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Resumen
Como resultado de la produccion de queso existe una alta produccion de suero
de leche, que a pesar de ser considerado como un subproducto cuenta con
importantes caracteristicas nutricionales, sensoriales y funcionales; debido a
esto y a su bajo aprovechamiento puede ser utilizado para la elaboracion de

bebidas comerciales.

En este estudio se busca desarrollar una bebida alcohdlica tipo vino a base de
suero de leche y mora, en conformidad con la normativa INEN vigente, para
esto se desarrollan 9 prototipos con diferentes contenidos de ambas materias
primas, y mediante un ANOVA vy diferenciacion de medias con un alfa del 5%
se busca seleccionar aquellos prototipos a los cuales se conduce un estudio

sensorial para determinar su aceptabilidad por parte de los consumidores.

Paralelamente se busaca desarrollar un analisis para la determinacion del
contenido de metanol en este tipo de bebidas, para la cual se compara los
resultados obtenidos mediante el método oficial descrita en la normativa contra
los resultado obtenidos de la metodologia no oficial, y mediante un analisis
estadistico de ANOVA y una diferenciacion de medias con un alfa al 5%

determinar si existe una diferencia estadisticamente significativa.



Abstract
As a result of the production of cheese there is a high production of whey which
despite being considered as a by-product has important nutritional, sensorial
and functional characteristics, due to this and its low utilization it can be used

for the elaboration of commercial beverages.

The aim of his study is to develop a wine-type alcoholic beverage based on
whey and blackberry in accordance with current INEN regulations, for this 9
prototypes are developed with different contents of both whey and blackberry,
and through an ANOVA and means differentiation with an alpha of 5% it is
sought to select those prototypes to which a sensory study is conducted to

determine the acceptability by the consumers.

At the same time, an analysis was carried out to determine the content of
methanol in this type of beverages for which the results obtained by the official
method described in the regulations are compared against the results obtained
from the unofficial methodology, and by a statistical analysis of ANOVA and a
means differentiation with an alpha of 5% determine if there is a statistically

significant difference.
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1 Introduccién
El Ecuador es un pais agroindustrial, con una produccion de leche que se
estima en 5,5 millones de litros al dia, de los cuales el 31% es destinada a la
produccion de quesos (Mipro, 2013), obteniéndose como subproducto el
lactosuero. El suero de leche es considerado como el principal subproducto de
la industria lactea (Bhavsagar et al., 2010), incluso es considerado como el
mayor subproducto dentro de la industria de alimentos en general (Magalhaes
et al., 2010). La relacion bajo la cual se produce el suero de leche es de 1:9, es
decir que por cada kilogramo de queso elaborado se obtienen 9 litros de
lactosuero (Cuellas & Wagner, 2010) (Miranda, 2007) (Gonzalez-Martinez,
Albors, Becerra, Carot, Chafer, & Chiralt, 2002).

En paises desarrollados y paises con altisimas produccion lactea, el suero es
aprovechado para la produccion de otro tipo de alimentos con valor agregado,
dentro de los que se puede mencionar a la proteina aislada y bebidas
deportivas y refrescantes principalmente, por ejemplo en EE.UU. se
comercializa “Thumps up” que es una bebida a base de chocolate y suero, y en
Europa “Revella” una bebida carbonatada (Hoogstraten, 1987). Sin embargo,
en nuestro pais este producto secundario no es aprovechado al 100%, siendo
desechado casi por completo tanto en fuentes fluviales, como en desagues sin
que este haya sido sometido a un tratamiento previo (Belloso-Morales y
Hernandez-Sanchez, 2003) (Cuellas, 2008) (Gonzalez-Martinez et al., 2002)
(Miranda, 2007) (Smithers, 2008). Se estima que la cantidad de leche que es
destinada a la queseria en el Ecuador es aproximadamente 806 976 litros
diarios (SINAGAP, 2017), lo que da como resultado alrededor de 726 278 litros
de lactosuero generados de la industria quesera.

El suero de leche al ser considerado principalmente un desecho genera
problemas de contaminacion debido a la alta demanda biolégica de oxigeno
que presenta la proteina, se estima que 100L de suero contaminan los mismo

que aguas servidas producidas por 450 personas en un dia (Mipro, 2013),



adicionalmente, la falta de aprovechamiento del lactosuero impacta
negativamente sobre las economias de los actores de la cadena agro
productiva lactea. Por ultimo, el suero al no ser aprovechado en la elaboracion
de otro tipo de productos de valor agregado, es utilizado como adulterante en
la leche fluida (Mipro, 2013). El suero que no es desechado es utilizado
principalmente en la alimentacion de animales y en minimas cantidades se lo
utiliza en formulaciones de otros productos elaborados (Belloso-Morales y
Hernandez-Sanchez, 2003).

A pesar de ser considerado como un subproducto, el suero de leche presenta
varias caracteristicas nutricionales asi como funcionales y sensoriales
(Smithers, 2008), motivo por el cual ha ganado popularidad dentro de la
industria (Beecher et al., 2008). El lactosuero contiene aproximadamente el
50% de los solidos totales de la leche, es decir que el suero presenta alrededor
de un 6 al 7% de solidos (Chauhan et al., 2010), dentro de esta cantidad de
solidos se encuentra el total de la proteinas séricas (alfa lactoalbumina, beta
lactoglobulina, lactoferrina,  inmunoglobulinas y  glicomacropéptidos),
representando un 20% en base seca (Anil et al., 2011), contiene casi toda la
lactosa y carbohidratos de alto indice glicémico, minerales y vitaminas lipo e
hidrosolubles (Gerder, 2007) (Atra et al., 2005; Bhavsagar et al., 2010). En
cuanto a las propiedades funcionales y sensoriales del lactosuero esta la
generacion de musculo esquelético (Millard-Stafford et al., 2005), también
promueve la saciedad y ayuda a mejorar el control glicémico (Layman, 2003)
(Layman & Baum, 2004), ayuda a la disminucion de la presion sanguinea en
personas con problemas de presién alta (Minhas y Sood , 2011) (Diary Foods,
2005), tiene efectos de prevencion de cancer y propiedades antioxidantes
ayudando con enfermedades cardiovasculares (Legarova y Kourimska, 2010)
(Minhas & Sood, 2011). También se sugiriere que algunos compuestos
bioactivos del suero de leche ayudan al sistema inmunologico (ayuda con
infecciones virales y bacterianas) (Diary Foods, 2005; Minhas y Sood , 2011);
promueven la disminucion del colesterol sanguineo, incrementa la secrecion de

serotonina y contribuye con el buen funcionamiento del higado (Minhas y Sood



, 2011). En bebidas la principal funcionalidad del suero es su propiedad de

emulsificante (Diary Foods, 2005).

Se sugiere la utilizacion del lactosuero para la elaboracion de una bebida
alcohdlica fermentada debido a que varios autores enfatizan la utilizacion del
lactosuero en la elaboracion de bebidas debido a que es una opcion viable,
estudios de pre factibilidad elaborados sugieren que el desarrollo de una
bebida es la mejor opcidn para la utilizacion de este subproducto, por su alto
volumen de disponibilidad, bajos tiempos y costos de produccion, gran valor
nutricional y funcional (Caitlin et al., 2010; Gupta y Mathur 1989; Bhavsagar et
al., 2010; Cuellas y Wagner, 2010). Ademas la utilizacion del suero en la
elaboracion de una bebida, por su alto nivel de aprovechamiento puede ayudar
con los problemas ambientales de contaminacion (Bhavsagar et al., 2010)
(Cuellas y Wagner, 2010). La produccion de bebidas destiladas y de alcohol a
partir de suero de leche han demostrando un alto potencial de industrializacion
(Guimarées et al., 2012; Dragone et al., 2009; Monsalve y Gonzalez, 2005).

El lactosuero por si solo en bebidas presenta una baja palatabilidad y una
sensacion bucal muy liquida (Legarova y Kourimska, 2010), por lo que se
sugiere la utilizacion de frutas para la elaboracidon de la bebida. La utilizacidon
de la mora se debe a que su produccion en el Ecuador se estima es de 1832,3
toneladas métricas mensuales a un precio promedio de $1,36 por kg de
producto (SINAGAP, 2017), esta fruta es no climatérica y contiene vitaminas y
minerales, alrededor del 70% de la produccion mundial de la mora es
desperdiciada debido a su corta vida util (2 a 5 dias) (Villegas & Albarracin,
2016)).

La mora principalmente es comercializada como derivado de la fruta fresca, se
la utiliza para la produccion de mermelada, caramelos, helados, bebidas
alcohdlicas y no alcohdlicas, entre otros. Dentro de sus caracteristicas, la pepa
contiene entre 6-7% de proteina, entre 11 a 18% de grasa; también contiene
importante cantidad de acidos grasos esenciales (acido linoleico y acido



linolénico), entre 53-63% y 15-31% respectivamente, durante la elaboracion de
bebidas artesanales, estos compuestos son incorporados por el tipo de
procesamiento (Valencia & Guevara, 2013) (Elizarraras, Martini, & Cansino,
2015) (Bushman, Phillips, Isbell, Ou, Crane, & Knapp, 2004); adicional la mora
contiene una importante cantidad de compuestos antioxidantes (acido
ascorbico, compuestos fendlicos, antocianinas, ABTS, DPPH), que ayudan a
prevenir enfermedades cardiovasculares y de degeneracion celular (Pereira-

Lima, Vianello, Corréa, Da-Silva-Campos, & Galhardo-Borguini, 2014).

El presente estudio propone la elaboracion de una bebida fermentada
utilizando levaduras para la obtencién de una bebida alcohdlica tipo vino de
frutas, a base de suero de leche dulce y mora, focalizando el nivel de agrado
por parte del consumidor asi como su aceptacion. Para esto se utilizaran 9
prototipos con diferentes cantidades de estos ingredientes, las variables de
respuesta a medir en el vino seran de acuerdo a la norma NTE INEN 374
(Bebidas alcohdlicas. Vino de frutas. Requerimientos.), una vez seleccionado el
o los prototipos que cumplan con esta normativa, es necesario conocer la
aceptaciéon de los consumidores, para lo cual se realizara un estudio sensorial
de preferencia y un estudio hedonico. Paralelamente a la elaboracion de la
bebida, se desea comprobar si el uso de un meétodo casero para la
determinacién de metanol no presenta una diferencia estadisticamente
significativa con relacion al método aprobado en la normativa INEN, esto se
debe a que se desea buscar una alternativa para la determinacion de este
compuesto, debido a que los métodos actuales (HPLC, absorcién atomica y

espectofotometria) son costosos.

2 Objetivos

2.1 Objetivo General
Elaborar una bebida alcohdlica a partir de suero de leche dulce proveniente de

queso fresco y mora (Rubus glaucus Benth).



2.2 Objetivos Especificos
- Formular diferentes prototipos a base de suero de leche y mora
- Validar el método de cuantificacion de metanol en la bebida alcohdlica
de produccién artesanal versus métodos certificados.
- Determinar la aceptacion del producto por parte de los consumidores

mediante un analisis sensorial.

3 Hipétesis
Ho: Los diferentes porcentajes de suero y de mora utilizados no produciran
diferencia en las caracteristicas fisico-quimicas de la bebida alcohdlica
fermentada elaborada.
Ha: Los diferentes porcentajes de suero y de mora utilizados produciran
diferencia en las caracteristicas fisico-quimicas de la bebida alcohdlica

fermentada elaborada.

Ho1: Los diferentes porcentajes de suero y de mora utilizados no produciran
diferencia en la aceptabilidad por parte de los consumidores de la bebida
alcohdlica fermentada elaborada.

Hai: Los diferentes porcentajes de suero y de mora utilizados produciran
diferencia en la aceptabilidad por parte de los consumidores de la bebida

alcohdlica fermentada elaborada.

4 Marco tedrico

4.1 Suero de leche

Como se menciond en la introduccion, el suero de leche es un subproducto de
la industria lactea, que en su mayoria es desechado. Sin embargo, el
lactosuero y en especifico su proteina presenta varias caracteristicas
deseables, dentro de las que se encuentran propiedades nutricionales,
funcionales y sensoriales, es por este motivo que tanto el suero de leche
liquido como la proteina aislada y concentrada han ganado popularidad en la
fabricacion de bebidas asi como ingrediente en la industria de alimentos



(Beecher, Drake, Foegeding, & Luck, 2008) (Minhas & Sood, 2011) (JeliCi¢,
Bozani¢, & Tratnik , 2008). En el presente capitulo se hablara sobre dichas
propiedades ademas de la clasificacidon del suero de leche.

4.1.1 Clasificacion del suero de leche

El suero de leche se clasifica en dos grupos, suero dulce y suero acido; esta
clasificacion depende del contenido de acido lactico presente. El lactosuero
acido es obtenido de los quesos elaborados mediante la acidificacién de la
leche o mediante la adicion de bacterias lacticas para generar la ruptura de la
fraccion k de la caseina, mientras que el suero dulce se obtiene como
subproducto de los quesos elaborados utilizando renina (enzima responsable
de precipitar la caseina) para la elaboracion del queso. El suero dulce puede
transformarse a acido mediante la fermentacion de la lactosa presente en el
mismo (Jeli€i¢, Bozani¢, & Tratnik , 2008). También existe el suero de
mantequilla, el cual también es dulce, sin embargo en el Ecuador la cantidad
de este subproducto no es representativa, por lo cual no es mencionada dentro
del presente documento. En la tabla 1 se presenta la composicién de ambos
tipos de lactosuero.

Tabla 1.

Composicion de suero dulce y suero acido (g/L)

Suero Suero
Componentes

dulce acido
Solidos

63,0-70,0 [63,0-70,0
Totales
Lactosa 46,0-52,0 |44,0-46,0
Proteina 6,0-10,0 6,0-8,0
Calcio 0,4-0,6 1,2-1,6
Fosfatos 1,0-3,0 2,0-4,5




Lactatos 2,0 6,4

Cloratos 1,1 1,1

Adaptado de: (Jeli€i¢, Bozanic, & Tratnik , 2008)

4.1.2 Propiedades del suero de leche

El suero de leche cuenta con caracteristicas nutricionales, funcionales y
sensoriales, las mismas que difieren entre el suero de leche dulce y acido, no
lo suficiente como para considerarlos por separado con excepcion de alguno
puntos especificos. La principal diferencia entre el suero dulce y acido es el
contenido de sus componentes y la estabilidad térmica de las proteinas
séricas. En el suero acido el contenido de calcio, fosfatos, lactatos y acido
lactico es mayor, mientras que en el suero dulce presenta mayor cantidad de
proteina (JeliCi¢, Bozani¢, & Tratnik , 2008). Con respecto a la estabilidad
térmica, las proteinas séricas comienzan a precipitar a una temperatura
alrededor de 60°C ( Caitlin, Etzel, & LaClair, 2010) (Caitlin, Etzel, & LaClair,
2009). La estabilidad aumenta a medida que el pH disminuye, por lo que en el
suero acido las proteinas soportan temperaturas de procesamiento UHT sin

sufrir coagulacion (Jeli€i¢, Bozani¢, & Tratnik , 2008).

4.1.2.1 Propiedades nutricionales del suero de leche

Dentro de las caracteristicas nutricionales, el lactosuero representa un 40% al
50% de los solidos totales de la leche (Horton, 1995) (Minhas & Sood, 2011)
(Beucler, Drake, & Foegeding, 2005). De esta manera el suero contiene
alrededor del 6 al 7 % de solidos totales. En la tabla 2 se resume la
composiciéon promedio del lactosuero. Con respecto a los oligoelementos del
suero, contiene todas la vitaminas de la leche, sin embargo las vitaminas mas
importantes dentro del suero son la riboflavina, acido félico y cobalamina (B12),
siendo esta ultima la de mayor presencia en lactosuero, esto debido a la
actividad de las bacterias lacticas propias de su flora. (JeliCi¢, Bozani¢, &
Tratnik , 2008).



Tabla 2.

Composicion promedio del lactosuero.

Compuesto Composicion

Proteinas séricas (alfa lactoalbumina,
beta lactoglobulina,
] o . 20% en base seca
glicomacropéptidos, lactoferrina e

inmunoglobulinas)

Lactosa y carbohidratos de alto indice
o 70% del total de la leche
glicémico

Minerales y vitaminas lipo e |Entre el 70 al 90 % de la leche (7-

hidrosolubles 12% en base seca)

Adaptado de (Rajoria, Chauhan, & Kumar, 2011) (Chauhan, Kumar, & Rajoria,
2010) (Anil, Avneet, Kum, & Kum, 2011) (Minhas & Sood, 2011) (Horton, 1995)
(Horton, 1995) (Minhas & Sood, 2011) (Gerder, 2007) (Atra, Balint, Bekassy-
Molnar, & Vatai, 2005) (Bhavsagar, Bin Awaz, & Patange, 2010) (Smithers,
2008) (Cuellas, 2008) (Jeli¢i¢, Bozani¢, & Tratnik , 2008).

Las proteinas séricas son consideradas de alto valor nutricional, incluso
algunos autores sugieren que presenta una mayor calidad biolégica que la
caseina, asi como otras proteinas de origen animal, incluyendo que la
albumina (que por mucho tiempo fue considerado como proteina de referencia
para la calidad de aminoacidos) (Jeli€i¢, Bozani¢, & Tratnik , 2008). El alto valor
nutricional se debe a su perfil peptidico contando con todos los aminoacidos
(esenciales y no esenciales), cuya cantidad y relacion es la que el cuerpo
necesita para mantener la homeostasis sistémica (Diary Foods, 2005), en
especial aquellos limitantes en la mayoria de alimentos (lisina, cistina y
metionina) (JeliCi¢, Bozani¢, & Tratnik , 2008). Adicionalmente las proteinas del
lactosuero cuentan con un valor entre 20 a 23 g/100g de proteina de
aminoacidos de cadena ramificada (BCAA'’s: Leucina, Isoleucina y Valina)
(Rajoria, Chauhan, & Kumar, 2011). Los BCAA’s son los unicos aminoacidos
capaces de ser metabolizados a glucosa (Layman & Baum, 2004) (Anil,




Avneet, Kum, & Kum, 2011) (Ha & Zemel, 2003) (Severin & Xia, 2005) (Tipton,
Elliott, Cree, Aarsland, & Sanford, 2007).

Adicionalmente la cantidad de aminoacidos libres en el lactosuero es mayor al
de la leche. El suero dulce posee alrededor de 4 veces mas aminoacidos libres,
mientras que el suero acido contiene alrededor de 10 veces mas; sin embargo
esta diferencia difiere dependiendo del nivel de hidrdlisis de la caseina durante
el proceso de produccién de queso. Otra de las razones por las que las
proteinas séricas son consideradas de mayor valor bioldgico que la caseina es
su digestibilidad. Las proteina séricas son absorbidas en un 100% en el tracto
intestinas mientras que la caseina unicamente se absorbe alrededor del 75%
(Jeli€i¢, Bozanic¢, & Tratnik , 2008).

4.1.2.2 Propiedades funcionales del suero de leche

El lactosuero y sus proteinas cuentan con varias propiedades funcionales
beneficiosas para el organismo. Dentro de las que se encuentran, que ayudan
con el metabolismo (Millard-Stafford et al., 2005), proteccion muscular (Ha y
Zemel, 2003) (Layman y Baum, 2004) (Severin y Xia, 2005) (Tipton et al.,
2007) (Anil et al., 2011), promueven saciedad, mejora el control glicémico
(Layman, 2003; Layman y Baum, 2004), ayudan con problemas de presion
arterial (Diary Foods, 2005), ayuda a previenir el cancer (Legarova y
Kourimska, 2010; Minhas y Sood , 2011), y se sugiere que algunos
compuestos bioactivos del suero de leche confieren proteccion frente a
infecciones bacterianas y virales (Minhas & Sood, 2011) (Diary Foods, 2005).
También ayuda al sistema inmune, tiene un efecto benéfico sobre
enfermedades cardiovasculares debido a que posee actividad antioxidante
(Minhas y Sood , 2011); ayuda a bajar el colesterol, incrementan los niveles de
serotonina en el cerebro, contribuyen al buen funcionamiento del higado y
disminuye la presidn sanguinea en personas hipertensas (Minhas y Sood |,
2011). Con respecto al sistema inmunoldgico, la presencia de
inmunoglobulinas, glicoproteinas, lisozima y lactoperoxidasa en el suero de

leche ayudan a su buen funcionamiento (Jeli€i¢, Bozani¢, & Tratnik , 2008).
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Las proteinas séricas ayudan a las personas y especificamente a los atletas
favoreciendo el metabolismo muscular, disminuyendo los niveles de dolor
(Millard-Stafford et al., 2005) y generando una sintesis muscular neta positiva,
después de realizar actividades fisicas (Borsheim, Aarsland, & Wolfe, 2004)
debido al alto contenido de BCAA's, los cuales se atribuyen a la proteccion
contra la pérdida de musculo estriado (Anil et al., 2011) (Ha y Zemel, 2003)
(Layman & Baum, 2004) (Severin & Xia, 2005) (Tipton et al., 2007). Los
aminoacidos de cadena ramificada proveen proteccion muscular ya que son
los unicos capaces de producir glucosa, empleada como principal fuente de
energia en lugar de utilizar proteina musculo-esquelética (Diary Foods, 2005)
también son transferidos directamente al tejido muscular lo que previene la
pérdida de musculo esquelético. Adicional a la presencia de BCAA'’s, el suero
provee proteccion muscular durante el ejercicio mediante sus carbohidratos de
alto indice glicémico, estos al ser utilizados como principal fuente de energia,
los musculos no utilizan aminoacidos, los cuales pueden sur utilizados en la
formacion de tejido (Gerder, 2007). En cuanto a la sintesis neta de proteina
muscular, a pesar que durante ejercicios de entrenamiento se promueve la
sintesis proteica, el balance neto de la generacién de musculo permanece
negativo (diferencia entre sintesis muscular y descomposicion proteica), esto
se debe principalmente a una inadecuada ingesta de aminoacidos, la ingesta
de proteinas séricas ha demostrado tener un perfil adecuado de aminoacidos
(cantidad y relacidn de aminoacidos esenciales y no esenciales) que permite
que el balance proteico permanezca positivo durante ejercicios de resistencia
(Tang, Manolakos, Kujbida, Lysecki, Moore, & Phillips, 2007).

Otra de las propiedades funcionales que presentan las proteinas séricas son
que mejoran el control glicémico y promueven la saciedad, (Layman, 2003)
(Layman & Baum, 2004), algunos autores estudiaron el mecanismo mediante el
cual las proteinas del suero de leche promueven la saciedad y encontraron que
su consumo disminuye los niveles y frecuencia del hambre mediante el
aumento de la concentracion de dos hormonas en el plasma sanguineo, la

colecistoquinina y el péptido similar al glucagén-1 (hormonas que promueven la
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saciedad), adicionalmente la proteina junto a la lactosa suprimen la secrecion
de la hormona encargada de la sensacion del hambre (grelina) hasta 4 horas
después del consumo de suero de leche (proteinas séricas y lactosa) (Bowen,
Noakes, & Clifton, 2006a) (Bowen, Noakes, Trenerry, & Clifton, 2006b) (Blom,
Lluch, Stafleu, Vinoy, Holst, & Schaafsma, 2006). Con respecto al control
glicémico, esta relacionado al efecto que el lactosuero tiene sobre la grelina,
debido a que la secrecidn de esta es inversa a la de la insulina (Saad, Bernaba,
Hwu, Jinagouda, Fahmi, & Kogosov, 2002) (Flanagan, Evans, Monsod, Rife,
Heptulla, & Tamborlane, 2003) (Cummings, Frayo, Marmonier, Aubert, &
Chapelot, 2004), por lo que cuando se suprime la grelina, el pancreas aumenta
la secrecidn de la insulina, ayudando a las personas diabéticas o con alta
actividad fisica.

4.1.2.3 Propiedades sensoriales del suero de leche

Después de haber abordado las caracteristicas nutricionales y funcionales del
suero, se hablara sobre las propiedades sensoriales del lactosuero. Las
proteinas del suero cuentan con varias caracteristicas sensoriales deseadas
dentro de la industria de alimentos y especificamente dentro de la produccion
de bebidas. Son altamente solubles, de alta viscosidad, emulsificantes y
poseen propiedades antibacterianas, ademas de proporcionar palatabilidad a
las bebidas y ayudar a mejorar la sensacion bucal (Diary Foods, 2005) (JeliCi¢,
Bozanic, & Tratnik , 2008).

4.2 Mora (Rubus glaucus)

La mora es una fruta no climatérica, con una baja vida util que presenta una
estructura morfologica fragil y un alto contenido de compuestos bioactivos
(Ayala, Valenzuela, & Bohorquez, 2013). Por su taxonomia la mora es una
planta de la clase Angiospermae, subclase Dicotyledonea, orden Rosae, familia
Rosaceae y género Rubus, de vegetacién perenne, con porte arbustivo
semirrecto, conformada por varios tallos. Con un sistema de raices profundas,
que pueden alcanzar hasta un metro dependiendo del tipo de suelo y la regidn
de cultivo. Su inflorescencia es en racimos terminales y axiales, con frutas

esféricas o elipsoidales cuyo tamafio varia entre 1,5 a 2,5 cm (Ocafia, 2012).
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La mora cuando alcanza su estado de madurez disminuye su potencial
comercial como fruta fresca, debido a que su calidad y precio disminuye,
ocasionando una baja en la demanda. Sin embargo por las caracteristicas
fisicoquimicas de la fruta, aumenta su uso como ingrediente en productos
elaborados, y en especifico para la elaboracion de bebidas fermentadas tipo
vino por el aumento en el contenido de azucares y el oscurecimiento del fruto,

lo que le confiere a la bebida un color similar al del vino tinto (Villacréz, 1985).

4.2.1 Tipos de mora (Rubus glaucus) que se cultivan en el Ecuador

En Ecuador la mora se cultiva a altitudes entre 1800 a 3000 metros, las
principales provincias en las que esta fruta se cosecha son Tungurahua,
Cotopaxi, Pichincha, Imbabura, Carchi y Bolivar, produciendo alrededor de 12
a 14 toneladas al afo (de esta variedad), siendo Tungurahua la de mayor
produccion, rodeando el 40% de la explotacion total (Ocafa, 2012) (Villacréz,
1985). El principal tipo de mora que se cultiva en el Ecuador es la Rubus
glaucus Benth (mora de castilla), sin embargo existen otros tipos de cultivos
entre los que se encuentran la Rubus bogotensis (se siembra entre 1700 a
3200 metros sobre el nivel del mar), Rubus giganteus (se siembra entre 2600 a
3400 metros sobre el nivel del mar), Megalococus (se siembra entre 2300 a
2700 metros sobre el nivel del mar) y Rubus nubigenus (se siembra entre 2600
a 3100 metros sobre el nivel del mar) (Ocafia, 2012). En el presente estudio se
utilizara la mora de castilla por ser la de mayor produccién en el Ecuador.

4.2.2 Propiedades de la mora de castilla (Rubus glaucus Benth)

De igual forma que el suero de leche, la mora presenta caracteristicas
nutricionales y funcionales. Su caracterizacion se presenta en la tabla 3 y
composicién nutricional en la tabla 4, en donde se puede apreciar el contenido
de macro y micronutrientes de esta fruta. Adicionalmente la mora contiene
alrededor de 21mg/100g de vitamina C, 0,71mg/100g de vitamina E. Como se
puede evidenciar en las tablas adjuntas, la mora no presenta cantidades altas
de macronutrientes, es la concentracion de oligoelementos que la hace
atractiva para los consumidores. Sin embargo las propiedades funcionales son

las de mayor importancia.



Tabla 3.

Categorizacion de la mora.

Parametro Medicion
pH 2,88 +0,01
Acidez 2,25 +0,15
(%Acido
Malico) % SST | 8,00 +0,00
(°Bx)
Indice de
Madurez 3,57 £0,25
(°Bx/%AT)
Humedad

88,76 +0,53
(Yep/p)
Materia Seca

11,25 +0,53
(Yep/p)
Minerales

0,85 +0,07
(Yep/p)

Adaptado de: (Ayala, Valenzuela, & Bohorquez, 2013)

Tabla 4.

Composicion nutricional de la mora.

Factor nutricional | Contenido | Unidad

Grasa 0,1 g

Carbohidratos 5,6 g

Proteina 0,6 g
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Fibra 0,5 g

Fésforo 10 mg
Calcio 42 mg
Hierro 1,7 mg
Acido ascoérbico |8 mg
Niacina 0,3 mg
Riboflavina 0,05 mg
Tiamina 0,02 mg

Adaptado de: (INCAP Y FA, 2003)

Dentro de las propiedades funcionales, la mora contiene compuestos fendlicos,
conocidos por su actividad antioxidante. Estos compuestos reducen la actividad
de los radicales libres producidos durante la respiracion celular y quelando
iones metalicos (Garcia , Viloria-Matos, & Moreno-Alvarez , 2003) (Ochoa &
Ayala, 2004). Estos compuestos ayudan al sistema cardiovascular, con
problemas de la piel, disminucién del colesterol sanguineo (Caceres, 2003),
prevencion de cancer y trastornos neurodegenerativos (Vasco, 2009) (Mertz,
Cheynier, Gunata, & Brat, 2007). Dentro de los compuestos fendlicos
encontrados en la mora se encuentran los acidos fendlicos, elagitaninos,
antocianos, flavonoles. La cantidad de antocianos, flavonoles y acido elagico
en la mora se encuentra entre 31 a 256 mg/100 g, 4 a 30 mg/100 g
respectivamente, mientras que los compuestos fendlicos pueden alcanzar
concentraciones hasta 3926 mg/100 g (Vasco, 2009) (Ocafia, 2012).

4.3 Bebidas alcohodlicas
Las bebidas alcohdlicas, dentro de la industria de alimentos, se encuentran
dentro de las de mayor volumen de produccién, tomando el primer lugar la

cerveza y en segundo el vino de mesa (ya sea de uva o de frutas). Las bebidas
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alcohdlicas han sido elaboradas desde la antigiedad, sin embargo no se sabe
con precision la fecha exacta de su origen; existen evidencias de producciones
alcohdlicas desde hace 7000 afos. Desde el inicio de su produccion este tipo
de bebidas eran consumidas a través de la fermentacion empirica de jugos de
fruta (debido a las levaduras presentes en su superficie) o destiladas (con el fin
de aumentar el nivel de alcohol). Las levaduras utilizadas o presentes en el
proceso de fermentacién para la elaboracion de bebidas alcohdlicas son del
genero Saccharomyces, dentro de las que mas destacan la S. cervisiae, S.
uvarium, S. carlsbergensis, S. bayanus, S. capensis, S. sake, S. ellipsoideus,
S. chivalperi, S. oviformis, S. italicus, S. vini, entre otras (Garcia, Quintero, &
Lépez-Munguia, 2004).

La bebidas alcohdlicas principalmente se clasifican entre bebidas destiladas,
no destiladas y fortificadas. Las bebidas no destiladas son aquellas que son
consumidas posterior a la fermentacion alcohodlica del mosto, su contenido
alcoholico normalmente oscila entre 3,5% a 14% (v/v), sin embargo en algunos
casos pueden llegar hasta 20%. Las bebidas destiladas son las que han sufrido
un tratamiento de separacién del alcohol, volatiles y otros compuestos, por lo
general su contenido alcohdlico esta entre 35 a 55% (v/v). Mientras que las
bebidas fortificadas son aquellas a las que a una bebida no destilada se la
combina con una bebida destilada o etanol, generalmente contienen un 20% de
grado alcohdlico. EI denominador comun de todas las bebidas alcohdlicas es
que es el producto de una reaccidén quimica en el que se transforma el azucar
en alcohol y didéxido de carbono mediante la accidon de microorganismos
(Garcia, Quintero, & Lopez-Munguia, 2004) (Blouin & Peynaud , 2004).

La denominacion de vino es exclusiva para definir aquel producto de la
fermentacion de jugo de uva, por lo que en el caso de obtener una bebida
fermentada de otro tipo de fruta, esta debe llevar el prefijo de la fruta base con
la cual se elabor6. Asi como el vino cuenta con varias clasificaciones como
vino tinto, vino blanco, vino rosado, vino de mesa, vino fortificado, vino

espumante, vino joven, entre otros; las bebidas obtenidas de otras frutas
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también comparten estas clasificacion (Garcia, Quintero, & Lopez-Munguia,
2004) (Blouin & Peynaud , 2004).

4.3.1 Proceso de Fermentacién del Vino.

Dentro del proceso de elaboracion del vino se debe tomar en cuenta el grado
de madurez de la fruta, el cual esta expresado en relacion al contenido de
azucares (°Brix) y cantidad de acido tartarico (% de acidez), dependiendo del
tipo de vino este parametro cambia, para vinos blancos los °Brix deben estar
entre 19,5 a 23,0 con una acidez de 0,7% como minimo y la relacion entre
estos dos debe estar entre 27,9 a 33,0; mientras que para el vino tinto los °Brix
deben estar entre 20,5 a 23,5 con una acidez minima de 0,65% con una
relacion °Brix/acidez de 31,5 a 36,2 (Garcia, Quintero, & Loépez-Munguia,
2004). Estos aspectos son importantes ya que de estos dependen las
caracteristicas del producto final, los °Brix posterior a la fermentacion
contribuyen con el porcentaje de alcohol de la bebida, mientras que la acidez
de la uva conferira acidez al vino, la misma que debe estar entre 0,3 a 1,5%,
considerandose como un criterio de calidad minima el % de acidez expresada
en acido tartarico no menor a 0,65% (Garcia, Quintero, & Lépez-Munguia,
2004) (Blouin & Peynaud , 2004).

Para la elaboracién del vino es necesario que el jugo de la fruta pase
principalmente por un proceso de fermentacion alcohdlica, en el cual mediante
la accidon de las levaduras la cantidad de azucares presentes son
transformadas en alcohol y CO,, este proceso ocurre a temperaturas menores
de 30°C y sin cambios bruscos de temperatura ya que estos ocasionan
defectos en el producto final; normalmente la temperatura a la cual se fermenta
el vino blanco y tinto son de 7°C a 16°C y 24°C a 29°C respectivamente
(Garcia, Quintero, & Lopez-Munguia, 2004). Posterior a la fermentacion
alcoholica se da paso a una segunda fermentacion malolactica (esta
fermentacidn es producida por las mismas levaduras que participan en la
fermentacion alcohilica), esta fermentacion es deseable en caso que se desee
disminuir la acidez del vino, impartir notas de sabor y mejorar la estabilidad del
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producto (Garcia, Quintero, & Lépez-Munguia, 2004) (Blouin & Peynaud |,
2004).

Para la fase de fermentacion alcohdlica es necesario la presencia de las
levaduras, las cuales pueden ser adicionadas o propias de la flora de la fruta,
esto depende de la técnica de fermentacién que se utilice, generalmente en
producciones de vino a gran escala se utiliza la adicion de levaduras, mientras
qgue en producciones artesanales o pequefias se utilizan las nativas propias de
la fruta y la region, independientemente de la técnica utilizada, la S. cerevisiae
es la que predomina durante este proceso, esto se debe a que presenta una
mayor resistencia a la presencia de alcohol y S0, (compuesto agregado como
biocida para el control del crecimiento de bacterias y microorganismos
indeseables). Durante este proceso segun lo propuesto por Gay- Lussac las
levaduras transforman el azucar en etanol y gas carbodnico (Blouin & Peynaud ,
2004), se debe destacar que no unicamente ocurre la produccion de alcohol
mediante la fermentacion del azucar, sino también se generan metabolitos
secundarios (otros alcoholes, acidos, esteres, carboxilos), los cuales le
imparten caracteristicas de sabor y aroma a la bebida (Blouin & Peynaud ,
2004) (Garcia, Quintero, & Lopez-Munguia, 2004).

Una vez que ha concluido la fermentacién alcohodlica, se da paso a la
fermentacidn malo-lactica, en la cual se transforma el acido malico en acido
lactico y dioxido de carbono, para este proceso es necesario contar con
condiciones favorables de temperatura y pH (temperatura mayor a 15°C y pH
por encima de 3.3) asi como bajos niveles de SO, las ventajas de esta
fermentacidn son la diminucion de la acidez del vino (puede alcanzar un 33%
de reduccidén de la acidez), impartir notas de sabor y mejorar la estabilidad
microbiolégica aumentado su vida util. La metabolizacion del malato en lactato
tradicionalmente se efectua por bacterias lacticas homo y hetero-fermentativas
asi como de levaduras, dentro de los microorganismos mas importantes estan
el Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus y S.pombe, sin embargo el control

de la fermentacidén que se obtiene con los microorganismos es bajo, por lo que
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en la actualidad su utilizan enzimas para controlar este bio-proceso (Garcia,
Quintero, & Lopez-Munguia, 2004) (Blouin & Peynaud , 2004).

5 Materiales y Métodos
5.1 Metodologia

5.1.1 Descripcion del lugar de estudio
La produccién de la bebida se la efectuara en la planta piloto de la Universidad
de las Américas, mientras que la medicion de las variables de respuesta se

efectuara en el laboratorio de analisis de alimentos, de la misma institucion.

5.1.2 Diseno Experimental y Analisis Funcional

El disefio experimental bajo el cual se va a trabajar es un disefio experimental
completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial 3% con 3 repeticiones
obteniéndose 9 tratamientos y 27 unidades experimentales.

Mientras que para el analisis de los datos se utilizara un analisis de varianza
(ANOVA) y posteriormente se utilizara el método de diferenciacion de medias
Scheffé para verificar cual de las medias tiene una diferencia estadisticamente
significativa para un alfa de 5%.

5.1.3 Factores y niveles
Factor A: Suero de leche- 55%, 60%, 65%
Factor B: Mora- 25%, 20%, 15%.

5.1.3.1 Tratamientos

Tabla 5.
Tratamientos

Suero de
Tratamiento |leche Mora
T1 55% 15%
T2 55% 20%
T3 55% 25%
T4 60% 15%




15 60% 20%
16 60% 25%
T7 65% 15%
T8 65% 20%
19 65% 25%

5.1.4 Esquema de ANOVA

Tabla 6.

Esquema de ANOVA

FV

G.L

SC

CM | Fc |Ft | Significancia

Total

S

Tratamiento

A

B

A*B

EE

19

Nota: El presente cuadro unicamente es un esquema, bajo el cual se

analizaran los datos en la seccion de resultados y discusion.

5.1.5 Variables de Respuesta

Tabla 7

Variables de respuesta

Requerimiento Unidad | Minimo | Maximo
Alcohol, fraccidon volumétrica % 5 18
Acidez volatil, como acido | g/l - 1,5
aceético

Metanol mg/L - 1000
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5.1.6 Manejo del experimento

5.1.6.1 Preparacion de los prototipos

El suero de leche a utilizar para la elaboracién de la bebida sera obtenido de la
empresa MONTANO ubicada en la parroquia “NONQO”.

El procesamiento que se utiliza para la elaboracion de la bebida fermentada se
describe a continuacion:

Recepcidn de la materia prima: El suero de leche sera receptado de la
produccion diaria de queso fresco de la empresa MONTANO, verificando que
sea manejado de igual forma como si fuera leche fluida; mientras que para la
mora se verificara la calidad y buen estado de esta , y que se encuentre en un
adecuado nivel de madurez.

Lavado: Este proceso se lo efectua con agua clorada para eliminar suciedad y
bacterias superficiales

Seleccidon: La seleccion se la efectua debido a que durante el proceso de
recepcion la verificacion de la calidad de la fruta no se la puede efectuar en un
100%, durante esta fase se vuelve a verificar el estado de madurez de la fruta,
que no presente golpes ni un crecimiento microbiano visible.

Preparacién del mosto: Se prepara la mezcla a fermentar de acuerdo a los
prototipos descritos en la tabla de tratamientos, se agrega azucar hasta llegar a
20° Brix, se coloca 10% de levadura en base a la mezcla total, por ultimo se
adiciona 1g/L de fosfato de amonio como nutriente para las levaduras.
Fermentacion: Este proceso se debe realizar en condiciones anaerdbicas para
evitar procesos oxidativos que produzcan acido acético, el liquido elaborado se
deja fermentar por 15 dias a 20°C hasta que cese la produccion de gas.
Filtrado: Durante la produccion de la bebida se produce una separacién en
dos fases, quedando los residuos de la fruta y levaduras en la parte inferior
dejando el vino en la parte superior, con el fin de eliminar los residuos de la
fermentacién se procede a filtrar la bebida a 120 mesh.

Envasado: Este procedimiento se lo efectua en botellas de vidrio, las cuales
fueron previamente esterilizadas en agua a 95°C por 10 minutos.
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5.1.6.2 Metodologia para la medicién de las variables de respuesta.
La variables de respuesta seran medidas mediante metodologias oficiales
descritas por el INEN.

Tabla 8.

Variables de respuesta

Requerimiento Metodologia
Alcohol, fraccidon volumétrica INEN 360

Acidez volatil, como acido | INEN 341
acético

Metanol INEN 347

5.1.6.2.1 Metodologia para determinacioén de etanol
Materiales:

- Destilador

- Picndmetro

- Probeta de 100 mL

Procedimiento:

Destilar 80 mL.

- Una vez que se obtengan 40 mL de destilado, aforar a 80 mL con agua
destilada, introducir el picnédmetro, tomar el dato de la medicién.

- Llene la probeta con 80 mL de agua destilada, introducir el picnémetro,
tomar el dato de la medicion.

- Calcular utilizando formula y comparar con las tablas de referencia.
d 20/20 = m3 — m1

m2 — m1

5.1.6.2.2 Metodologia para la determinacion de acidez
Reactivos:

- Fenolftaleina.

- Hidréxido de sodio 0,1N.
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Materiales:
- Erlenmeyer de 500 mL.
- Bureta de 10 mL, con regulacion de 0,05 mL.
- Pipeta volumétrica de 25 mL.
Procedimiento:
- Colocar 250 mL de agua destilada en un Erlenmeyer de 500 mL, colocar
25 mL de la muestra y 5 gotas de fenolftaleina, se procede a titular con

el hidréxido de sodio.

5.1.6.2.3 Metodologia para la determinacién de metanol (de acuerdo con
norma INEN 347)
Reactivos:
- Permanganato de potasio.
- Acido cromotrépico.
- Bisulfito de sodio seco.
- Acido sulfarico al 98%.
- Alcohol etilico
- Alcohol metilico
- Agua destilada

Preparacién de soluciones:

- El permanganato de potasio se lo prepara colocando 3,0 g en un matraz
de aforo de 100 mL, agregando 15 mL de acido fosférico y se afade
agua destilada hasta obtener 100 mL de solucion.

- Para el acido cromotropico se debe colocar 1,25 g de la sal de sodio del
acido cromotropico en una probeta de 25 mL y aforar con agua
destilada.

- Para la preparacion de la solucion patron de metanol, se debe colocar
0,025% v/v en una solucion de etanol con agua destilada al 5,5% v/v.

- La solucién blanco se prepara una solucién de 5,5% v/v de etanol en

agua destilada.

Materiales:
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Destilador

Termometro de 0 a 100 °C

Matraces volumétricos de 50 mL

Probeta de 25 mL con tapa

Pipetas volumétricas de 1 mL, 2 mL, 5 mLy 10 mL

Preparacién de la muestra:

Colocar la muestra en el equipo de destilacion, en el matraz de
recoleccion del destilado colocar 10 mL de agua destilada y proceder
con la destilacién hasta recolectar 220 mL.

Colocar el matraz a un bafio de agua a 15 °C por 20 minutos y luego
afnadir agua destilada hasta completar 250 mL.

Procedimiento:

Colocar 2 mL de la solucion de permanganato de potasio en un matraz
volumétrico de 50 mL y enfriar en un bafio de agua con hielo.

Anadir 1 mL de la muestra preparada y dejar en reposo, dentro del bafio
helado, durante 30 min.

Decolorar con una pequefia porcion de bisulfito de sodio seco y
adicionar 1 mL de la solucion de acido cromotrépico.

Anadir 15 mL de acido sulfurico, lentamente y con agitacion; luego,
colocar en un bafio de agua caliente (60 °C a 75 °C) durante 15 min;
enfriar.

Adicionar agua destilada hasta tener aproximadamente 50 mL.

Curva de calibracion:

Preparar las soluciones estandar colocando una serie de matraces
volumétricos de 50 mL; 2,5 mL, 5 mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL, y 25 mL de
la solucion de metanol al 0,025 % v/v, y completar la marca con una
solucion de alcohol etilico al 5,5 % vi/v.

Medir las absorbancias a 575 nm, realizando las lecturas contra el
blanco (solucién de alcohol etilico al 5,5 % v/v.
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- Medir la absorbancia a la misma longitud de onda de la solucidén de

patron de metanol.

5.1.6.2.4 Metodologia para la determinacion de metanol a validar.

Esta metodologia se basa en que los éteres, esteres, aldehidos y cetonas,

metanol y etanol presentan diferentes temperaturas de ebullicién, por lo que se

propone separar cada uno de estos fragmentos durante una destilacion,

controlando la temperatura a la cual se espera obtener estos compuestos, en la

tabla 9 se describen las temperaturas de ebullicion. Siendo los componentes

mas importantes el etano y metano
Tabla 9.

Temperaturas de ebullicion de los compuestos

Compuesto Temperatura
Eteres 35°C
Esteres 50 °C
Aldehidos y cetonas 56 °C
Metanol 64,7 °C
Etanol 78,37 °C

5.1.6.2.4.1Protocolo
Materiales
- Destilador
- Termometro de 0 a 100 °C
- Matraces volumétricos de 50 mL
- Probeta de 25 mL con tapa

Procedimiento

- Colocar la bebida en el destilador, fijar la temperatura a 56 °C, y

recolectar el destilado en una probeta, esto se efectua hasta que se deje

de producir el destilado, con esto se obtienen los aldehidos y cetonas de

la bebida.

- Para la obtencion del metanol fijar la temperatura del destilador a 65°C,

y recolectar el destilado en una probeta, esto se efectua hasta que se
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deje de producir el destilado.

- Para la obtencion del etanol fijar la temperatura del destilador a 78,5 °C,
y recolectar el destilado en una probeta, esto se efectua hasta que se
deje de producir el destilado.

5.1.6.3 Estudio sensorial.

Para el analisis sensorial se va a utilizar dos etapas, la primera se conduce con
el fin de determinar que prototipos son a los que se realizara la investigacion
para la comparacion de los métodos de determinacion de metanol y la
validacion del método casero; y la segunda etapa se realizara con dos tipos de
pruebas, la primera es un estudio de preferencia y la segunda es una prueba
de nivel de agrado.

5.1.6.3.1 Criterio de seleccion de los jueces consumidores

El estudio sensorial se realiz6 con 33 personas (jueces consumidores); se
seleccionaron consumidores habituales de bebidas alcohdlicas, en especifico
de vino, entre 18 a 65 afos. Se seleccionaron 33 jueces ya que de esta forma
el estudio se aleatoriza y balanceada al 100% y para no genera preferencia
debido a los numeros asignados y elimina el error por la posicion de las
muestras; adicionalmente la bibliografia en cuanto a estudio sensorial se refiere
menciona que para estudio con consumidores, con mas de 30 participantes el

estudio es confiable.

5.1.6.3.2 Primera etapa

Esta primera etapa se realiza con un estudio de preferencia, en el cual se
presentan los prototipos a 33 consumidores frecuentes de vino y se les pide
que ordenen de acuerdo a su preferencia evaluando olor y apariencia a las
muestras presentadas, siendo el 1 la muestra que mas prefieren y 9 la de
menor preferencia, cada muestra sera codificada con numeros aleatorios, y las
mismas seran presentadas de manera aleatorizada, en la tabla 10 se presenta
la codificacion de cada uno de los prototipos. Para el analisis estadistico se

utilizara la “prueba de Friedman” con una prueba de dos colas.



26

Tabla 10.

Codificacion de los prototipos.
Caédigo de

Tratamiento | muestra

T1 508

T2 625

T3 780

T4 603

T5 434

T6 613

T7 640

T8 869

T9 308

5.1.6.3.3 Segunda etapa

5.1.6.3.3.1Estudio de preferencia.

Para este estudio se utilizaran 33 consumidores frecuentes de bebidas
alcohdlicas, las muestras seran presentadas de forma aleatorizada y
balanceada para no generar preferencia debido a los numeros asignados y
eliminar el error por la posicion de las muestras. Es necesario codificar cada
uno de los prototipos a presentar, en la tabla 2 se muestran las codificaciones a
usar, durante el estudio se presentara la bebida en vasos de poliestireno de
100 mL llenos hasta la mitad (50 mL) a 20 °C, para que los panelistas puedan
enjuagarse la boca entre muestras se coloca un vaso con agua
desmineralizada. En las tablas 11 y 12 se muestran la codificacion a utilizar asi
como la aleatoriedad y balance de la presentacion de las muestras.

Tabla 11.

Codificacion de las muestras.

A B C

615 413 819
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Tabla 12.
Presentacion de las muestras
1 2 3
A 11 11 11
B 11 11 11
11 11 11

La tabla 12 representa que cada una de las muestras es colocada el mismo
numero de ocasiones en cada una de las posiciones utilizando todas las
combinaciones posibles, para el analisis estadistico se utilizara la “prueba de
Friedman” con una prueba de dos colas.

5.1.6.3.3.2Nivel de agrado

De igual forma que para el estudio de preferencia se utilizaran 33
consumidores frecuentes de bebidas alcohodlicas, durante el estudio se
presentara la bebida en vasos de poliestireno de 100 mL llenos hasta la mitad
(50 mL) a 20 °C, para que los panelistas puedan enjuagarse la boca entre
muestras se coloca un vaso con agua desmineralizada.

Se utilizara una escala de 7 puntos con un nivel medio (ni gusta/ni disgusta),
para el analisis de datos se utilizara estadistica descriptiva y determinar cual es
el nivel de agrado de la bebida.

6 Resultados y Discusion
En las tablas 13, 14 y 15 se presentan los resultados obtenidos de los estudios
de grado alcohdlico, acidez expresada en acido acético y acidez expresada en
acido tartarico respectivamente.

Tabla 13.
Resultados del grado alcohdlico de los tratamientos

Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Repeticion 1|14,8 (14,7 |14,6 |14,8 [149 (14,7 (149 |14,8 (14,8
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Repeticion 2

14,7

14,8

14,7

14,8

14,8

14,8

14,7

14,8

14,9

Repeticion 3

14,7

14,7

14,7

14,8

14,8

14,8

14,8

14,9

14,9

Sumatoria

44,2

44,2

44,0

44,4

44,5

44,3

44,4

44,5

44,6

Media

14,7

14,7

14,7

14,8

14,8

14,8

14,8

14,8

14,9

Tabla 14.

Resultados de acidez expresado en acido acético de los tratamientos

Tratamientos

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

Repeticion 1

0,58

0,59

0,59

0,58

0,57

0,61

0,62

0,63

0,65

Repeticion 2

0,57

0,58

0,57

0,60

0,59

0,63

0,68

0,63

0,64

Repeticion 3

0,56

0,56

0,56

0,60

0,58

0,64

0,61

0,65

0,61

Sumatoria

1,71

1,73

1,72

1,78

1,74

1,88

1,91

1,91

1,90

Media

0,57

0,58

0,57

0,59

0,58

0,63

0,64

0,64

0,63

Tabla 15.

Resultados de acidez expresado en acido tartarico de los tratamientos

Tratamientos

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

Repeticion 1

0,73

0,74

0,73

0,73

0,71

0,77

0,77

0,79

0,81

Repeticion 2

0,71

0,73

0,71

0,73

0,73

0,78

0,81

0,79

0,80

Repeticion 3

0,71

0,71

0,70

0,75

0,72

0,80

0,76

0,81

0,76

Sumatoria

2,15

2,18

2,14

2,21

2,16

2,35

2,34

2,39

2,37

Media

0,72

0,73

0,71

0,74

0,72

0,78

0,78

0,80

0,79

Los resultados obtenidos de las pruebas fisicoquimicas indican que en cuanto

al contenido de alcohol etilico el producto elaborado cumple con la normativa

INEN 374-3, ya que en esta indica que un vino de frutas debe tener un

contenido minimo de 6% de etanol en fraccion volumétrica, mientras que el

vino de suero y mora presenta un contenido promedio de 14,78%, con un
maximo de 14,9% (T8 y T9) y un minimo de 14,7% (T1, T2 y T3), haciendo

referencia a las medias de cada tratamiento; de la misma forma, en cuanto a la
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acidez total titulable expresada en acido acético, la norma indica un valor
maximo de 1,5g/L, y los prototipos cuentas con un porcentaje promedio de
0,6g/L, con un maximo de 0,64g/L (T8) y un minimo de 0,57g/L (T1, T2 y T3)
haciendo referencia a las medias de cada tratamiento, cumpliendo con los
requerimientos estipulados. En cuanto al porcentaje de acidez expresado en
acido tartarico, en la tabla 15 se muestra que el mismo tiene un promedio de
0,75¢g/L, con un maximo de 0,80g/L (T8) y un minimo de 0,71g/L (T3) en
promedio, estas mediciones se encuentran de acuerdo a los parametros de
calidad propuestos para bebidas tipo vino (Garcia, Quintero, & Lépez-Munguia,
2004).

En las tablas 16, 17 y 18 se encuentran los resultados del analisis de varianza
ANOVA del grado alcohdlico, acidez expresada en acido acético y acidez

expresada en acido tartarico respectivamente.

Tabla 16.

ANOVA del grado alcohdlico de los tratamientos.

FV G.L SC CMm Fc Ft Significancia
Total 26 0,16 0,01

Tratamientos 8 0,09 0,01 0,69 3,71 NS
A 0,07 0,04 2,11 6,01 NS
B 0,01 0,00 0,15 6,01 NS
A*B 4 0,02 0,00 0,25 4,58 NS
EE 18 0,07 0,00

CV=10,41%

Tabla 17.

ANOVA de acidez expresado en acido acético de los tratamientos.

FV G.L SC CMm Fc Ft Significancia
Total 26 0,03 0,00

Tratamientos |8 0,02 0,00 1,00 3,71 NS

A 0,02 0,01 3,33 6,01 NS

B 2 0,00 0,00 0,17 6,01 NS
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A*B 4 0,00 0,00 0,25 4,58 NS
EE 18 0,01 0,00

CV=3,04%

Tabla 18.

ANOVA de acidez expresado en acido tartarico de los tratamientos.

FV G.L SC CMm Fc Ft Significancia
Total 26 0,03 0,00

Tratamientos |8 0,03 0,00 0,66 3,71 NS

A 0,02 0,01 2,01 6,01 NS

B 2 0,00 0,00 0,14 6,01 NS

A*B 4 0,01 0,00 0,25 4,58 NS

EE 18 0,01 0,00

CV=2,26%

El analisis de varianza muestra que no existié una diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos, los diferentes porcentajes de suero y mora
con los que se elabord el vino no insidié en la produccién de etanol, tampoco
en el porcentaje de acidez expresado en acido acético ni acido tartarico.

Se obtuvo un CV de 0,41%, 3,04% y 2,26% para el ° alcohdlico, acidez como
acido acético y acidez como acido tartarico respectivamente dentro de lo
permitido para un experimento en laboratorio (5%), lo que indica que los datos
obtenidos son confiables (Sanchez-Otero, 2009).

Debido a que los tratamientos no presentaron una diferencia estadisticamente
significativa para ninguna de las variables de respuesta, de acuerdo a lo
expuesto en el numeral 5.1.7.3, se conduce un estudio sensorial de preferencia
tomando en cuenta atributos de olor y apariencia con el fin de seleccionar
cuales son los prototipos a los cuales se analizara el contenido de metanol
tanto con el método oficial descrito en la norma INEN como con la metodologia
casera, en el estudio de preferencia los consumidores deben ordenar del 1 al 9
los prototipos de acuerdo a su nivel de preferencia. En la tabla 13 se presentan

los resultados del analisis estadistico del estudio para la seleccion de los
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prototipos, y en el grafico 1 se muestran el ordenamiento de preferencia de las
9 formulaciones.

Tabla 19.

Resultados del estudio de preferencia.

e e . e
Tratamiento | muestra Sumatoria | Moda
T1 508 222 8 0 |0 |0 |3 |7 |4 |5 |10/|4
T2 625 198 6 0 |0 |0 |4 |7 |12|/6 |3 |1
T3 780 73 3 9 |8 |[16/0 |0 |0 |0 |0 |O
T4 603 235 7 0O |0 |0 |4 |3 |1 115 |9
T5 434 218 4 0O |0 |0 (110 |3 |4 |7 |8
T6 613 191 5 0 |0 |0 |7 |[10|5 |6 |4 |1
T7 640 223 9 0O |0 |0 |4 |6 |8 |1 4 |10
T8 869 67 2 9 |[14/10/0 |0 |O |O |0 |O
T9 308 58 1 15(11|7 |0 |0 |0 |0 |O |O
Tabla 20.
Determinacion se significancia mediante la prueba de Friedman
Muestra |T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Caddigo 508 625 |780 |603 |434 |613 |[640 |869 |308
Sumatoria | 222 198 |73 235 218 |191 |223 |67 58
Significancia
T1-T2 24 NS
T1-T3 149 NS
T1-T4 13 NS
T1-T5 4 NS
T1-T6 31 NS
T1-T7 1 NS
T1-T8 155 NS
T1-T9 164 NS
T2-T3 125 NS
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T2-T4 37 NS
T2-T5 20 NS
T2-T6 7 NS
T2-T7 25 NS
T2-T8 131 NS
T2-T9 140 NS
T3-T4 162 NS
T3-T5 145 NS
T3-T6 118 NS
T3-T7 150 NS
T3-T8 6 NS
T3-T9 15 NS
T4-T5 17 NS
T4-T6 44 NS
T4-T7 12 NS
T4-T8 168 NS
T4-T9 177 NS
T5-T6 27 NS
T5-T7 5 NS
T5-T8 151 NS
T5-T9 160 NS
T6-T7 32 NS
T6-T8 124 NS
T6-T9 133 NS
T7-T8 156 NS
T7-T9 165 NS
T8-T9 9 NS

Estadistico Critico | 184,2585859

Como se puede observar, no existe diferencia estadisticamente significativa
entre las preferencias de las muestras debido a que la diferencia entre los

tratamientos no es mayor que el estadistico critico calculado, sin embargo
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como se puede observar en la figura 1, los tratamientos con mayor preferencia
por parte de los consumidores fueron T3, T8 y T9, siendo este ultimo el de

mayor preferencia.
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Figura 1.

Preferencia de los prototipos.
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Los prototipos que obtuvieron mayor preferencia se presentan en la tabla 21
los mismos que se presentan de menor a mayor preferencia, con estos

tratamientos se realizé el estudio para la validacion del método casero de

determinacion de metanol.

Tabla 21.

Tratamientos seleccionados para el estudio de metanol.
Suero de

Tratamiento Mora
leche

T3 55% 25%

T8 65% 20%

T9 65% 25%

En la tabla 22 se presentan los resultados obtenidos de la determinacion de
metanol, mediante el método casero y el método avalado en la norma INEN, la
unidades de los resultados de la tabla se encuentran expresados en mg/L; en
la tabla 23 se describe cada uno de los tratamientos.

Tabla 22.
Resultados de las mediciones de metanol

Tratamientos

™ T2 T3 T4 T5 T6
Repeticion 1 0,25 0,35 0,32 0,25 0,35 0,34
Repeticion 2 0,30 0,40 0,34 0,30 0,45 0,35
Sumatoria 0,55 0,75 0,66 0,55 0,80 0,69
Media 0,28 0,38 0,33 0,28 0,40 0,35
Tabla 23.

Descripcion de los tratamientos.

Suero de

Tratamiento Mora Método

leche




T1 55% 25% Casero
T2 65% 20% Casero
T3 65% 25% Casero
T4 55% 25% INEN
T5 65% 20% INEN
T6 65% 25% INEN
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En la tabla 24 se presenta el analisis de varianza ANOVA de las mediciones de
metanol de los tratamientos, se observa que no existe una diferencia
estadisticamente  significativa entre ninguno de los tratamientos
(Fc=2,13<Ft=5,05), lo que indica que ni la diferencia en el porcentaje de mora
ni de suero de leche incide en un cambio en la produccion de metanol;
adicionalmente al no presentar una diferencia significativa entre aquellos
tratamientos cuyo contenido de metanol fue determinado mediante la norma
INEN y el método casero, se puede decir que este ultimo puede ser viable para
la determinacion de metanol en este tipo de bebidas fermentadas. Por ultimo,
al no existir diferencia entre las repeticiones (Fc=2,65<Ft=6,61) es respaldo

que las determinaciones se realizaron correctamente.

Tabla 24.

ANOVA determinacion de metanol.

FV G.L SC CMm Fc Ft Significancia
Total 11 0,04 0,00

Tratamientos 5 0,03 0,01 2,13 5,05 NS
Repeticiones 1 0,01 0,01 2,65 6,61 NS

EE 5 0,00 0,00

Dado que ninguno de los prototipos presentan una diferencia estadistica
significativa en cuanto al contenido de etanol, acidez total ni contenido de
metanol, estas tres formulaciones continuan al estudio sensorial, en la tabla25
se muestra la codificacién de cada uno de los tratamientos para el estudio tanto

de preferencia como de nivel de agrado.
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Tabla 25.

Codificacién de las muestras.

Tratamiento | Cédigo de muestra

T3 615
T8 413
T9 819

En las tablas 26 y 27 asi como en la figura 2 se presentan los resultados
obtenidos del estudio de preferencia, donde se muestra que el tratamiento con
mayor preferencia es el 819, y el de menor preferencia es el 615.

Tabla 26.

Resultados del nivel de preferencia.

Cadigo

de

muestra |Sumatoria | Moda Frecuencia 1 |Frecuencia 2 | Frecuencia 3
615 79 3 5 10 18
413 68 2 7 17 9
819 49 1 21 8 4
Tabla 27.

Determinacion se significancia mediante la prueba de Friedman
Muestra T3 T8 T9

Cadigo 615 413 819

Sumatoria 79 68 51

T3-T8 11 NS

T3-T9 28 *

T8-T9 17 *

Estadistico Critico 12,06

El nivel

de preferencia entre T3 y T8 no presenta una diferencia

estadisticamente diferente, debido a que la diferencia entre ambos tratamientos
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no es mayor al estadistico critico (11<12,06), con respecto a la preferencia de
T3 y T9 se observa que la diferencia entre ambos tratamientos al ser mayor al
estadistico critico presenta una diferencia significativa, lo mismo ocurre entre
los tratamientos T8 y T9 ambos son diferentes estadisticamente entre si. Sin

embargo, para verificar estos datos se conducira un estudio sensorial de nivel

de agrado.
Grafico de Preferencia
25
20
15
10
B preferencia 615
> B preferencia 413
0 19 W preferencia 819
Frecuencia 1 wdm“m,«a 3
Frecuencia 2 ?(ctn“‘-“('m
ke
cenci? 63>
Frecuencia 3 cefe
) | Frecuencia 1 | Frecuencia 2 | Frecuencia 3
W preferencia 615 5 10 18
W preferencia 413 7 17 9
® Preferencia 819 | 21 | 8 | 4
Figura 2.

Resultados del nivel de preferencia.

En cuanto al estudio de nivel de agrado, los resultados obtenidos son
presentados en la tabla 28, en la cual se nuestros los niveles de agrado para
cada uno de los prototipos estudiados, mientras que en las figuras 3, 4y 5 se

muestran representados de manera grafica.



Tabla 28.

Nivel de agrado de los prototipos.
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Nivel de Agrado

Ni Gusta
Gusta Ni Disgusta Disgusta
Muestra 615 | Mucho |Gusta | Gusta Poco |Disgusta | Poco Disgusta | Mucho
Valor
Numérico
Asignado 7 6 5 4 3 2 1
Frecuencia 8 10 9 6 0
Nivel de
agrado Final |5,61
Nivel de Agrado
Ni Gusta
Gusta Ni Disgusta Disgusta
Muestra 413 | Mucho |Gusta | Gusta Poco |Disgusta | Poco Disgusta | Mucho
Valor
Numérico
Asignado 7 6 5 3 2 1
Frecuencia 10 12 7 4 0
Nivel de
agrado Final |5,85
Nivel de Agrado
Ni Gusta
Gusta Ni Disgusta Disgusta
Muestra 819 | Mucho |Gusta | Gusta Poco |Disgusta | Poco Disgusta | Mucho
Valor
Numérico
Asignado 7 6 5 3 2 1
Frecuencia 11 15 5 0
Nivel de
agrado Final |6,06

La muestra que presenta el mayor nivel de agrado el T9 (65% suero y 25% de

mora) encontrandose en la opcion gusta; la muestra 413 (T8=65% suero y 20%

mora) presenta un nivel de agrado de 5,85 entre gusta poco y gusta estando

mas cercano a gusta, de igual forma la muestra 615 (T3= 55% suero y 25%
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mora) presenta un nivel de agrado entre gusta poco y gusta, obteniendo un

promedio de 5,61 en la escala heddnica.

En la tabla 29, se muestra el resumen comparativo de los resultados
porcentuales obtenidos en es estudio de nivel de agrado.

Tabla 29.

Nivel de agrado comparativo de los prototipos.

Nivel de Agrado
Tratamiento | Gusta Mucho |Gusta| Gusta Poco |Indiferente
615 (T3) 24% 31% |27% 18%
413 (T8) 30% 37% [21% 12%
819 (T9) 33% 46% | 15% 6%

El prototipo que mayor nivel de agrado presenta es el T9 (819), seguido de T8
(413) y el que menos agrado fue el T3 (615). En los graficos 3, 4 y 5 se
encuentra expresado de manera visual lo expresado en esta tabla junto con su

respectiva explicacion en cada uno de estos.
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Nivel de Agrado T3

0%

® Gusta Mucho W Gusta ¥ Gusta Poco M Ni Gusta Ni Disgusta
W Disguta Poco ¥ Disgusta ¥ Disgusta Mucho
Figura 3.

Agrado muestra 615 (T3).

De acuerdo a lo que muestra el grafico 3, al 24% de los jueces gusta mucho la
muestra, al 31% de los jueces gusta, al 27% gusta poco y al 18% le es
indiferente (ni gusta ni disgusta).

En el grafico 4 se presenta que al 30% de los jueces gusta mucho la muestra
413, al 37% de los jueces gusta, al 21% gusta poco y al 12% ni gusta ni

disgusta.
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Nivel de Agrado T8

0%

B Gusta Mucho B Gusta ¥ Gusta Poco B N| Gusta Ni Disgusta
¥ Disguta Poco ¥ Disgusta ¥ Disgusta Mucho
Figura 4.

Agrado muestra 413 (T8).

Con respecto a la muestra 819, el grafico 5 muestra que el 33% de los jueces
gusta mucho de este prototipo, al 46% le gusta, al 15% gusta poco y

unicamente al 6% de los jueces les es indiferente.
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Nivel de Agrado T9

0%

B Gusta Mucho B Gusta ¥ Gusta Poco B N| Gusta Ni Disgusta
¥ Disguta Poco ¥ Disgusta ¥ Disgusta Mucho
Figura 5.

Agrado muestra 819 (T9).

Los resultados de la tabla muestran congruencia entre el estudio de preferencia
y nivel de agrado, los tratamientos T3, T8 y T9 obtuvieron la preferencia 3, 2 y
1y un nivel de agrado de 5,61, 5,85 y 6,06 respectivamente, adicionalmente se
observa que ninguno de los panelistas dio una respuesta desfavorable al
producto ya que las opciones de disgusta poco, disgusta y disgusta mucho
obtuvieron un 0% de frecuencia para las 3 muestras. El T9 (65% de suero de
leche y 25% de mora) presentan una aceptabilidad mayor por parte de los

consumidores, obteniendo la mayor preferencia y el mayor nivel de agrado.
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7 Conclusiones y Recomendaciones

7.1 Conclusiones

En conclusién, se logro cumplir con los objetivos planteados durante este
estudio, se consiguié formular una bebida alcohdlica fermentada a base de
suero de leche y mora, con una alta aceptacion por parte de los consumidores.
Esta bebida cumple con la normativa INEN vigente para vino de frutas,
obteniendo 14,7 de grado alcohdlico, y menos de 1 mg/L de metanol. A pesar
que todos los prototipos cumplen con los requisitos de la norma, de acuerdo a
los datos obtenidos en los estudios sensoriales, el tratamiento con mayor
potencial de comercializacién es el T9, consiguiendo un nivel de agrado de
6,06 sobrepasando para los tratamientos T3 (5,61) y T8 (5,85), estos
resultados fueron obtenidos sobre una escala hedonica de 7 puntos; y
obteniendo la mayor preferencia estadisticamente significativa en el estudio,
siendo comparado con los tratamiento T3 y T8.

Con respecto a la validacion del método casero para la determinacion de
metanol, debido a que no existié una diferencia estadisticamente significativa
con respecto a los datos obtenidos mediante el método oficial, se puede
concluir que este protocolo puede servir para la determinacion de metanol en

bebidas tipo vino, sin embargo es necesario profundizar en este tema.
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7.2 Recomendaciones

A pesar que los datos con respecto a la validaciéon del método para el analisis
de metanol son favorables es recomendable reproducir esta metodologia con
un estudio a profundidad, en el cual se tome en cuenta la normativa 1SO
17025:2005 en la que se describe los requisitos para la validacion de nuevos
meétodos de analisis, por lo que se recomienda lo siguiente:

Comparar el método que se desea validar con una metodologia certificada,
esta comparacién se la debe hacer periddicamente de tal manera que se
puede generar una trazabilidad para un posterior analisis estadistico, con la
finalidad de comprobar su precisién y exactitud, ademas es necesario que los
datos y la estadistica obtenidos demuestren estabilidad a lo largo del periodo
en que se utiliza el método a validar; adicionalmente es necesario demostrar la
reproducibilidad de los datos obtenidos para generar confianza en el método. A
pesar que se pueda tener datos concluyentes esto no demuestra que el
meétodo sea eficaz, por o que es necesario que agentes externos efectuen las
mismas pruebas con el fin de demostrar que la reproducibilidad del método no
es unicamente en el laboratorio en el que se ha venido haciendo el estudio,
sino que se puede extrapolar a otros laboratorios. También es necesario
determinar los limites tanto inferiores como superiores de deteccion, asi como
las posibles limitaciones, e incluso la incertidumbre del método que se desea
validar, y por ultimo es necesario definir el alcance del método, es decir en que
productos se lo puede utilizar manteniendo el grado de confianza.

Por ultimo, con respecto al estudio sensorial, se recomienda aumentar el
tamano de poblacion al cual se efectue tanto el estudio de preferencia como el
nivel de agrado, esto con el fin de aumentar con confianza de los resultados
obtenidos; adicionalmente seria recomendable efectuar un perfil de sabor del
producto con jueces entrenados y comparandolo con vinos (de uva)

comerciales.
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