0,3 %
A1:60°C B1:0,6 %
A2:70°C B2:0,9%

Fuente: Autores

3.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

3.5.1.DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES.
METODO FOILN-CIOCALTEAU.

Fenoles totales con capacidad antioxidante: Se realiz6 por el método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau disefiado por Singleton y Rossi (1965) que determina la capacidad que
tienen los polifenoles para reducir el Mo (V1) a Mo (V), como resultado de tal reaccion, el
reactivo de color amarillo adquiere un intenso color azul que se mide con el

espectrofotometro.

Para la preparacion de las muestras, 40 uL de extracto y 500 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteau se coloco en un matraz aforado de 10 ml, se agit6 y se dejo reposar la mezcla
protegida de la luz por un tiempo de 8 minutos. Después se afiadié 500 pL de la disolucién
de carbonato de sodio al 10% y se llevo a un volumen de 10 ml con agua destilada. La
disolucién se homogenizo agitando de forma manual el matraz aforado y se mantuvo en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 2 horas. Se midieron las absorbancias de las

muestras de extractos y de patrones 765 nm contra el blanco de reactivos.

Para la implementacion del ensayo de Folin-Ciocalteau (Singleton & Rossi, 1965), se
necesitd la construccidn previa de una curva de calibracion mediante diluciones sucesivas
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a partir de una disolucion concentrada (disolucion madre) de 1000 mg.L™* de &4cido gélico
(estandar de referencia). A partir de esta disolucion se prepararon 10 ml de cada una de las
disoluciones diluidas de concentraciones crecientes de acido galico entre 5y 25 mg.L™*
(Tabla 4).

Tabla 4. Preparacion de la curva patron de &cido galico a partir de una disolucion

concentrada de 1 000 mg. L. Volumen final 10 mL (agua destilada).

Componentes afiadidos Disoluciones
5 10 15 20 25
Acido galico patron (L) 50 100 150 200 250
Reactivo de Folin-Ciocalteau (pL) 500 500 500 500 500
Disolucién de Carbonato de sodio 10% (uL) 500 500 500 500 500

Fuente: Autores

A continuacién, en la figura 3 se presenta la curva de calibracion del acido galico usado
como patron de referencia para la determinacion de polifenoles totales.

18 y =0,5462x + 0,7191 @
1’6 R2 = 0,999 .

14
1,2

Absorbancia (DO)
]

0.8
06 o
04 "

0.2

0 2 4 6 8 10 12
Acido galico (mg.L™?)

Figura 3. Curva patrén de acido galico para la determinacion de polifenoles totales.

3.5.2.DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
TOTAL. METODO FRAP.

Método FRAP Ferric ion Reducing Antioxidant Power (Thaipong, Boonprakob, Crosby,
Cisneros-Zevallos, & Byrne, 2006). En este método se determiné la capacidad antioxidante
de forma indirecta. Se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el
Fe3* a Fe* que es menos antioxidante. ElI complejo férrico-2, 4,6- tripiridil-s-triazina

(TPTZ) incoloro es reducido al complejo ferroso coloreado.
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El reactivo FRAP se preparé mezclando 2,5 mL de una solucion de TPTZ 10 mM en HCI
40 mM y 2,5 mL FeClz 20 mM en agua, se agitaron en vortex hasta obtener una solucién
de color azul, posteriormente se adicionaron 25 mL de buffer de acetatos 300 mM pH 3,6.
Se tomd 1 mL del reactivo FRAP, se incub6 a 37 °C durante 5 min y se midio la absorbancia

inicial del reactivo a 593 nm.

La curva de calibracion se realizd con Trolox en etanol en un rango de 2 a 50 UM, vy el
orden de adicién de las soluciones fue el siguiente: 900 uL del reactivo FRAP, 80 uL de
agua y 30 uL de las soluciones de la curva de calibracion. La mezcla resultante se agitd en
vortex durante 1 min, se incub6 a 37 °C durante 5 min y se midio la absorbancia final a
593 nm. Las muestras fueron procesadas de la misma forma adicionando 30 pL de la
dilucion al 50 % v/v de cada uno de los extractos, incubando a 37 °C durante 30 min y

midiendo la absorbancia a 593 nm (Tabla 5).

Tabla 5. Preparacion de la curva patron de Trolox a partir de una disolucion concentrada de
10 mg. L.

Componentes afiadidos Disoluciones
5 10 15 20 25
Trolox (pL) 5 10 15 20 25
TPTZ 10 mM 900 900 900 900 900
Disolucion de Carbonato de sodio 10% (uL) 500 500 500 500 500

Fuente: Autores

En la figura 4 se observa la curva de calibracion de Trolox usado como patrén de referencia
para la determinacion de la actividad antioxidante total (FRAP).
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Figura 4. Curva patrén de Trolox para actividad antioxidante total (FRAP).
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3.5.3.DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
TOTAL. METODO ABTS.

Para la evaluacion de la actividad antioxidante total por el método del radical cationico 2,2-
Azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) se emple6 el método de Re et al.,
(1999). Segun la metodologia desarrollada por Re et al. (1999) el radical ABTS+ se logra
tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potésico (2,45 mM, concentracion final)
que se incuban a temperatura ambiente (£25°C) en un lugar oscuro por un periodo de 16
horas. Una vez desarrollado el radical ABTS+ se diluyo con etanol hasta alcanzar un valor
de absorbancia entre 0,873 (£0,1) a 730 nm (longitud de onda de maxima absorcién). Se
afiadio 80 pL de la muestra para ser comparado con el blanco. En la Tabla 6 se muestra la

preparacion de la curva de calibracion que se realiz6 con Trolox.

Tabla 6. Preparacion de la curva patron de Trolox a partir de una disolucién concentrada de
10 mg.L™t. Volumen final 10 mL (agua destilada).

Disoluciones
10 15 20 25
10 15 20 25

2 2 2 2
1 1 1 1

Componentes afiadidos

Trolox (pL)
ABTS 7 mM (ml)
Persulfato de potasio 2,45 mr. (ml)

= N OO

En la Figura 5 se observa la curva de calibracion de Trolox usado como patrén de referencia

para la determinacion de la actividad antioxidante total (ABTS).
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Figura 5. Curva patrén de Trolox para actividad antioxidante total (ABTS).
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3.6. EVALUACION SENSORIAL DEL PRODUCTO
3.6.1. POBLACION Y MUESTRA

En la Universidad Estatal Amazonica, Departamento de Ciencias de la Tierra, se ha
identificado una parte de la poblacion a los docentes y estudiantes, para evaluar la
aceptabilidad de una bebida fermentada de pulpa de banano orito, se determiné un nivel de
confianza al 95% y con el 5% de error.

Se efectud el analisis sensorial a los mejores tratamientos resultantes de la evaluacion de
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante, con 30 panelistas no entrenados de
la Universidad Estatal Amazoénica, cada panelista analiz6 dos tratamientos con tres
réplicas. Segun Watts, Ylimaki, Jeffery, & Elias (1992) sefialan que se puede utilizar un
panel interno de consumidores en la etapa inicial de estudios de aceptabilidad de un
producto conformado por un grupo de 30 a 50 panelistas no entrenados de la misma
institucion donde se esté llevando a cabo la investigacion del producto, debido a que
permite un mayor control de las variables y condiciones de evaluacion, ademas es menos
costosa y requiere menos tiempo que una prueba orientada al consumidor que consiste en

el empleo de 100 a 150 panelistas.

Para lograr diferenciar de entre las muestras, el de mayor aceptabilidad, se aplicé pruebas
sensoriales a través de una escala hedonica, se presentaron las muestras codificadas al azar,
donde los participantes sefialaron en la escala las categorias entre un rango de cinco "Me
gusta mucho™ hasta uno "Me disgusta mucho" para los parametros de color, aroma y sabor
(Anexo 2). La valoracién de los datos obtenidos de la prueba sensorial, se realiz6 en funcién
del programa estadistico INFOSTAT y la Prueba Kruskal Wallis.

3.7. ANALISIS FISICO-QUIMICO
3.7.1.GRADOS BRIX

La muestra se coloca en la cara del prisma del refractometro se direcciona hacia la luz y se
observa la escala de grados Brix, el area a visualizar se dividira en dos partes una iluminada
y otra oscura, la union de ambas areas en un punto representara el Brix del mosto. Segun
el método (NTE INEN 380, 1986) mediante el uso del refractometro.
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3.7.2. pH

Se mide a traves de un electrodo el cual esta conectado a un potenciometro, llamado pH-
metro mediante el método NTE INEN 389. Otro método convencional es el uso de bandas
de pH que se sumerge en la muestra y se observa la coloracion respectiva segun el rango
de la escala de colores para la determinacion de pH. Segun la Norma Técnica Colombiana

708 el rango permisible minimo es de 2,8 y maximo 4. (Tabla 7)

3.7.3. ACIDEZ TOTAL

Como se especificaen el método NTE INEN 341, (1978) titulacién con hidroxido de sodio.
Mediante el uso de matraz Erlenmeyer de 500cm?, crisol de platino o porcelana de 50 cm?,
estufa con regulador de temperatura, bureta de 10 cm? con graduacion de 0,05 cm?, pipeta
volumétrica de 25 cm?. Para realizar esta determinacion se destila la bebida previamente,
en el matraz Erlenmeyer de 500 cm? al cual se agrega 250 cm?® de agua destilada, 25 cm®de
la muestra y cinco gotas de fenolftaleina al 5%, posteriormente se procede a titular con el
reactivo NaOH 0.1N hasta visualizar un cambio de color rosa palido. La acidez total se

determina utilizando la ecuacién 1:
AT=24= (1)
Siendo lo siguiente:

AT = Acidez total, expresada en gramos de acido acético, por cada 100 cm?® de alcohol
anhidro.
V1 = Volumen en cm? de solucién 0,1 N de hidréxido de sodio para titulacion.

G= Grados de alcohol.

3.7.4. GRADO ALCOHOLICO

Utilizando el instrumental alcoholimetro centesimal de Gay Lussac, calibrado a 15y 20 °C
graduados en décimas de grado alcoholico segin la Norma Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 340, (2016). La determinacién de grados de alcohol para vino de frutas, segun el
método de NTE INEN 340, se procede a destilar en un balon de destilacion de 1000 ml la
cantidad de 250 ml de muestra, mezclado con 100 ml de agua, instalando el refrigerante

unido a las mangueras y una probeta o vaso de precipitacion para recolectar la muestra
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destilada, al obtener el alcohol destilado finalmente se vierte en una probeta, para ser

medido con el alcoholimetro.

En la Tabla 7 se muestra los requisitos de pH especificos del vino de frutas establecidos en

la Norma Técnica Colombiana 708.

Tabla 7. Requisitos especificos del vino de frutas.

Valores
. Mini | Méaxi
Requisitos

mo mo
Contenido del alcohol en grados alcoholimetros a 20 °C 6 -
Acidez total expresada como &cido tartarico en g/dm3(libre de SO?, CO? 35 10
y &cido sorbico) ’
Acidez volatil expresada como acido acético en g/dm3(libre de SO?,
CO?y 4cido sbrbico). ) 1,2
Metanol en mg/dma3de alcohol anhidro - 1000
Azlcares totales previa inversion expresados como glucosa, en g/dm?®
- Seco 0 15
- Semiseco 15,1 50
- Dulce 50,1 -
Extracto seco reducido en g/dm?. 10,0
Sulfatos expresados como sulfato de sodio, en g/dm? 2,0
Cloruros expresados como cloruro de sodio, en g/dm?® 1,0
Anhidrido sulforoso total en mg/dm?® 350
Acido sérbico o sus sales de sodio o potasio en mg/dm?, expresado
como &cido sorbico 150
Hierro expresado como Fe en mg/dm? 8,0
Cobre expresado como Cu en mg/dm? 1,0
pH 2,8 4,0
Colorantes artificiales Negativo

Fuente: (Norma Técnica Colombiana 708, 2000)

La Tabla 8 indica los requisitos fisico-quimicos que debe cumplir los vinos de frutas.

Tabla 8. Requisitos fisico-quimicos del vino de frutas.

c " METODO DE

REQUISITOS UNIDAD | MINIMO | MAXIMO ENSAYO

Alcohol, fraccion volumétrica % 5 18 INEN 360
Acidez volatil, como &cido acético g/l - 1,5 INEN 341
Acidez volatil, como acido malico g/l 4 16 INEN 347
Metanol * - 0,5 INEN 348
Cenizas meq/I 1,4 - INEN 1547
Alcalinidad de las cenizas g/l 14 - INEN 353
Cloruros, como cloruro de sodio g/l - 2 INEN 354
Glicerina ** 1 10 INEN 355
Anhidrido sulfuroso total g/l - 0,32 INEN 356
Anhidrido sulfuroso libre g/l - 0,04 INEN 357

* c¢cm3 por 100 cm3 de alcohol anhidro.
** g por 100 g de alcohol anhidro

Fuente: (Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 374, 2015)

18




3.8. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Segun las Normas Técnicas Ecuatorianas INEN 2337 y 2802, especifican los métodos para

el recuento de coliformes totales, asi como para el recuento de mohos y levaduras.

La Tabla 9 muestra los requisitos microbioldgicos para los jugos, pulpas, concentrados,
néctares, bebidas de frutas y vegetales en productos pasteurizados de acuerdo con la NTE
INEN 2337 (2008).

Tabla 9. Requisitos microbiologicos para productos pasteurizados.

M M

n

Coliformes NMP/cm3 3 <3 -

Coliformes fecales NMP/cm3 3 <3 - NTE INEN 1529-8
Recuento estandar en placa REP UFC/cm3 3 <10 10 NTE INEN 1529-5

Recuento de mohos y levaduras UP/cm3 3 <10 10 1 NTEINEN 1529-10
Fuente: (Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2337, 2008)

Método de ensayo
NTE INEN 1529-6

= O O O

En la Tabla 10 se observa los requisitos microbioldgicos para el recuento de mohos y

levaduras en bebidas fermentadas de acuerdo a la NTE INEN 2802.

Tabla 10. Requisitos microbioldgicos para bebidas fermentadas.

Requisitos Unidad Maximo Método de ensayo
Mohos y levaduras ? UFC/mL 10 NTE INEN 1529-10
Salmonella ® Ausencia en 25 mL NTE INEN 1529-15

2Cocteles 0 bebidas alcohdlicas mixtas o aperitivos elaborados con vino o cerveza.

® Cocteles o bebidas alcohdlicas mixtas o aperitivos gue tengan huevo, leche o chocolate.

Fuente: (Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2802, 2015)

19




CAPITULO IV.
4. RESULTADOS

4.1. ELABORACION DE LA BEBIDA FERMENTADA Y
DISENO CENTRAL COMPUESTO.

A partir de la combinacion de las variables temperatura a 50, 60 y 70°C; concentracion de
acido citrico al 0,3; 0,6 y 0,9%, se logré determinar un total de trece tratamientos
experimentales. Las cantidades que a continuacion se mencionan corresponden a los valores
totales afadidos tal se muestra en el (Anexo 1), estos valores se dividieron para cada uno de
los tratamientos. Se utiliz6 5 kg de fruta al inicio de las operaciones, en la etapa de seleccion
hubo un residuo del 27% de fruta de rechazo. En el dosificado se agreg6 104 litros de agua
tratada a temperaturas y acido citrico en las concentraciones indicadas anteriormente. El
residuo en la etapa de pelado fue del 20% de céscara, el orito pelado se colocd en una
licuadora doméstica con agua preparada por 5 minutos obteniendo una mezcla homogénea
que se afiadio a los fermentadores, posteriormente se adiciond 31 kg de azlcar y 104 g de
levadura para la inoculacion a 47 °C, se dej6 reposar para la fermentacion por un periodo de
8 dias. Transcurrido el tiempo de fermentacion se filtrd para eliminar el 1% de sedimentos
y pasar al clarificado donde se adicioné 0,12 g de agar-agar, finalmente se envaso en botellas
de vidrio &mbar de 550 cm? para pasteurizar a 70°C durante 10 minutos sin presionar los
corchos realizando el sellado al final del tratamiento térmico. Se dejo en almacenamiento
protegido de la luz directa a temperatura de 18°C. Como rendimiento se alcanz6 un total de
137, 15 litros de bebida fermentada.

En la Tabla 11, se indica el nimero de tratamientos, especificando las concentraciones de
acido citrico y temperaturas combinadas en la elaboracion de la bebida fermentada de orito.

Tabla 11. Disefio Central Compuesto.
TRATAMIENTOS TEMPERATURA % ACIDO CITRICO

1 70 0,6
2 60 0,6
3 60 0,6
4 60 0,9
5 70 0,3
6 60 0,6
7 70 0,9
8 60 0,3
9 50 0,9
10 50 0,3
11 60 0,6
12 50 0,6
13 60 0,6

Fuente: Autores
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4.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
4.2.1. METODO FOLIN CIOCALTEAU

La actividad polifendlica se evalu6 utilizando el método de Folin Ciocalteau, se aplicé en
muestras de pulpa de banano orito y de la bebida fermentada en el dia 1 y en el dia 8
respectivamente, donde se observo la presencia de compuestos fendlicos totales en todos
los tratamientos. En la tabla 12 se muestran los resultados de la cuantificacion polifenoles
por el método de Folin-Ciocalteau en el dia 1 expresados en mg/ml de acido gélico. Los
valores obtenidos de los compuestos fenolicos estan en un rango de 2,561 a 9,782 mg/ml,

por lo tanto, existe presencia de compuestos fendlicos en las muestras de pulpa de orito.

Tabla 12. Valores de absorbancia versus concentracion de acido galico de los tratamientos

estudiados en el dia 1.

Tratamientos Absorbancia Concentracion (mg/ml) pH
T0 0,033 4,877 3
T1 0,039 5,695 3
T2 0,035 5,15 2
T3 0,024 3,651 3
T4 0,048 6,921 3
TS5 0,03 4,469 2
T6 0,026 3,924 3
T7 0,016 2,561 3
T8 0,069 9,782 3

Fuente: Laboratorio de Quimica. UEA

En la tabla 13 se observa los resultados correspondientes a la cuantificacion polifenoles por
el método de Folin-Ciocalteau expresados mg/ml de &acido géalico. Los valores de
concentracion para los polifenoles totales en el dia ocho estan comprendidos en un rango
de 2,711 a 4,888 mg/ml, por lo tanto, los tratamientos con mayor presencia de compuestos

fenolicos son TO y T3 de la bebida fermentada de pulpa de banano orito.
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Tabla 13. Valores de absorbancia versus concentracion de acido gélico de los tratamientos

estudiados en el dia 8.

Tratamientos Absorbancia Concentracion (mg/ml) pH
T0 0,356 4,888 2
T1 0,25 3,444 3
T2 0,02 2,711 3
T3 0,336 4,616 3
T4 0,285 3,921 2
T5 0,23 3,172 3
T6 0,295 3,057 2
T7 0,295 4,057 3
T8 0,243 4,349 2

Fuente: Laboratorio de Quimica. UEA

En la Figura 6 se muestra que los tratamientos TO y T3 presentan una concentracion de

acido galico més alta en cuanto a actividad polifendlica.

ACIDO GALICO (MG. ML-1)

(o}

ol

I

w

N

-
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TRATAMIENTOS

m Absorbancia
m Concentracién (mg/ml)

Figura 6. Valores de actividad polifendlica expresado en mg.ml de cido gélico en los

tratamientos estudiados. Dia 8.
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EnlaTabla 14, se detallael DCC y los valores obtenidos con respecto al contenido de fenoles

totales en mg de acido galico por ml de la bebida fermentada de orito a los ocho dias de

fermentacion, los resultados se presentaron con valores minimos de 2,711y valores maximos

de 4.888 seguido por 4.616 correspondientes a los tratamientos con mayor cantidad de

fenoles totales.

Tabla 14. Disefio Central Compuesto para el efecto de temperatura y porcentaje de acido

citrico sobre contenido de fenoles totales por el método de Folin. Bebida fermentada de orito.

TRATAMIENTOS ~ TEMPERATURA % ACIDO CITRICO  FOLIN
1 70 0,6 4,888
2 60 0,6 3,444
3 60 0,6 3,444
4 60 0,9 2,711
5 70 0,3 4,616
6 60 0,6 3,444
7 70 0,9 3,921
8 60 0,3 3,172
9 50 0,9 3,057
10 50 0,3 4,057
11 60 0,6 3,444
12 50 0,6 4,349
13 60 0,6 3,444

Fuente: Autores

Mediante el uso del método de superficie de respuesta, el anélisis de varianza determiné el

nivel de significancia de los factores estudiados (temperatura y % de acido citrico) al 95%

de confianza. Siendo altamente significativos en relacion a los demas valores experimentales

(Tabla 15).

Tabla 15. ANOVA para el DCC de la bebida fermentada de orito.

Variables SC GL MC F Valor  p-valor
Modelo 4.76 5 0.95 75.50 <0.0001 Significativo
A-Temperatura  0.64 1 0.64 50.92 0.0002
B-Acido citrico  0.77 1 0.77 61.48 0.0001
AB 0.023 1 0.023 1.85 0.2164
A? 3.20 1 3.20 253.95 < 0.0001
B? 1.00 1 1.00 79.07 < 0.0001

Fuente: Desing-Expert Software
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A continuacién, se presenta la ecuacion final en términos de factores reales del modelo

matematico para determinacion Fenoles Totales.

Capacidad antiox. =
+3.47203
+0.32700 * Temperatura
-0.35933 * Acido citrico
+0.076250 * Temperatura * Acido citrico (2)
+1.07638 * Temperatura?
-0.60062 * Acido citrico?

La distribucion de los puntos relaciona la capacidad del modelo de superficie de respuesta
con el valor de R? 0.9818, R? predicho 0.8344 y R? ajustado 0.9688. Demostrando asi que
el 98,18% se relaciond con las variables sometidas a estudio en la extraccion de Fenoles

Totales. Ambos valores, predicho y experimental se compararon como se muestra en la

figura 7.
Desgn-Expert® Softwars -
Capacyad anho. =
=l
Color pomts by valbe of =
: 7 % .
Capacyiad anbox = 45
4,888 =
2 D
1711 =5
711 " o
e
ik ]
L= 3=
B
- |
3
5
= 25 o
I I I 1 T T
2 3 35 4 4 5

Contenido de fenoles totales (mg/l)

Figura 7. Modelo cuadrético relacion predicha y experimental de Fenoles totales.
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La figura 8 muestra los graficos de superficie de respuesta y de contorno que expresan los

efectos de la temperatura y porcentaje de &cido citrico con relacion a los compuestos
polifendlicos totales.

Design-Expet® Softwars
Factor Coding: Actual
Capacidad antiox.

® Desizgn ponts sbove predcted valoe

Deaien o ha red -
® Deugn ponts belk

4888 e el
2711

X1 =B: Acido citnco
X2= A: Temperatuea

Compuestos FT

Deszn-Expert® Softwars
Factor Coding: Actual
Capacidad antioee.

# Dezign Points

4888

2711
H1 =B: Acido citrico
H2=A: Temperatura

A Temperatum (ol
B

0.3 0.4 0.5 05 o7 [HE:3 oL

B: Acido citrico (%)
Figura 8. Gréafico de superficie de respuesta (arriba) y el grafico de contorno (abajo).
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En la interaccidn de los factores temperatura y concentracién de acido citrico se observa que
a temperaturas inferiores a 60°C hay un ligero aumento de contenido fenoles totales (FT),
mientras a temperaturas superior a 60°C el contenido FT aumenta notablemente, por otro
lado, a concentraciones de acido citrico en un rango de 0.3 a 0.6% los FT aumentan y

superiores al 0,6% la actividad polifendlica disminuye como se observa en la figura 9.
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Figura 9. Gréafico de interaccion temperatura (arriba) y de acido citrico (abajo).
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Desde la optimizacion se encontrd que a 70° C y 0,534 % &cido citrico se logrd extraer mayor
cantidad de compuestos fendlicos de la bebida fermentada con un valor predicho de fenoles
totales de 4.909 mg /ml de acido gélico, se ejecuto la validacion experimental del modelo
determinando que las muestras sometidas a las condiciones dptimas de extraccion se obtiene
concentraciones de fenoles totales de 4.888 mg.ml* de acido galico que al ser comparado
con el valor predicho resulta ser un valor muy cercano de acuerdo con la metodologia de
superficie de respuesta (Tabla 16).

Tabla 16. Valores éptimos predichos y experimentales, adquiridos en el proceso de
optimizacion.

Valor predicho Valor
MSR experimental
Temperatura 70°C 70°C
(%) acido citrico 0.534 0.6
Fenoles Totales (mg.ml de acido galico) 4.909 4.888

Fuente: Desing-Expert Software

4.2.2. METODO FRAP Y ABTS

Mediante los métodos de FRAP y ABTS se obtuvo los resultados de la actividad antioxidante

a los 8 dias de fermentacion de la bebida de pulpa de banano orito (Musa acuminata AA).

En la Tabla 17 se muestra los resultados del contenido en polifenoles totales mediante la
técnica de FRAP en la que se obtuvo una concentracion de Trolox para TO de 2,889 mg/ml
y T3 de 3,959 mg/ml y en la evaluacion de las muestras por el método de ABTS se obtuvo
valores para TO de 37,048 mg/ml y T3 de 38,301 mg/ml por lo tanto en comparacion de
ambos métodos T3 obtuvo las mas altas concentraciones de Trolox en cuanto a actividad

antioxidante total.

Tabla 17. Valores de absorbancia versus concentracion de Trolox de los mejores

tratamientos.

FRAP ABTS
Tratamientos Concentracion Concentracion
Absorbancia (mg/ml) Absorbancia (mg/ml)
TO 0,543 2,889 0,751 37,048
T3 0,744 3,959 0,728 38,301

Fuente: Laboratorio de Quimica. UEA
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En la Figura 10 se puede observar que los tratamientos TO y T3 presentan una
concentracion de Trolox mas alta en cuanto a actividad antioxidante total al ser evaluados
mediante el método ABTS.
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Figura 10. Valores de absorbancia versus concentracion de Trolox de los tratamientos
seleccionados.

4.3. EVALUACION SENSORIAL

Los resultados de la evaluacion sensorial realizada a la bebida fermentada de pulpa de
banano orito, con 30 panelistas no entrenados estudiantes y docentes de la Universidad
Estatal Amazonica, proporcionaron datos que fueron ingresados al programa estadistico
INFOSTAT (Anexo 17) y mediante la prueba de Kruskal Wallis se determind que entre los
tratamientos existe diferencia significativa en cuanto al sabor. Sin embargo, no presentd
diferencias significativas en los demés atributos evaluados. En la Tabla 18 se puede
observar el resumen de los resultados.

Tabla 18. Resumen de las medianas de los tratamientos por atributo. Prueba de Kruskal
Wallis.

Atributos Tratamientos Valor P
To Ts

Color 4 4 0,3908

Aroma 4 4 0,3735

Sabor 4,5 5 0,0023

Fuente: INFOSTAT
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COLOR

En cuanto a la evaluacion del color no presentd diferencias significativas entre los
tratamientos, debido a que se obtuvo para el primer tratamiento TO una media de 4,30
puntos y una mediana de 4 dando como resultado que “gusta”, y el tratamiento T3 obtuvo
una valoracion de la media de 4.20 y una mediana de 4, a lo que refiere de igual manera

que “gusta”, de acuerdo a la escala hedonica utilizada (Anexo 14).

AROMA

En cuanto a la evaluacion del aroma no existe diferencia significativa entre los
tratamientos, debido a que en el primer tratamiento TO se obtuvo una media de 4,14 puntos
y una mediana de 4 dando como resultado que “gusta”, y para el tratamiento T3 se obtuvo
una valoracion de la media de 4.21 y una mediana de 4, a lo que refiere de igual manera

que “gusta” (Anexo 15).
SABOR

La evaluacion del sabor presentd diferencias significativas (p<0.05) para el primer
tratamiento TO se obtuvo un promedio de 4,37 puntos y con una mediana de 4,50 siendo el
de menor aceptacion por parte de los catadores con una puntuacion de “me gusta”. Seguido
por el tratamiento T3 con una media de 4,63 y mediana de 5 lo que equivale a “me gusta
mucho” en la escala hedonica utilizada, por lo tanto, fue el tratamiento que obtuvo mayor

aceptacion por parte de los catadores (Anexo 16).
4.4. ANALISIS FISICOQUIMICOS
GRADOS BRIX

Los sélidos solubles del banano orito corresponden a 18 °Brix segun los datos reportados
por Pefiafiel (2017), mientras que los resultados obtenidos antes de la fermentacion fueron
de 24 °Brix para todos los tratamientos, después de la fermentacion alcohdlica se midid
°Brix de los tratamientos con mayor compuestos fendlicos, en la Tabla 19 se muestra los
valores obtenidos de los tratamientos TO y T3 en la que se puede observar que el consumo
de la cantidad de azucares durante el proceso de la fermentacion fue minimo para ambos

tratamientos.

29



Tabla 19. Grados °Brix antes y después de la fermentacion.

) °Brix °Brix
Tratamientos . . . ;
inicial final

To 24 23

T3 24 22
Fuente: Laboratorio de Agroindustrias. UEA

pH

La Tabla 20 indica los valores que se obtuvieron antes y después de la fermentacion,
encontrdndose en una escala de pH de moderadamente &cido. EI pH en los vinos de frutas
puede variar entre un rango de 2.8 a 4 segun lo establece la Norma Técnica Colombiana
708, en los vinos blancos se encuentra aproximadamente entre 3.0 — 3.3, mientras que para
un vino tinto puede estar entre 3.3 y 3.6 (Tenorio et al., 2014). De acuerdo con los
resultados obtenidos se puede observar que TO y T3 en la etapa previa a la fermentacién
estuvieron dentro del rango establecido por laNTC 708 y en la etapa final de fermentacion
T3 cumple con los parametros, mientras que TO tiene un pH inferior a 3.0 dando como

resultado una bebida poco agradable al paladar.

Tabla 20. pH de la bebida fermentada de pulpa de banano orito.

Tratamientos pH inicial pH final pH NTC 708

To 3 2 28-4

T3 3 3
Fuente: Laboratorio de Agroindustrias. UEA

GRADO ALCOHOLICO

La cantidad de alcohol extraida posterior al proceso de fermentacién indica si la bebida
puede considerarse alcoholica, el resultado obtenido de la medicion de grados de alcohol
tras la destilacion se encuentra en 15°Gay Lussac para el tratamiento T3. Segun la NTE
INEN 374 establece un minimo de 5% y un maximo del 18% de alcohol en bebidas
alcoholicas de frutas, de esta manera la bebida fermentada de banano se encuentra dentro

del rango sefialado en la norma.
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ACIDEZ TOTAL

El andlisis fisico-quimico de acidez segun la NTE INEN 374 indica un maximo de 1,5 g/L
de acidez para bebidas alcohdlicas, se realizo el andlisis de los tratamientos TO y T3 en
donde se obtuvo los siguientes resultados: para TO la acidez esta en un rango de 0,21 y para
T3 estd en un rango de 0,24 g/L de acidez, ambos tratamientos cumplen con los pardmetros
establecidos en la Norma INEN 374. En la Tabla 21 se muestra los resultados de acidez en

la bebida fermentada de pulpa de banano orito.

Tabla 21. Resultados de acidez en la bebida fermentada de pulpa de banano orito.

Tratamientos Acidez (g/L) Acidez (g/L) NTE INEN 341

T3 0,24

Fuente: Laboratorio de Quimica. UEA

4.5. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

En la Tabla 22 se presentan los resultados de las pruebas microbiolégicas de la bebida
fermentada de pulpa de banano orito. Se efectud el recuento de recuento de hongos y
levaduras y recuento de Coliformes totales, de acuerdo con la Norma Técnica Ecuatoriana
INEN 2337 (2008), el recuento de Coliformes totales se encuentra en un nivel de aceptacion
(<3 NMP/cm3) asi como la presencia de hongos y levaduras segun la NTE INEN 2802 y
NTE INEN 2337 debe estar en un maximo de (<10 UFC/ml). Se realizé el analisis a los
dos mejores tratamientos dando como resultado para TO valores en hongos (<4 UFC),
levaduras (<10 UFC), coliformes (<1 UFC) y para T3 en hongos (<3UFC), levaduras (<8
UFC), ausencia de coliformes, por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos y en
comparacién con la norma, el recuento de hongos y levaduras, asi como de Coliformes
totales para ambos tratamientos analizados estan dentro de los limites méaximos permisibles
(Anexo 3).

Para el caso de bebidas fermentadas o vino de frutas no se encontré una normativa que
especifique los limites maximos permisibles para Coliformes totales razén por la cual se
comparé los resultados de esta investigacion con la Norma Técnica Ecuatoriana INEN
2337, la cual establece requisitos microbiologicos para los jugos, pulpas, concentrados,
néctares, bebidas de frutas y vegetales especificamente en productos pasteurizados.
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Tabla 22. Resultados de mohos y levaduras, Coliformes totales en la bebida fermentada de
pulpa de banano orito.

DATOS GENERALES PARAMETROS
Tipo de Coliformes :
Fecha muestra Levaduras Hongos Totales E. coli Resultados
02/12/2019 To <I0OUFC <4 UFC <1 UFC Nd Cumple
02/12/2019 T3 <8 UFC <3 UFC <0UFC Nd Cumple

Fuente: Laboratorio de Microbiologia. UEA
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CAPITULO V.

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

CONCLUSIONES

En la elaboracion de la bebida fermentada, el tratamiento TO a temperatura de 70°C
y a concentracion de 0,6% de &cido citrico, asi como el tratamiento T3 a 60 °C a
concentracion de 0,9% de 4&cido citrico, conservaron las caracteristicas
organolépticas del banano orito, no se visualizd pardeamiento enzimaético en las
posteriores operaciones.

La actividad antioxidante se determino con muestras de la bebida tomadas a los 8
dias de fermentacion mediante el método de Folin, los mejores tratamientos
resultantes: TO (4,888 mg/L) y T3 (4,616 mg/L), mediante el analisis MSR
demuestra el aumento de fenoles totales con los factores temperatura superior a
60°C y concentraciones de &cido citrico entre un rango de 0.3 a 0.6%,
posteriormente se aplicaron los métodos de FRAP Y ABTS donde se pudo verificar
que el tratamiento T3 sobre el TO tuvo mayor actividad antioxidante total.

El andlisis sensorial segun la escala heddnica aplicada a los 30 panelistas con 3
réplicas y la posterior utilizacién de la Prueba de Kruskal Wallis, determino que el
tratamiento T3 en relacién al TO, en los parametros de color y aroma no se encontrd
diferencia significativa, mientras que el parametro de sabor tuvo diferencia
significativa para el T3 alcanzando un “me gusta mucho”, siendo el mas aceptable
por los panelistas. Por lo tanto, se concluye que el tratamiento T3 con las variables
de 60°C y 0,9% de &cido citrico influyeron positivamente en la bebida.

El andlisis fisico-quimico segin la NTE INEN 374 indica un maximo de 1,5 g/L
de acidez total, de los dos tratamientos se obtuvo un promedio 0,2 g/L de acidez.
El grado alcohdlico se encuentra en 15 grados Gay Lussac. Segun los requisitos
microbioldgicos establecidos en la NTE INEN 2208, TO contiene <10 UFC/ml
levaduras, 4 UFC hongos, y 1 UFC Coliformes totales mientras que T3 contiene 8
UFC/ml levaduras, 3 UFC hongos y ausencia de Coliformes totales, ambos

tratamientos se encuentran en el nivel maximo permisible.
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5.2.

RECOMENDACIONES

Verificar el estado de madurez grado cinco de preferencia, del banano orito para
obtener un mayor porcentaje de solidos solubles que puedan ser consumidos en la
etapa de fermentacion, reduciendo de esta manera el uso elevado de azlcar refinada.
Usar 4cido citrico por su accesibilidad econémica para los fines investigativos.

Realizar la evaluacion de costos para la elaboracion de la bebida fermentada de orito

que permita extender el uso del fruto en productos derivados.
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7. ANEXOS

CAPITULO VII.

Anexo 1. Diagrama de blogues de la elaboraciéon de una bebida fermentada de pulpa de

banano orito.

Fruta Orito
5kg

N

Agua clorada
20 It

Agua caliente 104 Lt —»
Acido citrico 0,624 kg

Azlcar 31 kg )
Levadura 0,012 kg
AGAR >
0,012 kg

RECEPCION

5 kg
SELECCION
3,64 kg
LAVADO
3,64 kg
DOSIFICADO
108,264 kg
PELADO
107,504 kg
LICUADO
107,504 kg
INOCULADO
' 138,516 kg
FERMENTADO
‘ 138,516 kg
FILTRADO
137,136 kg
CLARIFICADO
137,148 kg
ENVASADO
137,148 kg
PASTEURIZADO
‘ 137,148 kg
SELLADO
137,148 kg

ALMACENADO

Fruta de rechazo
1,36 kg

——» Agua clorada

20 It
(50 °C; 60 °C; 70 °C)

Céscara
0,76 kg

(47 °C)

(10 dias)

Residuos
1,38 kg

(18 °C)
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Anexo 2. Formato de encuesta aplicada en evaluacion sensorial.

. UNIVERSIDAD ESTATAL AMAZONICA
" DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA TIERRA « -
INGIENERIA AGROINDUSTREIAL

Tema: “Evaluar el contemde da anficendantss en una bebida fermentada de pulpa de banano

orito (Mura acuminata A AN

Fecha:

Objetivo: Evaluar el producto para zaber =1 fiene o no aceptacion.

ESCALA: Me gusta mmcho = 5, Me gusta poco = 4, M1 gusta m dizgusta = 3, hs disgusta
poco = 2, Ida disgusta hucho = 1

D2 acuerdo a la Escala Hadoniea de & pumtos, califiqus los parametros de color, aroma v
sabor de las muestras que se presentan:

COLOR

MUESTEAS
139 408

ESCALA

Me susta muocho
Me susta

Wi pusta m disgusta
Me diszusta

Me dizzunsta hloucho

AROMA

MUESTEAS
ESCARS 139 408
Me susta muocho
Me susta

Wi pusta m disgusta
Me dizgusta

Me dizzunsta hloucho

SABOR

MUESTEAS
ESCARS 139 408
Me susta mocho
Me susta
Wi pusta m disgusta
Me diszusta
Me dizzunsta hloucho
COMENTARIOS:

GRACIAS



Anexo 3. Informe de resultados del analisis microbiolégico realizado a la bebida fermentada
de pulpa de banano orito.

LABORATORIO DEM ICROBIOLOGIA DE LA -
UNIVERSIDAD ESTATAL AMAZONICA

Direccion: PUYO
Fecha: 02 diclembre del 2019
Tipo de muestra Bebida Farmerdada da Orito

Nimero de muestra: 2 Muesiras

DATOS GENERALES PARAMETROS :
Tipo de |
Fecha muestra Levaduras Hongos  Coliformes E. coli Resultados
| Totales
029212018 T0 <10UFC__|<4 UFC__<1UFC__ |Nd _ |Cumple
027422019 T3 <8 UFC <AUFC 'QUFC  [Nd  |Cumple
Limites Maximos Permisibles
Recuento de Coitformes
Coliformes totales Mesofilos Totales E. Coli
03-1<14g | <1 ufelg <1 NMP/100 mi | <ONMP/100 mi
Fecha de realizacién del Ensayo
La muestra fue tomada y recibida por @l responsadie de la muestra o 2 de diciembre
2019,
Codificacion:

‘Ufe/ml uridad fermadora de colonias por mililgro
"NMP/100mE Numero mas probabie de colfarmes per 100 milligro

p———
/ by (A i
d _r‘:_ -_'__-——-"
@7 i
Ing. Luis Antonio Diaz M.Sc.
Lic, 02-17-402
Técnico Analista
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Anexo 4. Elaboracién de la bebida fermentada de pulpa de banano orito.
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Anexo 5. Evaluacion de Polifenoles totales. Método Folin Ciocalteau.
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Anexo 7. Evaluacion de actividad antioxidante total. Método ABTS.

7

Anexo 8. Analisis fisico-quimicos. Medicion de grados Brix.
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Anexo 10. Medicién de la acidez.
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Anexo 13. Anélisis microbioldgicos (mohos y levaduras, coliformes totales).

Anexo 14. Andlisis de la variable color mediante la prueba de Kruskal Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas Promedio rangos H P
color 1,00 90 4,30 0,81 4,00 93,57 0,63 0,3908
color 2,00 90 4,20 0,84 4,00 87,43

Anexo 15. Andlisis de la variable aroma mediante la prueba de Kruskal Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas Promedio rangos H p
aroma 1,00 90 4,14 0,74 4,00 87,31 0,68 0,3735
aroma 2,00 90 4,21 0,81 4,00 93,69

Anexo 16. Andlisis de la variable sabor mediante la prueba de Kruskal Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas Promedio rangos H P
sabor 1,00 30 4.37 8,73 4,50 80,31 6,88 0,0023
sabor 2,00 90 .83 0,712 5,00 100,69
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Anexo 17. Resultados del andlisis sensorial por atributo para los mejores tratamientos.

T3
Aroma

TO
Aroma

Sabor

Color

Sabor

Color
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2R3 R1 R2 R3

NO

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
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