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RESUMEN

Se estudid la elaboracion de bebida alcohodlica fermentada tipo “vino” a partir de
jugo de naranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) en funcién de las variables: Concentracion de
panela, concentracion de sulfato de amonio y tiempo de fermentacion. La variable
respuesta fue el mayor rendimiento de etanol durante la produccién de bebida alcohdlica
de naranja, empleando un cultivo de Saccharomyces cerevisiae variedad ellipsoideus
MIT L - 51, como agente fermentativo. Los valores de las variables evaluadas fueron 15,
90 y 165 g de panela/L; 150, 175 y 200 mg de sulfato de amonio/L y 2, 4 y 6 dias de
fermentacién. Se emple6 el disefio experimental de Box — Behnken y “se obtuvo una
concentracion méxima de etanol de 92,17 g/L. de medio (14 % vol. etanol), cuando los
valores de las variables fueron: 165 g de panela/L. de medio, 200 mg de sulfato de
amonio/L. de medio y 6 dias de fermentacion. A los resultados de aplicar el disefio de
Box — Behnken se les aplicd el analisis de regresion multiple para determinar los
coeficientes de las ecuaciones polinomiales, los maximos y minimos de cada ecuaciéon y
seleccionar la ecuacion qﬁe tenga el minimo y el méximo, para con ella obtener lineas de
superficie de respuesta para la concentracion de etanol (g/L) todos estos calculos y graficos
estadisticos fueron realizados en el software Statgraphics V. 5.1; con el que se predijo una
concentracion maxima de 14,74 % vol. de etanol si se trabaja con un medio que contiene
178,8 g panela/L, 164,9 mg sulfato de amonio/L y se fermenta durante 6 dias. Con estos
valores optimos se elabor6 bebida alcohdlica de naranja; la que fue sometida a evaluacion
organoléptica y andlisis fisicoquimicos, de acuerdo a las normas establecidas por
INDECOPI, las pruebas dieron resultados satisfactorios para esta bebida, habiéndose

obtenido 14 % vol. de etanol.
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ABSTRACT

We studied the production of alcoholic beverage fermented type "wine" juice
from orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck) depending on the variables: Concentration of
panela, concentration of ammonium sulphate and fermentation time. The variable response
was the largest yield of ethanol during the production of alcoholic drink orange, using a
crop of Saccharomyces cerevisiae variety ellipsoideus MIT L — 51, as an agent
fermentative. The values of the variables evaluated were 15, 90 and 165 g of sugar
cane / L, 150, 175 and 200 mg of ammonium sulphate / L 2, 4 and 6 days of fermentation.
The experimental design was used for Box — Behnken and obtained a maximum
concentration of ethanol from 92.17 ng/L medium (14 % vol. ethanol), When the values of
the variables were: 165 g of sugar cane/L. medium, 200 mg of ammonium sulphate/L
medium and 6 days of fermentation. The results of applying the design of Box — Behnken
was applied multiple regression analysis to determine the coefficients of polynomial
equations, the peaks and troughs of each equation and the equation that takes select the
minimum and maximum to get her lines for response surface concentration of ethanol
(g/L) all these calculations and statistical graphs were made to the software Statgraphics
V. 5.1; with that predicted a maximum concentration of 14.74 % vol. ethanol when
working with a medium containing 178.8 g panela/L, 164.9 mg ammonium sulphate/L and
are fermented for 6 days, these values are best developed alcoholic drink orange, which
was subjected to physicochemical analysis and organoleptic evaluation, according to the
standards set by INDECOPI tests showed satisfactory results for this drink, having gained

14 % vol. ethanol.
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I.  INTRODUCCION

El futuro del pais depende en gran parte del desarrollo de la agroindustria, pues
posee una gran diversidad de recursos agricolas. En la Regién Amazonas destacan las
frutas citricas, que en la actualidad estan siendo aprovechadas en forma deficiente, y en

algunos casos no se les esta dando la debida importancia.

Dentro de las lineas de procesamiento tradicional se tiene la posibilidad de
emplear la naranja criolla (Citrus sinensis (L.) Osbeck) para la elaboracion de una bebida
alcohdlica por fermentacién de su jugo; dicho producto podra competir con otros similares.
Debido a que esta fruta es bastante labil a la manipulacién post — cosecha y son altamente
perecibles, hace dificil su transporte y comercializacién. Estas desventajas han motivado

en los ultimos afios un abandono en el cultivo de la naranja por parte de los agricultores.

Las bebidas alcoholicas se elaboran a partir de liquidos azucaradoé sometidos a
fermentacion alcohodlica por adicion de levaduras que, en condiciones de anaerobiosis, van
a metabolizar los azucares reductores a CO, y etanol. Su produccién y consumo es una de
las actividades mas antiguas desarrolladas por el hombre y a lo largo de los afios han dado

lugar a una gran diversidad de bebidas alcoholicas (Asticiaran y Martinez, 2005).

En la obtencion de bebidas alcohdlicas, se produce una fermentacidén que es
extremadamente compleja, no solo se modifican los azucares fermentables (glucosa y
fructosa), sino una serie de compuestos presentes en el mosto. Ademas, de los productos

principales de la fermentacién que son alcohol y didéxido de carbono, se forman glicerina,



acido succinico, acidos volatiles, butilenglicol, alcoholes superiores (esencia fusel),
acetaldehido, acido lactico y ésteres. Para llevar a cabo la fermentacidn, las levaduras
segregan enzimas y diastasas; siendo laé principales del primer grupo la sucrasa o invertasa
y la zimasa; mientras que en el segundo grupo se encuentran las proteasas, las fosfatasas, la

oxidasa y la reductasa (Calwana, 1991).

Nuestros sentidos pueden apreciar facilmente la fermentacién en la forma

siguiente (Beltran y Carvajal, 1995):

Una semejanza con el agua que hierve debida al desprendimiento de di6xido
de carbono (COy).
— Un aumento de temperatura en el seno del mosto que fermenta.

— Un cambio de sabor en el liquido.

Una disminucién de su densidad.

La produccion de vino de fruta es similar a la de vino de uva, con la diferencia
que siempre se ha de emplear azticar para hacer un vino acabado con 11 a 13 % de alcohol;
estos vinos se estabilizan con facilidad, no existe en ellos el problema de la precipitacidén
del tartrato y pueden ponerse en el mercado con gran seguridad inmediatamente después de

producirse.

El vino de frutas todavia no estd contemplado dentro de las normas legales en
nuestro pais. La Administracion Federal de Alcohol de la EUA ha establecido las normas

de identidad del vino cuyo texto es el siguiente (Beltran y Carvajal, 1995):



Articulo 2, seccidn 21.

CLASETI :vino de uvas

CLASEII : vino espumoso de uvas
CLASE III : vino de uvas carbonatado
CLASE IV : vino de frutas citricas

CLASE V :vino de frutas.

La temperatura de fermentacion, para que la levadura se desarrolle y trabaje en
buenas condiciones deberad estar comprendida entre 18 y 22 °C, y no debe exceder los
35 °C, ya que por encima de esta temperatura, ademas d¢ hacerse perezosas las levaduras,
se permite el desarrollo de contaminantes que desfavorecen el producto. Es recomendable
que la temperatura del mosto no deba ser superior a 20 °C, para permitir e] maximo
desarrollo de ésteres en el vino pues debido a que la fermentacién es un proceso
exotérmico, facilmente podria incrementarse la temperatura y detener la fermentacién

(Kolb, 2002).

Las enfermedades y defectos de los vinos, estan ligados a la deficiente condicién
del prensado, pero también puede estribar en una errénea fermentacién, azufrado
insuficiente, descuido en las atenciones de las cubas y en la vigilancia del vino. Por lo
comun aparecen enturbiamientos, olores desagradables o sabores extrafios. El vino puede
alterarse por accidon microbiana, quimica y fisiologica, conociéndose como
“enfermedades” a aquellos cambios perjudiciales provocados por microorganismos y como

“defectos” a aquellos cambios originados por procesos fisicos 0 quimicos que discurren en



el vino al captar sustancias extrafias que se manifiestan en variaciones indeseables de

aspecto, olor y sabor (Calwana, 1991).

El trasiego de las bebidas alcoholicas fermentadas tiene por objeto separar el
liquido transparente de todos los restos sélidos que se han ido acumulando en el fondo de
los envases. Las cubas de fermentacion del vino contienen en suspensién materias tenues
que no han podido precipitar a consecuencia del desprendimiento continuo de gas
carbonico debido a la fermentacién, y en particular, levaduras y gérmenes de
enfermedades. Estas sustancias y fermentos se depositan rapidamente en el fondo del
recipiente, contribuyendo a la formacién de las heces, siendo indispensable separarlos
mediante trasiegos ya que el contacto prolongado del vino con la levadura no es ventajoso
en ningun caso, sino que mas bien puede ser causa de modificaciones perjudiciales del
aroma y sabor, debido a que después de un cierto tiempo las levaduras se destruyen y
entran en putrefaccion. En vinos de frutas, el trasiego debe realizarse de manera que no

penetre aire en el vino (Asticiaran y Martinez, 2005).

La conservacién de los vinos de fruta, ain cuando estén bien constituidos,
requieren un minimo de cuidados para evitar su alteracion. Suficientemente atendido,
estara sujeto a modificaciones que le haran “envejecer”; la intensidad y calidad ciel
afiejamiento dependen, a la vez de la constitucidn inicial del liquido y de los cuidados mas
o menos bien entendidos, esenciales y complementarios, que se les den durante su

conservacion (Bremond, 1966).



Las levaduras son hongos microscopicos unicelulares de constitucion muy
sencilla. A grandes aumentos aparecen como células redondas, ovaladas o elipticas,
rodeadas por una delicada envoltura elastica, su didmetro es solo de 0,004 a 0,014 mm.
Estas levaduras se multiplican por gemaci6n y por esporas; la reproduccion por gemacién
es una forma de multiplicacion rapida (vida activa de las levaduras que se produce durante
y sobre todo, al principio de la fermentacion), la reproduccion por esporas es el proceso
normal de conservacion de la especie, en esta forma se encuentran las levaduras en el aire,
y bajo esta forma tambiéh pasan el invierno, esperando mejores condiciones para

multiplicarse (Kretzschmar, 1961).

A las levgduras Saccharomyces sp. Meyer las denomind “hongos azucarados”,
microorganismos unicelulares que se reproducen por gemacién que son capaces de
producir la fermentacion alcohdlica. Ahora se conoce bien su clasificacion diferenciandose
en levaduras que pueden formar ascosporas (sacos de esporas) y levaduras que no tienen
esta facultad. Existen diferentes especies de Saccharomyces siendo una de ellas la

Saccharomyces cerevisiae (Prescott y Duna, 1962).

Como no todo el nitrogeno presente en la fruta es aprovechable por las levaduras
y para permitir la rdpida fermentacién de frutas, el nitrogeno puede ser adicionado al
empezar la fermentacion como sulfato de amonio, conteniendo no menos de 21 % de
nitrégeno y no menos de 24 % de azufre. Es una sal inorgéanica de granulos blancos e
inodora que debido a sus enlaces idnicos se disocia facilmente en agua, formando de esta

manera amoniaco, el cual es facilmente asimilado por la levadura (Bailon, 2001).



Debido al bajo contenido de azucar en la naranja habra que suplementar su jugo
con panela, conocidaotambién en nuestro medio éomo chancaca granulada. La panela es un
producto obtenido por la evaporacién del jugo de la cafia de azicar en coccién y la
consiguiente cristalizacién de la sacarosa y los demas componentes solubles en el jugo,
quedando en forma granulada, con coloracién de tonos amarillos a pardo oscuro, de sabor
y olor caracteristico. Se puede utilizar como edulcorante y aromatizante de bebidas frias y
calientes; tanto para consumo familiar como industrial. Los pardmetros técnicos indican
que debe tener de 96 — 98 °Brix, 5,5 — 11 % azucares reductores, pH 5,8 — 6,2 y humedad
de 1,6 — 5 %. La composicién quimica nutricional aproximada es carbohidratos 82 — 85 %,
nitrégeno 0,2 %, calcio 80 — 250 mg/100 g, fésforo 40 — 120 mg/100 g, hierro 2,4 mg/100
g, sodio 20 — 80 mg/100 g, fibra 0 %, cenizas 1,5 — 2,0 %, y un poder energético de 351

cal/100 g (Mestanza, 2004).

El contenido de alcohol en el caso de las bebidas no destiladas fluctia por lo
general entre 3,5 y 14 % (v/v), con algunas excepciones en las que se llega a obtener
contenidos de hasta 20 %, como el sake (a base de arroz) y algunos vinos de mesa como
los trokenbernauslese alemanes, mientras que en el caso de las bebidas destiladas se

encuentra entre 35y 55 % (Garcia y Lopez — Murguia, 1993).

En la presente investigacion se optimizd los valores de las variables: mg de
sulfato de amonio por litro de jugo, g de panela por litro de jugo y tiempo de fermentacion;
empleando el disefio experimental de Box — Behnken, para elaborar una bebida alcohodlica

a partir de jugo de naranja criolla fermentado por Saccharomyces cerevisiae MIT L — 51.



II. MATERIAL Y METODO

2.1. Material biolégico

— Naranja criolla (Citrus sinensis (L.) Osbeck), proveniente del distrito de
Huambo, provincia de Rodriguez de Mendoza, Region Amazonas.

- Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus MIT L — 51 procedente del
Laboratorio de Microbiologia Industrial de la- Universidad Nacional de
Trujillo.

— Panela, proveniente del Caserio de Zubiate Puquio del Distrito de Huambo,

Provincia de Rodriguez de Mendoza, Region Amazonas.

22 Reactivacion de la cepa

La cepa de Saccharomyces cerevisiae estuvo contenida en un tubo de
ensayo con papa agar dextrosa (PDA) inclinado, se tomd con el asa bacteriologica
una pequefia porcién de la misma, se sembrd en otros tubos de ensayo con el
mismo medio, luego se incubd a 30 °C hasta obtener biomasa y posteriormente se
conservaron en refrigeracion como cultivo stock, a partir de los cuales se realiz6

el desarrollo del indculo.

2.3. Desarrollo del in6culo
2.3.1. Preparacion del medio
Se prepard el medio PDA constituido por agar, infusién de papa
blanca y dextrosa. Para ello se disolvid el agar en la infusién de papa por

calentamiento en una cocina eléctrica, luego se enfri®é hasta una



2.3.2.

2.3.3.

temperatura de 50 °C y se procedi6 a servir en 6 botellas planas de 200 mL
a las que se coloco tapones de algodon y se las esterilizé en autoclave a
una presién de 15 Ib/pulg® y 121 °C por 15 minutos; luego de salir del
autoclave se inclinaron las botellas para generar una mayor area de medio
de cultivo para el crecimiento de la levadura, al solidificarse el PDA a

temperatura ambiente.

Siembra de la cepa
Del cultivo stock de Saccharomyces cerevisiae MIT L — 51, se
produjo biomasa viable para inocular el jugo de naranja suplementado con

sulfato de amonio y panela.

Una vez desinfectada la mesa de trabajo y con tres mecheros
encendidos, se utilizé una asa bacteriologica previamente esterilizada en la
llama de un mechero, para tomar una muestra del tubo de ensayo donde se
encontraba la cepa de Saccharomyces cerevisiae MIT L — 51 y se procedio
a sembrar en las botellas planas por extensién. Luego se las llevd a

incubacion a 35 °C por 24 horas para el desarrollo de la levadura.

Preparacion del indculo

Una vez que se obtuvo el desarrollo de levaduras en las 6 botellas
después de las 24 horas de incﬁbacién, se las suspendié con solucién
mineral estéril constituida por: NaNO; (0,3 g/100 mL), K;HPO4

(0,1 g/100 mL), MgSO, (0,05 g/100 mL), FeSO4 (0,001 g/100 mL) y



KCI (0,05 g/100 mL) (Cornejo 2003); para ello, se encendié 3 mecheros
para que desinfecten el area de trabajo, se retir6 el tapon de algoddn de
cada botella 'y con la ayuda de la pipeta esterilizada se procedié a
adicionarle 5 mL de solucién mineral; luego se agité para suspender la
levadura de la botella, y se trasvasd a un matraz estéril. Esto se hizo con
las 6 botellas, enseguida se homogenizé la suspension en el matraz y se
realiz6 el conteo de las levaduras con la camara de Neubauer en el

microscopio a 40 aumentos (40 X).

2.4. Preparacion del medio base
Se clasificd y seleccioné las naranjas en base a su caracteristica fisica
(tamafio, forma y color), seguidamente se las lavd y pelé manualmente con
cuchillo. Se cort6 las naranjas peladas por la mitad y se extrajo el jugo con un
exprimidor manual, luego se lo filtrd sobre telas de tocuyo, separando el filtrado

de los restos solidos.

El jugo de naranja filtrado viene a ser el medio base o mosto, con un pH
de 3,45; luego, se realizd el pasteurizado del jugo a 60 °C por 30 minutos,
inmediatamente después se suplementd con panela y sulfato de amonio, segtn los
valores dados en la Tabla 1, de acuerdo a lo necesario para cada experimento
indicado en la Tabla 2. Se bajé la temperatura a 35 °C y se procedid a la
inoculacion de 2 x 10° cél/mL de Saccharomyces cerevisice MIT L — 51
(Scragg, 1996), para el proceso de fermentacion de acuerdo al disefio

experimental de Box — Behnken (Tabla 2).



Tabla 1: Valor de las variables a evaluar con el disefio estadistico de Box — Behnken.

Concentracion ~ (NH4),SO4  Panela  Fermentacion

(mg/L) (g/L) (dias)
A B C
Alta  (+) 200 165 6
Media (0) 175 90 4
Baja ) 150 15 2

2.5. Fase pre — fermentativa: Acondicionamiento de los biorreactores
Los biorreactores se hicieron de botellas descartables de plastico de
1500 mL de capacidad, con las mismas caracteristicas y proporciones geomeétricas
(Anexo, Fotografia 1). Para  realizar los experimentos, se emplearon

15 biorreactores.

A cada biorreactor se le incorpor6 un dispositivo para la salida del CO,,
consistente en una manguera la cual fue conectada a una botella que contenia una

- solucidén de cloruro de calcio para evitar la entrada de oxigeno.
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Tabla 2: Diseiio estadistico de Box — Behnken para evaluar las tres variables

independientes.
Numero Variables
experimento A B C
1 + + 0
2 - + +
3 0 - 0
4 + - -
5 0 + 0
6 0 + -
7 - - +
8 0 - -
9 + 0 +
10 + 0 0
11 - 0 +
12 - 0 -
13 0 0 0
14 + + +
15 - - -

11



2.6. Fase fermentativa: Proceso de produccion de etanol

A cada biorreactor se colocd 1000 mL de medio base, se suplement6 con
panela y sulfato de amonio, de acuerdo a lo establecido en el disefio de
Box — Behnken (Tabla 2). Luego se homogenizd y se selld herméticamente el
biorreactor, dejando un respiradero de purga para eliminar el CO; producto de la
reaccion. Se incubd en el rango de 18 a 22 °C en una caja aislada con tecnopor
(poliestireno) y calentada pér un foco de 50 W, por el tiempé) establecido para
cada experimento (Tabla 2). Los experimentos se realizaron por triplicado y se

reporto el promedio de los resultados.

2.7. Fase post — fermentativa
Después de cada periodo fermentativo fueron tomadas muestras de los
mostos para determinar la concentracion de etanol (g/L). Luego se trasvasé a
envases.de vidrio para la pasteurizacién a una temperatura de 65 °C durante 30
minutos para detener la fermentacion. Se dejo enfriar y se esperd 7 a 8 dias para

que sedimente el vino y se clarifique para realizar el trasiego.

.2.8. Optimizacion del proceso de fermentacion
Existen diversas variables de las cuales depende el proceso de
fermentacion; para esta investigacion se han considerado como las mas
importantes a las variables concentracién de panela, concentracion de sulfato de
amonio y tiempo de fermentacion. Los valores de estas variables han sido
evaluados siguiendo el disefio de Box — Behnken, los resultados se emplearan

para dar valor agregado a la naranja de la Region Amazonas. Luego de haber

12



realizado todos los ensayos experimentales, y teniendo los datos de

concentracioén de etanol, que es la variable respuesta; se procedié a realizar el

andlisis estadistico para determinar los valores éptimos de las variables.

2.8.1.

Analisis estadistico

El nivel 6ptimo de cada variable independiente fue determinado
usando las técnicas de Optimizacion de Respuesta Superficial
(Daniel, 1976), el cual fue aplicado a las 3 variables independientes y sus

relaciones se ajustaron al siguiente modelo polinomial cuadratico.

Z = by+ 1A + bB + bsC + byAB + bsAC + bBC + byA? + byB? + byC?
Donde:

Z = Variable dependiente (concentracion de etanol en g/L)
A,B,C = Variables independientes

Coeficiente de regresion en el punto central

by
by, by, b3 = Coeficientes lineales
b4, bs, _b6 = Coeficientes de interaccion de segundo orden

b7, bg, by = Coeficientes cuadraticos.

Para la identificacion de un valor 6ptimo fue necesario estimar la
curvatura, paravlo cual cada variable fue ensayada en 15 niveles mediante
el disefio de Box — Behnken que es un disefio factorial fraccional
(Daniel, 1976). Los coeficientes del modelo polinomial fueron calculados

usando las técnicas de regresion multiple y luego se escribid las

13



ecuaciones XY polinomiales, las que fueron usadas para generar
respuestas y lineas de contorno para las diferentes combinaciones de los
niveles de las variables. Todos los calculos y graficos estadisticos fueron

realizados con el software Statgraphics V. 5.1.

2.9. Produccion de bebida alcohélica de naranja de mayor rendimiento en etanol

Después de haber optimizado los valores de las variables que influyen
en el mayor rendimiento en etanol, durante la produccion de la bebida alcohdlica
de naranja, se aplicé nuevamente el método de elaboracién para la obtencion de
la bebida y poder comprobar el valor de concentracion de etanol (g/L) predicho
en la optimizacion de variables, empleando sus valores que permitiran obtener el
maximo predicho.

Desde el inicio hasta el final se realizaron controles diarios de:

— pH, utilizando el pH — metro.

— Concentraciéon de azlcares reductores mediante el método de

Fehling.
— °Brix, realizando la lectura con el refractometro portatil

— Densidad, método del picnémetro.

Al final del proceso fermentativo se determiné el rendimiento en etanol
expresado en % en volumen y en g/L. de mosto; para ello, se pasteuriz6 la bebida

_ para terminar la fermentacion e inhibir la levadura, a una temperatura de 65 °C
durante 30 minutos. La pasteurizacion se realizé colocando el jugo fermentado

en recipientes de vidrio los que se pusieron en bafiomaria a la temperatura y

14



tiempo indicados. Una vez pasteurizado, se enfri6 y se guardo durante 7 a 8 dias
para que sedimente y clarifique, para luego hacer el trasiego. Se embotello la
bebida en botellas de vidrio ambar, debidamente higienizada en agua caliente a
85 °C por 1 minuto, enjuagadas con alcohol de 96° durante unos instantes, y
finalmente enjuagadas con agua destilada. Se llend las botellas con el vino y se
cerraron con corchos. Se procedid a la catacion del vino por un panel utilizando
la escala heddénica (Anexo), determindndose los siguientes caracteres
organolépticos.

— Color : caracteristico de la procedencia del vino.

— Sabor : caracteristico de la procedencia del vino.

— Olor :aalcohol

— Aspecto: limpido

2.10. Analisis fisicos y quimicos del vino de naranja

Para determinar el grado alcohdlico se utilizd la destilacion simple y en
seguida la destilacion fraccionada. Se realizd la destilacion simple, de 600 mL de
bebida alcohdlica obtenida en cada biorreactor, de los cuales se obtuvo 100 mL de
destilado. Luego, se procedié a la destilacién fraccionada de lo obtenido en la
destilaciéon  simple, para después determinar los grados Gay — Lussac de
concentracion de etanol (°G.L.) con el alcoholimetro. A demds, se determiné la
acidez total, el contenido de cloruros y la acidez acética; cuyo procedimiento esta en

el apéndice.
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III. RESULTADOS

De los resultados mostrados en la Tabla 3, los valores de las variables
independientes del ensayo 14 son lo que permitieron obtener la mayor concentracion de
etanol en g/L.

Tabla 3: Rendimientos promedio de etanol de cada medio de diferente concentracion de

componentes, aplicando el disefio estadistico de Box — Behnken.

Numero Variables Rendimiento
Experi_  Sulfato de amonio Panela  Tiempo Etanol  Concentracion de etanol
mento (mg/Lj (g/L) (dias) ~ (%vol.) (g/L)
A B C Y1 Y2
1 200 165 4 13 87,60
2 150 165 6 13,5 91,56
3 175 15 4 7,3 71,03
4 200 15 2 6 69,82
5 175 165 4 11,5 83,07
6 175 165 2 9.8 76,01
7 150 15 6 7,5 72,35
8 175 15 2 5,7 68,45
9 200 90 6 11,3 82,18
10 200 90 4 9,8 76,48
11 150 90 6 13,2 90,02
12 150 90 2 6,8 ‘ 70,67
13 175 90 4 10,7 78,09
14 200 165 6 14 92,17
15 150 15 2 4,8 65,56
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Tabla 4: Medicién del pH durante los dias de fermentacién de cada experimento.

Numero _ Dias

Experimento 0 1 2 3 4 5 6
1 3,45 3,44 3,40 3,39 3,38
2 3,45 3,45 3,41 3,40 3,38 3,35 3,35
3 3,45 3,45 343 3,42 3,40
4 3,45 3,45 3,44
5 3,45 3,45 3,43 3,40 3,39
6 3,45 . 3,45 3,42 ‘
7 3,45 3,45 3,43 3,42 3,40 3,38 3,38
8 3,45 3,45 3,43
9 3,45 3,44 3,43 3,40 3,39 3,37 3,36
10 3,45 3,44 3,42 3,40 3,38
11 3,45 3,45 3,42 3,41 3,39 3,37 3,36
12 3,45 3,45 3,41
13 3,45 3,45 3,42 3,40 3,38
14 3,45 3,44 3,40 3,39 3,37 3,36 3,35
15 3,45 3,45 3,43

Tabla 5: Contenido de azicares reductores (g/L) durante los dias de fermentacion de cada

experimento.
Numero _ Dias

experimento 0 1 2 3 4 5 6
1 55 49 22 9 5
2 55 48 20 11 6 4 3,5
3 35 28 19 12 7
4 35 21 10
5 55 43 31 10 4
6 55 22 15
7 35 20 14 9 6 4 2,2
8 35 20 11
9 45 34 26 17 13 7 4,2
10 45 30 21 16 11
11 45 31 24 18 13 9 5
12 45 24 11
13 45 28 21 16 10
14 55 41 34 25 14 10 6,2
15 35 19 8
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Tabla 6: Medicion de °Brix durante los dias de fermentacion de cada experimento.

Numero Dias

experimento 0 1 9 3 4 5 6
1 21 18,7 8,4 34 2
2 21 18,3 7,6 4,2 2,3 1,5 1,3
3 11,6 9,3 6,3 4 2,3
4 11,6 7 33
5 21 16 12 3,9 1,5
6 21 8 6
7 11,6 6,6 5 3 2 1,3 0,8
8 11,6 6,6 4
9 17,6 13,3 10 6,6 5,1 2,7 1,6
10 17,6 12 8 6,3 4,3
11 17,6 12,1 9.4 7 5,1 3,5 2
12 17,6 9,4 43
13 17,6 11 8 6,3 3,9
14 21 15,6 13 95 53 3,8 2,4
15 11,6 6,3 3 '

Los datos de la Tabla 3 fueron procesados en el software Statgraphics V. 5.1; para
obtener los coeficientes de regresion mostrados en las Tablas 7 y 9, que se emplean para

escribir las ecuaciones polinomiales respectivas.
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Tabla 7: Coeficientes de regresion obtenidos con Statgraphics V. 5:1; a partir de los datos

de la Tabla 3, para concentracion de etanol en (g/L).

Variables independientes ~ Coeficientes de regresion

Constante b, = -31,5537

A: Sulfato de amonio by = 0,980859
B: Panela b, = -0,137321
C: Tiempo by = 9,52057
AB:AxB by = 0,00136677
AC:AxC bs = -0,0698499
BC:BxC bg = 0,0275612
AA:AxA b; = -0,00225895
BB: Bx B by = -0,000617182
CC:CxC by = 0,333832

La ecuacion del modelo ajustado es:

Y2 =-31,5537 + 0,980859 x A — 0,137321 x B + 9,52057 x.C — 0,00225895 x A> +
0,00136677 x A x B —0,0698499 x A x C — 0,000617182 x B> + 0,0275612 x

B x C+0,333832 x C* (reporte de Statgraphics V. 5.1.)
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Tabla 8: Analisis de la varianza para concentracion de etanol (g/L) en funcién de sulfato de

amonio, panela y tiempo.

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio F - Ratio P - Valor

A:A 5,04413 1 5,04413 0,73 0,4320
B:B 5,57155 1 5,57155 0,81 0,4105
C:.C 24,6777 1 24,6777 3,57 0,1175 -
AA 3,37307 1 3,37307 0,49 0,5160
AB 14,0966 1 14,0966 2,04 0,2127
AC 35,9862 1 35,9862 5,21 0,0714
BB 19,4723 1 19,4723 2,82 0,1541
BC 60,9239 1 60,9239 8,81 0,0312
CC 3,39158 1 3,39158 0,49 0,5149
Error Total 34,5643 5 6,91285
Total 1115,76 14

Tabla 9: Coeficientes de regresion para el rendimiento de etanol (% vol.) en funci6n de

sulfato de amonio, panela y tiempo.

Coef. de regresion para etanol (% vol.)

i

Constante by . -46,7284

A:A bi = 0,528907
B:B b, = -0,0242846
C:C by = 3,77334
AA by = -0,00133058
AB bs = 0,000479716
AC bs = -0,0221074
BB b; = -0,000274675
BC bg = 0,00642783
CC by = 0,0414113
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La ecuacién del modelo ajustado es:

Y1 = - 46,7284 + 0,528907 x A — 0,0242846 x B + 3,77334 x C — 0,00133058 x A? +
0,000479716 x A x B — 0,0221074 x A x C — 0,000274675 x B? + 0,00642783 x

B x C+0,0414113 x C* (reporte de Statgraphics V.5.1.)

Tabla 10: Analisis de la varianza para rendimiento de etanol (% vol.) en funcion de sulfato

de amonio, panela y tiempo.

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado medio F —Ratio P - Valor

A:A 1,46667 1 1,46667 2,65 0,1647
B:B 0,174247 1 0,1 74247 0,31 0,5991
C:C 3,87641 1 3,87641 | 7,00 0,0457
AA 1,17029 1 1,17029 2,11 0,2058
AB 1,73657 1 1,73657 3,13 0,1369
AC 3,6048 1 3,6048 6,51 0,0512
BB 3,85682 1 3,85682 6,96 0,0461
BC 3,31375 1 3,31375 5,98 0,0582
CC 0,0521897 1 0,0521897 0,09 0,7713
Error Total 2,77006 5 0,554012
Total 135,576 14

R - cuadrado = 97,9568 %

R - cuadrado (ajustado para g.1.) = 94,2791 %

Error Estandar de Est. = 0,74432

Error absoluto de la media = 0,362372

Estadistico Durban — Watson = 2,60576 (P = 0,0837)

Autocorrelacion residual Lag. 1 =-0,357719
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Tabla 11: Ruta ascendente para el rendimiento de etanol (% vol.) en funcion de sulfato de

amonio, panela y tiempo pronosticado.

A B C % vol.

0,0 0,0 0,0 -46,7284
1,0 0,0099566 19,60151 -6,36535
2,0 3,0181 151,738 1476,51
3,0 2,68128 145,933  1380,19
4,0 2,34233 140,043 1285,63
50  2,00007 134,058 119281

Respuesta Optimizada
Meta: maximizar % Vol.

Valor optimo = 14,7474

Tabla 12: Valores optimos de las variables independientes.

Variable independiente  Inferior Mayor Optimo

Sulfato de amonio (mg/L) 150,0 200,0 178,814
Panela (g/L) 15,0 165,0 164,984
Tiempo (dias) 2,0 6,0 6,0
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obtiene la maxima concentracion de etanol que alcanza a 14,7 % vol. con un jugo de

naranja suplementado con 165 g de panela/L y 178,8 mg de sulfato de amonio/L.

Superficie de respuesta estimada de etanol (% vol.)
Tiempo (dias) C =6

Etanol (% Vol.)

165
15

Panela (g/L)

Sulfato de amonio (mg/L)

Grafica 1: Superficie respuesta de etanol (% vol.) en funcién sulfato de amonio — panela
(tiempo: 6 dias). Méaximo 14,7 % vol. de etanol.
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La Grafica 2 confirma los valores de la Grafica 1.

Superficie de respuesta estimada de etanol (% vol.)
Panela (g/L) B = 165

16 :—
14[?
12} :
0 2
8 | ' :
6F ' ‘

Etanol (% Vol.)

4= -/54
50 75 20 25 20 °

Tiempo (dias)
Sulfato de amonio (mg/L)

Grafica 2: Superficie respuesta de etanol (% vol.) en funci6n sulfato de amonio — tiempo
(panela 165 g/L). Méximo 14,7 % vol. de etanol.
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La Grafica 3 confirma los resultados de la Grafica 1.

superficie de respuesta estimada de etanol (% vol.)
Sulfato de amonio (mg/L) A=175

Etanol (% Vol.)

15 90 165 240 315 290
Panela (g/L) ' Tiempo (dias)

Grafica 3: Superficie respuesta de etanol (% vol.) en funcion panela - tiempo (sulfato de
amonio 175 mg/L). Maximo 14,7 %o vol. de etanol.
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Grafica 4: Diagrama de bloques del proceso de obtencién de bebida alcoholica.
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Tabla 13: Condiciones de operacion del proceso de fermentacién para produccion de vino

de naranja con el mayor % en volumen de etanol.

Condiciones de operacion del proceso de fermentacion

Volumen del mosto inicial 1L

pH 3,45
Temperatura (ambiente) 18 -25°C
Sulfato de amonio 178,8 mg/L
Panela 165 g/LL
Tiempo 6 dias
Volumen de vino obtenido 0,890 L
Rendimiento de etanol 14 % vol.

Tabla 14: Control periodico de la fermentacion alcohdlica en la obtencion del vino de

naranja con el mayor % en volumen de etanol.

Dia “Brix pH Densidad
(g/L)
0 28,0 3,45 1,1165
1 19,4 3,44 1,0776
2 16,7 3,40 1,0628
3 14,0 3,39 1,0539
4 12,3 3,37 1,0457
5 93 3,35 1,0037
6 9,0 3,35 0,9818
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Tabla 15: Analisis organoléptico del vino de naranja elaborado.

Caracteres Resultados INDECOPI
evaluados
Aspecto Limpio Limpio
Olor Alcohol Caracteristico
Sabor Alcohol Caracteristico
Color Semejante al jugo de naranja Caracteristico de la
(anaranjado claro) procedencia del vino

Tabla 16: Resultados obtenidos y los datos de INDECOPI para el vino de naranja

elaborado.
Analisis fisicoquimico Resultados INDECOPI
Acidez total del vino % max. 0,6628 1,0

Titulo alcohdlico minimo en % vol. de

15-2°C 14 10,13
Acidez acética volatil expresada como

acido acético, g/L méx. 0,672 1,8
Cloruros expresado como cloruro de

sodio, g/l max. 0,24 1,0 .
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Tabla 17: Control periddico de la produccién de etanol y del consumo de azicares
reductores (AR) durante la fermentacion alcohdlica, con los valores 6ptimos

de las variables.

Dia Etanol Concentracion de etanol Azucares reductores

(% vol.) . (gL) (/L)
0 0 0 55,00
1 628 49,57 48,30
2 825 65,12 41,30
3 10,68 70,05 32,50
4 12,30 79,15 20,60
5 13,20 89,45 11,20
6 14 92,17 7,5

Con los datos de la Tabla 14, se hicieron las graficas 5 y 6, donde se aprecia la
disminucién de los °Brix y del pH, conforme transcurren los dias de fermentacion, hasta

mantenerse casi constantes al final de la fermentacién.
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Grafica 5: Variacion de los °Brix con respecto al tiempo, durante la fermentacion

alcoholica.
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Gréfica 6: Variacion del pH con respecto al tiempo durante la fermentacion.

Con los datos de la Tabla 17 se hizo la grafica 7, donde se aprecia el incremento de
la concentracion de etanol (g/L) y la disminucion de los azicares reductores, conforme

transcurren los dias de fermentacidon, hasta mantenerse casi constantes al final de la

fermentacion.
100 1 R R
aJ l
@ 804-----—-- % ———————————————
a |
§ O ~e—Etanol
S 404----- A N R ~0==AR
c w s :
g 20"‘7-““j “““““ 1mos o oamooo o : |
o i l 1 | .
0. T T Y T 2
0 1 2 3 4 5 6
Dias

Grafica 7: Variacion de la concentracion de etanol y azicares reductores (AR) con respecto

al tiempo, durante la fermentacién alcohdlica.
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IV. DISCUSION

En la elaboracién de bebida alcohdlica a partir de sauco Sambucus peruviana
HBK, se suplemento el mosto con 323,5 g de aztcar/L y 175 mg de fosfato de amonio/L
de mosto a pH 3,5 habiéndose obtenido una concentracién de etanol de 14,17 °G.L. y los
azucares reductores disminuyeron de 26 a 9,9 ° Brix (Columna, 1991). En el presente
trabajo de investigacion se suplementé el jugo de naranja con 165 g de panela/L, que
viene a ser practicamente la mitad de la empleada para el mosto de sauco. En cuanto a la
fuente de nitrégeno, empleamos sulfato de amonio (21,21 % N) que en la cantidad usada
aportd 37,9 g N, mientras que para el mosto de sauco se tuvo 49,3 g N. El pH al que
trabajamos fue de 3,45 y los °Brix bajaron de 28 a 9, siendo esto muy similar al empleado
para el mosto de sauco. Sin embargo, a pesar de haber empleado casi la mitad de aztcares
se obtuvo practicamente la misma concentracidn final de etanol: 14 °G.L. Podemos decir
que la levadura convirtié mas eficientemente los azucares reductores de jugo de naranja y

los aportados por la panela, que los azicares reductores del sauco y del azucar adicionado.

La cantidad de azucares reductores en el jugo de naranja en promedio fue de 33
g/L. Para la obtencion de bebida alcohdlica fermentada se suplement6 el jugo con panela
para aumentar los azucares reductores, adiciondndole lo necesario para cada experimento
(15, 90 y165 g de panela/L) de acuerdo a lo indicado en la Tabla 1, lo que equivale a 35,
45y 55 g/L de azicares reductores. En la Tabla 3 se muestran los rendimientos de etanol
en % en volumen y en g/L, para cada experimento. De los 15 experimentos realizados se

puede observar que en el nimero 14 se obtuvo la concentracién mas alta 92,17 g de
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etanol/L de mosto empleando 200 mg/L de sulfato de amonio, 165 g/L de panela y 6 dias

de fermentacion, siendo la concentracion més alta obtenida.

El analisis de las graficas de superficie de respuesta obtenidas con la ecuacién
polinomial, cuyos coeficientes se muestran en la Tabla 9, para % en volumen de etanol,
permite predecir que se puede obtener un méaximo de 14,7 % en volumen de etanol,
suplementando el jugo de naranja con 165 g de panela/L y 178,8 mg de sulfato de
amonio/L, dejandolo fermentar durante 6 dias con Saccharomyces cerevisiae. Esto se
respalda en las Gréficas 1., 2 y 3; de las que se obtiene los mismos valores para % en
volumen de etanol y para las variables independientes, lo cual tambiéh ha sido reportado

por el software Statgraphics V. 5.1. (Tabla 12).

Los otros dos resultados altos de concentracion de etanol de 91,56 g/L y 90,02
g/L (Tabla 3, ensayos 2 y 11) bastante cercanos al maximo obtenido de 92,17 g/L (Tabla 3,
ensayo 14), permiten deducir que un valor para sulfato de amonio entre 150 y 200 mg/L
puede inducir a la levadura a bioconvertir mas azicares reductores en etanol, en un tiempo
de fermentacién de 6 dias. Esta deduccion se corrobora con los resultados de los ensayos 4,
8 y 15 (Tabla 3) donde se observa que, manteniendo constante la cantidad de azicares
reductores (15 g/L) y el tiempo de fermentacion (2 dias), si incrementamos el sulfato de
amonio de 150 a 175 mg/L se obtiene un incremento de etanol de 2,9'1 g/L; sin embargo, al
incrementar de 175 a 200 mg/L el sulfato de amonio, solo se obtiene un incremento de 1,35
g/L de etanol. En consecuencia, el valor adecuado para el sulfato de amonio debe estar
cercano a 175 mg/L; este valor concuerda con el valor éptimo obtenido con el software

Statgraphics de 178,8 mg/L. Un apoyo a esto se tiene en los ensayos 9 y 11 (Tabla 3)

32



donde con 200 mg/L de sulfato de amonio se obtiene menos etanol que con 150 mg/L,

manteniendo constante las otras condiciones.

En la Tabla 13 se muestran las condiciones de operacion para elaborar un vino
de naranja, donde se incluyen los valores 6ptimos de las variables independientes para
obtener el mayor rendimiento en etanol (Tabla 12). El pH inicial del mosto fue de 3,45,
encontrandose en el rango de 3,4 — 5,0 que favorece el crecimiento 6ptimo de la levadura,
inhibiendo el desarrollo de bacterias. Con estas condiciones, se ha obtenido vino de
naranja con 14 % en volumen de etanol, valor que estd dentro del rango para bebidas no
destiladas; ademés, la evaluacion organoléptica del vino de naranja dio resultados
satisfactorios (Tabla 15), convirtiendo este proceso en una alternativa adecuada para dar

valor agregado a la naranja de la Region Amazonas.

Al hacer el seguimiento a la fermentacion durante los 6 dias, se midi6 °Brix, pH
y densidad del mosto encontrandose que sus valores descienden casi linealmente lo cual es
caracteristico en las fermentaciones (Grafica 5 y 6). Simultdneamente, en cada dia se
determiné el % volumen de etanol, concentracion de etanol (g/L) y azucares reductores en
g/L; observandose que conforme disminuyen los aztcares reductores, aumenta la
concentracion de etanol en el mosto. Debe tenerse en cuenta que una parte de los azucares
reductores fue empleada para el desarrollo de la levadura y otra parte fue convertida por la
levadura en etanol y CO;; como se realizo la fermentacion en condiciones anaerobicas, se
puede asegurar que el desarrollo de biomasa fue minimo y por tanto, la levadura

prioritariamente convirtio los azucares reductores en etanol y CO,.
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V. CONCLUSIONES

— Se ha elaborado una bebida alcohdlica a partir de jugo de naranja, con resultados

satisfactorios en la evaluacion fisicoquimica y organoléptica.

— Los valores optimos de las variables independientes son:

Sulfato de amonio = 178,8 mg/L
Panela = 165 mg/L
Tiempo de fermentacién = 6 dias

— Las condiciones de operacion finales para elaborar la bebida alcoholica de naranja
fueron; jugo de naranja madura de pH 3,45, suplementado con sulfato de amonio
(178,8 mg/L) y panela (165 g/L), fermentado por Saccharomyces cerevisiae vatr.
ellipsoideus MIT L — 51 durante 6 dias a 18 — 25 °C. Este vino alcanzé un contenido

de 14 % en volumen de etanol.
— La bebida alcoholica de naranja, por sus caracteristicas fisicoquimicas, cumple con la
Norma Técnica para vinos de uva, las estipuladas por INDECOPI, lo que demuestra

que la bebida es aceptable.

— Este proceso biotecnologico es adecuado para dar valor agregado a la naranja que se

produce en la Regién Amazonas.
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V1. RECOMENDACIONES
Emplear naranjas con un 6ptimo estado de madurez y sanidad, que se tiene cuando su

contenido de azucares reductores es de 33 g/L de jugo.

Realizar trabajos de investigacion concernientes al clarificado de la bebida alcohdlica

" de naranja.

Realizar un estudio de mercado y de costos de produccidn para la creacién de una
industria de elaboracion de una bebida alcohdlica de naranja, empleando los valores

Optimos de sulfato de amonio, panela y tiempo de fermentacion.
Emplear la cascara de naranja para extraer su aceite esencial por arrastre con vapor, de

esta manera se empleara un subproducto del proceso de elaboracién de bebida

alcoholica de naranja.
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ANEXO

Fotografia 1: Biorreactores para obtener etanol a partir de jugo de naranja.

\
\ '

Fotografia 2: Recuento de células de Saccharomyces cerevisiae

en microscopio con camara de Neubauer a 40 X.
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Fotografia 3: Acondicionamiento de los biorreactores con el medio base.

Fotografia 4: Caja con aislamiento térmico para mantener la temperatura
de fermentacion.
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Fotografia 5: Equipo de laboratorio para destilacion simple.
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Tabla 18: Principales enfermedades de los vinos, cambios que se produce y causas que los
originan. Calwana, (1991).

Enfermedades |

Cambios observados

Causas

De la flor

Desarrollo de telillas rugosas de
color blanco grisaceo, crema o
rosado en la superficie del vino.

Oxidaciéon  del
produccion de
carbdnico y agua.

etanol con
anhidrido

Presencia de Mycoderma vini.

Se  presenta en  vinos
insuficientemente  sulfatados,
con baja graduacién alcoholica
y abundante sustancia
nitrogenada.

Picado o
- acetificacion

Desarrollo de una nata blanca
gris con olor y sabor a vinagre.

Oxidacién parcial del etanol,
con produccién de 4cido acético
y agua.

Presencia de Mycoderma aceti.

Se  presenta en  vinos
insuficientemente sulfatados.

De la vuelta o
ribote

El vino es blando, con gas, color
desvaido, olor muy desagradable
y pierde acidez fija.

Presencia de bacterias lacticas
mutantes.

Se presenta en vinos de baja
acidez (especialmente en vinos
de bayas y frutas diversas)
almacenados a temperatura
elevada.

De la manita

Transformacion de los azucares
residuales: la levulosa a manita
y la glucosa a acido lactico y
acético.

Presencia de bacilos lacticos
Bacterium gayonii.

Bacterium mannipoeum.

Picado lactico

El vino se torna turbio, presenta

olores desagradables y sabor
acido.
Perdida de de suavidad y

calidad del vino.

Presencia de bactérias graciles.

Presencia de bactérias lacticas
resistentes.

Amargor del
vino

E 1 vino adquiere un sabor
amargo, olor butirico y putrido.

Presencia de Bacillus
amaracrylus.
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Tabla 19: Principales defectos de los vinos, cambios que se producen y causas que los
originan. Calwana, (1991).

Defectos Cambios observados Causas

Presencia de “enoxidasas”,
Se produce turbidez con una | pertenecientes a las
coloraciéon parda en contacto | polifenoloxiasas. Se presenta
con el aire, debido a la|en vinos provenientes de
insolubilizacién de un aparte | uvas sobre maduras y
del tanino y la materia | podridas, en los que el
colorante. azufrado ha sido insuficiente
e inoportuno.

Quiebra
oxidasica o
quiebra parda

Formacion de velo blanco o gris | Exceso de hierro en el mosto
blanquecino o decoloraciéon con
Quiebra férrica | enturbiamiento  entre  gris
o quiebra blanquecino y gris genuino.
blanca o gris

Contenido de hierro mayor o
igual a 12 mg/L. Se
presentan en vinos  que
Formacion de fosfato férrico, | permanecieron en contacto
debido a la reaccién entre el | con utensilios de hierro
hierro en estado férrico con los | durante las operaciones de
fosfatos y la materia colorante. | elaboracion.

Quiebra Se produce turbidez. Ligero exceso de cobre

cuprica Produce turbidez acompafiado | (3 mg/hL).
de un sabor amargo intenso.

Coloracién verde azulado o

it | e i | 5 e oo  prsni
de oxigeno

originado por la reaccion del

hierro en estado “ferro” con los

tanatos en presencia de oxigeno
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APENDICE

1. Determinacién de azicares reductores en el jugo de naranja
Factor glucosa

En 10 mL de Fehling se gasto 12 mL de glucosa al 0,5 % p/v

0.5 g glucosa - x 12 mL de solucién de glucosa = 0,06 g glucosa
100 mL solucion de glucosa 10 mL Fehling 10 mL Fehling

Jugo de naranja

Vgastado = 1,8 ml jugo de naranja

10 mL Fehling x 0,06 gglucosa = 0,033 g glucosa

1,8 mL jugo naranja 10mL Fehling mL jugo naranja
0,033 g glucosa X 1000 mI. = 33 g glucosa

mL jugo naranja 1L L jugo naranja

2. Determinacion de azicares reductores en la panela
V gastado = 45 mL de panela 1 % (p/v)

10 mL Fehling x 0,06 g glucosa = 1,33x10'3 g glucosa = 1,33 g glucosa
45 mL panela 10 mL Fehling mL panela L panela

1,33 gglucosa x 0.1 L panela x 1000 g panela = 133,3 g glucosa
L panela 1 g panela 1 Kg panela kg panela

3. Concentraciones de azicares reductores (35, 45y 55)
Para 35 g/LL dt} azucares reductores
La naranja tiene 33 g/l de AR
35 g—33 g =2gde AR que debe aportar la panela

Si 1000 g de panela ---------- 133,3 g glucosa
Xemmmmemmme 2 g glucosa
X =15 g de panela
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Para 4S5 g/L de azicares reductores
45 g—33 g = 12g de AR que debe aportar la panela

Si 1000 g de panela ---------- 133,3 g glucosa
Xeemmmmmmen 12 g glucosa
X =90 g de panela

Para 5SS g/L. azidcares reductores
55 g—-33 g =22g de AR que debe aportar la panela

Si 1000 g de panela ---------- 133,3 g glucosa
Xemmmmmmeem 22 g glucosa
X =165 g de panela

. Determinacion de biomasa

Técnica de empleo

a. Se tomd la muestra a evaluar (dilucion 10?) con la ayuda de una pipeta, se
procedi6 a cargar la cdmara neubauer.

b. Se col6 la camara en la platina del microcopio y se observd la uniformidad de las
células.

c. Dependiendo del tamaiio de las células a contabilizar, se escogio el cuadrante mas
adecuado.

Camara neubauer

Se contd en el reticulo de toma en 5 cuadraditos, obteniendo un promedio de 137

células

5 x 137 = 685 células

Volumen =0,1 mm x 0,025 mm?

Volumen = 0,0025 mm> =2,5x 10° mL
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X= 685 cél x 1=685¢cél. x 1 = 28x10%cél/mL
25x10°mL  d  2,5x10°mL 107

X =2,8x 108 cél/mL

. Analisis fisico — quimico de bebida alcohdlica de naranja
Determinacion del grado alcohdlico

Se determiné el peso especifico del destilado usando el método del
picnémetro. Se utilizé un picnometro de 10 mL, se peso el picnémetro en una balanza
analitica; luego se pesé el picndmetro lleno con agua destilada y en seguida con la
bebida alcohdlica en examen. Al peso obtenido del picnémetro con agua y con el vino
se le resto el peso del picnémetro vacio obteniéndose asi el peso del agua y el peso del
vino, respectivamente.

Se determind la gravedad especifica del vino de la manera siguiente:

Luego se determind la densidad del vino de la manera siguiente:

D=SPxD

Donde:

SP = gravedad especifica, 20 ;’C

P =peso del picnémetro vacio, g

P’ =peso del picndémetro con agua, 20 °C
P’" = peso del picndémetro con vino, 20 °C
D =densidad del vino

D’ = densidad del agua, 20 °C, 0,9982 g/mL.
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_32,5518-23,0016
32,7286 -23,0016

SP =0,98182
D =0,98412 x 0,9982 g/mL

D = 0,9823 g/mL

El grado alcohdlico se determind usando la Tabla 20, expresado en % en
volumen o en g/100 mL. Con el dato obtenido de gravedad especifica de 0,98182, se

us6 la Tabla 20 y se obtuvo la lectura de la graduacion alcohdlica del vino de 14 % en

volumen de etanol.

46



Tabla 20: Graduacion de alcohol en % volumen, % peso y peso especifico a 20 °C.

GRADUACION ALCOHOL ALCOHOL ALCOHOL PESO
% VOL % PESO g/100 mL ESPECIFICO
0.0 0.00 0.00 0.00 1.00000
1.0 0.50 0.40 - 040 0.99925
2.0 1.00 0.79 0.79 0.99851
3.0 1.50 1.19 1.19 0.99777
4.0 2.00 1.59 1.59 0.99704
5.0 2.50 1.99 1.98 0.93330
6.0 3.00 239 2.38 0.99560
7.0 3.50 2.80 2.78 0.99490
8.0 4.00 3.19 3.18 0.99419
9.0 4.50 3.60 3.58 0.99350
10.0 - 5.00 3.99 3.97 0.99281
11.0 5.50 4.40 4.37 0.99214
12.0 6.00 4.80 4.76 0.99149
13.0 6.50 5.21 5.16 0.99084
14.0 7.00 5.61 5.56 0.99020
15.0 7.50 6.02 5.96 0.98956
16.0 8.00 6.42 6.35 0.98894
17.0 8.50 "~ 6.83 6.75 0.98832
18.0 9.00 7.23 7.14 0.98771
19.0 9.50 7.64 7.54 0.98771
20.0 10.00 8.04 7.93 0.98650
21.0 10.50 8.45 8.33 0.98590
22.0 11.00 8.86 ' 8.73 0.98530
23.0 11.50 9.27 9.13 0.98471
24.0 12.00 9.67 9.52 0.98412
25.0 12.50 10.80 9.92 0.98354
26.0 13.00 10.49 10.31 0.98297
27.0 13.50 10.90 10.71 0.98239
28.0 14.00 11.31 11.11 0.98182
29.0 14.50 11.72 11.51 0.98127
30.0 15.00 12.13 11.90 0.98071
31.0 15.50 12.54 12.30 0.98015
32.0 16.00 12.96 12.69 0.97960

Fuente: (Amerine y Ough, 1924).
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6. Determinacion de la acidez total
a. Pipetear 10 mL de vino a un matraz Erlenmeyer de 250 mL: V; mL
b. Adicionar al matraz: 5 gotas del indicador fenolftaleina y aproximadamente 20 mL
de agua destilada.
c. Llenar la bureta de 50 mL con solucién de NaOH 0,1 N
d. Titular la muestra hasta aparicion de color grosella.
e. Leer y anotar el consumo de NaOH: V, mL

/ Solucion de
| NaOH 0,1 N =N,

Volumen consumido:
V2 mL

» Muestra: 10 mL vino =V,
/ Agua destilada: al gusto
. Aé Indicador: 3 a 5 gotas
Resultados |

a. Volumen de muestra: V; = 10 mL
b. Volumen de NaOH consumido: V, =11,9 mL
c. Concentracion de NaOH (leer normalidad de etiqueta dél frasco): N, = 0,085 N
d. Normalidad de la muestra: N; (incognita)
e. Ecuacion: N;.V;=N,.V,
f. Ny =N,.V,/V] : equiv. acido citrico/L vino
N; =(0,085 N)(11,9 mL)/10 mL
N;=0,1012 equiv. acido citrico/L vino
g. Para convertir a gramos de acido citrico/L vino:
Peso molecular acido citrico (g) g 4acido citrico

N (equiv./L) x e O —
Factor del 4cido citrico (equiv.) L vino
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193 ¢ g acido citrico
0,1012 equiv./L X ------===---- =6,5105 -----mmmmvemeeme-
3 equiv. L vino

h. Densidad del vino = 0,9823 g/mL = 982,3 g/L
i. % de acidez total:
g 4cido citrico/L vino

% acidez total = x 100
Densidad del vino en g/L

6,5105 g écido citrico/L vino
% acidez total = x 100
982,3 g vino/L vino

% acidez total del vino = 0,6628

7. Determinacion de cloruros

a. Medir 10 mL de vino (V) y depositarlo en un matraz de 250 mL.

b. Agregar 5 gotas de K,CrO4 al 5 % (sirve como indicador); la muestra se torna
amarilla transparente.

c. Titular la muestra con solucién acuosa de AgNO; 0,0171N (N5).

d. Tan luego cae la 'primera gota del agente titulante a la muestra, se forma un
precipitado blanco, pero debido al indicador se ve amarillo.

e. Se continua la titulacion hasta la aparicién de un precipitado rojo ladrillo. Anotar el

volumen consumido (V5).

Resultados
a. Nl.Vl =N2.V2
N;j =(0,0171 N)(2,4 mL)/10 mL

N, = 4,104 x 10~ equiv. NaCl/L vino
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b. Conversion a g/L:

equiv. NaCl 58,5 g NaCl
4,104x 107 X -- =0,24 g NaCl/L vino
L vino 1 equiv. NaCl

8. Determinacion de la acidez acética
Se procede de manera similar a la determinacion de la acidez total, pero el

“ resultado se expresa en funcion del acido acético (CH3;COOH)

Resultados
a. Volumen de vino: V; =50 mL
b. Volumen de NaOH consumido: V, =28 mL
c. Concentracién de NaOH (leer normalidad de etiqueta del frasco): N, = 0,02 N
d. Normalidad de la muestra: N; (incognita)
e. Ecuacion: N;.V;=N,.V,
f. Ni=N, ‘. V,/V; @ equiv. acido acético/L vino

- N; = (0,02 N)(28 mL)/50 mL

N; =0,0112 equiv. acido acético/L vino

g. Para convertir a gramos de 4cido acético/L vino:

peso molecular acido acético (g) g acido acético
N; (equiv./L) x =C ---
factor del acido acético (equiv.) L vino
60 g g acido acético
0,0112 equiv./L X -==-------- =0,672
' 1 equiv. L vino
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FORMATO TEST ESCALA HEDONICA

Producto: Bebida alcohélica de naranja (tipo vino)
Por favor pruebe cada una de las muestras y califique usted el Color, Sabor, Olor y

Aspecto de acuerdo a la siguiente escala:

Me gusta muchisimo = 9

Me gusta mucho = 8

Me gusta moderadamente = 7

Me gusta ligeramente = 6

No me gusta ni me disgusta - 5

Me disgusta ligeramente = 4

Me disgusta moderadamente = 3

Me disgusta mucho = 2

Me disgusta muchisimo = 1

Muestra { Color Sabor Olor Aspecto

e P D R
2 i b e [
3 i L e e,
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