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RESUMEN

Esta investigacion, tuvo como objetivo, estudiar la cinética de del crecimiento, en el proceso
fermentativo de abacd, con fines para la bioconservacion y la produccién de alcohol,
considerando su posible uso a nivel industrial. Se realizd en la parroquia Monterrey, finca de la
familia “Mayorga”. La experimentacion fue desarrollada a través de un ANOVA, Trifactorial
(Variedades: Tangononon Yy Bungalonon; Fermentativos: Flora Natural y Levadura;
Esterillizacién: Pasteurizado y Sin Pasteurizar) bajo un esquema D.B.C.A. con 8 tratamientos y 3
repeticiones, se aplico la prueba de Tukey (p>0,05). Como resultado de la cinética de crecimiento
se determind una disminucion de 1°brix, cada 24 horas; en cuanto a los parametros fisico-
quimicos del mucilago, se obtuvo: sélidos solubles: 10,73 y 10,19°brix, pH: 3,62 y 3,68, acidez
titulable: 0,014g/l y 0,015g/I, cenizas: 11,81% y 13,60%, densidad relativa: 1,013 d2o y 1,022 do,
ASL: 0,010g/l y 0,014g/l para Bungalanon y Tangongon respectivamente. En funcion de los
fermentativos, se establecieron: solidos solubles 11,04° brix y 9,88° brix, pH: 3,64 y 3,67, acidez
titulable: 0,02 y 0,01g/L, ASL: 0,008g/l y 0,015¢/l, recuento bacteriano y de levaduras:
43000UFC/ml y 43916,67UFC/ml, para flora natural y levadura, de manera respectiva, siendo
superior el uso de la levadura con 56 grados alcohdlicos y 16% de rendimiento. El efecto de la
esterilizacion obtuvo: sélidos solubles, 9,87° brix y 11,06°brix, pH: 3,62 y 3,69, cloruros: 0,34g/I

y 0,30¢/1, grados alcohdlicos: 40,42 y 41,33, en pasteurizado y sin pasteurizar respectivamente.
PALABRAS CLAVE:

> ABACA

> VARIEDADES

> ALCOHOL

> CINETICA DE CRECIMIENTO
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SUMMARY

The objective of this research was to study the kinetics of growth, in the abaca fermentation
process, for purposes of bioconservation and alcohol production, considering its possible use at
the industrial level. It was held in the Monterrey parish, estate of the "Mayorga™ family. The
experimentation was developed through an ANOVA, Trifactorial (Varieties: Tangononon and
Bungalonon; Fermentatives: Natural Flora and Yeast; Sterilization: Pasteurized and
Unpasteurized) under a D.B.C.A. With 8 treatments and 3 repetitions, the Tukey test was applied
(p> 0.05). As a result of the growth kinetics a decrease of 1 ° brix was determined, every 24
hours; As for the physical-chemical parameters of the mucilage, it was obtained: soluble solids:
10.73 and 10.19 ° brix, pH: 3.62 and 3.68, titratable acidity: 0.014g / | and 0.015g / I, ashes:
11.81% and 13.60%, relative density: 1.013 d20 and 1.022 d20, ASL: 0.010g /I and 0.014g/ | for
Bungalanon and Tangongon respectively. Depending on the fermentatives, the following were
established: soluble solids 11.04 ° brix and 9.88 ° brix, pH: 3.64 and 3.67, titratable acidity: 0.02
and 0.01g / L, ASL: 0.008g / | and 0.015g / I, bacterial and yeast count: 43000UFC / ml and
43916.67UFC / ml, for natural flora and yeast, respectively, the use of yeast with 56 alcoholic
degrees and 16% yield being superior. The sterilization effect obtained: soluble solids, 9.87 ° brix
and 11.06 ° brix, pH: 3.62 and 3.69, chlorides: 0.34g / | and 0.30g / I, alcoholic degrees: 40, 42

and 41.33, in pasteurized and unpasteurized respectively.

KEYWORDS:

» ABACA

» VARIETIES

» ALCOHOL

» GROWTH KINETICS



CAPITULO |

. INTRODUCCION

El abacé es una fibra de origen asiatico. Filipinas, es lider en produccion y exportacion de esta
fibra. En las islas, se producen alrededor de 50000 toneladas de cafiamo, por afio (Suvarna, y
otros, 2015) en 130000 hectareas (Zambrano, 2015) . En Ecuador, segun el 111 Censo Nacional
Agropecuario, 14831 hectareas fueron sembradas en el pais, siendo las zonas con mayor
produccién, Santo Domingo (36%) y La Concordia (39%) (Rocha, 2016). La produccion por
hectarea, en Ecuador, se encuentra entre 1000 y 1500 kg (Boguero, Parducho, Mendoza, Abustan,

& Lalusin, 2016).

El uso del abacd, se ha centrado de manera esencial en la extraccion de fibra, que sirve de
materia prima para las industrias de papel, pulpa, fibra artesanal, cordeles, entre otros (Parker,

2019), lo que produce un determinado porcentaje de biomasa, desaprovechada en campo.

La acumulacion de los residuos generados por la cadena agroalimentaria, mundialmente se ha
convertido en un aspecto negativo, no solo para el ambiente, sino también para los productores,
debido a los costos adicionales que su recoleccion, transporte y disposiciéon final, generan

(Hernandez, 2017).
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La consistencia de las plantas de abacé, estd conformada por agua en aproximadamente un
90% vy fibra entre 2 a 5% (Waller & Wilsby, 2019). La fibra de abaca, segun (Sarigh, Lubis,
Wirjosentono, & Eddyanto, 2018), estd compuesta por lignina 13,60%, celulosa 66,43% Yy

hemicelulosa 30,70%.

Los desechos de biomasa lignocelulésica, han ido recibiendo cada vez mas atencion, ya que
constituyen una fuente alternativa renovable, abundante y econémica, con un potencial energético
importante, para la produccion de una amplia gama de productos, como, los biocombustibles,

quimicos de importancia industrial y productos derivados de bioproductos (Irmak, 2017).

Los mucilagos, son compuestos, destacados por su capacidad para retener agua en diferentes
partes de la planta (DerMarderosian & Beutler, 2014). Son utilizados, para obtener etanol, a

través de la fermentacion alcohdlica y su posterior destilacion (Salomone & Saija, 2014).

El conocimiento de las generalidades de los microorganismos en sus diferentes etapas
(desarrollo y crecimiento) es esencial para comprender sus interacciones, no solamente como
agentes causales de las enfermedades infecciosas, puesto que, también son parte del deterioro de
alimentos y materiales. Por otra parte, su utilizacion orientada en beneficio de la industria
farmacéutica, como en la industria alimentaria (manipuleo y produccion) (Fernandez & Colom,

2014).



3

Uno de los principales problemas es el no aprovechamiento del mucilago de abacé debido a
que ha sido poco estudiado, esto indica la necesidad de buscar alternativas que permitan
transformar este subproducto para mejorar la rentabilidad de esta actividad productiva. Por lo
expuesto esta investigacion tiene como proposito estudiar la cinética del crecimiento del proceso

fermentativo del mucilago de abacé para la obtencion de alcohol y derivados.



-Obj etivos

-Objetivo general

Estudiar la cinética del crecimiento en el proceso fermentativo de abaca (Musa textilis) para la

bioconservacion y la produccién de alcohol con fines industriales.

-Objetivos especificos

e Determinar las caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del mucilago obtenido de
dos variedades de abaca (Musa textilis) a fin de establecer pardmetros de proceso en
fermentacion.

e Evaluar dos variedades de abacd (Bungalanon y Tangongon) y su incidencia en el
proceso de elaboracion de alcohol con fines industriales.

e Establecer la influencia de microorganismos fermentativos en la obtencién de alcohol a
partir del mucilago de abaca (Musa textilis).

e Determinar la influencia de la pasterizacion del mucilago de abaca (Musa textilis)
(pasteurizado y sin pasteurizar), en el proceso de fermentacion para la obtencion de
alcohol.

e Determinar el rendimiento de la produccion del alcohol obtenido a partir del mucilago de

abacé (Musa textilis), mediante el balance de materia prima.



-Hip()tesis

-Hip()tesis nulas.

Ho: Las variedades de abacd no influyen en las caracteristicas fisico-quimicas vy

microbioldgicas para la elaboracion de alcohol con fines industriales.

Ho: Los microorganismos fermentativos no influyen en la obtencién de alcohol a partir del

mucilago de abaca (Musa textilis).

Ho: La pasteurizacion del mucilago de abaca (Musa textilis) no influye en el proceso de

fermentacion para la obtencidn de alcohol.

-Hip()tesis alternativas

Ha: Las variedades de abaca influyen en la determinacion de las caracteristicas fisico-

quimicas y microbioldgicas para la elaboracién de alcohol con fines industriales.

Ha: Los microorganismos fermentativos influyen en la obtencion de alcohol a partir del

mucilago de abaca (Musa textilis).

Ha: La pasteurizacion del mucilago de abaca (Musa textilis) influye en el proceso de

fermentacion para la obtencién de alcohol.



CAPITULO 1

1. REVISION DE LITERATURA

[ IR

I T 2<onomia del abaca

Reino: Plantae
Clase: Liliopsida
Orden: Zingiberales
Familia: Musaceae
Género: Musa
Especie: Musa textilis

Fuente: (Ponce, 2015).

En Ecuador existen tres cultivares, Bungalonon, Tangongdn y Manguindanao, (Ponton,
2009), sin embargo, a continuacion, se detallan solamente los dos primeros, que son las de interes

para esta investigacion.


https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabales
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae

e Bungalonon

Existen dos tipos, el rojo y el negro. Se caracteriza por producir fibras de color blanco y de
textura suave, con un desarrollo prematuro; los pseudotallos son finos y de porte bajo, se
identifican por el color café de su parte basal y un color verde brillante en la parte superior del

pseudotallo (Castillo, 2011).

e Tangongon

Sus tipos son: rojo, meristematico y negro. Produce una fibra resistente, aunque se le
considera de calidad rdstica; los pseudotallos son gruesos y largos. Poseen una limitada

produccion de retofios (Castillo, 2011).

-Fermentaci(’)n de los Alimentos

La fermentacion ha sido utilizada desde hace mucho tiempo atrés, para la preservacion y
mejora de la, textura, sabor, propiedades funcionales de los alimentos y su vida util. Actualmente,
los alimentos fermentados, se han convertido en una estrategia dietética de importancia para la

salud humana (Rezac, Kok, Heermann, & Hutkins, 2018).
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Africa, es uno de los continentes con una cantidad considerable de alimentos fermentados. De
hecho, el proceso de la fermentacion continda siendo realizado de manera esencial en el hogar

(Diaz, Kellingray, & Narbad, 2019).

Existen una gran diversidad de alimentos fermentados, algunos de ellos son, los cereales no
alcoholicos fermentados, leches fermentadas (quesos y yogurt), proteinas vegetales, bebidas
alcohodlicas (producidas a base de frutas, cereales, savia, miel y otros materiales) (Diaz,

Kellingray, & Narbad, 2019).

-Levaduras en la Fermentacion

I hicio de la Fermentacion

En esta fase se manifiestan las levaduras apiculadas (con apariencia de limoncillo),
poseedoras de una reducida facultad fermentativa (hasta 4-5 %Vol.). Varias son escasamente
favorables, debido a su produccion de acidez volétil en niveles elevados, excepto
Schizosaccharomyces veronae. Una levadura bastante conocida, de este tipo es, Kloeckera

apiculata, que se presenta con frecuencia en las vinificaciones (Fernandez L. , 2013).



-Levadu ras de poder fermentativo medio-alto

Cuando se sobrepasa el volumen de alcohol de 4-5 %, aparecen otras especies de levaduras,
que controlan el proceso fermentativo, algunas de ellas son Saccharomyces pastorianus y

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus (Fernandez L. , 2013).

-Levadu ras de elevado poder fermentativo

Al obtener un volumen entre 10-11% de alcohol, existen otras levaduras que empiezan a
dominar, ya que disponen de una eminente capacidad fermentativa. No obstante, este tipo de
levaduras, no puede fermentar mas de 13,5-14.5% de volumen de alcohol, aunque existen
excepciones. A continuacion se citan algunos ejemplos, Saccharomyces oviformis,

Saccharomyces ellipsoideus y Saccharomyces bayanus, (Fernandez L. , 2013).

I ost Fermentacion

Fernandez (2013), este grupo comprende, dos sub agrupaciones, una bastante nociva y otra

altamente beneficiosa. Se detallan a continuacién:
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e Flores del vino

Son levaduras aerobias, poseen un poder fermentativo débil. Se caracterizan formar un manto
superficial fino, en los vinos de baja categoria, preservados bajo condiciones no adecuadas. Son
extremadamente peligrosos, por la considerable acumulacién de acetato de etilo (a partir de
etanol), y 4acido acético, lo que con el paso del tiempo puede producir un picado
acético bacteriano. Levaduras representativas: Candyda micoderma, Hansenula anomala, y

Picchias (Moyano & Quisingo, 2015).

e Levaduras de flor

Son las levaduras tradicionales de los vinos de finos de crianza. Las levaduras de este tipo
agotan la glicerina totalmente, favoreciendo al potencial de 6xido-reduccion del mosto y asi
llevar a cabo la fermentacion malolactica; producen acetales (a base de acetaldehido y etanol),
acetaldehido (a base del etanol). Estas levaduras son, Saccharomyces italicus, Saccharomyces

beticus y Saccharomyces moltuliensis (Moyano & Quisingo, 2015).
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-Bioconservaci()n

La bioconservacion se encuentra definida como, el incremento de la seguridad y la vida util de
los alimentos, mediante la aplicacion controlada de microorganismos naturales y sus compuestos

antimicrobianos (Cortés, Diaz, & Salgado, 2018).

-Crecimiento Microbiano

Es la amplificacion integra y sistematizada de los componentes celulares, que implica el
incremento de masa y por consiguiente, la multiplicacién de las células. Para que se produzcan

estos cambios, es indispensable la aportacion oportuna de nutrientes y minerales (Escartin, 2017).

I =<5 del crecimiento

e [Fase de retardo: Se produce la adaptacion del microorganismo a la nueva situacion,
activando su metabolismo para desarrollarse de forma activa. La duracion de esta etapa

varia en funcion de la estabilidad de las condiciones que le rodean (Escartin, 2017).

e Fase de aceleracion transitoria: Se distingue un desarrollo bastante notable, sin

embargo, este no demuestra ser exponencial (Escartin, 2017).
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e Fase exponencial: el crecimiento se produce de manera acelerada, cuando se presentan
las siguientes condiciones, existen nutrientes en demasia, carece de inhibidores de
crecimiento y los pardmetros del medio ambiente, son idoneos para el desarrollo

(Escartin, 2017).

e Fase de aceleracion: con el transcurso del tiempo, las condiciones del medio se

modifican, reduciendo la tasa de crecimiento (Escartin, 2017).

e [Fase estacionaria: en este tramo, aparecen nuevos microorganismos gue contrarrestan el

deceso de sus similares (Escartin, 2017).

e Fase de muerte: la cantidad de microbios vivos se ve restringida exponencialmente,
debido a la aparicion de residuos toxicos o al desgaste del sustrato en el entorno (Escartin,

2017).

I\ cdida y determinacion del crecimiento

e Recuento directo: Se trata de la exploracion de magnitudes de suspension de microbios,
extremadamente bajas a través de microscopios, usando camaras de Petroff-Hausser. La

densidad debe ser de 10° por mL, para que la medicion sea confiable (Bonifaz, 2014).
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e Medida de la masa de células: se basa en la medicion de la turbidez, ya que las células
suspendidas, provocan la dispersion de la luz, provocando asi la turbidez del cultivo

(Bonifaz, 2014).

e Recuento de viables: Se trata de sembrar un determinado volumen de muestra en un
medio de cultivo (sélido), conveniente para tasar las células viables, mediante el conteo
de las unidades formadoras de colonia. La medida es viable para andlisis estadistico

cuando las UFC, son mayores a 300 (Bonifaz, 2014).

-Cinética de crecimiento

La cinética microbiana se encarga de entender todas las manifestaciones y reacciones de la
vida microbiana: crecimiento, supervivencia, muerte, adaptaciones, formacion de producto, ciclos
celulares e interacciones con el medio ambiente. En los procesos fermentativos industriales es de
suma importancia estudiar el comportamiento cinético del microorganismo ya que de este
depende el rendimiento del producto de interés, entre otras variables. Ademas, es importante ya
que representa la pérdida o ganancia econémica de los procesos (Flores, Gonzales, Aguilar, &

Rodriguez, 2014).



CAPITULO 111

I1l.  MATERIALES Y METODOS

I Ubicacion del area de Investigacion

-Ubicaci()n Politica

Pais Ecuador

Provincia Santo Domingo de los Tséachilas
Canton La Concordia

Parroquia Monterrey

Predio Finca Mayorga

Direccién Recinto Mocache 3

-Ubicaci()n Geogréfica.

El area de investigacion se encuentra ubicada en las siguientes coordenadas:

v' Latitud: 0°03°42,9

v Longitud: 79°31°39,2
v’ 17 S = 663864

v' UTM = 9993153
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Figura 1. Ubicacién geografica de la investigacion

-Ubicaci()n Ecologica

Zona de vida Bosque humedo Tropical
Altitud 226 msnm

Temperatura media 245°C

Precipitacion 2500 mm afio-1
Humedad relativa 88%

Heliofania 810 horas luz afo-1

Suelos Francos arenosos
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B\ ATERIALES

-Elaboracién del fermentado del mucilago de abaca.

Tabla 1. Equipos y materiales empleados en la elaboracion del fermentado del mucilago de

abaca.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Contenedores de acero con grado
Refractdmetro ATAGO alimenticio

e Sacarosa Mucilago de abacé de
N-la Vasos de precipitacion de 2000 . . g
L Agua destilada la variedad bungalanon
Potencidmetro mL
i - Levadura
Balanza analitica Botellas plasticas de 1,5 | . ,
. . (Saccharomyces Mucilago de abacé de
Sartorius BL - 210 S Trampas de aire .. .
cerevisiae) la variedad tangongon

Fundas negras
Parafilm
Papel aluminio

Flora natural

IOt rminacion de Solidos Solubles en el mucilago y fermentado del mucilago
de abaca
Tabla 2. Equipos y materiales empleados para la determinacién de solidos solubles en el

mucilago y fermentado del mucilago de abaca

Equipos Materiales/Insumos Muestras

Mucilago de abaca de la variedad bungalanon
Refractometro Pisetas Mucilago de abaca de la variedad tangongon
ATAGO N-1la Goteros Fermentado del mucilago de abacé (Bungalanon)

Fermentado del mucilago de abacé (Tangongon)
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-Materias para determinar pH en el mucilago fresco y mucilago fermentado de

abaca

Tabla 3. Equipos y materiales empleados para la determinacion del pH

Equipos

Materiales/Insumos

Muestras

Potenciémetro

Mucilago de abaca de la variedad
bungalanon

Mucilago de abacé de la variedad

Vaso de precipitacion de 200 ml.

Agua destilada
Solucion buffer

tangongon
Fermentado del mucilago de abacé
(Bungalanon)
Fermentado del mucilago de abacé

(Tangongon)

- Determinacion de Acidez titulable del mucilago y fermentado del mucilago de

abaca.

Tabla 4. Equipos y materiales empleados en la determinacién de acidez en el mucilago y

fermentado del mucilago de abaca.

Equipos

Materiales/Insumos

Reactivos Muestras

Potenciometro
Equipo de titulacién
Agitador magnético

Thermo Lyne

S46725

Agitador magnético
Matraces earlenmayer de
300 mi
Vasos de precipitacion de
200 ml.

Mucilago de abaca de la
variedad Bungalanon y

Tangongon
NaOH 0,1N

) Fermentado del mucilago
Agua destilada

de abacé (Bungalanon y

Tangongon)
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- Determinacion de Proteina en el mucilago de abaca

Tabla 5. Equipos y materiales empleados para la determinacion de proteina en el mucilago
de abaca.
Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Balanza analitica Sartorius
BL-210S

Digestor Kjedahl VELP
DKB6.

Cabina extractora de gases
(Sorbona) SCI FINETECH
FTFH-702

Destilador Kjedahl VELP
UDK129230V

Agitador magnético Thermo

Lyne 546725

Tubos de destilacion
Matraz Erlenmeyer de 300
ml.

Gotero.

Mortero.
Agitador magnético.

Acido sulfdrico
concentrado
96%(d=1,84).
NaOH al 35%.
Solucién de Acido
Borico al 2%.
HCLO,1N

debidamente

Mucilago de abaca de
la variedad
bungalanon

Mucilago de abaca de

la variedad tangongon

Estandarizada.

Tabletas Catalizadoras.
Indicador Kjeldahl.

I Dcterminacion de cenizas en el mucilago y fermentado de mucilago de abaca.

Tabla 6. Equipos y materiales empleados para la determinacién de ceniza en el mucilago y
fermentado de mucilago de abaca.
Equipos Materiales/Insumos Muestras
Estufa MEMMERT ] ]
Mucilago de abaca (bungalanon)
UNB 500 i )
. ] Mucilago de abacé (tangongon)
Mufla automatica Crisoles de porcelana de 25 mL ) .
) ] Fermentado del mucilago de abaca
BARNSTEAD Pinza para crisol de 15 cm
o (Bungalanon)
THERMOLYNE Desecador de vidrio 250 MM ) .
Fermentado del mucilago de abacé
FD1500

(Tangongon)
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-Determinaci()n de humedad en el mucilago y fermentado de mucilago de abaca.

Tabla 7. Equipos y materiales empleados para la determinacion de humedad del mucilago y
fermentado de mucilago de abaca
Equipos Materiales/Insumos Muestras
Mucilago de abacé de la variedad
bungalanon
Estufa MEMMERT Mucilago de abacé de la variedad
UNB 500. tangongon

Balanza analitica
Sartorius BL - 210S.

Crisoles de porcelana de 125 ml

Fermentado del mucilago de abacé
(Bungalanon)
Fermentado del mucilago de abacé
(Tangongon)

IOt minacion de grasa en el mucilago de abacé

Tabla 8. Equipos y materiales empleados para la determinacion de grasa en el mucilago
de abaca.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Balanza analitica Mortero. Eter etilico Mucilago de abaca
Sartorius BL - 210 S Probeta de 100 ml. de la variedad
Estufa MEMMERT Pipetas. bungalanon
UNB 500. Papel Filtro.

Extractor de grasa Espatula. Mucilago de abaca

VELP SCIENTIFIC
SER 148
Aparato de golfish
Desecador de vidrio
250 MM.

Pinza Universal.
Algodon liofilizado.

Dedales de Extraccion.

Vasos de recuperacion del solvente.

Vasos Beacker para grasa.

de la variedad

tangongon
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-Determinaci()n de la densidad en el mucilago y fermentado del mucilago de

abaca.

Tabla 9. Equipos y materiales empleados para la determinacién de la densidad del

mucilago y fermentado del mucilago de abaca.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Mucilago de abacéa de la
variedad bungalanon
Mucilago de abaca de la
Bafio maria. .
o ) variedad tangongon
Balanza analitica Picnometros. Agua destilada.

Fermentado del mucilago
Sartorius BL - 210 S.

de abacé (Bungalanon)
Fermentado del mucilago
de abacé (Tangongon)

IOt minacion de cloruros en el fermentado de mucilago de abaca.

Tabla10. Equipos y materiales empleados para la determinacion de cloruros en el

fermentado de mucilago de abaca.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Permanganato de potasio

Matraz volumétrico Acido nitrico al 20% .
) Fermentado del mucilago de
Matraz Erlenmeyer 0,1 N de Nitrato de plata )
o abaca (Bungalanon)
Embudo 0,1 N de Tiocianato de
Pipeta volumétrica potasio i
) . . Fermentado del mucilago de
Papel filtro Sulfato férrico amoénico .
L o ) abacé (Tangongon)
Vaso de precipitacién Hidroxido de bario

Agua destilada.




21

-Determinaci()n de anhidrido sulfuroso libre en el fermentado de mucilago de

abaca

Tabla11l. Equipos y materiales empleados para la determinacion de anhidrido sulfuroso

libre en el fermentado de mucilago de abaca.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos

Muestras

y Bureta de 25 mL . .
Potenciémetro L Acido sulfurico al 20%
Vasos de precipitacion de
0,2 N de Yodo

250 ml )
0,02 N de tiosulfato de Na
Varilla de vidrio

Fermentado del mucilago

de abaca (Bungalanon)

Fermentado del mucilago

de abaca (Tangongon)

IOt rminacion de Grados Alcohdlicos

Tabla12.  Equipos y materiales empleados para la determinacion de grados alcoholicos

Equipos Materiales/Insumos Muestras
Alcohol del Fermentado de mucilago de
. abaca (Bungalanon)
Alcoholimetro Probeta de 200 ml

Alcohol del Fermentado de mucilago de

abaca (Bungalanon)
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-Recuento e identificacion de poblaciones microbianas en el fermento del

mucilago de abaca.

Tabla 13. Equipos y materiales empleados para el recuento e identificacion de

poblaciones microbianas en el fermento del mucilago de abaca

Equipos Materiales/Reactivos Muestras

Tubos de ensayo.
Laminas Petri Film.
Mecheros
Medio de cultivo PDA.

Medio de cultivo Manitol.

Incubadora. Asas metalicas.
Autoclave. Portaobjetos ] )
) _ Fermentado del mucilago de abaca (Bungalanon)
Camara de Cubreobjetos ) )
_ ) _ _ y Fermentado del mucilago de abaca (Tangongon)
flujo laminar. Aceite de inmersion.

Microscopio H>0> (Agua oxigenada)
KOH
Agua destilada
Azul de metileno
Safranina

Alcohol-acetona
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-Pruebas toxicologicas para determinacion de la presencia de metanol en el

alcohol.

Tabla14.  Equipos y materiales empleados en la realizacion de pruebas toxicologicas para

determinar la presencia de metanol en el alcohol.

Materiales/Equipos Reactivos Muestras

Vasos de precipitacion.
Permanganato de potasio 1%.

Balanza analitica Sartorius BL - Acido sulfdrico puro.
210 S. Acido oxalico Alcohol del Fermentado de mucilago
Acido sulfdrico de abacé (Bungalanon)
Pipeta automatica. Fuxina bisulfatada (reactivo de Alcohol del Fermentado de mucilago
Shiff). de abaca (Bungalanon)
Puntas desechables Yodo.

Hidréxido de sodio.

-Evaluacic’)n de la cinética de crecimiento de los microorganismos

Tabla 15.  Equipos y materiales empleados para la evaluacion de la cinética de crecimiento

de los microorganismos en el fermentado del mucilago de abaca.

Equipos Materiales/Insumos Muestras
Balanza analitica Sartorius BL - Vasos de precipitacion 300 ml Fermentado del mucilago de
210 S. Vasos de precipitacion 200 ml abaca (Bungalanon)

Agitador magnético Thermo Vaso de precipitacion 500 ml Fermentado del mucilago de
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Lyne S46725
Refractémetro ATAGO N-12
Potenciometro
Espectrofotometro THERMO
ELECTRON GENESIS 10
VIS

Espéatula
Matraces earlenmayer 300 ml
Hidroxido de Sodio al 0,1 N

Algodon

Agua bidestilada

Agua destilada
Goteros

Aguja calibre 16

Bureta de 25 ml

abaca (Tangongon)
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I\ ET0DOS

-Obtencién de la Materia Prima

El mucilago fue recolectado en la finca del Sr. Julio Mayorga a través de la maquina
extractora de fibra. En el caso de la variedad Tangononén (Tipo rojo), se recolectaron 20 litros de
mucilago, de la extraccion de 4 atados (denominados “tongos”, compuestos por 3 pseudotallos).

Para la variedad Bungalonon, en cambio, se utilizaron 6 atados, para obtener la misma cantidad.

El mucilago fue almacenado en contenedores con hielo a fin de estabilizar la flora natural, esto
permiti0 tener un producto apto para la preparacion del fermentado y los analisis

correspondientes.

I 2boracion del Fermentado del mucilago de abacé

La elaboracion del fermentado del mucilago de abaca, se realizé conforme a los tratamientos
requeridos (Tabla 17). Durante la preparacion de la materia prima, se procedié a cernir el
mucilago, procurando eliminar los residuos de bagazo procedentes de la cosecha.
Inmediatamente, se procedio a tomar lectura de los grados brix y pH presentes en cada variedad,

a través del uso de un Refractometro ATAGO N-12y el potenciometro.
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Para esta investigacion se utilizaron 24 litros de mucilago de abaca para preparar las Unidades
experimentales de la siguiente manera: se prepararon unidades experimentales (UE) de 1000 cc
cada una (1 litro), de los cuales 2 UE de cada variedad (Bungalanon y Tangongon) se
pasteurizo a una temperatura de 100 °C, enfriado el mucilago se adicioné sacarosa hasta alcanzar
21 %brix, posteriormente mientras que las otras dos muestras de cada variedad no se pasteurizo
pero se las llevo hasta alcanzar 21 °brix , posteriormente se procedié a inocular 1 UE de cada
variedad con 1g/l de levadura (Saccharomyces cerevisiae), y otra (de cada variedad) se le afiadio
10 ml/l de flora natural, mediante diseio ANOVA 2x2x2 dando un total de 8 UE, esta
investigacion se realizo por triplicado, dando un total de 24 UE. Cada tratamiento (1 Litro) se
depositd en envases estériles con trampa de agua para evitar la contaminaciéon y se mantuvo a
temperatura constante en ambiente controlado, durante el tiempo de fermentado (21 dias). (ver

tabla 17).

I Obtencion de alcohol a partir de la fermentacion del mucilago de abaca

La determinacion obtencion de alcohol, se realizé conforme a los lineamientos aplicados por

(Vera Sigcha & Zambrano Mora, 2018), que son mencionados a continuacion:

Inmediatamente después de evaluar las caracteristicas fisico-quimicas del fermentado de
mucilago de abaca se procedié a destilar 800 ml, mediante la utilizaciéon de un equipos de

destilacion de laboratorio (baldn aforado, columna de refrigeracion, plancha de calentamiento y
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termometro) ; cantidad que fue dividida en dos partes, y ubicada en un balén de 500 ml a

temperatura de destilacion.

-Diseﬁo Experimental

3.3.4.1. Factores de estudio .

Tabla 16.  Factores de estudio y niveles evaluados, para establecer diferencias en las
caracteristicas del mucilago de abaca (Musa textiles) en el proceso de

elaboracion de alcohol.

Factores Niveles

] V1= Bungalonon
Variedades (V) V2= Tangongén

Fermentativos (F) F1= Flora natural
F2= Levadura (Saccharomyces cerevisiae)
E1= Pasteurizado

Esterilizacion (E) E2= Sin pasteurizar

3.3.4.2. Tratamientos.
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Tabla17.  Tratamientos estudiados
Tratamiento Cadigo Descripcion

T1 viflel Bungalonon + flora natural + Pasteurizado.
T2 vifle2 Bungalonén + flora natural + Sin pasteurizar.
T3 vif2el Bungalonon + levadura+ Pasteurizado.
T4 v1f2e2 Bungalondn + Levadura+ Sin pasteurizar.
T5 v2flel Tangongon. + flora natural + Pasteurizado.
T6 v2fle2 Tangongon. + flora natural + Sin pasteurizar.
T7 v2f2el Tangongon. + Levadura + Pasteurizado.
T8 v2f2e2 Tangongon. + Levadura + Sin pasteurizar.

3.3.4.3. Tipo de disefio

En esta investigacion se aplico un ANOVA de bloques al azar, con modelo factorial AXBxC,

de los cuales considero: dos niveles en A (Variedades), dos niveles en B (Fermentativos) y dos

niveles en C (Pasteurizacion), generando un total de 8 tratamientos.

3.34.4.

Repeticiones

Considerando que se trata de una investigacion de laboratorio. Para determinar normalidad en

la toma de datos, considerando alta sensibilidad de los equipos utilizados en los ensayos, se

realizaron tres repeticiones por tratamiento, que como resultado suman un total de 24 unidades

experimentales (8 tratamientos x 3 réplicas).
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Para cada tratamiento se utilizé 1 litro de mucilago de abacd, considerando 8 tratamientos y 3

réplicas; para el experimento se utilizéd 24 litros de materia prima, 12 litros de la variedad

Bungalanon y 12 litros de la variedad Tangongon.

-Anélisis estadistico

3.3.5.1. Esquema de analisis de varianza

Tabla18.  Esquema del andlisis de varianza (ANOVA) para la evaluacion de las

caracteristicas del mucilago de abacd (Musa textiles) en la elaboracion de

alcohol.

Fuente de Variacion

Grados de Libertad

Variedad V-1 1
Fermentativos F-1 1
Esterilizacion E-1 1
Variedad x Fermentativos (V-1)(F-1) 1
Variedad x Esterilizacion (V-1)(E-1) 1
Fermentativos x Esterilizacion (F-1)(E-1) 1
Variedad x Fermentativos x Esterilizacién (V-1)(F-1)(E-1) 1
Replicas R-1 2
Error Experimental 14
Total (n-1) 23
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3.3.5.2.  Analisis funcional

Para establecer diferencias de los resultados de las medias de los tratamientos se
aplicé la prueba de significacion de Tukey (p<0,05), para identificar grupos independientes a

fin de tomar una decisiones.

-Variables e Indicadores.
3.3.6.1.  Pruebas fisico - quimicas

3.3.6.1.1. Solidos solubles del mucilago y el Fermentado del mucilago de abaca

La determinacion de sélidos solubles se realizdé conforme a la metodologia aplicada por (Vera

Sigcha & Zambrano Mora, 2018), que se detalla a continuacion:

Para determinar esta variable se coloc6 dos gotas de la muestra, en el prisma fino del
refractometro ATAGO N-1a, y posteriormente, se procedié a dar lectura de los sélidos solubles

totales, en grados Brix.

3.3.6.1.2. pH en el mucilago de abaca y fermento de abaca
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Para determinar esta variable, se realizé el procedimiento, detallado en la Norma Técnica

(INEN 389, 1986), que se describe a continuacion:

Antes de iniciar con las lecturas, se verifico el funcionamiento del potenciémetro,
introduciéndolo en la solucién buffer, con pH 4 a 30°C. Continuando con el procedimiento, se
colocaron 25 cm® de la muestra en un vaso de precipitacion de 200 ml, dentro del cual
posteriormente se afiadieron 100 cm? de agua destilada, agitando de manera suave, hasta que las
particulas quedaron homogeneizadas. Finalmente, se procedié a tomar la lectura directa del pH
del mucilago, introduciendo los electrodos del potenciometro en el vaso de precipitacion que

contenia la muestra.

3.3.6.1.3. Acidez titulable en el mucilago y el fermentado del mucilago de abaca

La acidez titulable tanto para el mucilago como para el fermentado del mucilago de abacd, se
efectud a través de la aplicacion de la Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 0381, 1986), que se

detalla a continuacion:

Se tomaron 25 cm?® de la muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 cm® y se aforé con agua
bidestilada (destilada hervida y enfriada), mezclando perfectamente la solucion y sumergiendo
los electrodos se tomo lectura del pH inicial. Posteriormente se fue afiadiendo la solucién 0,1 N

de hidroxido de sodio, gota a gota, agitando antes de medir el pH, hasta alcanzar un pH 6, y asi
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de manera sucesiva hasta alcanzar pH 7 y finalmente pH 8,3, registrando la cantidad de hidréxido
de sodio consumido en cada uno de los puntos referentes. Finalmente, a través de interpolacion se
establecio el volumen exacto de solucion 0,1 N de hidroxido de sodio afiadido, correspondiente al

pH 8,1y se procedié a aplicar la siguiente formula:

4 (AN.M)10
= v

Siendo:
A =g de acido en 1 000 cm? de producto.
V1 = cm3 de NaOH usados para la titulacion de la alicuota.
N1 = normalidad de la solucion de NaOH.

M = peso molecular del acido considerado como referencia.

V2 = volumen de la alicuota tomada para el analisis.

3.3.6.1.4. Proteina Total (del mucilago de abaca).

La determinacion de proteina se realizd conforme a los lineamientos descritos por la

Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC 920.105, 1990) :

Al ser el mucilago un producto liquido, primero se procedié a concentrar la muestra
eliminando la mayor cantidad de humedad posible, ubicdndola en la estufa durante

aproximadamente 72 horas hasta que se obtuvo una miel semisélida.
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A. Digestion

Se pesaron 0,3 gramos de muestra y se coloco en el micro- tubo — digestor, afiadiéndole una
tableta catalizadora y 5ml de acido sulfarico concentrado. Los tubos digestores con las muestras
fueron ubicados en el block-digest con el colector de humo funcionando. La digestion se llevo a
cabo con una temperatura de 400°C, en un lapso de 2 horas. Al finalizar las muestras se tornaron

de un color verde-azulado, se dejo enfriar a temperatura ambiente evitando la agitacion.

B. Destilacién

En cada micro- tubo se afiadieron 15 ml de agua destilada. A continuacion, el micro-tubo y el
matraz de recepcion, fueron colocados con 10 g/1,2 litros de agua. El sistema fue accionado y se
le adicionaron 30 ml de hidroxido de sodio al 40%. Posteriormente, se recogieron

aproximadamente 200 ml de destilado retirando el sistema de accesorios y apagando el equipo.

C. Titulacion

Al destilado se le aumentaron 3 gotas de la solucion indicadora y se procedio a titular con
acido clorhidrico al 0,1 N, utilizando un agitador mecanico, se registrd el volumen de &cido

consumido y se aplicé la siguiente formula para el calculo correspondiente:
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(VHCL —Vb) 1,401 * NHCL + F
g muestra

%PB =

Donde:
1,401 = Peso atomico del nitrégeno
NHCL = Normalidad de Acido clorhidrico 0,1 N
F = Factor de conversion (6,25)
VHCL = Volumen del &cido clorhidrico consumido en la titulacion

Vb = Volumen del blanco (0,3)

3.3.6.1.5. Cenizas (en el mucilago y el fermentado del mucilago de abacd).

Para la determinacion de este parametro se empled la siguiente metodologia establecida en la

(INEN 348, 1978):

Antes de iniciar con el proceso, se peso el crisol vacio posteriormente se realizé una miel del
mucilago de abaca, y de la misma manera con el fermentado, colocando 100 ml por réplica, en

capsulas de porcelana de 125 ml. Una vez que la miel estuvo lista, se dejandé enfriar durante 10
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minutos, se peso cada crisol, luego se coloco en la mufla a 600°C durante 4 horas, y se utilizé la

siguiente férmula:

c3—rcl

CZ_ClxlOO

% Cenizas =

Siendo:
C1= Masa del crisol vacio (gr)
C2=Masa del crisol con la muestra (gr)

C3=Masa del crisol con las cenizas (gr)

3.3.6.1.6. Humedad (en el mucilago fresco y mucilago fermentado de abacd).

La determinacion de humedad se realizé conforme a la metodologia aplicada por (Vera Sigcha

& Zambrano Mora, 2018), que se detalla a continuacion:

Se tomo el dato del peso de un vaso de precipitacion de 100 mL debidamente identificado con
una balanza analitica Sartorius BL - 210 S (m1), donde posteriormente se colocaron 50 ml del

mucilago, recipiente que fue pesado y registrado (m2), hasta que finalmente se coloco la muestra
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en la estufa MEMMERT UNB 500 a 105 °C por 72 horas, pasado este periodo se procedio a

tomar el registro del peso (m3).

Los célculos fueron realizados con la férmula que se muestra a continuacion:

m2 —m3
% humedad = m%loo

Donde:
m1: masa de la capsula vacia y de su tapa, en gramos.
m2: masa del vaso de precipitacion con la muestra antes del secado, en gramos.

m3: masa de la capsula con tapa mas la muestra desecada, en gramos.

3.3.6.1.7. Grasa total (extracto etéreo) del mucilago de abaca

Para la determinacién de grasa en la caracterizacion del mucilago de las dos variedades se
utilizé la metodologia descrita por la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales: (AOAC

996.06, 1990).

En primera instancia, se ubicaron los vasos beakers en la estufa MEMMERT UNB 100°C ,

durante 60 minutos, para eliminar cualquier rastro de humedad, luego se trasladaron al desecador
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de vidrio 250 MM y se pesaron en la balanza analitica Sartorius BL - 210 S, cuando estos

alcanzaron la temperatura ambiente.

Continuando, se pesaron 2 g de la miel de abacd, sobre un papel filtro y se colocaron en el
interior del dedal, taponando con suficiente algodén hidrofilizado, para proceder a introducir el
papel filtro con el contenido, dentro del portadedal. Posteriormente, cada uno de los 6 vasos
beaker, fueron llevados hacia los anillos metélicos del aparato de golfish, donde se les

adicionaron 40 ml de solvente, al mismo tiempo que se apertura la circulacion de agua.

Se colocaron los vasos en cada anillo, para ser trasladados a la hornilla del aparato golfish,
ajustando al tubo refrigerante del extractor. Segundos después, se levantd la hornilla y se
programo la temperatura a 55°C. EI tiempo empleado para la extraccién de grasa fue de 4 horas.
Al finalizar la extraccion, los calentadores fueron retirados con cuidado a través de la palanca del
equipo, el vaso. Se retird el portadetal con el dedal momentaneamente y se colocaron los vasos

sustitutos, para recuperar el solvente.

A continuacion, se elevaron los calentadores y se dejaron hervir hasta que, casi todo el
solvente, estuvo dentro del vaso de recuperacion, de forma secuencial, se bajaron los calentadores
y se retiraron los vasos beaker, con el residuo de la grasa y el solvente. Los vasos con la grasa

fueron ubicados en la estufa MEMMERT UNB 500 a 105°C hasta completar la evaporacion del
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solvente durante 30 minutos, posteriormente se dejo enfriar hasta temperatura ambiente en el

desecador de vidrio 250 mm, se pesaron y registraron los datos. Se utilizo la siguiente formula:

_W1
G=——7—->+—x100

Donde:
G = Porcentaje de grasa
WO0= Peso de la muestra
W1= Peso del vaso beaker vacio

W2= Peso del vaso mas la grasa

3.3.6.1.8. Densidad (en mucilago y el fermentado del mucilago de abaca).

Para determinar la densidad en ambos casos, se aplicé la siguiente metodologia establecida por

la Norma Técnica (INEN 391, 1986):

Un picnémetro completamente limpio y seco fue pesado mediante una balanza analitica
Sartorius BL - 210 S, para posteriormente ser llenado con agua destilada (recientemente hervida y

enfriada hasta 15°-18°C) hasta la marca respectiva, procurando evitar la formacion de burbujas
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de aire. La tapa del picndmetro fue sumergida dentro de un bafio de agua a 20° + 0,5°C, durante

30 minutos.

Pasado dicho periodo, se retird el picndmetro del bafio para secarlo exteriormente por completo
pesandolo nuevamente. Luego, se vacio, seco y limpio cuidadosamente el objeto, para colocar en

él la muestra hasta la marca respectiva, evitando la formacion de burbujas de aire.

Posteriormente, se tapd y sumergio el picnometro en el bafio de agua a 20° = 0,5°C, durante
media hora, otra vez, se retir0d el picndmetro del bafio, secandolo cuidadosamente por la parte
exterior, y proceder a pesarlo. Los datos obtenidos, fueron reemplazas en la siguiente ecuacion

con una densidad relativa a 20/20°C:

_m3—m1
" m2-—ml

Siendo:
m1 = masa del picndmetro vacio, en g.
m2 = masa del picnOmetro con agua, en g.

m3 = masa del picndmetro con la muestra, en g.
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3.3.6.1.9. Determinacion de cloruros de sodio (en el fermentado del mucilago de abacd).

La determinacion del fermentado del mucilago, fue aplicada conforme los procedimientos de la

Norma (INEN 353, 1978) detallada a continuacion:

Se midieron 250 cm3 de muestra por repeticion en un matraz earlenmayer de 500 ml, luego se
agitod durante varios minutos, a fin de eliminar la mayor parte de anhidrido carbonico agitando.
Luego, se colocaron 100 cm® de cada réplica dentro de un matraz volumétrico de 300 cm?,
neutralizandolos con la solucién de hidréxido de bario, donde se utilizé la solucion indicadora de

fenolftaleina, para llevarla a volumen con agua destilada.

El filtrado, fue realizado con la ayuda de un papel filtro, plegado y lavado previamente con
agua destilada tibia, despreciando las primeras porciones. Solamente 100 cm? de la filtracion se
transfirieron a un matraz Erlenmeyer de 500 cm?®; dentro del cual se agregaron 20 cm® de una
solucion al 20% de &cido nitrico mediante una pipeta graduada de 25 ml, mas 5 cm® de otra
solucién saturada de permanganato de potasio a través de una pipeta de 5 ml. Posteriormente, se
agito y dejo reposar por un tiempo de 5 minutos hasta que se produjo la desaparicion del color

violeta.

Se afiadio al filtrado, 10 cm® de la solucion de sulfato férrico amonico, 20 cm? de éter etilico y

10 cm?® de la solucién 0,1 N de nitrato de plata, mediante una pipeta de 25 ml. Al finalizar el
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proceso, se valord el exceso de nitrato de plata con la solucion 0,1 N de tiocianato de potasio,
hasta observar una coloracion rojiza palida persistente por lo menos durante cinco segundos. El

contenido de cloruros en vinos se determin6 mediante la ecuacion que se presenta a continuacion:

(10N; - v3N3)

C=116,9
Vi

Siendo:

C = contenido de cloruros, expresado en gramos de cloruro de sodio por 1 000 cm® de

muestra.
N, = normalidad de la solucion de nitrato de plata
N, = normalidad de la solucidn de tiocianato de potasio
V, = volumen de la muestra utilizada en el ensayo, en centimetros ctbicos (100 cm?)

V, = volumen de la solucién de tiocianato de potasio empleado en la titulacion, en

centimetros cubicos.

3.3.6.1.10. Anhidrido sulfuroso libre en el fermentado del mucilago de abaca

Este andlisis se llevo a cabo, conforme al planteamiento descrito en la Norma Técnica

Ecuatoriana (INEN 357, 1978):

Cada muestra (por réplica), fue dividida en dos partes, en las cuales se colocaron 50 cm?® de

muestra y 10 cm? de solucion al 20% de &cido sulfurico, en un vaso de precipitacion de 100 ml.
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Luego, se afiadié la solucion 0,02 N de yodo, por gotas, agitando continuamente, hasta apreciar
un cambio brusco en la medicion obtenida por el potencidmetro; se registro el volumen de

reactivo adicionado.

En la segunda parte, se coloc6 la cantidad de solucién 0,02 N de yodo registrada
anteriormente, con un pequefio exceso, en un vaso de precipitacion de 100 mL, dénde
posteriormente se afiadieron 10 cm?® de solucidn al 20% de acido sulfdrico y luego se adicionaron
50 cm?® de la muestra restante; evitando la agitacion del recipiente. Finalmente se realizd una
titulacion de la solucion 0,02 N de tiosulfato de sodio, hasta observar cambios bruscos en la
medicién registrada por el potenciémetro. En la férmula descrita a continuacion, se reemplazaron

los resultados obtenidos:

ASL = 0,64‘ X (V1N1 - VzNz)

Siendo:

ASL = contenido de anhidrido sulfuroso libre, expresado en gramos por 1 000 cm?®
V; = volumen de la solucién de yodo empleada, en centimetros cubicos.

N, = normalidad de la solucién de yodo empleada

V, = volumen de la solucion de tiosulfato de sodio usada en la titulacion, en centimetros

cubicos.

N, = normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio usada en la titulacion.
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3.3.6.1.11. Grados alcohdlicos.

Para determinar esta variable, se llevo a cabo el siguiente procedimiento, establecido por la

Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 340, 1994):

El alcohol obtenido después de la destilacion fue colocado en una probeta graduada,
perfectamente limpia y seca. Seguidamente, el alcoholimetro fue limpiado e introducido con
mucho cuidado en la probeta con que contenia la muestra, manteniéndolo asi durante un lapso de
10 minutos, hasta que desaparecieron las burbujas de aire, que se forman en el seno del liquido.
Finalmente, se efectud la lectura, considerando el nivel real del liquido mas no la elevacion del

menisco.

3.3.6.2.  Pruebas Microbioldgicas.

3.3.6.2.1. Recuento de la poblacién microbiana del mucilago fermentado de abacé

Para el recuento se inocul6 en laminas Petri film, segun el procedimiento utilizado durante la

investigacion realizada por (Vera Sigcha & Zambrano Mora, 2018):
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Antes de comenzar con el procedimiento, se preparé una solucion de peptona al 5% para 72
tubos de ensayo cada uno con 9 ml, donde se distribuyeron las diluciones 10 %, 10 2, 10 3y 104,

de las cuales se usaron solamente las disoluciones 10 2, 10 2y 10,

Se procedio a inocular (levaduras y bacterias), transfiriendo 1 ml del in6culo a la superficie
de la ldmina de Petri film, y luego se cubrieron con la pelicula superior, deslizdndola
cuidadosamente, evitando que la aparicion de burbujas. Mediante el difusor, el circulo dentado
limito el &rea por la que se extendia el indculo. Posteriormente se aplico presion de manera suave,
sobre el difusor para distribuir uniformemente la solucion en forma equidistante, dentro de la

lamina. Luego de 1 minuto, de espera el gel se solidifico.

El Petri film de bacterias, fue incubado a 37°C por 24 horas; y el de levaduras a 24°C por 72

horas. Transcurrido este periodo se procedio a efectuar el conteo.

El ndmero de microorganismos se calculé con la siguiente formula segin (Yousef &

Carlstrom, 2003).

UFC) __ numero de colonias por placa x factor de dilucion
ml/

Recuento ( ,
volumen inoculado en la placa
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3.3.6.2.2. Identificacion de poblaciones microbianas en el mucilago de abaca

a) Inoculacion en medios de cultivo

Para la inoculacion en medios de cultivo, se llevo a cabo el siguiente procedimiento:

Previamente se prepararon dos cajas Petri de cada tipo de medio; Agar manitol y PDA (potato
dextrose agar). La siembra de los microorganismos, se llevo a cabo dentro de la cdmara de flujo
laminar esterilizada con anterioridad mediante el uso de alcohol al 90% y luz UV, que fue
encendida 30 minutos antes de dicha actividad, con la ayuda de una micropipeta se coloco 1 ml
de mucilago de cada variedad; Bungalondn y Tangongdn en cajas Petri diferentes. Finalmente, se
sellaron las cajas Petri y se procedié a incubarlas (Agar manitol 37°C y PDA a 24°C) durante 24

y 72 horas, respectivamente.

b) Identificacion de los microorganismos aislados

Tincién de Gram

El procedimiento que se llevo a cabo fue el siguiente:

Se transfirio una porcion de la colonia previamente aislada desde la placa sembrada y se

mezcldé con una gota de agua destilada (usando un asa de platino) en el portaobjetos del
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microscopio. Seguidamente, se mezclé homogéneamente difundiendo la masa bacteriana. A
continuacion, se dejo secar la extension al ambiente, y se procedio a fijar la extension sobre el
calor, con suaves movimientos sobre la llama de un mechero. La tincion de Gram, se ejecuto de

la siguiente forma:

Se cubrié la extensién con cristal violeta (Tincidén primaria). Luego se lavd suavemente la
extension una vez tefiida (después de 60 segundos) con gotas de agua destilada. Despues, se
saturd la extensién del portaobjetos con la solucidn de yodo de Gram para lavarla, a continuacion,
nuevamente con agua destilada tras 60 segundos de tratamiento. Posteriormente con un
decolorante (mezcla de cetona y alcohol), se procedi6 a aplicar una gota, sobre el cristal durante 3
segundos para luego enjuagarlo con agua destilada. Consecutivamente, se cubrié la extensién con
safranina (tincién secundaria) durante 60 segundos, para lavarla posteriormente, de igual manera,

con agua destilada.

La extension del portaobjetos, se observo a travées del lente de microscopiol00X. Las células
Gram positivas fueron marcadas por el color azul y las Gram negativas mediante la coloracion,

rosada; al finalizar se detall6 la forma y las caracteristicas de cada cepa.
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3.3.6.2.3. Pruebas Bioquimicas para identificacion bacteriana.

a. Prueba de Catalasa

Esta prueba se realiz6 en base al procedimiento realizado por (Olmos, Fuentes, Nieto, &
Ramos, 2010). Sobre un porta objetos, se depositd una colonia desde la caja Petri, a través de un
asa de metal, previamente flameada con un mechero, de manera cuidadosa para afiadirle una gota
del reactivo (peroxido de hidrogeno). Después de 20 segundos, se observaron los resultados, de la
siguiente manera: formacion de burbujas (+) y no formacion de burbujas o muy escasa

produccion (-).

b. Prueba Oxidasa con KOH

Esta prueba se realiz6 conforme a la metodologia de (Lagunas & Vega, 2013) donde sobre un
porta objeto, se colocod una gota de KOH al 3 %. Mientras que, con un asa estéril se recolectd
parte de una colonia bacteriana en estudio; consecuentemente, se mezcld la colonia en la gota de
KOH, con movimientos giratorios durante 3 minutos, luego de los cuales, se realizaron las

siguientes observaciones:

Si al separar el asa de la mezcla se formaba una hebra viscosa, la prueba era positiva e
indicaria que se trataba de bacterias Gram negativas. Si al separar el asa no se formaba hebra

alguna, la prueba seria negativa, e indicaria que las bacterias son Gram positivas.
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3.3.6.3.  Pruebas toxicologicas para determinar la presencia de metanol en el alcohol.

Para determinar la presencia de metanol se realizd la prueba toxicoldgica, descrita por

(Aguilar, 2016), que se detalla a continuacion:

- Reaccion de SCHIFF

Esta reaccion se realiz6 en una pequefia porcion de la muestra, a la que se le afiadio 1ml de
permanganato de potasio al 1%, mezclandola de manera homogénea, para posteriormente
adicionar unas gotas de acido sulfirico puro y asi dejar en reposo, la solucién por un lapso de 3
minutos. Pasado, dicho periodo, se agregaron algunas gotas de solucién saturada de acido oxalico
(hasta que la mezcla se decolord); mientras la mezcla iba adquiriendo una coloracion madera,
hasta decolorarse totalmente para afiadir también, gotas de &cido sulfurico puro, otra vez.
Finalmente, se le afiadié 1ml de fuxina bisulfatada (reactivo de Shiff) a la mezcla, con lo cual, al
ser positiva para metanol, se tornaria de un color violeta intenso, tal y como se muestra en la

siguiente figura:

NEGATIVO (-) POSITIVO (+)

Figura 2. Colores obtenidos a través del reactivo de Shiff para metanol

Fuente: (Aguilar, 2016).



49

3.3.6.4.  Evaluacion de la cinética de crecimiento de los microorganismos

Para la evaluacion de la cinética del crecimiento, se elaboraron 4 medios a base de mucilago de
abacé (Musa textilis) de las variedades Bungalanon y Tangongon: Bungalanon+ Pasteurizacion +
Levadura (S. cerevisiae) Bungalanon+ Sin pasteurizacion + Levadura (S. cerevisiae) vy
Tangongon + Pasteurizacion + Levadura (S. cerevisiae); Tangongon + Sin pasteurizacion +
Levadura (S. cerevisiae), antes de iniciar el proceso de fermentacion se corrigié grados brix (21 °©
brix), el pH 6ptimo en el cual se desarrollan mejor las levaduras estd entre 4 y 5, por ende se

corrigio el pH a 4,8.

Se coloc6 1 g de levadura por litro de mucilago de abacd, posteriormente se embazé para dar

inicio al proceso de fermentacion

El consumo de brix, la variacion de pH, acidez titulable y absorbancia, durante el proceso de

fermentacion fueron registrados cada 24 horas, durante 7 dias.

3.3.6.5. Determinacion del rendimiento de alcohol

La determinacion del rendimiento se realizd conforme a la metodologia aplicada por (Vera

Sigcha & Zambrano Mora, 2018), que se detalla a continuacion:
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Se midieron los milimetros iniciales del fermentado de mucilago de abaca que fueron
utilizados durante la destilacion, y el volumen final del alcohol obtenido. La siguiente formula,

fue aplicada para calcular el porcentaje de rendimiento:

% rendimient ml de alcohol destilado %100
rendimien
0 FENAIMIENtO™ T de fermentado de mucilago de abaca
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CAPITULO IV

IV. RESULTADOS

IO 12 determinacion de las caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas del

mucilago obtenido de dos variedades de abaca (Musa textilis).

-Anélisis fisico — quimicos del mucilago de abaca

Tabla 19. Analisis fisicos — quimicos del mucilago de abacé

Parametros analizados Unidad Bungalonon Tangongon

Sélidos solubles Brix 4 3
Acidez titulable % 0,0073 0,0091
Ph 4,49 4,37
Grasa % 0,6 0,25
Proteina % 0,78 0,69
Humedad % 96,8 98,1
Cenizas % 9,12 8,1

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Con respecto a las caracteristicas fisico-quimicas del mucilago de abac4, se encontr6 diferencia
en sélidos solubles y pH, siendo Bungalanon mayor con 4 ° Brix y 4,49; mientras que,

Tangongon presento 3° Brix y 4,37. En cuanto al porcentaje de acidez titulable, se observo
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valores de: 0,0091 para Tangongon frente a Bungalanon con 0,0073. Con relacion al contenido de
grasa: Bungalanon (0,6%), presento valores superiores sobre Tangongon (0,25%), En humedad
Tangongon (98,1%), se ubico por encima de Bungalanon (96,8%) con una diferencia
considerable. Para el caso de proteina y cenizas, se ha podido evidenciar, que Bungalanon (0,78%
y 9,12%), posee un mayor porcentaje con respecto a Tangongon (0,69% y 8,1%)

respectivamente.

I G<ntificacion de levaduras presentes en el mucilago de abaca.

Bungalanon Tangongon

Candida utilis Lodder & Kreger-van Candida utilis Lodder & Kreger-van

(100x) (100x)
Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Figura 3. Levaduras aisladas e identificadas en el mucilago de abaca.
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Para la identificacion de levaduras en mucilago de abacé, se aplicé tincion de gram y se pudo
identifiar presencia de Candida utilis Candida utilis Lodder & Kreger-van con una resolucion de

100x, en las variedades Tangongon y Bungalanon. (ver figura 3).

(Ferreira, 2009) menciona que como medios de cultivo para Candida utilis se han usado
Hidrocarburos, desechos industriales tales como aguas residuales de las industrias de la celulosa,
del café, almidon, procesamiento de alimentos y del papel, melaza de la industria azucarera,
residuos de la industria vinicola, desechos de la industria lactea, residuos de céascara de citricos,

entre muchos otros.

-Identificaci()n de bacterias presentes en el mucilago de abacéa

Tabla 20. Resultados de las pruebas de identificacion de bacterias.

Bungalanon

Tangongon

Bacilos
Gram -
Catalasa positiva

Oxidasa negativa

Bacilos
Gram -
Catalasa positiva

Oxidasa negativa

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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Mediante pruebas bioquimicas se logré determinar el género al que pertenecen las bacterias
presentes en el mucilago de abaca (Musa textilis) de las variedades Bungalanon y Tangongon.
Por tincion de Gram, se obtuvo bacilos Gram negativo; positivo a catalasa y oxidasa negativo

(ver tabla 20).

IR<sultados de la cinética de crecimiento

*+ 4@+ Bungalanon+Pasteurizacién Bungalanon+Sin pasteurizacién
= «@= - Tangongon+Pasteurizacion Tangongon+Sin pasteurizacion

22

21 \

20 Ve
19

18 X3
17

16 S

15 g

14 )

13 RS

12 ‘o

11 O

10 g

Sélidos solubles (brix)

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Figura 4. Consumo de azucar (variacién de ° Brix) en la cinética de crecimiento.

Considerando un volumen de mosto de 1000cc con una concentracion de solidos solubles de

21 grados Brix, se aprecia un decrecimiento exponencial de °Brix, en las 24 horas iniciales
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(latencia, exponencial y estacionaria), durante el proceso de fermentacion. Como se observa en la
figura 4, podemos notar un consumo promedio de brix: Bungalanon+Pasteurizacion+Levadura=
1,136; Bungalanon+Sin pasteurizacion+Levadura= 1,027 y Tangongon + Pasteurizacion +
Levadura= 1,091; Tangongon + Sin pasteurizacion + Levadura = 1,0; a partir del décimo dia el

consumo de brix desacelera, situandose 8,5; 9,7; 9; 10 respectivamente.

«««@-++ Bungalanon+Pasteurizacion Bungalanon+Sin pasteurizacion
= «@= - Tangongon+Pasteurizacion Tangongon+Sin pasteurizacion
5
4,8 )
3
8
4,6 N
. Leo®,
T 44 Redgo Bl e
L o =Pl o LW
T e eeo® ., ®
4,2 \\
4
3,8
e e e e e e e e e e e e
P A AR A AR AR A AR AR

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Figura 5. Variacién de pH durante la cinética de crecimiento.

La fermentacién empez6 con un pH de 4,8; en la figura 5 se aprecian como los valores de pH
descendieron drasticamente entre el primer y segundo dia (24 horas), a partir del tercer dia se
observa que el pH tiende a estabilizarse. Podemos notar que diariamente hay una variacién

promedio de pH de: Bungalanon+Pasteurizacion+Levadura= 0,052; Bungalanon+Sin
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pasteurizacién+Levadura= 0,056 y Tangongon + Pasteurizacion + Levadura= 0,063; Tangongon

+ Sin pasteurizacion + Levadura = 0,064.

«««@-++ Bungalanon+Pasteurizacion Bungalanon+Sin pasteurizaciéon
= «@=—- Tangongon+Pasteurizacion Tangongon+Sin pasteurizacion
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0,011
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Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Figura 6. Variacion de acidez durante la cinética de crecimiento

La acidez con la que comenzaron cada uno de los tratamientos fueron:
Bungalanon+Pasteurizacion+Levadura= 0,0059; Bungalanon+Sin pasteurizacion+Levadura=
0,0075 y Tangongon + Pasteurizacion + Levadura= 0,0070; Tangongon + Sin pasteurizacion +
Levadura = 0,0066. En la figura 6 se observa la constante dinamica de la acidez en cada uno de
los tratamientos. La fermentacion culmin6 con una acidez mayor a la inicial
Bungalanon+Pasteurizacion+Levadura= 0,0097; Bungalanon+Sin pasteurizacion+Levadura=
0,0106 y Tangongon + Pasteurizacion + Levadura= 0,0108; Tangongon + Sin pasteurizacion +

Levadura = 0,0091.
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Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Figura 7. Variacion de acidez durante la cinética de crecimiento

La absorbancia con la que comenzaron cada uno de los tratamientos fueron:
Bungalanon+Pasteurizacion+Levadura= 1,198; Bungalanon+Sin pasteurizacion+Levadura=
1,028 y Tangongon + Pasteurizacion + Levadura= 1,121; Tangongon + Sin pasteurizacion +
Levadura = 1,012. En la figura 7 se observa la constante dinamica de la absorbancia en cada uno
de los tratamientos. La fermentacion culmind con una absorbancia mayor a la inicial
Bungalanon+Pasteurizacion+Levadura= 1,407; Bungalanon+Sin pasteurizacion+Levadura=
1,362 y Tangongon + Pasteurizacion + Levadura= 2,207; Tangongon + Sin pasteurizacion +

Levadura = 1,701.
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-Anélisis de varianza para las variables de estudio.

-Anélisis de varianza para: solidos solubles.

Tabla21.  Analisis de varianza para solidos solubles.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado

variacion cuadrados libertad medio Razon-F Valor-P
A: Variedad 1,76 1 1,76 3,37 0,0877
B: Fermentativos 8,05 1 8,05 15,42 0,0015*
C: Esterilizacion 8,52 1 8,52 16,32 0,0012*
Repeticién 1,22 2 0,61 1,17 0,3388
AB 0,02 1 0,02 0,04 0,8461
AC 15,20 1 15,20 29,11 0,0001*
BC 3,01 1 3,01 5,76 0,0308*
ABC 6,10 1 6,10 11,68 0,0042*
Error 7,31 14 0,52
Total 51,20 23
Coeficiente  de 6,91

variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

En la tabla 21 de analisis de varianza para Solidos solubles se evidencia diferencia
significativa en el Factor B (Fermentativos) y Factor C (Esterilizacién) y en las interacciones
A*C (Variedad*Esterilizacién), B*C (Fermentativos*Esterilizacion) y A*B*C

(Variedad*Fermentativos*Esterilizacion) No obstante, en el Factor A (Variedades), las
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repeticiones y en las interacciones A*B (Variedad*Fermentativos) no hay diferencia

significativa.

I~ alisis de varianza para: pH inicial.

Tabla22.  Analisis de varianza para pH inicial.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado

variacion cuadrados libertad medio Razon-F Valor-P
A Variedad 0,02 1 0,02 2,97 0,1066
B: Fermentativos 0,01 1 0,01 0,87 0,3670
C: Esterilizacion 0,03 1 0,03 3,65 0,0767
Repeticion 0,01 2 4,6E-03 0,60 0,5639
AB 0,04 1 0,04 4,80 0,0459*
AC 0,10 1 0,10 13,22 0,0027*
BC 0,01 1 0,01 1,36 0,2633
ABC 0,01 1 0,01 1,70 0,2129
Error 0,11 14 0,01
Total 0,34 23
Coeficiente  de 2.40

variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

En el andlisis de varianza para pH (ver tabla 22), se aprecia diferencia significativa en las

interacciones: A*B (Variedad*Fermentativos) y A*C (Variedad*Esterilizacion). No obstante, en
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el Factor A (Variedad), Factor B (Fermentativos), Factor C (Esterilizacion), en las repeticiones y

en las interacciones B*C (Fermentativos*Esterilizacion) y A*B*C
(Variedad*Fermentativos*Esterilizacion) no hay diferencia significativa.
I~ alisis de varianza para: acidez titulable.
Tabla 23.  Analisis de varianza para acidez titulable.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
variacion cuadrados libertad medio
A: Variedad 5,0E-06 1 5,0E-06 3,27 0,921
B: Fermentativos 1,2E-04 1 1,2E-04 75,92 <0,0001*
C: Esterilizacion 3,4E-06 1 3,4E-06 2,19 0,1611
D: Repeticion 3,1E-06 2 1,5E-06 1,00 0,3927
AB 4,5E-05 1 4,5E-05 29,43 0,0001*
AC 3,7E-07 1 3,7E-07 0,24 0,6295
BC 1,6E-04 1 1,6E-04 100,57 <0,0001*
ABC 1,5E-04 1 1,5E-04 94,08 <0,0001*
Error 2,2E-04 14 1,5E-04
Total 5,0E-04 23
Coeficiente  de 8.20

variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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El andlisis de varianza para acidez titulable muestra diferencia significativa en el Factor B
(Fermentativos) 'y en las interacciones: A*B  (Variedad*Fermentativos), B*C
(Fermentativos*Esterilizacion) y A*B*C (Variedad*Fermentativos*Esterilizacion). No obstante,
en el Factor A (Variedad), Factor C (Esterilizacion), en las repeticiones y en la interaccion A*C

(Variedad*Esterilizacion) no hay diferencia significativa (Tabla 23).

I~ alisis de varianza para: densidad.

Tabla24.  Andlisis de varianza para densidad.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
variacion cuadrados libertad medio

A: Variedad 6,2E-04 1 6,2E-04 22,42 0,0003*
B: Fermentativos 6,2E-04 1 6,2E-04 22,42 0,0003*
C: Esterilizacion 1,4E-04 1 1,4E-04 5,07 0,0410*
D: Repeticion 6,0E-05 2 3,0E-05 1,09 0,3644
AB 4,8E-05 1 4,8E-05 1,74 0,2081
AC 8,8E-05 1 8,8E-05 3,19 0,0959
BC 1,1E-03 1 1,1E-03 41,51 <0,0001*
ABC 2,3E-03 1 2,3E-03 82,48 <0,0001*
Error 3,9E-04 14 2,8E-04
Total 0,01 23

Coeficiente  de

o 0,51
variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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En la tabla 24, de analisis de varianza para densidad se aprecia diferencia significativa para el
Factor A (Variedad), Factor, B (Fermentativos), Factor C (Esterilizacién), y en las interacciones
B*C (Fermentativos*Esterilizacion) y A*B*C (Variedad*Fermentativos*Esterilizacion). Sin
embargo, las repeticiones y las interacciones: A*B (Variedad*Fermentativos), A*C

(Variedad*Esterilizacidn) no presentaron diferencias significativas.

I~ élisis de varianza para: cenizas.

Tabla 25.  Analisis de varianza para cenizas.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P

variacion cuadrados libertad medio
A: Variedad 19,14 1 19,14 45,76 <0,0001*
B: Fermentativos 1,34 1 1,34 3,20 0,0951
C: Esterilizacion 0,82 1 0,82 1,96 0,1838
Repeticion 0,06 2 0,03 0,07 0,9347
AB 17,05 1 17,05 40,78 <0,0001*
AC 20,66 1 20,66 49,41 <0,0001*
BC 0,08 1 0,08 0,19 0,6675
ABC 1,89 1 1,89 4,51 0,0519
Error 5,85 14 0,42
Total 66,89 23

Coeficiente  de

o 531
variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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El anélisis de varianza para ceniza indica diferencia significativa para el Factor A (Variedad), y

las interacciones: A*B (Variedad*Fermentativos) y A*C (Variedad*Esterilizacion). Sin embargo,

Factor, B (Fermentativos), Factor C (Esterilizacion), las repeticiones no presentaron diferencias

significativas.

-Anélisis de varianza para: humedad.

Tabla 26.  Analisis de varianza para humedad.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P

variacion cuadrados libertad medio
A: Variedad 5,45 1 5,45 4,71 0,0476
B: Fermentativos 59,66 1 59,66 51,58 <0,0001*
C: Esterilizacion 1,52 1 1,52 1,31 0,2708
Repeticion 1,51 2 0,75 0,65 0,5363
AB 64,29 1 64,29 55,58 <0,0001*
AC 2,00 1 2,00 1,73 0,2102
BC 49,54 1 49,54 42,83 <0,0001*
ABC 12,50 1 12,50 10,81 0,0054*
Error 16,19 14 1,16
Total 212,65 23
Coeficiente  de 117

variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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El andlisis de varianza para humedad indica diferencia significativa en el Factor, B
(Fermentativos) y las interacciones: A*B (Variedad*Fermentativos), B*C
(Fermentativos*Esterilizacion) y A*B*C (Variedad*Fermentativos*Esterilizacion). No obstante,
en Factor A (Variedad), Factor C (Esterilizacion), repeticiones y la interaccion, A*C

(Variedad*Esterilizacién), no hubo diferencia significativa (Tabla 26).

I~ alisis de varianza para: cloruros de sodio.

Tabla27.  Andlisis de varianza para cloruros de sodio.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P

variacion cuadrados libertad medio
A: Variedad 0,01 1 0,01 2,27 0,1540
B: Fermentativos 0,11 1 0,11 20,59 0,0005*
C: Esterilizacion 0,01 1 0,01 2,59 0,1300
Repeticiones 3,7E-03 2 1,8E-03 0,35 0,7104
AB 0,52 1 0,52 98,11 <0,0001*
AC 0,16 1 0,16 30,03 0,0001*
BC 0,79 1 0,79 150,18 <0,0001*
ABC 0,23 1 0,23 42,90 <0,0001*
Error 0,07 14 0,01
Total 1,90 23

Coeficiente  de

o 22,61
variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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Los datos expuestos en la tabla 27, presentaron diferencias significativas para el factor, B
(Fermentativos) y las interacciones, A*B (Variedad*Fermentativos), A*C
(Variedad*Esterilizacion), B*C (Fermentativos*Esterilizacion) y A*B*C
(Variedad*Fermentativos*Esterilizacion). Situacion que fue distinta para los factores: A

(Variedad) y C (Esterilizacion).

I~ alisis de varianza para: anhidrido sulfuroso libre.

Tabla 28.  Analisis de varianza para anhidrido sulfuroso libre

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
variacion cuadrados libertad medio

A: Variedad 3,7E-05 1 3,7E-05 21,29 0,0004*
B: Fermentativos 2,3E-04 1 2,3E-04 128,83 <0,0001*
C: Esterilizacion 5,5E-05 1 5,5E-05 31,16 0,0001*
Repeticiones 2,4E-06 2 1,2E-06 0,68 0,5241
AB 8,0E-05 1 8,0E-05 45,21 <0,0001*
AC 1,8E-04 1 1,8E-04 102,60 <0,0001*
BC 6,8E-05 1 6,8E-05 38,80 <0,0001*
ABC 1,8E-05 1 1,8E-05 10,36 0,0062*
Error 2,5E-05 14 1,8E-06
Total 6,9E-04 23

Coeficiente  de

s 11,49
variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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A través de los datos de la tabla 28, se pueden observar las diferencias significativas halladas
en los factores: A (Variedad), B (Fermentativos) y C (Esterilizacion); y en las interacciones: A*B
(Variedad*Fermentativos), A*C (Variedad*Esterilizacion), B*C (Fermentativos*Esterilizacion)

y A*B*C (Variedad*Fermentativos*Esterilizacion).

I~ alisis de varianza para: grados alcohélicos.

Tabla29.  Andlisis de varianza para grados alcoholicos.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P

variacion cuadrados libertad medio
A: Variedad 128,34 1 128,34 27,92 0,0001*
B: Fermentativos 2450,26 1 2450,26 533,04 <0,0001*
C: Esterilizacion 0,84 1 0,84 0,18 0,6749
Repeticiones 0,15 2 0,07 0,02 0,9843
AB 518,01 1 518,01 112,69 <0,0001*
AC 698,76 1 698,76 152,01 <0,0001*
BC 25,01 1 25,01 5,44 0,0351
ABC 178,76 1 178,76 38,89 <0,0001*
Error 64,35 14 4,60
Total 4064,49 23

Coeficiente  de

o 514
variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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Los datos que se muestran en la tabla 29, manifestaron diferencias significativas en los
factores: A  (Variedad), B (Fermentativos); y en las interacciones: A*B
(Variedad*Fermentativos), A*C (\VVariedad*Esterilizacion), y A*B*C
(Variedad*Fermentativos*Esterilizacion). Mientras tanto, para los factores: C (Esterilizacion), y

la interaccion; B*C (Fermentativos*Esterilizacion), no se encontraron diferencias significativas.

I~ 4lisis de varianza para: rendimiento.

Tabla 30.  Andlisis de varianza para la variable rendimiento.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P

variacion cuadrados libertad medio
A: Variedad 0,04 1 0,04 0,07 0,7910
B: Fermentativos 82,05 1 82,05 145,80 <0,0001*
C: Esterilizacion 0,11 1 0,11 0,20 0,6651
Repeticiones 1,50 2 0,75 1,33 0,2949
AB 18,80 1 18,80 33,41 <0,0001*
AC 14,27 1 14,27 25,36 0,0002*
BC 8,31 1 8,31 14,77 0,0018*
ABC 7,87 1 7,87 13,98 0,0022*
Error 7,88 14 0,56
Total 140,83 23

Coeficiente  de

o 6,00
variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)



68

Las diferencias significativas se presentan en el factor B (Fermentativos); y las interacciones:

A*B (Variedad*Fermentativos),

A*C

(\Variedad*Esterilizacion),

B*C

(Fermentativos*Esterilizacion), y A*B*C (Variedad*Fermentativos*Esterilizacion). No obstante,

en los factores: A (Variedad) y C (Esterilizacion), no se muestran diferencias significativas (ver

tabla 30).

-Anélisis de varianza para: bacterias.

Coeficiente de
variacion

8,20

Tabla 31.  Analisis de varianza para bacterias.
vaﬁzgirg?] de cueslgrr;]c?oie Is dce;rado Cuadrado medio Razon-F  Valor-P
ibertad
A: Variedad 1,486013 x 10*° 1 1,486013 x 10™° 142,35 <0,0001*
B: Fermentativos 3,070926 x 108 1 3,070926 x 108 29,42 0,0001*
C: Esterilizacion 4,104243 x 10*° 1 4,104243 x 10*° 395,15 <0,0001*
Repeticiones 3,097396 x 10" 2 1,548698 x 10"’ 1,48 0,2604
AB 1,267301 x 10*® 1 1,267301 x 10*® 12,14 0,0036*
AC 2,586488 x 10*° 1 2,586488 x 10*° 247,76 <0,0001*
BC 2,78426 x 10" 1 2,78426 x 10*7 2,67 0,1247
ABC 2,860051 x 10*8 1 2,860051 x 10*® 27,40 0,0001*
Error 1,46151 x 10*® 14 1,043936 x 10"’
Total 9,10154 x 10* 23

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)



69

En la tabla 31, se observan las diferencias significativas presentadas en el factor A
(Variedades), B (Fermentativos) y C (Esterilizacién); y en las interacciones: A*B
(Variedad*Fermentativos), A*C (Variedad*Esterilizacion) y A*B*C
(Variedad*Fermentativos*Esterilizacién).  Sin  embargo, en la interaccion B*C

(Fermentativos*Pasteurizacion), no se encontraron diferencias significativas.

I~ alisis de varianza para: levaduras.

Tabla 32.  Analisis de varianza para levaduras.

Grado

Fuente de Suma de Cuadrado ,
variacion cuadrados . s de medio Razon-F Valor-P
libertad

A: Variedad 4,266667x 10*7 1 4,266667x 10" 2,51 0,1355
B: Fermentativos 2,604167x 10*° 1 2,604167x 10%° 153,13 <0,0001*
C: Esterilizacion 2,94 x 10*8 1 294 x 10*8 17,29 0,0010*
Repeticiones 3,25 x 10" 2 1,625 x 106 0,10 0,9095
AB 1,0935 x 10*° 1 1,0935 x 10*° 64,30 <0,0001*
AC 1,666667 x 10"’ 1 1,666667 x 10"’ 0,98 0,3390
BC 1,768167x 10%° 1 1,768167x 10*° 103,97 <0,0001*
ABC 1,5x 10%° 1 1,5 x 10*® 0,09 0,7708
Error 2,380833x 10*8 14 1,700595 x 10*7
Total 6,062 x 10%° 23
Cogflc_llente de 1231
variacion

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
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Las diferencias significativas se muestran en el factor B (Fermentativos) y C (Esterilizacion);
ademas de las interacciones: A*B (Variedad*Fermentativos), A*B (Variedades*Fermentativos) y
B*C (Fermentativos*Esterilizacion). Mientras que en el factor A (Variedades), en las
interacciones A*C (Variedad*Esterilizacion) y A*B*C (Variedad*Fermentativos*Esterilizacion),

no se existieron diferencias significativas (ver tabla 32).

IR csultados (Tukey p < 0,05) del estudio de las variedades: Tangongon y

Bungalanon.

Tabla33.  Valores correspondientes a analisis fisico quimico de las variedades de Abaca

estudiadas.
Factor A - . Cloruro Rendimiento Levaduras
Solidos Solubles pH Acidez (UFC/ml)
Bungalanon 10,73 3,62 0,014 0,30 12,55 34833,33
Tangongon 10,19 3,68 0,015 0,34 12,46 32166,67

En la tabla 33, se aprecian los resultados obtenidos, donde: pH no se encontrd diferencia
significativa entre las dos variedades sin embargo se pudo determinar valores de 3,62 y 3,68
respectivamente para las variedades Bungalanon y Tangongon, en cuanto a acidez, no se hall6
diferencia significativa entre las variedades utilizadas, puesto que los resultados obtenidos fueron
de 0,014 en Bungalanon y 0,015 en Tangongon, en solidos solubles no existidé diferencia
significativa entre variedades, ya que se pudo apreciar valores de 10,73 en Bungalanon y 10,19
en Tangongon, en cloruros, no se presentd diferencia significativa, porque los valores obtenidos

fueron de 0,30 en Bungalanon y 0,34 en Tangongon; en rendimiento, no detectd diferencia
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significativa, obteniéndose cantidades de 12,55 en Bungalanon y 12,46 en Tangongon,

finalmente, en levaduras, tampoco se motro diferencia significativa, no obstante se logro

establecer 34833,33 UFC/mI en Bungalanon y 32166,67 UFC/ml en Tangongon. Mientras que,

en humedad, ceniza, densidad, anhidrido sulfuroso libre, grados alcohdlicos y bacterias, si se

hallaron diferencias significativas.
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5. Grados alcoholicos 6. Bacterias UFC/ml
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Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Figura8.  Resumen de los resultados de las variables que tuvieron diferencia significativa en

cuanto a las variedades de abaca (Bungalanon y Tangongon).

Aplicando la Prueba de Tukey se encontré (La figura 8) diferencia significativa en: ceniza
situando el valor mas alto en Tangongon (13,60%) frente a Bungalanon (11,81); humedad
91,81% (Bungalanon) y 92,76% (Tangongon); densidad 1,013 (Bungalanon) y 1,022
(Tangongon); anhidrido sulfuroso libre 0,010 g/I (Bungalanon) y 0,013 g/l (Tangongon); grados
alcoholicos 39,42 (Bungalanon) y 44,04 (Tangongon) y Bacterias 47291,67 UFC/mI

(Bungalanon) y 31554,17 (Tangongon).
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-Resultados (Tukey p < 0,05) del estudio de los fermentativos: Flora natural y

Levadura.

Tabla 34.  Valores correspondientes a andlisis fisico quimico de los fermentativos estudiados.

Factor B pH inicial Cenizas
Flora Natural 3,67 12,47
Levadura 3,64 12,94

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

En la tabla 34, se encuentran los resultados obtenidos, donde: en pH no se encontr6 diferencia
significativa entre los fermentativos aplicados, no obstante, se logré determinar valores de 3,67 y
3,64 respectivamente para la Flora natural y levadura, de manera respectiva, en cenizas, de la
misma manera, no se hall6 diferencia significativa entre los fermentativos empleados, sin
embargo, se establecieron cantidades de 12,47 en Flora natural y 12,94 en Levadura. Entre tanto
para acidez titulable, humedad, ceniza, densidad, cloruros de sodio, anhidrido sulfuroso libre,

rendimiento grados alcohdlicos, bacterias y levaduras, si se existieron diferencias significativas.
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Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Figura 9.

cuanto a los fermentativos (Flora natural y Levadura).

Resumen de los resultados de las variables que tuvieron diferencia significativa en
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En la figura 9, se puede visualizar que, para las variables, solidos solubles, densidad, cloruros
de sodio y bacterias, fue la flora natural, el tratamiento con mayores cantidades 11,04° Brix, 1,02
o/l, 0,39 g/l y 43000 UFC/ml respectivamente. No obstante, la fermentacion realizada con
Saccharomyces cerevisiae, obtuvo datos mas relevantes en cuanto a, acidez titulable, humedad,
anhidrido sulfuroso libre, grados alcoholicos, rendimiento y levaduras con 0,017 g/l, 93,87%,

0,015 g/, 51,83, 14,35% y 43916,67 UFC/ml de manera respectiva.
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-Resultados (Tukey p < 0,05) del estudio de la esterilizacion: Pasteurizado y Sin

Pasteurizar.

Tabla 35.  Valores correspondientes a analisis fisico quimico de la esterilizacion aplicada.

Acidez Cloruros Grados . Bacterias

FactorC— PH ilaple HUMedRd o codio  alcohslicos  endiMIENto eeimn
El 3,62 0,014 92,54 0,34 41,54 12,57 26345,83

E2 3,69 0,015 92,04 0,30 41,92 12,44 52500

Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

En la tabla 35, se exponen los resultados obtenidos, donde no se encontré diferencia
significativa conforme a los tipos de esterilizacion aplicados; se determiné valores de 3,62 y 3,69
para pasteurizacién y sin pasteurizacién, de manera respectiva, en acidez titulable, se
establecieron cantidades de 0,014 en Flora natural y 0,015 en Levadura, en humedad, los valores
hallados en pasteurizacion fueron del 92,54% vy sin pasteurizar de 92,04%, en cloruros de sodio,
se hallé 0,34 g/L en la pasteurizacion y en sin pasteurizar 0,30 g/L,, en rendimiento, el valor de la
pasteurizacién fue de 12,57% y en sin pasteurizar, 12,44%, finalizando con bacterias, en donde se
obtuvo 26345,83 UFC/ml en la pasteurizacion y 52500 UFC/ml sin pasteurizado . Mientras que,
para sélidos solubles, ceniza, densidad, anhidrido sulfuroso libre, grados alcoholicos y levaduras,

si se existieron diferencias significativas.
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‘Figura 10. Resumen de los resultados de las variables que tuvieron diferencia significativa en

cuanto a la esterilizacion (Pasteurizado y sin pasteurizar).

En la figura 10, se evidencia diferencia significativa para las variables sélidos solubles en
donde sin pasteurizacion se presentd un valor més alto (11,06 °brix) frente al pasteurizado (9,87
%brix); ceniza 12,89% (pasteurizado) y 12,52% (sin pasteurizar); densidad 1,015 (pasteurizado) y
1,020 (sin pasteurizacion); anhidrido sulfuroso libre 0,010 g/l (pasteurizado) y 0,013 g/l (sin

pasteurizacion).
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-Resultados (Tukey p < 0,05) del estudio de la interaccion: AxB (Variedad*

Fermentativo)
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Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)
Figura1l. Resumen de los resultados de las variables que tuvieron diferencia significativa en

cuanto a la interaccion AxB (Variedad*Fermentativo).

La Figura 11 muestra los valores de Tukey (p<0.05). Se determiné diferencia significativa en:
solidos solubles (° brix), siendo el valor més alto en Bungalanon + Flora Natural (11,28) y el
valor més bajo en Tangongon + Levadura (9,58); para la acidez el contenido més alto se presentd
en Bungalanon + Levadura (0,0178) y el méas bajo en Bungalanon + Flora Natural (0,010); para
cloruro de sodio se evidencio un mayor contenido en Bungalanon + Flora Natural (0,512) y el
menor valor en Bungalanon + Levadura (0,084); para anhidrido sulfuroso se report6 un valor
maximo en Tangongon + Levadura (0,017) y el mas bajo en Tangongon + Levadura (0,0079);
para densidad se encontraron valores altos en Tangongon + Flora Natural (1,026) y el valor mas
bajo en Bungalanon + Levadura (1,0059); en la variable ceniza se encontro el valor méas alto
(14,67) en la combinacion Tangongon + Levadura y valores mas bajos en la combinacion

Bungalanon + Levadura (11,20); en la variable Humedad se encontré valores altos en la
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interaccion Bungalanon + Levadura (95,02%) y valores mas bajos en Bungalanon + Flora Natural
(88,59%), para la variable rendimiento se encontro valores mas altos en Bungalanon + Levadura
(15,28) y valores mas bajos en Bungalanon + Flora Natural (9,81); en cuanto a Bacterias UFC/ml
los valores més altos se presentaron en Bungalanon + Flora Natural (53166,66) y los méas bajos
en Tangongon + Flora Natural y + Tangongon + Levadura (32833,33 y 30275,00); en la variable
Levaduras UFC/mI se observa los mas altos en Tangongon + Levadura (49333,33) valores mas
bajos en Tangongon + Flora Natural (15000); y para la variable grados alcohdlicos se observa los
mas altos en Bungalanon + Levadura (54,16) y valores mas bajos en Bungalanon + Flora Natural
(24,66). Mientras que para la variable pH no se present6 diferencia significativa entre los

tratamientos.
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-Resultados (Tukey p < 0,05) del estudio de la interaccién: AxC (Variedad*

Esterilizacion)
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Levaduras UFC/ml 12. Bacterias UFC/ml
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Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Bacterias UFC/mI: F(3;20) = 58,9445;p =0.0000

Figura12. Resumen de los resultados de las variables que tuvieron diferencia significativa en

cuanto a la interaccion AxC (Variedad x Esterilizacion).

La Figura 12 muestra los valores de Tukey (p<0.05). La interaccion AxC para la variable
solidos solubles present6 el valor mas alto Bungalanon + Pasteurizado (10,93), Bungalanon + Sin
Pasteurizar (10,54) y Tangongon + Sin Pasteurizar (11,58) y la que present6 un valor menor fue
la combinacién de Tangongon + Pasteurizado (8,8). Para la variable pH el valor mas alto fue
Bungalanon + Sin Pasteurizar (3,72), Tangongon + Pasteurizado (3,71) Tangongon +sin
pasteurizar (3,65) y un valor menor con Bungalanon + Pasteurizado (3,52). Para cloruros de
sodio el valor mas alto fue Tangongon + Pasteurizado (0,44) y el valor mas bajo Tangongon +
Sin Pasteurizar (0,23). La variable Anhidrido sulfuroso presento diferencia significativa siendo la
interaccion mas baja la combinacién Tangongon + Pasteurizado (0,0085) y la interaccion mas

alta fue Tangongon + Sin pasteurizar (0,017). La variable densidad presento los valores mas altos
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en Bungalanon + Sin Pasteurizar (1,017), Tangongon + Pasteurizado (1,02) y Tangongon + Sin
Pasteurizar (1,023), y el valor menor fue en Bungalanon + Pasteurizado (1,0082); en ceniza se
encontré valores altos en Tangongon + Pasteurizado (14,71), en Bungalanon + Sin Pasteurizar
(12,55) y Tangongon + Sin Pasteurizar (12,48) y los valores mas bajos en Bungalanon +
Pasteurizado (11,06); para la variable rendimiento se encontro valores mas altos en Bungalanon +
Sin Pasteurizar (13,25) y Tangongon + Pasteurizado (13,30), y valores méas bajos en Tangongon
+ Sin Pasteurizar (11,62) y Bungalanon + Pasteurizado (11,84); en la variable Bacterias UFC/mi
los valores mas altos se presentaron en Bungalanon + Sin Pasteurizar (70750), Tangongon + sin
Pasteurizar (34250), en y valores mas bajos en Bungalanon + Pasteurizado (23833,33) y
Tangongon + Pasteurizado (28858,33). Mientras que para las variables acidez titulable, humedad

y grados alcohdlicos no se presentd diferencia significativa entre las interacciones.
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I R <sultados (Tukey p < 0,05) del estudio de la interaccion: BxC (Fermentativo x
Esterilizacion)
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5. Anhidrido Sulfuroso
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11. Levaduras UFC/ml 12. Bacterias UFC/ml
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Elaborado por: Alvarez, N y Guevara, D (2020)

Figura 13. Resumen de los resultados de las variables que tuvieron diferencia significativa en

cuanto a la interaccion BxC (Fermentativo x Esterilizacion).

La Figura 13 muestra los valores de Tukey (p<0.05). Se determiné diferencia significativa en:
solidos solubles siendo los valores més altos en Flora Natural+Sin Pasteurizar (11,28) y el méas
bajo en Levadura + Pasteurizado (8,93); para acidez titulable el mayor valor corresponde a
Levadura+Sin Pasteurizar (0,019) y el menor corresponde a Flora Natural + Sin Pasteurizar
(0,010); para cloruro de sodio mas alto se presenté en Flora Natural+Sin Pasteurizar (0,54) y el
valor mas bajo en Levadura + Sin Pasteurizar (0,048); mientras que para anhidrido sulfuroso el
mayor valor obtenido fue en Levadura+Sin Pasteurizar (0,0178) y el valor mas bajo en Flora
Natural + Sin Pasteurizar (0,0083); para densidad se evidencio mayor porcentaje en Flora
Natural+Pasteurizado (1,0271) y el menor valor corresponde a Levadura + Pasteurizado (1,0029);

en humedad se encontré valores altos en Levadura+Sin Pasteurizar, Levadura+Pasteurizado y
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Flora Natural+Pasteurizado (95,05; 92,68 y 92,40) y valores mas bajos en Flora Natural + Sin
Pasteurizar (89,02), para la variable rendimiento se encontré valores mas altos en Levadura+Sin
Pasteurizar, Levadura+Pasteurizado (14,88 y 13,93) y valores méas bajos en Flora Natural + Sin
Pasteurizar (10); en cuanto a Bacterias UFC/ml los valores mas altos se presentaron Flora
Natural+Sin Pasteurizar y Levadura+Sin Pasteurizar (55000 y 50000) y los mas bajos en
Levadura + Pasteurizado (21691,67); en la variable levaduras UFC/ml se observa los mas altos
en Levadura+Pasteurizado (56000) valores mas bajos en Flora Natural+Pasteurizado (18000); y
para la variable grados alcohdlicos se observa los més altos en Levadura+Pasteurizado y
Levadura+Sin Pasteurizar (52,67 y 51) y valores méas bajos en Flora Natural+Sin Pasteurizar y
Flora Natural+Pasteurizado (32,83 y 30,42). Mientras que en la variable pH inicial y en la

variable ceniza no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.
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11. Levaduras

12. Bacterias UFC/ml
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Figura 14.

Resumen de los resultados de las variables que tuvieron diferencia significativa en

cuanto a la interaccion AxBxC (Variedad x Fermentativo x Esterilizacion).

Como se observa en la figura 14 en el mucilago fermentado. En los sélidos solubles el

tratamiento con un valor bajo 7,33° Brix fue en la combinacion de Tangongon + Levadura

+Pasteurizado y el valor més alto fue de 11,83° Brix con Tangongon + Levadura + Sin

Pasteurizar; para la variable pH se encontré un valor bajo de 3.5 con Bungalanon + Levadura +

Pasteurizado y un valor alto fue de 3.78 con Bungalanon + Levadura + Sin Pasteurizar; la acidez

titulable se encontrd un valor bajo de 0,0096 con Tangongon + Flora natural + Sin pasteurizar y

el valor mayor de 0,02 con Tangongon + Levadura + Sin pasteurizar; en cloruros el valor menor

fue de 0,039 con Tangongon + Levadura + Sin pasteurizar y el valor mayor fue de 0,80 con

Tangogon + Levadura + Pasteurizado; para la variable anhidros sulfurosos se encontré un valor

bajo de 0,0062 con Tangongon + Flora Natural + Pasteurizado Yy un valor mayor de 0,024 con

Tangongon + Levadura + Sin pasteurizar; para la densidad se obtuvo un valor méas bajo de 1,001
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en la combinacion Tangongon+ Levadura + Pasteurizado y un valor mayor fue de 1,042 con
Tangongon + Flora Natural + Pasteurizado; para ceniza se evidencio un valor bajo de 10,79 en la
combinacion Bungalanon + Levadura + Pasteurizado y el mayor fue 15,56 con Tangongon +
Levadura + Pasteurizado; en humedad se hallé un valor bajo 87,91 con Bungalanon + Flora
Natural + Sin Pasteurizar y un valor alto de 95,77 con Bungalanon + Levadura + Sin Pasteurizar;
con respecto a rendimiento se evidencio un valor bajo de 9,12 con Bungalanon + Flora Natural +
Pasteurizado y un valor alto de 16 con Bungalanon + Levadura + sin pasteurizar; para la variable
Bacterias UFC/ml se encontré un valor bajo de 20333,33 con Bungalanon + Levadura +
Pasteurizado y un valor alto de 79000 con Bungalanon + Flora Natural + Sin Pasteurizar; en
levaduras UFC/ml se observa un valor bajo de 11000 con Tangongon + Flora Natural +
Pasteurizado y un valor alto de 62000 con Tangongon + Levadura + Pasteurizado; y para la
variable grados alcohdlicos se observa un valor bajo de 15,33 con Bungalanon + Flora Natural +

Pasteurizado y un valor alto de 56,00 con Bungalanon + Levadura + Sin Pasteurizar.
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CAPITULO V

V. DISCUSION

I Caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del mucilago de abaca

Con respecto a las caracteristicas fisico-quimicas del mucilago de abaca se evidenciaron
valores altos de ceniza en Bungalanon (9,12%) y Tangongon (8,1%), en relacion a los obtenidos
por (Vera Sigcha & Zambrano Mora, 2018) en el andlisis fisico-quimico del mucilago de cacao
Nacional (3,96) y CCN 51 (1,88), (Medina & Pagano , 2003) mencionan que el contenido de

ceniza esta asociado al contenido mineral y, en consecuencia, depende del manejo agronémico.

El alto contenido de humedad en el mucilago de abaca Bungalanon (96,8%) y Tangongon
(98,1%), se debe a que la plantas de abacé, estd conformada por agua aproximadamente un 90%

(Waller & Wilsby, 2019).

Los microorganismos identificados en el mucilago de abacé en las dos variedades en estudio
fue Candida utilis Candida utilis Lodder & Kreger-van, esto puede deberse al ambiente 0 medio
en las que estas se desarrollan (Ferreira, 2009) menciona que como medios de cultivo para
Candida utilis se han usado Hidrocarburos, desechos industriales tales como aguas residuales de

las industrias de la celulosa, del café, almiddn, procesamiento de alimentos y del papel, melaza de
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la industria azucarera, residuos de la industria vinicola, desechos de la industria lactea, residuos

de cascara de citricos, entre muchos otros.

Il Ciética de crecimeinto

En cada uno de los medios preparados se inicié le proceso de fermentacion con 21 © Brix
(Figura 4) y este disminuia paulatinamente con el trascurso del tiempo. (Garzén & Hernandez
Londofio, 2009) manifiestan que la cantidad de azUcares en el medio genera un limitante para el
proceso fermentativo. Por ende, a medida que transcurre el tiempo, la cantidad de levaduras va
aumentando progresivamente y va disminuyendo el contenido de azucar ( Aguilar, Espinoza ,

Avila, & Garcia, 2015).

En cuanto al pH se inici6 con 4,8 este valor se encuentra en el rango (4 — 5) establecido para el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae (Fajardo & Sarmiento, 2007). En este rango Optimo, las
levaduras tienen mayor velocidad de crecimiento y rendimiento ( Aguilar, Espinoza , Avila, &
Garcia, 2015). En el proceso de fermentacion, el pH tiende a disminuir debido a la produccion de

acidos (Rios, 2005) .
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-De las Variedades de abaca.

Con respecto a las variedades en estudio, se logro apreciar que el mucilago fermentado de
abacd de ambas variedades no mostro diferencia significativa en la variable solidos solubles
siendo estos valores 10,73 °brix (Bungalanon) y 10,19 °brix (Tangongon), (Vera Sigcha &
Zambrano Mora, 2018) mencionan que el contenido de solidos solubles en mucilago fermentado

de cacao es 10,17° Brix.

La variable pH no mostr6 diferencia significativa con respecto al Factor A, siendo estos
Bungalanon 3,62 y Tangongon 3,68 y dichos valores se asemejan a los obtenidos por (Tapia

Medrano, 2016) 3,15 en el vino de manzana.

En cuanto a la acidez titulable en la variedad Bungalanon se obtuvo 0,014 g/L y en Tangongon
0,015 g/L estos valores se encuentran dentro de los pardmetros de la Norma Técnica Ecuatoriana

( INEN 374, 2015), que menciona que el maximo de acidez aceptable es de 1,5 g/L.

El contenido de ceniza obtenido en el mucilago fermentado de abacé en las dos variedades
mostrd diferencia significativa siendo estos en Tangongon 13,60% y Bungalanon 11,81%, dichos
valores difieren de los obtenidos por (Vera Sigcha & Zambrano Mora, 2018) ya que en el

mucilago fermentado de cacao obtuvieron para la variedad Nacional 3,96% y 1,88% del cacao
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CCN-51; dicha diferencia segun (Medina & Pagano , 2003) se debe a que el contenido de ceniza

esta asociado al contenido mineral y, en consecuencia, depende del manejo agronémico.

La variable densidad relativa mostrd diferencia significativa entre las variedades de abaca
Bungalanon con 1,013 dzo y Tangongon 1,022 d2o, sin embargo esto valores se encuentran dentro
de los Optimos para Vinos de licor (moscatel): 1,0500-1,0700 d2o (Garcia Cazorla & Xirau

Vayreda, 2000).

La variable anhidrido sulfuroso muestra diferencia significativa con respecto a las variedades,
la variedad Tangonon 0,014 ¢g/L y Bungalanon 0,010 g¢/L, sin embargo, dichos valores se
encuentran dentro de los parametros establecidos en la norma NTE INEN 374 en donde el

méaximo es 0,04 g/L ASL.
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-De los agentes de fermentacion.

(De Borbdn, Escudero, & Lucato, 2019), citan que, a mayor cantidad de sélidos solubles,
incrementa la densidad del mosto, que en este caso fue de 1,02 do para la flora natural y de 1,01
d2o para la levadura, situacion que se sustenta la cantidad de grados brix, obtenidos mediante la
utilizacion de la flora natural (11,04) frente al uso de Saccharomyces cereviseae (9,88). Sin
embargo, (Vera Sigcha & Zambrano Mora, 2018), manifestaron haber obtenido 9,08° Brix
mediante la flora natural y 9,83° Brix, a través de la utilizacion de Saccharomyces cereviseae, un
panorama que es distinto a las nuestro, ya que segun las autoras, los tratamientos en donde se
experimento con la flora natural, poseian una mayor diversidad en la microbiota del Fermentado
del mucilago de cacao (Hanseniaspora uvarum y Saccharomyces cerevisiae), mientras que los

tratamientos con levadura, existio un solo microorganismo (Saccharomyces cerevisiae).

Segun (Poma, 2016), el pH de los mostos, se debe encontrar entre 3,5 a 4,0 rango, dentro del
cual se encuentran los valores obtenidos, mediante el uso la levadura (3,64) y la flora natural
(3,67); la flora del mosto, ejerce una presion de seleccion, donde se desarrollan estrictamente las

levaduras de tipo fermentativo, lo que impide la proliferacion de microorganismos no deseados.

(Vera Sigcha & Zambrano Mora, 2018), obtuvieron un pH de 3,80 en los tratamientos con
flora natural y 3,78 con levadura, valores que no difieren sobre los nuestros e incluso, se

encuentran dentro del rango, citado anteriormente.
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La acidez titulable, permite obtener informacion de los acidos libres, que acttan sobre el color

e higiene del producto final. Al reducirse la acidez, la microbiologia del Fermentado, se vulnera,
de la misma manera, se reduce el aroma y brillo (Lara, 2015). En nuestra investigacion, los
valores obtenidos fueron de 0,02 y 0,01 para S. cerevisiae y flora natural, respectivamente;
mientras que (Vera Sigcha & Zambrano Mora, 2018), obtuvieron 1,22 con flora natural y 1,26
con levadura, no obstante, (Zoeklein, Fugelsang, Gump, & Fred, 2001), argumentan que la acidez
fija varia en funcién de algunos factores como, la variedad, las practicas culturales y las

condiciones edafo-climaticas del cultivo, productor de materia prima para la fermentacion.

El anhidrido sulfuroso libre, disminuye de manera gradual, debido a la oxidacion, que lo
transforma en sulfato; la fraccion libre, es poseedora de un gran porcentaje de las propiedades de
los vinos, siendo la mas importante su accion antiséptica (Hidalgo, 2018), durante este estudio,

los valores obtenidos fueron, 0,015 con la levadura y 0,008 con la flora natural.

Los cloruros de sodio por su parte, son los responsables de la salinidad en los vinos (Sonegheti,
Pezzini, Silva, Ferraro, & Nascimento , 2015), durante esta investigacion, se obtuvo 0,39 con la

flora natural y 0,25 con la levadura.

(Lucero, 2015) manifestd que al reducirse los sdlidos solubles, la cantidad de etanol
incrementa, asi como la concentracion de COg; criterio que permitio determinar la eficacia de
conversion a través de Saccharomyces cerevisiae en la fermentacion alcohdlica, ya que, en
nuestro caso, los solidos solubles se redujeron ampliamente comparado con la flora natural; sin

embargo, al finalizar el estudio, se pudo notar la superioridad del uso de la levadura, donde se
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obtuvieron 56 grados alcoholicos con un 16% de rendimiento, en cuanto a la produccion de
etanol. Dicho resultado se compara con la investigacion realizada por (Vera Sigcha & Zambrano
Mora, 2018), durante la cual a través del uso de la flora natural durante la fermentacion del
mucilago de cacao, los grados alcoholicos fueron de 47,42 con un rendimiento del 18,03%,

superior a la obtenida por nosotras, en la variable rendimiento.

(Polo, Ferrer, & Pardo, 2008), hallaron en vinos jovenes antes de ser filtrados 0,12 — 1200
UFC/ml de levaduras y 700000 - 360000 UFC/mlI de bacterias; valores que fueron menores a los
obtenidos, ya que al finalizar la fermentacion, se encontraron 43000 UFC/ml en el recuento
bacteriano del tratamiento con flora natural, mientras que mediante el empleo de S. cerevisiae, se
registraron 43916,67 UFC/ml de levaduras, valor que sobresali6 de los rangos expuestos

anteriormente.

IO:! acondicionamiento del mucilago (Pasteurizacion y sin pasteurizacion).

En cuanto a la variable solidos solubles se logra evidenciar una diferencia significativa siendo
asi 9,87 °brix (pasteurizado) y 11,06 °brix (sin pasteurizar), (Vera Sigcha & Zambrano Mora,
2018) también registran menor contenido de sélidos solubles en el vino pasteurizado (9,08 °brix)

con respecto al sin pasteurizar.

El pH no muestra diferencia significativa en pasteurizacion 3,62 y sin pasteurizar 3,69;

(Tenorio Sanz, y otros, 2014) mencionan que el pH en los vinos varia entre 3 a 4, el de un vino
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blanco se encuentra aproximadamente entre 3,0-3., mientras que el de un vino tinto entre 3,3 y

3,6.

La variable cloruros (cloruro de sodio) no mostré diferencia significativa, los datos obtenidos
0,34 g/l (pasteurizado) y 0,30 g/l (sin pasteurizar) se encuentran dentro de los parametros
establecidos por la Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 0374, 2015) en donde se acepta un
maximo de 2 g/l; sin embargo en el Reglamento Bromatoldgico sobre bebidas alcoholicas
fermentadas (Normativa y avisos legales de Uruguay, 1994) mencionan que el contenido de

cloruros no debe superar los 0.5 g/l.

En la investigacion se registra menor grados de alcohol en las muestras pasteurizadas (40,42),
mientras que las muestras no pasteurizadas hay un leve incremento (41,33) (Leon & Jaimes
Portilla, 2017) evidenciaron que la pasteurizacion afectd la produccion de alcohol, debido al

contenido de microorganismos contenidos en la fruta y el ambiente.

I O: (a5 interacciones variedades + fermentativos (Interaccion A*B)

En cuanto a la interaccion de las variedades + fermentativos usados, se evidencié que
Bungalanon+ Levadura y Tangongon +Levadura, tuvieron mayor consumo de grados brix (10,18
y 9,58), por ende, obtuvieron mas grados alcohdlicos (54,16 y 49,5) y mejor rendimiento (15,28 y

13,42). (Vazquez & Dacosta, 2007) mencionan que la fermentacion alcohélica es una bioreaccion
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que permite degradar azucares en alcohol y que la levadura principal responsable de esta

transformacion es Saccharomyces cerevisiae.

En acidez titulable , cloruros y anhidrido sulfuroso los valores obtenidos de cada interaccion se
encuentran dentro de los establecidos por la NTE ( INEN 374, 2015) siendo el méaximo de 1,5 g/I,

20/l y 0,04 g/l, respectivamente.

- De la interaccién Variedad+ esterilizacion (Interaccién A*C).

En la interaccion Variedad+ esterilizacion, presentdé mayor rendimiento de alcohol en
Tangongon +Pasteurizacion (13,30) y Bungalanon +sin pasteurizar (13,25) (Ledén & Jaimes
Portilla, 2017), evidenciaron que en el mosto de mora la pasteurizacion afect6 la produccion de
alcohol, debido al contenido de microorganismos contenidos en la fruta y el ambiente, limitando

la tarea de fermentar Unicamente a la cantidad de levadura anadida.

Las interacciones Bungalanon+ Pasteurizacion y Tangongon+ Pasteurizacion obtuvieron
contenidos mas altos de UFC/ml (37500 y 36500) y mas bajos en Bacterias (23833,33 y
28858,33) (Carretero Casado, 2009) menciona que la estabilidad microbioldgica de las bebidas

alcohdlicas puede aumentarse con distintos procedimientos: o accion del calor (pasteurizacion).
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- De la la interaccion Fermentativos+ Esterilizacion (Interaccion B*C).

Con respecto a la interaccion Fermentativos+ Esterilizacion, se evidencid mas grados
alcohdlicos en Levadura+ pasteurizacion (52,67) y Levadura+ sin pasteurizar (51,0). (Carretero
Casado, 2009) manifiestan que con la esterilizacion no s6lo mueren organismos indeseables, sino
también levaduras vinicas y, sobre todo, bacterias necesarias para el desdoblamiento de los
acidos, sin embargo, las levaduras encargadas de la fermentacion alcoholica (Saccharomyces

cerevisiae) pueden incorporarse con facilidad (Vazquez & Dacosta, 2007).

I cccto de los factores Variedades + Fermentativos+ Esterilizacion +

Pasteurizado (Interaccion A*B*C).

El tratamiento con menor cantidad de grados alcohdlicos fue el T1 (Bungalanon + Flora natural
+ Pasteurizado) sustentado por su rendimiento, que también fue menor con 9,12%; mientras que
la produccion mas alta de etanol, se obtuvo con el T4 (Bungalanon + Levadura + Sin Pasteurizar)
con 56 grados alcoholicos y con un rendimiento del 16%, siendo este el mayor de todos los datos
recopilados; en este caso, los solidos solubles se vieron reducidos a 9,83 grados brix. (Lucero,
2015), también manifiesta que, la produccion de alcohol cesa, cuando los microorganismos son
inactivados, debido a las concentraciones de etanol en el medio; razén que sustenta, dichos

resultados.
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En la investigacion se registra menor grados de alcohol en las muestras pasteurizadas (40,42),
mientras que las muestras no pasteurizadas hay un leve incremento (41,33) (Leon & Jaimes
Portilla, 2017) evidenciaron que la pasteurizacion afectd la produccion de alcohol, debido al
contenido de microorganismos contenidos en la fruta y el ambiente limitando la tarea de

fermentar Unicamente a la cantidad de levadura afnadida.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

I Conclusiones.

Con respecto a las caracteristicas fisico-quimicas del mucilago de abaca se
evidenciaron valores altos de ceniza y esto se debe posiblemente a que el contenido de
ceniza estd asociado al contenido mineral y, en consecuencia, depende del manejo
agronémico.

Se encontrd un alto contenido de humedad en el mucilago, en las dos variedades
estudiadas, y esto se debe a que las plantas de abaca, esta conformada por agua
aproximadamente un 90% (Waller & Wilsby, 2019).

El estudio microbiolégico permitié identificar en las dos variedades en estudio:
Candida utilis Candida utilis Lodder & Kreger-van, esto posiblemente al ambiente o
medio en las que estas se desarrollan.

En cuanto a la Cinética de crecimeinto en cada uno de los medios preparados se notd
una disminucion de 1 ° Brix cada 24 horas, hasta llegar a la etapa de estacionaria a los
11 dias con situandose en 9 ° Brix en el mosto pasteurizado mientras que en el no

pasteurizado se situo en 109 ° Brix , en la etapa previo a la destilacion.
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Con respecto a pH se inicio con 4,8 este valor bajo hasta un rango (4 — 5) durante el

periodo de fermentacidn, establecido para el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae .

Con relacién a las variedades en estudio, se logré apreciar que el mucilago fermentado
de abacad de ambas variedades no mostro diferencia significativa en: sOlidos solubles

registrandose valores de 10,73 °brix (Bungalanon) y 10,19 °brix (Tangongon).

En pH no se encontr6 diferencia significativa con respecto entre las dos variedades, y
se registro valores en: Bungalanon 3,62 y Tangongon 3,68 valores similares a los
obtenidos por (Tapia Medrano, 2016) 3,15 en el vino de manzana. En cuanto a la acidez
titulable en la variedad Bungalanon se obtuvo 0,014 g/L y en Tangongon 0,015 g/L

estos valores se encuentran dentro de los parametros de la Norma Técnica Ecuatoriana.

En ceniza las dos variedades mostraron diferencia significativa con valores (Tangongon
13,60% y Bungalanon 11,81%), dichos valores difieren de los en el mucilago
fermentado de cacao Nacional y CCN-51; posiblemente debido debe al contenido de

ceniza esta asociado al contenido mineral.

En densidad relativa existio diferencia significativa entre las variedades de abaca
Bungalanon con 1,013 d2o y Tangongon 1,022 do, y los valores se encontraron dentro

de los 6ptimos para Vinos de licor (moscatel).

El contenido de anhidrido sulfuroso mostro mayor contenido la variedad Tangonon
0,014 g/L frente a Bungalanon 0,010 g/L, estos valores, por debajo de (NTE INEN 374

en donde el méximo es 0,04 g/L ASL).
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Con respecto a ° brix, mediante la utilizacion de la flora natural se lleg6 a 11,04 frente a
la aplicacion de Saccharomyces cereviseae (9,88). En pH de los mostos, se obtuvieron
valores, mediante el uso la levadura (3,64) y la flora natural (3,67), estos dentro de

pardmetros normales (3,4-4,0).

La acidez titulable, permite obtener informacion de los &cidos libres, que actian sobre
el color e higiene del producto final. Al reducirse la acidez, los valores fueron de 0,02 y
0,01 para S. cerevisiae y flora natural, respectivamente; valores por debajo de lo
obtenido por (Vera Sigcha & Zambrano Mora, 2018), 1,22 con flora natural y 1,26 con
levadura, esto posiblemente debido a factores como, la variedad, las préacticas
culturales y las condiciones edafo-climaticas del cultivo, productor de materia prima

para la fermentacion.

El anhidrido sulfuroso libre, los valores obtenidos fueron, 0,015 con la levadura y
0,008 con la flora natural. Mientras que los cloruros de sodio responsables de la
salinidad en los vinos, durante esta investigacién, se obtuvo valores de: 0,39 con la
flora natural y 0,25 con la levadura. En cuanto a los sélidos solubles, estos se redujeron
considerablemente, comparado con la flora natural; sin embargo, al finalizar el estudio,
se pudo notar la superioridad del uso de la levadura, donde se obtuvieron 56 grados

alcoholicos con un 16% de rendimiento, en cuanto a la produccion de etanol.

Se encontraron 43000 UFC/mI en el recuento bacteriano del tratamiento con flora

natural, mientras que mediante de S. cerevisiae, 43916,67 UFC/ml de levaduras, valor
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que sobresalio de los rangos en vinos jovenes antes de ser filtrados 0,12 — 1200 UFC/ml

de levaduras y 700000 - 360000 UFC/mI de bacterias.

En solidos solubles se evidencio diferencia significativa: 9,87 °brix (pasteurizado) y
11,06 °brix (sin pasteurizar). EI pH no mostro diferencia significativa en pasteurizacion
3,62 y sin pasteurizar 3,69; y los valores se situaron dentro de los que reporto: (Tenorio
Sanz, y otros, 2014) que va entre 3 a 4, el de un vino blanco, mientras que el de un vino

tinto entre 3,3y 3,6.

Con respecto a cloruros: no existié diferencia entre los dos mostos, y se pudo
determinar valores de: 0,34 g/l (pasteurizado) y 0,30 g/l (sin pasteurizar) parametros

establecidos dentro Norma (INEN 0374, 2015) .

Con respecto a grados de alcohol se reportaron valores en muestras pasteurizadas

(40,42), y en no pasteurizadas, un leve incremento (41,33).

En cuanto a | efecto de las variedades en los fermentativos usados, se evidenci6é que
Bungalanon+ Levadura y Tangongon +Levadura, tuvieron mayor consumo de grados
brix (10,18 y 9,58), por ende, obtuvieron mas grados alcohoélicos (54,16 y 49,5) y mejor
rendimiento (15,28 y 13,42). En acidez titulable, cloruros y anhidrido sulfuroso los
valores obtenidos de cada interaccion se encuentran dentro de los establecidos por la

NTE ( INEN 374, 2015) .
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Respecto al efecto ejercido por las Variedades en el proceso de esterilizacion, presento
mayor rendimiento de alcohol en Tangongon +Pasteurizacion (13,30) y Bungalanon
+sin pasteurizar (13,25). Las interacciones Bungalanon+ Pasteurizacion y Tangongon+
Pasteurizacion obtuvieron contenidos més altos de UFC/ml (37500 y 36500) y més
bajos en Bacterias (23833,33 y 28858,33).
Con respecto al efecto de los agentes Fermentativos en la Esterilizacion, se evidencio
mas grados alcohdlicos en Levadura+ pasteurizacion (52,67) y Levadura+ sin
pasteurizar (51,0).
Co relacion al efecto de las variedades en fermentativos y acondicionamiento del
mosto, el tratamiento con menor cantidad de grados alcoholicos fue el T1 (Bungalanon
+ Flora natural + Pasteurizado) sustentado por su rendimiento, que también fue menor
con 9,12%; mientras que la produccion mas alta de etanol, se obtuvo con el T4
(Bungalanon + Levadura + Sin Pasteurizar) con 56 grados alcohdlicos y con un
rendimiento del 16%, siendo este el mayor de todos los datos recopilados; en este caso,
los sélidos solubles se vieron reducidos a 9,83 grados brix.
Tambien se registrd, menor grados de alcohol en las muestras pasteurizadas (40,42),
frente a las muestras no pasteurizadas (41,33) posiblemente, debido al contenido de
microorganismos contenidos en el producto y el ambiente, limitando la tarea de

fermentar Unicamente a la cantidad de levadura afadida.
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-Recomendaciones

e De acuerdo con los datos obtenidos con respecto a las variedades, se recomienda la

variedad Bungalanon ya que alcanzé mas grados alcohdlicos y mejor un rendimiento.

e Para garantizar la seguridad y prolongar la vida util del producto fermentado se

recomienda pasteurizar el mucilago, a fin de poder controlar la fermentacion.

e Se necesita implementar accesorios para las extractoras de fibra de abaca, que permita la
recoleccion del mucilago sin contaminarse, ya que al ser el mucilago, un derivado sin
valor comercial para los productores, no cuenta con las condiciones necesarias de

recoleccion.

e Es importante, mantener la temperatura de destilacion controlada (60 grados centigrados),
para evitar la humedad del alcohol, ya que esta disminuye la pureza del alcohol etilico, y

ademas disminuir el riesgo de presencia de metanol.

e Para la industria orientada a la produccién de alcohol etilico a partir del mucilago de

abacd, se recomienda utilizar levaduras, sin pasteurizacion, para mejorar el rendimiento,



113
ademas es importante viabilizar la creacion de microorganismos especializados en la
transformacion de solidos de abacé, esto mediante la replicacion del medio y purificacion

de la levadura, a fin de tener un producto seguro y de buen rendimiento.

Con respecto al contenido de metanol, al determinarse negativo (test de prueba
cualitativa), se recomienda este producto para uso alimentario o consumo humano a su
vez.

Considerando que el estudio no es concluyente en varios aspectos es recomendable
emprender nuevas investigaciones puntales, que permitan establecer aspectos de manejo a
fin de recolectar el mucilago y mantener la linea de frio para que no sufra variaciones que
podrian afectar al producto final.

Debe establecerse estudios econdmicos a fin de establecer la posibilidad mediante un plan
de negocios emprender la produccion de etanol a partir del mucilago de abaci,
combinando con algun subproducto agroindustrial que permita incrementar solidos

solubles, esto podria ser mucilago de cacao.
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