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TITULO: DESARROLLO EXPERIMENTAL DEL PROCESO PARA LA OBTENCJON DE UNA
BEBIDA FERMENTADA A PARTIR DEL MUCILAGO DEL CACAO

CARRILLO HORMAZA A. L., LEON AYALA A. K.”
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Resumen

El presente trabajo de investigacion tiene por objeto la obtencion de un subproducto a partir del
mucilago del cacao (bebida fermentada), con el fin de aprovechar este residuo generado en la
obtencién del chocolate, del cual solo es utilizado una pequefa fraccién en el desarrollo de los
precursores del aroma del cacao durante la fermentacién de las semillas. Por lo anterior, se ha
tenido la iniciativa de industrializar el mucilago del cacao en Santander implementando nuevos
procesos, a través de los cuales se logre dar un valor agregado al proceso de elaboracién del
chocolate y un beneficio econémico al cultivador.

Para obtener la bebida fermentada se llevaron a cabo seis etapas principales: caracterizacion de la
materia prima, identificacion y seleccion de las etapas y variables del proceso, estudio del
comportamiento de las variables con el tiempo, determinacién de los valores 6ptimos de las
variables identificadas, obtencion del rendimiento de la etapa de fermentacion y del proceso y
finalmente se realizé el control de calidad y analisis de la bebida obtenida.

Al llevar a cabo esta metodologia experimental se obtuvo un producto que presentd las
caracteristicas organolépticas, microbiologicas y de composicién quimica necesarias para ser una
bebida con un alto nivel de aceptacion y apta para el consumo. Ademas los parametros
fisicoquimicos y la composicién quimica se encontraron dentro de las especificaciones requeridas
por la Norma Técnica Colombiana 708 para Bebidas Alcohdlicas-Vinos de frutas. Adicionalmente
se obtuvo un rendimiento experimental del proceso expresado como g vino/g jugo
significativamente alto, lo cual representa un aprovechamiento de gran parte de la materia prima,

contribuyendo asi a la posibilidad de industrializar el mismo.

“ Tesis de grado
“ Facultad de Fisicoquimicas, Escuela de Ingenieria Quimica, Ph.D. Leonardo Acevedo Duarte



TITLE: EXPERIMENTAL DEVELOPMENT OF THE PROCESS TO OBTAIN A FERMENTED
DRINK FROM THE COCOA MUCILAGE

CARRILLO HORMAZA A. L., LEON AYALA A. K.”

Key words

Cocoa, mucilage, fermented drink, cocoa sub.-product, fermentation.

Abstract

The present research work have the intention to obtain a sub-product from the cocoa mucilage
(fermented drinking), with the finality to take advantage of this remainder generated in the chocolate
obtaining, of which only is used a small fraction in the development of cocoa aroma precursors
during the fermentation of the seeds. By the previous thing, has had the iniciative to industrialize the
cocoa mucilage in Santander, using new processes through which manage to give an aggregate
value to the process of elaboration of the chocolate and an economic benefit to the cocoa cultivator.

To obtain the fermented drink were carried out six main steps: raw material characterization,
identification and selection of steps and variables of the process, study of variable behavior in
function with time, determination of optimum values for identificated variable, obtention of
fermentation step and process performance and finally was made the quality control and the
obtained drinking analysis.

When we realized this methodology, the product obtained presents organoleptics, microbiological
characteristics and chemical composition, necessary to be a high quality drinking with high
acceptation levels. Moreover the physic-chemical parameters and the chemical composition were
according to the Colombian Technical Norm 708 for Alcoholic Drinking-Wine fruit. Additional, it was
obtained a high experimental performance expressed as (grams of wine) / (grams of juice), which
represents an advantage for the raw material, what makes feasible the industrialization of the
mentioned process.

“ Undergraduated thesis
" Faculty of Physic-chemical , School of chemical engineering, Ph.D. Leonardo Acevedo Duarte



INTRODUCCION

Los procesos agricolas e industriales del cacao generan desechos que en la
actualidad tienen poca o ninguna utilizacién, siendo aprovechado y comercializado
solo el 10% del peso total de la produccion. Entre estos desechos se encuentra el
mucilago o pulpa, del cual solo es utilizada una pequeia fraccién en el desarrollo

de los precursores del aroma del cacao durante la fermentacion de la semilla.

Por lo anterior, actualmente en Colombia se adelantan investigaciones con el fin
de darle un valor agregado al proceso de elaboracion del chocolate y un beneficio
econdmico al cultivador, aprovechando las propiedades del exceso de mucilago.
Este exceso ya ha sido utilizado en diferentes paises como Brasil, Malasia, Cuba,
Ghana y Costa Rica, para producir mermelada, alcohol, vinagre, nata y pulpa

procesada, entre otros.

En respuesta a la situacion planteada, se ha tenido la iniciativa de industrializar el
mucilago del cacao en Santander implementando nuevos procesos, entre los
cuales se encuentra el desarrollo experimental de una bebida fermentada, objeto
principal del presente trabajo de investigacion. En el primer capitulo del mismo se
encuentran resumidos los conceptos tedricos utilizados, posteriormente se
describe la metodologia llevada a cabo en el desarrollo del proyecto y finalmente
se presentan los resultados obtenidos, asi como la discusién de los mismos, las

conclusiones y recomendaciones.

Es asi como al llevar a cabo las etapas necesarias para la obtencion de un vino a
las condiciones mas favorables encontradas en el desarrollo de Ia
experimentacion, se obtuvo una bebida que cumplié con las especificaciones
organolépticas, fisicas, fisicoquimicas, microbiolégicas y de composicion quimica

requeridas para ser un producto apto para el consumo y de buena aceptacion.



Ademas se dio origen a la posibilidad de industrializar el proceso desarrollado, con
la ventaja de presentar un rendimiento significativamente alto y de utilizar una

materia prima generada como residuo en la obtencion de otro producto.



CONCEPTOS TEORICOS

En el presente capitulo se resumen los conceptos basicos utilizados en el
desarrollo experimental para la obtencion de una bebida fermentada a partir del

mucilago del cacao.
1.1 GENERALIDADES DEL CACAO

El cacao es una fruta de origen tropical con la que principalmente se produce
chocolate. Se cultiva en mas del 50% de los departamentos del pais siendo
Santander el principal cultivador y se clasifica en tres grupos: criollo, amazdnico y
subtipos colombianos, los cuales son un cruce de criollo y amazénico, que dan
lugar a cuatro subgrupos de hibridos: angoleta, cundeamor, amelonado y

calabacillo.

El arbol de cacao mide de 2 a 3 metros y tiene frutos de color pardo rojizo,
amarillo, morado o café de unos 28 cm de longitud, aproximadamente. En la figura

1 se ilustran el arbol y el fruto del cacao.

Figura 1. Arbol y fruto del cacao
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En el fruto se distinguen tres partes: cascara, semilla (caracterizada por su sabor

amargo y color purpurao café) y la pulpa o mucilago, removida durante la

10



fermentacion de las semillas en el proceso de obtencion del chocolate. En la tabla

1 se presenta la composicion quimica de la semilla y el mucilago.

6,17

Tabla 1. Composicién quimica de la semilla y el mucilago sin fermentar’®

Sustancia Mucilago (%) Semilla (%)

Agua 84,5 32,5
Glucosa 11,60 - 15,32 -
Grasa - 48-50
Proteina 0,6 0,9
Polifenoles - 55
Pentosas 2,7 5,0
Almiddn - 5,0
Celulosa - 2,5
Sacarosa 0,7 2,5
Theobromina - 2,5
Sales 0,8 2,5
Acidos 0,7 1,0

La maduracion del cacao toma aproximadamente entre 140 y 205 dias post
polinizacién. En mazorcas sobre maduras, la cantidad de pulpa es menor y el

contenido de aztcares decrece.’

1.1.1 Usos del mucilago. Durante la fermentacion la pulpa provee el sustrato a los
microorganismos que son esenciales para el desarrollo de los precursores del
aroma del chocolate, aunque esta es fundamental para este proceso existe mas
de la necesaria, siendo posible eliminar mas del 50% sin afectar la fermentacion.
Este exceso de pulpa ha sido utilizado en diferentes paises como Brasil y Costa
Rica, para producir bebidas alcohdlicas, mermelada, jalea, alcohol, vinagre, jugo,

néctar y pulpa procesada.®
1.2 LEVADURAS
Son microorganismos unicelulares compuestas por 65 a 70% de agua y 30 a 35%

de materia seca constituida por 35% de carbohidratos, 50% de sustancias

proteicas , alrededor del 5% de grasas y del 1 al 10% de cenizas (fésforo y
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potasio). Segun las vias tomadas, las levaduras pueden ser aerobias estrictas y
aero anaerobias facultativas, las cuales se dividen en: levaduras que prefieren un
metabolismo fermentativo incluso en presencia de oxigeno consumiendo como
maximo un 10% de glucosa por via oxidativa (Sacharomyces Cerevisiae) vy

levaduras que prefieren un metabolismo respiratorio si hay oxigeno.9‘13

En fermentaciones la de mayor importancia es la Sacharomyces y en general las
de mayor interés desde el punto de vista industrial son las Saccharomycetes

(nombre genérico) ya que presentan las siguientes caracteristicas:

¢ Velocidad de fermentacién

¢ Resistencia al alcohol: la actividad no debe verse afectada a concentraciones
entre 8% y 9% de alcohol v/v, encontrandose actividad hasta un 12%.

e Resistencia y rendimiento: deben ser resistentes a la acidez que generalmente
presentan los mostos cuando se desean combatir posibles infecciones y a las
variaciones de temperatura que se presentan durante la fermentacion. Ademas

la relacion entre alcohol producido y aztcar fermentable debe ser elevada.™

1.2.1 Fisiologia del crecimiento y accion de las levaduras. La tabla 2 proporciona
los elementos que constituyen la biomasa de Sacharomyces. Ademas de estos
elementos el medio debe suministrar un entorno adecuado (humedad, temperatura

y pH) para favorecer su crecimiento.

Tabla 2. Composicién elemental de la biomasa de Sacharomyces'

Elementos Cantidad(g/100 g de materia seca)
Potasio 2,2
Fésforo 1,6
Azufre 300.10°
Magnesio 270.107
Calcio 50.10™

“ La tolerancia de las levaduras al alcohol decrece cuando aumenta la temperatura.®
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Las levaduras contienen dos clases de enzimas: endoenzimas y exoenzimas.
Estas ultimas son de accion catalitica y unicamente en presencia de ellas se
produce la descomposicion del azucar. La enzima capaz de producir la

fermentacion alcohdlica, se denomina zymasa o alcoholasa.’
1.3 FERMENTACION

Existen diferentes tipos de fermentacion como la alcohdlica, acética, acetona-

butanol, acido citrica y fermentacion de la lactosa a acido lactico, entre otras.

La fermentacion alcohdlica se define como un proceso biolégico, en el cual un
azucar fermentable es transformado en alcohol etilico y CO,, mediante la accion
de bacterias (Zymomonas lindneri), o levaduras. Generalmente se usa
Saccharomyces cerevisiae la cual convierte un 90% del azucar en cantidades
equimolares de alcohol y didxido de carbono. Tedricamente de 100 gramos de
glucosa se obtiene 48,90% de CO, y 51,10% de alcohol etilico.®°

CgH1206 2C0O, + 2C5HsOH

d-glucosa Etanol

Las levaduras durante su desarrollo en medio azucarado, producen ademas del
etanol y CO2 compuestos que influyen en las caracteristicas organolépticas de los
productos fermentados. Estos compuestos pueden ser: alcoholes, ésteres,

aldehidos y cetonas, compuestos azufrados y acidos organicos.

Las materias primas utilizadas en la fermentacion pueden ser amilaceas,
celulésicas y materias azucaradas. Estas ultimas comprenden cualquier fruta,
siendo las de mayor porcentaje de azucar: cacao (12,5-15,9), pifa (11,9-15),
cereza (11,6-15), uva (11,5-15) y manzana (10-12). Las desventajas de las frutas

radican en el costo relativamente elevado y su naturaleza putrescible.'®

13



1.3.1 Variables que intervienen en el proceso

e Concentracién de azucar: el maximo contenido de alcohol se obtiene con
mostos del 25-35% de azucar, sin embargo esto depende del tipo de levadura
y de la temperatura. Los mostos muy azucarados inhiben el desarrollo de la

levadura debido a la elevada concentracién de alcohol producido.’

e pH del mosto: el pH 6ptimo se encuentra entre 4 y 5, el cual es lo
suficientemente bajo para inhibir el desarrollo de muchos tipos de bacterias
(para Saccharomyces cerevisiae entre 4,2 y 4,8). Si el pH se eleva a la region
alcalina, cambia el curso de la fermentacién y se produce glicerol y acido

acético, ademas de alcohol y diéxido de carbono.”'"3

e Oxigeno: aunque la produccion de etanol no requiere oxigeno, es necesaria
una gran cantidad al inicio de la fermentacion para la reproduccién de las

levaduras.

e Temperatura: el rango éptimo de temperatura se encuentra entre los 25-28°C.
A temperaturas por encima de los 35°C el alcohol se evapora rapidamente y

aumenta el desarrollo bacteriano, ocasionando la muerte de las levaduras.

e Tiempo: la fermentacion finaliza generalmente alrededor de 60 horas 0 menos,
dependiendo de los demas factores. Esto ocurre cuando la concentracién de
azucar se encuentra alrededor del 2% o cuando la actividad de la levadura ha

disminuido en forma visible.® 3
e Dioxido de carbono: el efecto del CO, en la fermentacion es a menudo

negativo ya que con un contenido aproximado de 15¢g/l de CO, se detiene el

crecimiento de la levadura.?

14



1.4 VINOS

A pesar de que el término vino es riguroso para las bebidas fermentadas a partir

de la uva (vid), en Colombia también se utiliza este término para bebidas

obtenidas por fermentacién de otras frutas.

1.4.1 Etapas en la obtencién de vinos

Preparacion del mosto: una vez extraido el jugo de la fruta seleccionada, de
ser necesario se le debe ajustar su pH, contenido de azucar, acidez vy
nutrientes para que se lleve a cabo una 6ptima fermentaciéon. Ademas de esto
es importante la adecuada esterilizacion del mosto la cual puede ser fisica
(accion del calor, frio o por ultrafiltros), o quimica (anhidrido sulfuroso o
metabisulfito de sodio o de potasio). Sin embargo cuando los alimentos se
conservan por adicion de SO, o bisulfitos, estas sustancias se combinan

lentamente con los azticares disminuyendo su accién conservadora.'® 44

Fermentacion del mosto: se distinguen tres fases, en la primera ocurre la
multiplicacion de las levaduras, en la segunda (fermentacion tumultuosa) el
mosto se agita y enturbia, forma burbujas, y su temperatura aumenta. En la
tercera el azucar se ha transformado en gran parte en alcohol, disminuye la
turbulencia, desciende la temperatura, el liquido se aclara, su densidad baja y

su sabor inicialmente dulce, pasa a ser el caracteristico del vino.’

Trasiego: consiste en separar el vino claro de los solidos precipitados.  El
contacto de estos con el vino es perjudicial por contener microorganismos que
aunque inactivos pueden reanudar su actividad y contaminarlo de sabores y

olores desagradables con la posible formacion de H,S.

Clarificacion, filtracion y centrifugacion: la clarificacién consiste en adicionar al

15



vino turbio una sustancia capaz de coagular y flocular las particulas en
suspension y los gérmenes patogenos. Las otras dos etapas se realizan
posteriormente con el fin de eliminar los sélidos aun presentes, brindandole al

vino limpieza, brillo, transparencia y liberandolo de contaminaciones.™

Pasteurizacion: es la exposicion del vino a la accidn esterilizante del calor. Las
oxidasas y los gérmenes patdégenos del mismo se destruyen a 75°C durante
dos minutos 6 a 60°C durante 30 minutos. Se debe elegir la menor temperatura
eficaz ya que temperaturas elevadas pueden alterar la composicion del vino.
Una vez pasteurizado se debe conservar en recipientes esterilizados ya que

corre el riesgo de volver a contaminarse.™°

Maduracién: en esta fase se mejoran las caracteristicas organolépticas del vino

a través de cambios quimicos, bioldgicos, fisicos y fisicoquimicos. El vino

embotellado seguira su proceso de afiejamiento mientras no se abra. '

1.4.2 Composicidén quimica de los vinos. La composicidn quimica del vino varia en

el curso de su existencia encontrandose en términos generales las siguientes

sustancias:

Agua: es el componente en mayor proporcion y actua como disolvente de los

demas. Un exceso acuoso en el vino es una dificultad para su conservacion.
Alcohol etilico: es el segundo de los componentes cuantitativos del vino
oscilando del 8 al 18%. Una concentracidn alcohdlica suficiente impide el

desarrollo de gérmenes patdgenos en el vino.

Esteres: los mas importantes son el acetato de etilo, de isoamilo y de propilo

formados por esterificacion durante la fermentacion y el afiejamiento.
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Alcohol metilico: se origina principalmente por la accion de la enzima
pectiunmetilesterasa (PME) sobre las pectinas del mosto. Se admiten

contenidos hasta de 200 - 300 mg/l en el vino.

Glicerina: se origina por la descomposicion de los azucares durante la
fermentacion lenta. Proporciona al vino suavidad encontrandose entre 1-12g/I

en funcién del contenido de etanol.

Alcoholes superiores: la produccion de alcoholes superiores en la fermentacion
se debe a la desaminacion y descarboxilacion de determinados aminoacidos.
El amilico es el que aparece de manera mas abundante, otros son el enantico,

propilico, butilico, isobutanol, 2 metil-1butanol, 3 metil-1-butanol y fenil etanol.

Acidos: se hallan en forma de &cidos libres o de sales acidas y pueden
proceder del mosto (citrico, malico, tartarico y bitartratos), de la fermentacion
alcohdlica y otras sucesivas (lactico, succinico, carbdnico, acético a-
cetoglutarico, isubutirico e isovalérico). Un pH bajo favorece la estabilizacion

del color, sabor y la conservacion del vino.

Aldehidos y Cetonas: se consideran defectos en las bebidas si la cantidad es
elevada. El acetaldehido es cuantitativamente el mas importante. Entre las

cetonas se encuentran dicetonas, hidroxicetona y 2-3 butanodiona (diacetilo).

Materias pépticas y minerales: Las materias pépticas son sustancias de
caracter mucilaginoso, que se hallan en los vinos en forma de suspension
coloidal. La sobremaduracion del fruto incrementa las cantidades presentes en
los mostos y después en los vinos, dificultando su natural clarificacion. De las
materias minerales el potasio es el mas abundante. El calcio, sodio, magnesio
y hierro se encuentran en dosis variables. El cloro se encuentra en forma de

cloruros y el fosforo aparece en forma de fosfato acido de sodio.™ '
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1.4.3 Defectos y enfermedades en los vinos. En las distintas fases de su

elaboracion, los vinos estan propensos al desarrollo de anormalidades que pueden

inhabilitarlos para su consumo las cuales pueden originarse por sustancias

minerales y enzimas (defectos) o por distintas especies de microorganismos

(enfermedades). A continuacion se indican las causas y los efectos de dichas

anormalidades y el tratamiento adecuado para combatirlas.

Hierro: produce un limo gris en los vinos tintos y un precipitado blanco en los
blancos. Se recomienda no utilizar recipientes de hierro o adicionar 0,1% de

acido citrico. Su tratamiento consiste en la adicidon de taninos.

Enzima peroxidasa: ocasiona turbidez parda en los vinos blancos y
precipitacion del color en los vinos tintos. Puede evitarse con adicion de

anhidrido sulfuroso o pasteurizacién a 80°C.

Candida Mycoderma “flor del vino”: actua sobre el alcohol y acidos organicos,

formando una pelicula en la superficie. Se debe evitar el contacto con oxigeno.

Acetobacter aceti, Acetobacter oxydans: actuan sobre el alcohol y la glucosa
causando avinagramiento y sabor agridulce. Se debe evitar el contacto con

oxigeno. Se trata mediante pasteurizacion y filtracion estéril.

Levaduras silvestres: atacan el mosto ocasionando bajo contenido de alcohol,
aumento de acidez volatil, sabores desagradables y enturbiamiento. Se evita

mediante la adicién de anhidrido y pasteurizacion del mosto.
Bacterias lacticas: actuan sobre la glucosa y fructosa causando acidez volatil,

turbidez, liberacion de CO,, sabor desagradable y distorsion del color. Se

corrige con pasteurizacion y con la adicién de anhidrido sulfuroso o taninos™.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En el presente capitulo se expone la metodologia experimental llevada a cabo
durante el desarrollo del proyecto con el fin de alcanzar los objetivos propuestos.

Esta metodologia se resume en el diagrama de bloques 1.

Caracterizaciéon de la materia prima

Seleccion de las etapas e identificacion de las
variables del proceso

Estudio del comportamiento de las variables con
el tiempo

Ensayos para encontrar los valores éptimos de
las variables

Obtencidén del rendimiento de la etapa de
fermentacién y del proceso

Control de calidad y analisis de la bebida
obtenida
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2.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

Se identificé la variedad y se seleccioné el grado de madurez de las mazorcas que

proporcionara las caracteristicas mas adecuadas para el desarrollo del proceso.

Al jugo extraido a partir del mucilago se le determinaron los grados brix (medida
del porcentaje de azucares), pH, y densidad. Este fue analizado
fisicoquimicamente en el Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos C.I.C.T.A de la UIS, con el fin de identificar y cuantificar sus principales
constituyentes, siendo el contenido de azucar el mas importante por ser el sustrato
de las levaduras durante la fermentacion. Ademas se cuantific6 proteina,
magnesio, potasio y fésforo, con el objetivo de proporcionar a la levadura los
nutrientes necesarios para favorecer su crecimiento y accion fermentativa. Estos
analisis se realizaron en el Laboratorio Quimico de Consultas Industriales (Escuela
de Quimica de la UIS).

2.2 SELECCION DE LAS ETAPAS E IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES
DEL PROCESO

De acuerdo a la revision bibliografica realizada sobre elaboraciéon de vinos se
definieron las etapas necesarias en el proceso, las cuales se presentan en el

diagrama de bloques 2.

2.2.1 Obtencidn del jugo. Después de lavar y abrir las mazorcas, se separaron las
semillas rodeadas por el mucilago a partir del cual se extrajo manualmente el jugo
presente en el mismo. En esta operacion se utilizé un recipiente metalico de acero
inoxidable, provisto de una malla con aberturas de 0,1mm de tal forma que el jugo

escurriera en el recipiente al aplicar presion a los granos.
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Diagrama de bloques 2. Etapas en la obtencion del vino de cacao

Obtencion del jugo

Filtracion

Preparacion del mosto

A 4

Fermentacion

Preparacion del inoculo

Centrifugacion

Envasado

Pasteurizacion

Afejamiento
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Esta etapa se realizdé lo mas rapido posible y siguiendo todas las normas de
higiene para evitar la oxidacion del jugo y la contaminacion por microorganismos,
respectivamente. El tiempo de extraccion del jugo de 50 mazorcas contando con

dos operarios fue aproximadamente una hora.

2.2.2 Filtracién. El jugo extraido se filtré con la ayuda de una malla previamente
esterilizada, con el fin de retirarle los sélidos suspendidos provenientes de la

pulpa, buscando obtener un mosto homogéneo en la siguiente etapa.

2.2.3 Preparacion del mosto. Se determinaron los grados brix del jugo y segun el
ensayo a realizar se ajustdé dicho valor con la adicion de agua previamente
pasteurizada, sacarosa (azucar refinada) o melaza, obteniendo siempre 400 ml de
mosto. Los grados brix se midieron utilizando un refractometro (marca Fischer
Scientific) calibrado y a 20°C.

Una vez ajustados los grados Brix, se midié el pH del jugo obtenido y se llevo a
4,5 (valor recomendado por la literatura) con la adicién de bicarbonato de sodio.
Para la medicion del pH se utiliz6 un potencidmetro previamente calibrado a la

temperatura del lugar de trabajo.

2.2.4 Preparacion del in6culo. Se tomaron 200 ml del mosto obtenido y se
adicionaron la levadura y los nutrientes necesarios para su crecimiento en las
siguientes cantidades: 5 g/l de levadura (Sacharomyces Cerevisiae), 0,190 g/l de
cloruro de potasio, 1,718g/l de cloruro de amonio, 0,065 g/l de sulfato de magnesio
y 0,018g/l de dihidrogenofosfato de potasio’. Luego de mezclar los nutrientes, la
levadura y el mosto, se llevo a cabo la aireacion durante dos horas usando una

bomba de acuario, con el fin de iniciar la actividad fermentativa de las levaduras.
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2.2.5 Fermentacion. Una vez finalizada la inoculacién, se mezcl6é el mosto activo
con los 200 ml restantes y se agregé 200 ppm de bisulfito de sodio para esterilizar
el mosto. Posteriormente se cargd el reactor en el cual se llevo a cabo la
fermentacion en condiciones anaerobias hasta que los grados brix se estabilizaran

con el tiempo y no se observara un desprendimiento apreciable de CO..

El reactor de vidrio utilizado tenia una capacidad de un litro y se encontraba
sellado herméticamente para evitar la entrada de aire; ademas contaba con un
termoémetro, un tomamuestra, una salida para el CO;, y un agitador magnético. El
reactor estaba ubicado sobre una placa de agitacion que proporcionaba 150 rpm

garantizando una agitacion moderada.

En esta etapa, las variables a manipular fueron la temperatura de reaccion, la
concentracion inicial del sustrato y la concentracién de levadura, ya que el pH y la
concentracion de nutrientes se fijaron en los valores recomendados por la

literatura.

2.2.6 Centrifugacion. Una vez terminada la fermentacion se envaso el contenido
del reactor en recipientes de vidrio esterilizados los cuales se refrigeraron durante
24 horas con el fin de favorecer la precipitacion de los soélidos suspendidos y
obtener un liquido claro. Este liquido posteriormente se centrifugd en una
centrifuga de pie (modelo S-25, marca MLW) a 4000 rpm durante 15 minutos para

retirar los sélidos de menor tamafio aun presentes.

2.2.7 Envasado. Esta etapa se llevo a cabo en envases de vidrio de 500 ml
sometidos previamente a una esterilizacion fisica y quimica. Los envases se
sellaron herméticamente para evitar la contaminacion de su contenido por el

contacto con aire.
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2.2.8 Pasteurizacion. La pasteurizacion se llevo a cabo sumergiendo los envases
en un bafo de agua a 60°C durante 30 minutos seguido de un enfriamiento rapido
en un recipiente provisto de una mezcla hielo-agua. El enfriamiento se llevo a cabo
por 15 minutos, garantizando una disminucion de la temperatura por debajo de los
15°C, logrando asi un choque térmico lo suficientemente fuerte para destruir los

microorganismos presentes.

2.2.9 Anejamiento. En esta etapa se afejo el vino obtenido mediante dos
procedimientos. En el primero se almacend el producto en un refrigerador durante
30 dias y al cabo de este tiempo se realizd una evaluacion sensorial y
microbiolégica. En el segundo procedimiento el producto se mantuvo en un
ambiente fresco y libre del contacto directo con los rayos del sol durante 30 dias,

al finalizar este tiempo se realizé el analisis microbiolégico.

2.3 ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LAS VARIABLES CON EL TIEMPO

Se llevaron a cabo las etapas de obtencién del jugo, filtracién, preparacion del
mosto, preparacion del inoculo y fermentacion, realizando un seguimiento en esta

ultima del comportamiento de la temperatura, grados brix y pH con el tiempo.

La fermentacion se efectué tomando datos cada 12 horas y la temperatura fue
registrada en la etapa inicial cada 2 horas para observar que tan exotérmica era la
reaccion. Las condiciones en las que se inici6 la reaccion fueron: volumen 500 ml,
25,8°C, 15,4 grados brix (correspondientes al jugo extraido), 2,5 g de levadura, pH
4,5y 0,1g de bisulfito de sodio.

2.4 ENSAYOS PARA ENCONTRAR LOS VALORES OPTIMOS DE LAS
VARIABLES DENTRO DE LA REGION EXPERIMENTAL

En esta fase del disefio experimental, inicialmente se realizaron pruebas a

diferentes temperaturas de reaccion, concentracion inicial de sustratoy
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concentracion inicial de microorganismos. Los ensayos se hicieron a distintos
valores de dichas variables manteniendo las demas constantes, es decir

experimentos de factor unico.

Posteriormente se efecttio un disefio factorial 2 con el fin de obtener los valores
optimos dentro de la region experimental seleccionada a partir de la literatura, ya
que este método permite tener en cuenta las interacciones existentes entre los
factores. Los valores optimos de las variables manipuladas fueron aquellos que

permitieron obtener el mayor % de etanol.

Con el fin de determinar el contenido de etanol del vino producido en las diferentes
pruebas, se tomé una parte una vez terminada la etapa de pasteurizacion y se

realizd una destilaciéon al vacio. El vino restante se sometié a afiejamiento.

En la destilacion se utilizaron 70 ml y se trabajé a 60°C y 175 mbar de presion de
vacio. Una vez finalizada se midieron el volumen, la densidad y la temperatura del

destilado obtenido con el fin de determinar el porcentaje de etanol.

2.4.1 Ensayos a diferentes temperaturas de reaccion. Los ensayos se realizaron
en un intervalo de temperatura entre 26-35°C, llevando a cabo cuatro pruebas
cada tres grados centigrados. Para mantener la temperatura constante se utilizd

un bafo termostatado digital. En la figura 2 se ilustra el montaje descrito.

El pH, volumen, concentracién inicial de levadura y nutrientes fueron los
mencionados en las etapas de preparacion del mosto y del indculo,
respectivamente. Los grados Brix se ajustaron en 15 para los cuatro casos. Al
finalizar cada una de las fermentaciones se determin6 el contenido de etanol, el

cual permitié escoger la temperatura mas adecuada para la reaccion.
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Figura 2. Montaje utilizado para la fermentacion

2.4.2 Ensayos a diferentes concentraciones iniciales de sustrato. Inicialmente se
comprobd la influencia de los nutrientes durante la fermentacién efectuando una
prueba con nutrientes y otra sin estos a 18° Brix (utilizando sacarosa) en los dos
casos. Posteriormente se realiz6 una prueba usando sacarosa y otra usando
melaza con el fin de elegir el tipo de azucar mas favorable y finalmente se llevaron
a cabo seis pruebas a 10, 14, 18, 21,24 y 27 grados brix utilizando el azucar
seleccionado para ajustar los mismos. Las pruebas se realizaron a la mejor
temperatura encontrada en el numeral 24.1 y a las demas condiciones

mencionadas en el mismo.

2.4.3 Ensayos a diferentes concentraciones iniciales de microorganismos.
Teniendo en cuenta la cantidad de microorganismos que inhibe la reaccion
(80.000.000 microorganismos/cm®, en un gramo existen alrededor de
10.000.000.0007), se llevaron a cabo 5 experimentos con 1,9g/l, 3,89/, 5,09/,
5,79/l y 7,69/l de levadura. La temperatura y la concentracion inicial de sustrato
fueron las seleccionadas en los ensayos anteriores, el pH y el volumen

corresponden a los utilizados en los numerales 2.4.1y 2.4.2.
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Una vez terminadas las pruebas se les determind el porcentaje de etanol
encontrando asi el mejor valor de la concentracion inicial de microorganismos. De

esta forma se obtuvieron los mejores valores para las tres variables manipuladas.

2.4 .4 Disefio factorial 2%. Se realizaron 8 experimentos en la forma indicada en la
tabla 3, teniendo como variable de respuesta la concentracion de etanol en el
producto fermentado. Los niveles de las variables fueron: temperatura de reaccion
(26 - 35°C), concentracién de levadura inicial (1,9 - 5,0 g/l) y concentracién de

sustrato inicial (10 - 18 °Brix).

Tabla 3. Matriz del disefo factorial

Experimentos Niveles de las variables

A B C
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
) - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

En donde A corresponde a la temperatura, B a la concentracién de levadura inicial,
C a la concentracién de sustrato inicial, (-) al nivel inferior y (+) al nivel superior de

cada una de las variables.

2.5 OBTENCION DEL RENDIMIENTO DE LA ETAPA DE FERMENTACION Y
DEL PROCESO

Buscando obtener el rendimiento experimental del proceso expresado como g
vino/g mazorcas y el de la fermentacion como g etanol/g glucosa, se realizaron
mediciones de las corrientes en cada etapa con el fin de realizar los balances de
masa correspondientes. En el diagrama 3 se puede observar el esquema del

proceso con las corrientes de cada etapa.
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Diagrama 3. Esquema del proceso para la obtencién de vino a partir de cacao.

’ Adgua
AzUcar o NaHCO-»
melaza l l
- . - Preparacion
Mazorcas Obtencion del Jugo | Filtracion Juao del mosto
Jugo Clarificado
l l Mosto
Cascaras «— Semilla + Pulpa Solidos suspendidos
Bisulfito de Sodio
- . J' » . * Niitrientes
Centrifugacion Fermentado Fermentacion Preparacion
« « del inéculo Levadura
Solidos Pasteurizacion Anejamiento
Fermentado | Envasado | | . ) -
Centrifuaado Vino

2.6 CONTROL DE CALIDAD Y ANALISIS DE LA BEBIDA OBTENIDA

Con el propésito de garantizar la calidad del vino se identificaron los puntos
criticos del proceso aplicando las acciones preventivas-correctivas necesarias y
por ultimo se realizaron analisis de tipo organoléptico, quimico, fisicoquimico y
microbioldgico al producto obtenido con las mejores condiciones.

2.6.1 Analisis Fisicoquimico. Al vino se le determinaron los parametros
fisicoquimicos mas influyentes en la calidad del mismo: pH, densidad, acidez
volatil y grados Brix.

2.6.2 Andlisis microbiologico. Se efectuo un analisis microbiolégico a las dos

muestras obtenidas en los diferentes métodos de afiejamiento buscando conocer
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la calidad microbiolégica del vino. Tanto este analisis como el anterior se llevaron

a cabo en el laboratorio Bacterioldgico de Alimentos Dra. Yadira Campillo Orozco.

2.6.3 Anadlisis organoléptico. Para determinar el grado de aceptacién del vino
obtenido se realiz6 una encuesta a 50 personas en la cual se evaluaron las
siguientes caracteristicas: sabor, color, aroma, y apariencia. El formato de la

encuesta realizada se encuentra en el anexo A.

2.6.4 Analisis de composicion quimica. Con el fin de determinar la composicion
quimica de la bebida fermentada se realizé un analisis mediante cromatografia de
gases de alta resolucion con detector selectivo de masas en el laboratorio de

Cromatografia de la UIS.

Para efectuar éste analisis se destilaron 70 ml del vino obtenido usando un bafio
de aceite, hasta lograr separar los azucares presentes para evitar la formacion de
emulsiones durante la extraccion liquido — liquido a realizarse. Posteriormente se
tomaron 30 ml del destilado y se realizaron tres extracciones liquido-liquido
consecutivas utilizando 5 ml de diclorometano como solvente en cada una de
ellas, buscando separar los compuestos organicos del agua presente en la
muestra, ya que la columna del cromatografo no admite sustancias acuosas. Los
extractos recogidos se concentraron hasta obtener 1ml realizando una
evaporacion suave del solvente (utilizando nitrégeno). Finalmente se inyecté 1ul al

equipo y se procedio al analisis.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A lo largo de este capitulo se presentan los resultados de la caracterizacion de la
materia prima y de las diferentes pruebas que permitieron escoger los valores
Optimos de las variables mas influyentes. Ademas se reporta el rendimiento
experimental obtenido tanto de la etapa de fermentacion como del proceso, asi
como el resultado de los analisis fisicoquimico, microbiolégico, organoléptico y de
composicién quimica y el control de calidad necesario para obtener una bebida
que cumpla con las normas correspondientes y que tenga un alto nivel de

aceptacién entre los consumidores.
3.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

La materia prima que se utilizé fue traida del municipio de Rionegro (Santander)
procedente de la finca “Villa del Socorro”. Pertenecia a la variedad hibrida del
subtipo angoleta, cundeamor y amelonado, presentaba un color amarillo-rojizo y
un grado de madurez medio. Las mazorcas se seleccionaron con este grado de
madurez ya que su contenido de mucilago y de azucar era superior, favoreciendo
asi el proceso de fermentacion. Ademas de los anteriores criterios se tuvo en
cuenta su estado sanitario ya que el empleo de frutas en descomposicion conduce

a productos no aptos para el consumo

El jugo extraido presentaba un pH de 3, 47, una densidad de 1,037g/cm®y 14
grados Brix. En el anexo B se presentan los resultados de los analisis
fisicoquimicos realizados al jugo, en los cuales se observa un alto contenido de

glucosa lo que favorece la fermentacion.
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3.2 ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LAS VARIABLES CON EL
TIEMPO

En la tabla 4 se muestra el cambio con el tiempo de las variables influyentes en la
fermentacion. En los datos obtenidos se observa que el tiempo necesario para la
fermentacion es aproximadamente de 48 horas, ya que al cabo de este se
estabilizan los grados brix, lo que indica que la reaccion se ha detenido casi
completamente. Ademas se observa que la reaccion es inicialmente exotérmica
presentandose una disminucién en la temperatura con el paso del tiempo, debido
a que la actividad de las levaduras decrece con la formacion de etanol. El pH

disminuye como era de esperarse por la transformacion del azucar en etanol.

Tabla 4. Comportamiento de las variables con el tiempo durante la fermentacion

Horas transcurridas Temperatura (°C) Grados Brix pH
0 25,8 15,4 4,5
2 28,6 - -
4 30,4 - -
6 31,5 - -
12 31,5 11 4,23
24 28,7 7 4,1
36 29,4 6 4,03
44 28,2 6 3.85
48 29,3 5 3,54
52 29,1 5 3,52
56 29 5 3,51

3.3 ENSAYOS PARA ENCONTRAR LOS VALORES OPTIMOS DE LAS
VARIABLES

3.3.1 Experimentos de factor unico

o Ensayos a diferentes temperaturas de reaccion

De acuerdo a los resultados presentados en la tabla 5, se escogi6 como

temperatura de reaccion 26°C, a la cual se efectuaron los ensayos posteriores.
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Tabla 5. Seleccion de la mejor temperatura de reaccién.

Temperatura de reaccion % Etanol % Etanol Promedio
(replica)
26 7,100 6,517 6,809
29 6,410 6,322 6,366
32 5,800 5,356 5,578
35 5,649 5,265 5,457
o Ensayos a diferentes concentraciones iniciales de sustrato
Tabla No. 6 Determinacion de la influencia de los nutrientes.
Pruebas con sacarosa ( 18°Brix)
% Etanol % Etanol (Réplica) Promedio
Con nutrientes 6,073 5,947 6,010
Sin nutrientes 6,092 5,978 6,035

Como se observa en la tabla 6, la influencia de los nutrientes es despreciable, por
lo que se decidio no utilizarlos durante la inoculacién. Esto se debe a que el jugo

obtenido del mucilago fresco cuenta con las cantidades necesarias de nutrientes

para el crecimiento y accion de las levaduras como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Nutrientes presentes en el jugo y requeridos por las levaduras.”

Nutriente Cantidad requerida por la Cantidad presente en el
levadura(g) jugo(g)
Potasio 0,044 0,271
Fosforo 0,032 0,024
Magnesio 0,005 0,023
Nitrégeno 0,180 0,634

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos utilizando dos tipos de azucar a

una concentracion inicial de 18°Brrix.

Tabla 8. Seleccion del tipo de azucar mas conveniente.

Azlcar % Etanol % Etanol (replica) Promedio
Sacarosa 6,092 5,978 6,035
Melaza 8,950 9,277 9,114

“ Los valores reportados en la tabla fueron calculados para 2g de levadura y 400 ml de jugo
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Al analizar estos datos se observa que lamelaza es eltipo de azucar mas
favorable para ajustar los grados Brix del mosto ya que permite obtener un mayor
porcentaje de etanol, por lo cual se realizaron pruebas a diferentes

concentraciones obteniendo los resultados que se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Seleccion de la mejor concentracién inicial de azucar en el mosto.

Concentracién (°brix) % Etanol % Etanol (replica) Promedio
10 4,026 4, 259 4,142
14 5,017 5,285 5,151
18 8,950 9,277 9,114
21 8,282 8,328 8,305
24 8,254 8,301 8,278
27 8,302 8,142 8,222

Segun estos resultados, se escogidé como mejor concentracion inicial de azucar la
correspondiente a 18° Brix. Ademas se observa que a concentraciones superiores
el porcentaje de etanol producido no varia significativamente y es menor al
obtenido a 18°Brix. Esto puede deberse a la inhibiciéon de las levaduras por el
etanol producido ya que en los mostos mas azucarados el etanol se produce a una

mayor velocidad inactivando las levaduras.

o Ensayos a diferentes concentraciones iniciales de microorganismos

Tabla 10. Seleccion de la concentracion inicial de microorganismos

CONCENTRACION % ETANOL % ETANOL PROMEDIO
MICROORGANISMOS (g/) (Replica)
1,9 6,639 6,478 6,558
3,8 6,829 6,712 6,771
5,0 8,950 9,277 9,114
57 6,123 6,289 6,206
7,6 6,080 5,987 6,034

Como se observa, la mejor concentracion inicial de levadura corresponde a 5g/I. A
concentraciones menores la dilucion retarda el tiempo de fermentacion y a

concentraciones superiores se presenta inhibicion.

33




3.3.2 Disefio factorial 2. En la tabla 11 se muestran los resultados del disefio

factorial 2% en donde los factores y sus niveles son:

A: Temperatura (26 -35°C)
B: Concentracion de levadura inicial (1,9 - 5 g/l)

C: Concentracion de sustrato inicial (10 -18° Brix)

Tabla 11. Resultados del disefio factorial 2°

Exp. Nivel variables % Etanol | %Etanol Promedio
(réplica)
A B C
1 - - - 3,947 3,583 3,765
2 + - - 4,402 4,704 4,553
3 - + - 4,026 4,259 4,142
4 + + - 6,270 5,861 6,065
5 - - + 6,143 6,536 6,340
6 + - + 4,018 4,260 4,139
7 - + + 8,950 9,277 9,114
8 + + + 6,816 7,159 6,987

De acuerdo a lo anterior, las mejores condiciones para llevar a cabo la
fermentacion son 26° C, 5¢g/l de levadura y una concentracion inicial de azucar de
18° Brix y segun el analisis de varianza realizado se encontré que los efectos mas
significativos (en su respectivo orden) son: concentracion de sustrato inicial (xs),
concentracion de levadura inicial (x2), temperatura (x1), interaccion concentracion
de sustrato inicial-temperatura e interaccién concentracion de levadura inicial -
concentracion de sustrato inicial, luego el efecto concentracion de levadura inicial -

temperatura y el efecto triple de la interaccion de las variables son despreciables.
Los datos se ajustaron al siguiente modelo obtenido por regresion lineal multiple:

y = 5,6381 - 0,2021x + 0,9389x, + 1,0069x3 - 0,8799x1x3 + 0,4666X,X3”

* Las variables se encuentran normalizadas
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Con R? = 0,9863 lo cual indica que el modelo explica bien la variabilidad presente
en los datos dentro de la region experimental. En el anexo C se encuentra el
analisis de varianza y el tratamiento matematico realizado para determinar la

importancia de los efectos y el modelo al cual se ajustaron los datos obtenidos.

3.4 OBTENCION DEL RENDIMIENTO DE LA ETAPA DE FERMENTACION Y
DEL PROCESO

Con el fin de realizar los balances de masa se midieron los parametros reportados

en la tabla 12.

Tabla 12. Parametros de las corrientes a lo largo del proceso

Corriente Densidad (g/cm®) Volumen(cm®)
Jugo 1,080 409
Jugo clarificado 1,037 380
Mosto 1,060 400
Fermentado 1,071 398
Fermentado centrifugado 0,990 372
Vino 1,0172 362

El balance de masa en cada etapa se muestra en la tabla 13. Las mediciones de
las corrientes se efectuaron durante la prueba realizada a las mejores condiciones

encontradas dentro del intervalo de experimentacion.

Los 400 ml de mosto utilizados en la fermentacion contienen 74,760g de azucar de
los cuales tedricamente deberian obtenerse 34,382g de etanol, sin embargo
experimentalmente se obtuvieron 25,901g de etanol. Esta diferencia pudo ser
ocasionada por la presencia de otros azucares (diferentes a glucosa en el mosto),
los cuales son mas dificiles de convertir en etanol. Luego el rendimiento de la
etapa de fermentacion expresado como g Etanol/g Azucar es 34,6458% vy el

rendimiento del proceso expresado como g vino/g jugo es 83,374%
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Tabla 13. Balance de masa del proceso

Etapa

Corriente de entrada

Corriente de salida

Obtencion del jugo

Mazorcas: 20 mazorcas
160569

Cascaras:12644,1g

Semilla y pulpa:2970,18g

Jugo: 441,72 g

Filtracion

Jugo: 441,72 g

Soélidos suspendidos: 48,12
g

Jugo clarificado: 394,06 g

Preparacion del mosto

Jugo clarificado:394,06 g

Melaza: 29,172 g

NaHCO;: 0,768 g

Mosto 1: 212 g
Mosto 2: 212 g

Preparacion del inéculo

Mosto 1: 212 g

Levadura: 2 g

Inéculo: 214 g

Fermentaciéon

Indculo: 214 g

Mosto 2: 212 g

Bisulfito de sodio: 0,08 g

Fermentado: 426,08 g

Centrifugacion Fermentado: 426,08 g Sdlidos: 57,8 g
Fermentado
centrifugado:368,28 g

Envasado, pasteurizadoy | Fermentado centrifugado: | Vino: 368,28g

afiejamiento

368,28 g

3.5 CONTROL DE CALIDAD DEL VINO Y ANALISIS DE LA BEBIDA OBTENIDA

En la tabla 14 se identifican los puntos criticos a controlar en las diferentes etapas
del proceso, los peligros de contaminacion y las posibles acciones preventivas y

correctivas en cada una de ellas.

Tabla 14. Puntos criticos a controlar en el proceso

Puntos criticos de
control (pcc)

Peligros Acciones preventivas y/o

correctivas

Seleccion de la
materia prima

Deterioro por microorganismos de
la materia prima

Rechazar la materia prima
que no presente un estado
fitosanitario adecuado

Transporte de la
materia prima

Variaciones en el sabor y cambios
en la composicion de acidos vy
azucares en el mucilago

Transportar la materia prima
inmediatamente  después
del corte de la misma

Contaminacion
microorganismos

Higiene de los
operarios, equipos Yy
materiales a utilizar

por | EI operario debe cumplir
con las normas de higiene
basicas en la preparacion
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de alimentos y bebidas. El
sitio de trabajo, materiales y

equipos deben ser
esterilizados.
Lavado de la materia | Contaminacion del mucilago por | Realizar un lavado
prima microorganismos 0 suciedad | adecuado de la materia
presentes en la cascara de la fruta | prima

Despulpado Oxidacion de la pulpa por | Exponer la pulpa el menor

contacto con el aire tiempo posible al contacto
con el medio.

Preparacion del | Contaminacion por | Esterilizacién del mosto

mosto microorganismos presentes en el | fisica y/o quimica
ambiente

Fermentacion Cambio del <curso de Ila|Asegurar la hermeticidad
fermentacion por contacto con | del reactor, controlar Ila

aire, inactivacion de las levaduras
por aumento excesivo de la
temperatura y/o exceso de CO,, y
homogenizacién insuficiente de la
mezcla reaccionante.

temperatura y adecuar al
reactor una salida para el

CO,, y proporcionar una
agitacion moderada y
constante.

Centrifugacion

Contacto del vino con
microorganismos que aunque
inactivos pueden reanudar su

actividad y contaminarlo de
sabores y olores desagradables
con la posible formacién de H.S.

Adecuada relacién tiempo-
rpm que permita eliminar los
microorganismos y solidos
aun presentes.

Pasteurizacion

Desarrollo de alguna actividad
microbiana posterior.

Eleccion de una relacion
temperatura-tiempo eficaz
en la cual no se afecten las
propiedades del vino.

Envasado

Oxidacion de los componentes del
vino y  contaminacién  por
microorganismos

Envasado en condiciones
herméticas y asépticas.

Afejamiento

Ambiente no apto para favorecer
las reacciones que mejoran las
cualidades del producto.

Control del oxigeno,
temperatura y humedad del
ambiente.

3.5.1 Analisis Fisicoquimico. EIl producto final presenté 6°Brix, ademas en el
anexo D se muestran los resultados del analisis fisicoquimico efectuado en el cual
se observa que el vino cumple satisfactoriamente con la norma ICONTEC 708

para pH y acidez volatil.
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3.5.2 Analisis organoléptico. La encuesta realizada permiti6 evaluar las

siguientes caracteristicas del vino:

e Sabor: como se observa en la figura 3 el vino presentd un sabor agradable,
ademas la mayor parte de los encuestados lo caracterizaron como un vino

seco y amargo y no fue asociado al sabor de alguna fruta en particular.

23%
13% .

38%

8% 5% 5%

87% 3%
W Seco O Picante O Fresco O Afrutado
B Agradable @ Desagradable DO Suave OAcido OAfiejo @ Amargo

92%

Figura 3. Evaluacion del sabor del vino

e Aroma: el aroma del vino fue descrito como agradable y suave como se

muestra en la figura 4.

16% 18% 23%

84% 59%

B Agradable @ Desagradable @ Intenso @ Suave O Etilico

Figura4. Evaluacién del aroma del vino
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e Color: La figura 5 sefala que el color caracteristico del vino es terracota. Es
importante aclarar que aunque el color del mucilago es blanco perlado, el vino
tomo la coloracién mencionada debido a la melaza utilizada en el proceso de

obtencion del mosto.

33%

55%

8% 4%

|® Terracota O Pardo O Café B Miel |

Figura 5. Evaluacion del color del vino

e Apariencia: como se ilustra en la figura 6, el vino es un producto de apariencia
agradable, ya que presenta una buena consistencia y no se observan en el

particulas extranas.

8%

92%

‘l Agradable @ Desagradable ‘

Figura 6. Evaluacién de la apariencia del vino

Segun los resultados de la encuesta realizada y de acuerdo a la clasificacion de
los vinos segun la Norma Técnica Colombiana 293 puede decirse que el producto
obtenido es un vino tinto, seco, no espumoso y no fortificado por tener un

contenido de etanol entre el 8 -18%.
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3.5.3 Analisis Microbiologico. Como se observa en el anexo D, las dos muestras
analizadas cumplen con las especificaciones microbiolégicas segun las
Autoridades Sanitarias para “Bebidas Alcohdlicas (Cocteles)”. La aparicion de
algunos mohos y levaduras en la muestra no refrigerada pudo ocasionarse por
deficiencias en la etapa de separacion de los solidos presentes en los cuales se
encuentran los microorganismos que deterioran la calidad microbiolégica del vino,
viéndose favorecida la multiplicacidén de estos por la temperatura a la cual se afejo

la muestra.

3.5.4 Analisis de composicion quimica. En el anexo F se presenta la composicion
quimica del extracto obtenido del vino al separar el agua presente mediante la
extraccion liquido-liquido realizada. Es importante destacar que todos los
compuestos identificados en el analisis (etanol, alcoholes superiores, y esteres)
corresponden a algunos de los compuestos que tedricamente podrian estar
presentes en un vino. Sin embargo existen otros compuestos no observados en
los resultados que favorecen las caracteristicas organolépticas del vino, los cuales
podrian desarrollarse con el paso del tiempo. Ademas no se encontraron
sustancias indeseables tales como, metanol, aldehidos y cetonas, lo que indica
que el producto final presenta una composicion quimica dentro de los parametros
establecidos en la norma ICONTEC 708.
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4. CONCLUSIONES

Se desarrollé experimentalmente un proceso aprovechando un desecho
generado en la industria del cacao, mediante el cual se logra dar un valor
agregado al mismo y ofrecer una nueva alternativa que represente un beneficio

economico para el cultivador.

Con el presente trabajo de investigacion se obtuvo un vino a partir del mucilago
del cacao, el cual presentd las caracteristicas organolépticas, microbiolégicas y
de composicién quimica necesarias para obtener un alto nivel de aceptacion y
ser un producto apto para el consumo. Ademas los parametros fisicoquimicos
y la composicibn quimica del mismo se encontraron dentro de las
especificaciones requeridas por la Norma Técnica Colombiana 708 para

Bebidas Alcohdlicas-Vinos de frutas.

En la etapa de preparacion del mosto, se utilizé melaza como el tipo de azucar
mas conveniente para aumentar los grados brix del mismo y no sacarosa, ya
que esta ultima es un disacarido lo cual dificultaba la accion fermentativa de las
levaduras por requerir un desdoblamiento inicial de sus moléculas. Ademas se
prescindié del uso de los nutrientes ya que el jugo obtenido a partir del
mucilago proporcionaba los elementos necesarios para el crecimiento y accion

de las levaduras.

Al llevar a cabo la metodologia propuesta en este proyecto se obtuvo un
rendimiento experimental expresado como g vino/g jugo significativamente alto,
lo cual representa un aprovechamiento de gran parte de la materia prima,

contribuyendo asi a la posibilidad de industrializar el proceso.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio técnico-econdmico que evalue la factibilidad de llevar a
cabo el proceso industrialmente, teniendo en cuenta que la principal materia
prima corresponde a un desecho generado en la actualidad en la obtencion del

chocolate.

Incorporar al proceso desarrollado en esta investigacion, el uso de una
maquina desmucilaginadora en la etapa de obtencion del jugo, buscando
disminuir las posibles fuentes de contaminacién del producto final y aumentar

el rendimiento del proceso.
Implementar un sistema en las fincas cultivadoras de cacao, a través del cual

sea posible recoger en condiciones asépticas el mucilago que se pierde en la

etapa de fermentacion de los granos.
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ANEXO A
Encuesta grado de aceptacion del vino

1. El sabor del vino es:

a. Agradable b. Seco c. Picante d. Fresco e. Afrutado
f. Suave g. Acido h. Amargo i. Dulce j- Ahejo
Otro(s)

2. El sabor del vino es caracteristico a alguna fruta que usted conoce?
No Si Cual?

. El aroma del vino es:
. Agradable

. Desagradable

. Intenso

. Suave

. Etilico

® O O T 0 w

. El color del vino es:
. Terracota

. Pardo

. Café

. Amairillo ocre

. Miel

O o O T o hH

()]

. La apariencia del vino es:
a. Agradable

b. Desagradable
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ANEXO B
Andlisis fisicoquimico del jugo obtenido del mucilago

CENTRO DE INVESTIGACION REVORTEDE F-5.10-01
EINCIENCAA Y AECHOLORIA RESULTADOS DE
DE ALIMENTOS bl Fecha: 30-07-2004 | Versién: 1

~-CICTA-
Autorizd: Aidé Perea | Paginalde1l

INFORME DE RESULTADOS

FECHA: Mayo 27 de 2005

DATOS DEL CLIENTE

NOMBRE/EMPRESA: Leonardo Acevedo — Proyecto Cacao
DIRECCION: Universidad Industrial de Santander
TELEFONO: 6340000

DATOS GENERALES

PRODUCTO: Mucilago de cacao

DESCRIPCION: Mucilago de cacao

CODIGO: M080

FECHA DE RECEPCION: Mayo 19 de 2005
MUESTREO: Muestra traida al laboratorio

ANALISIS FISICOQUIMICO

RESULTADO | METODODE

PARAMETROS UNIDAD MUESTRA ANALISIS
Humedad % 84,55 Gravimétrico
Ceniza % 0,31 Gravimétrico
| Proteina i % 0,48 | Kjeldalk
Grasa % 0.04 Gravimétrico
Fibra % 0,09 Gravimétrico
E.N.N. % 14,53 -
Valor calérico Kcal/100gr 60,32 =
Acidez % Acido citrico 0,95 Volumétrico
E.N.N. Extracto no nitrogepada
OBSERVACIONES: // 2 2 S / i 5 2 A
[f s J (2 Aokl Leds owa pplaccl
REALIZADO POR . ] AUTORIZADO POR ”

NOTA: ESTE INFORME DE RESULTADOS CORRESPONDE UNICAMENTE A LAS MUESTRAS ANALIZADAS, NO
PUEDEN SER NI PARCIAL NI TOTALMENTE REFRODUCIDOS SIN LA APROBAGION DEL LABORATORIO.

CENTRO DE INVESTIGACION EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS  ,B/¢7a@
SEDE GUATIGUARA Km. 2 Via REFUGIO TEL. 6550804 R EICTA
Licencia de Funcionamiento LFLCC AJB00288
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UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
ESCUELA DE QUIMICA
LABORATORIO QUIMICO DE CONSULTAS
INDUSTRIALES

REPORTE DE RESULTADOS

FECHA: Diciembre 18 de 2005 SOLICITUD No 184
NOMBRE DEL SOLICITANTE: Leonardo Acsvede
No DE MUESTRAS: 1

MUESTRAS TOMADAS POR: El Solicitante
FECHA DE LLEGADA AL LABORATORIO: _Diciembre 5 de 2005

RESULTADOS ANALISIS FISICOQUIMICO

Muestra Identificada como:

Jugo de Mucilago de Cacao

PARAMETRO | RESULTADOS METODO
Proteina (%) | 0.28 Titrimétrico - Kjeldahl
Magnesio (mg Mag/L) 56.8 Absorcion Atémica
|Potasio (mg K/IL) 678.8_ i Absorcion Atémica |
Fésforo (mg P/L) 59.5 Espectrofotométrico

Matricula Profesional PQ.1144

NOTA: En caso de ser copia del resultado original se realizard la siguiente aclaracion. COPIA DE
RESULTADO ORIGINAL

Ciudad Universitaria - Edificio Camilo Torres / Laboratoria 222
Apartado Aereo 0678 - Conmutadar : 6344000 Ext. 2465. Directo : 6349009
Telefax : 6349009
E-maif : Labquimco@yahoo.es
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ANEXO C
Analisis de varianza y tratamiento mateméatico para obtener un modelo

gue represente los datos obtenidos en el disefio factorial

Con el fin de determinar los efectos de mayor importancia se realizé un analisis de

varianza, en el cual se plante¢ la siguiente hipétesis para cada efecto:

Hipdtesis nula. Efecto =0

Hipotesis alternativa: Efecto # 0

Tabla 15. Contrastes y efectos en el disefio factorial 2°

CONTRASTES EFECTOS
A -3,231 -0,403
B 15,025 1,878
C 16,107 2,013
AB 2,419 0,302
AC -14,075 -1,759
BC 7,465 0,933
ABC -2,121 -0,265
Tabla 16. Analisis de varianza
SC GL CM Fo Criterio
rechazo
Efecto A 0,65246006 1 0,6524600625 11,82446693 F>Fo*
Efecto B 14,10941406 1 14,10941406 255,7034669 F>Fo°
Efecto C 16,21471556 1 16,21471556 293,8576306 F>Fo°
Efecto AB | 0,36572256. 1 0,36572256 6,627952525 F>Fo™®
Efecto AC | 12,38160156 1 12,38160156 | 224,3904978 F>Fo"©
Efecto BC | 3,482889063 1 3,482889063 63,12004203 F>Fo°C
Efecto 0,2811650625 1 0,2811650625 | 5,095525652 F>F B¢
ABC
Error 0,4414305125 8 0,05517881406
Total 47,92939844 15 | 3,195293229
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Para un nivel de confianza del 97,5% se lee de la tabla de puntos porcentuales de
la distribucion F, un valor de F igual a 7,57. Al aplicar el criterio de rechazo se
rechaza la hipotesis nula para los efectos A, B, C, AC, y BC lo que indica que

estos son altamente significativos.

Una vez encontrados los efectos de mayor importancia se plantea el siguiente

modelo de regresion lineal multiple:

Y =By + BX + BoXo + BiXg + BX, + BeXs
En donde:
X4 = X1X3 X5 = X2X3

Expresando el modelo en forma matricial y = xg + ¢, se tiene:

e I 4 M) - ~N
3,765 /1 111 1 1\ Bo &
4,553 1 1-1-1-1 1 B, &)
4,142 11 1-11-1 B )
6,065 11 1-1-1-41 2 3
6,34 11 Bs €
4,139 = 171111 -1 Ba Tloes
9,114 111111 Bs €6
6,987 171111 1

K / k / N\ J \_ Y,

A partir de lo anterior se obtiene ﬁ = (xX'x)"'x'y

Después de obtener el modelo se calculé el coeficiente de determinacion de la
siguiente forma:

SC.
S

vy

R*=1-
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Donde:

SC, = y'y—ﬂ'x'y = 0,32340897

>y

S,, = Y'y ——=—— = 2374788087
n

Esto corresponde a la suma de cuadrados del error y a la suma de cuadrados
totales respectivamente. Con el fin de verificar la calidad de ajuste del modelo

encontrado se calcularon los residuales que se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Valores predichos, observados y residuales

yl Vi €i=Yi- yl

3,481 3,765 0,284
4,837 4,553 -0,284
4,426 4,142 -0,284
5,782 6,065 0,283
6,32 6,34 0,02

4,158 4,139 -0,019
9,131 9,114 -0,017
6,969 6,987 0,018

En la figura 7 no se observa una tendencia creciente de los residuales con los

valores predichos lo que indica un buen ajuste de los datos.

Figura 7. Gréfica de los residuales contra los valores predichos

0,5

Residuales
o
BN ¢
*

PPN 6 8 10
-0,5 -

Valores predichos
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ANEXO D

Andlisis fisicoquimico del vino obtenido

LABORATORIO

BACTERIOLOGICO

DE ALIMENTOS

Dra Yadira Campillo Orozco
Aprob n MSP Res 01320 de 1986

Aprabaci

ANALISIS FISICOQUIMICOS

INFORMI ANALISIS DE
MUESTRA No.
SOLICITANTE

FECHA DE LLEGADA
OBJETO DEL ANALISIS
OBSERVACIONES

VINO DE CACAO

13512

Sr. Leonardo Acevedo

7 de diciembre de 2005

Conocer la calidad fisicoquimica

RESULTADOS

PARAMETRO |RESULTADO |LIMITE UNIDADES | TECNICA
PERMITIDO

PH 362 | e e POTENCIOMETRICA

DINSIDAD 1.0172 ———- gml GRAVIMETRICA

ACIDEZ 1.06 Meéx 1.6 MglAC | VOLUMETRICO

VOLATIL TARTARICO

“Valido uinicamente para la muestra analizada”

OBSERVACIONES:

YADIRA éw;mo OROZCO

Jefe de Laboratorio

Cra. 27A No. 42 - 48 Of. 202 Telefax: 645 1407 - Cel: 315 3778876 - Bucaramanga
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ANEXO E
Analisis microbioldgico del vino obtenido

LABORATORIO

BACTERIOCLOGICO
DE ALIMENTOS

Dra Yadira Campillo Orozco
Aprobacicn M.S P Bes 01320 de 1986

| IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Muestra No 13448
Muestra VINO DE CACAO N°2
Solicitante Sr Leonardo Acevedo
Fecha de llegada 6 de diciembre de 2005
Objeto del Andlisis Conocer la calidad microbiologica
Lugar de Recoleccion PRODUCTOS M & M
Observaciones (La muestra fue mantenida en refrigeracion
desde el momento de su elaboracion)
FP: 6 Nov
[ ANALISIS ¥ RESULTADOS MICROBIOLOGICOS
PARAMETRO RESULTADO | UNIDADES | *LIMITE
Recuento Total de Bacterias Mesofilicas 2 ufcice 1000
Niimero mas Probable de Coliformes Totales |Menos de 3~ | miciee Menos de 3
Niimero meas Probable de Coliformes Fecales | Menosde 3 | micice Menos de 3
Recuenio de Stafilococo coagulasa positiva | Menos de 100 | ufcce Menos de 100
Salmonella Negativa n 25cc Negativa
Recuento de Hongos y Levaduras 0 ufelce Menos de 10
*Limite Permitido por las Autoridades Sanitarias para “Bebidas Alcoholi (Cocteles)™

Conclusiones y Observaciones

MUESTRA MICROBIOLOGICAMENTE SATISFACTORIA ¥ APTA PARA EL CONSUMO
HUMANO.

Bacteriologa

Cra. 27A No. 42 - 48 Of. 202 Telefax: 645 1407 - Cel; 315 3778876 - Bucaramanga
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LABORATORIO

BACTERIOLOGICO

DE ALIMENTOS

Dra Yadira Campillo Orozco

Aprobaciin M5 P Re

01320 de 1986

E—

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Muestra No 13447

Muestra VINO DEE CACAO N° 1

Solicitante Sr Leonardo Acevedo

Fecha de llegada 6 de diciembre de 2005

Objeto del Ancilisis Conacer la calidad microbiologica

Lugar de Recoleccion

Observaciones

Muestra traida al Laboratorio

(La muestra fue mantenida a temperatura

ambiente desde el momento de su e
FP: 6 Newps

laboracicon)

[

ANALISIS Y RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

]

PARAMETRO RESULTADO | UNIDADES |*LIMITE
Recuento Total de Bacierias Mesofilicas 200 ufc/ee 1000
Niimero mds Probable de Coliformes Totales | Menos de 3 micice Menos de 3
Niimere mds Probable de Coliformes Fecales | Menos de 3 micicc Menos de 3
Recuento de Stafilococo coagulasa positiva | Menos de 100 |ufeiec Menos de 100
Salmonella Negativa En 25ce Negativa
Recuento de Mohos y Levaduras 3 ufelec Menos de 10

*Limite Permitido por las Autoridades Sanitarias para "Bebidas Alcoholicas (Cocteles)”

Conclusiones y Observaciones

MICROBIOLOGICAMENTE LA MUESTRA PRESENTA RECUENTO DE MOHOS V
LEVADURAS PERCO SE ENCUENTRA DENTRO DEL LIMITE MAXIMO PERMITIDG
POR LO CUAL ES APTA PARA EL CONSUMO HUMANO.

Q?; ELRA ,I-_ B 5 BAPE

Dra. Yadéa C. ampillo Orozco
Bacteriologa

Cra. 27A No. 42 - 48 Of, 202 Telefax: 645 1407 - Cel: 315 3778876 - Bucaramanga
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ANEXO F
Anélisis de composicion quimica

s LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA
Fatika UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
-':-'r'-.-T:‘* CIUDADELA UNIVERSITARIA, CARRERA 27 , CALLE 8 LC-IRA
] EDIFICIO CAMILO TORRES
e INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS

3.2 PARAMETROS ANALITICOS
HRGC-MSD Modelo: Agilent Technologies 5890 Plus (Palo Alto, California, USA)

acoplado a un detector selectivo de masas Agifent Tech. 5973

Horno Temperatura inicial: 40°C tiempo inicial: 5 min
a 6°C/min hasta 150 °C durante 2 min
a 10 °C/min hasta 250 °C durante 15 min
Columna Longitud (m) 30 d.i (mm): 0.25
Fase: 5%-Fenil-poli(dimetilsiloxano) Espesor(um): 0.10

Velocidad del gas de arrastre: 1 mL/min (70 °C)

Presion de entrada de columna: 200 kPa

Inyector Manual: o Automatico: Agilent 7683
Split: 30 Splitless: ---- Relacion spiit; 31:1
Temperatura (° C): 250

Gases Carrfer. Helio (99.995%)

Analizador Emision (mA): 35.0 Ton Focus (V): 90.0
Repeller (V): 25.03 Ent. Lens (V): 19.58
Energia de e (eV): 69.9 Multiplicador (V): 2071
Vel. de barrido (scan/seg):  6.22 Filamento off (min): 1.5
Rango de masas (u.m.a.s): 40-4050

Fte iones Temperatura (° C): 230 Presion (torr): 3.2 x 107 (N,)
Linea de transferencia (° C): 285

Modo Full scarr: X SIM:

Carvera 27 - Calle 9, Ciodad Universitaria, Edificio Camilo Torres: 202-204, Teléfono: (0XT)6344000 Exe, 2471, Linea llln\.lnmx‘!; 645 6737, Fax
(X T) 6358210 Celular (315)879 38635, Bucaramanga, Colombia.
e-mail. glenaiieanuseluco. e ucan s ot co
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. LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA

g;k UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
Ty CIUDADELA UNIVERSITARIA, CARRERA 27 , CALLE 9 LC-IRA
EDIFICIO CAMILO TORRES

.~ INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS

4. RESULTADOS

El andlisis de la muestra se realizd por GC-MS (Columna DB-5, 30 m), empleando
el modo full scan. Los compuestos aislados en la muestra se identificaron con
base en sus espectros de masas. En la Tabla 1, se reportan la identificacion vy la

cantidad relativa (%) de los componentes encontrados en la muestra bajo estudio.

Tabla 1. Identificacion por GC-MS y cantidad relativa (%) de los compuestos

presentes en la muestra, enviada por el profesor Leonardo Acevedo.

Cantidad relativa,

tg, min Compuestos %
Extracto de cacao

1.30 Etanol 30.73
1.72 N.L 1.20
1.82 Acetato de efilo 2.61
1.93 2-Metil-1-propanol 5.26
3.33 3-Metil-1-butanol 31.90
3.41 2-Metil-1-butanol 7.51
15.74 Bencenoetanol 18.73
33.60 Ester etilico del acido hexadecanoico 0.88
35.45 Ester etilico del acido 9-octadecenoico 1.18

N.I: No identificado

De acuerdo con el andlisis realizado por GC-MS (fufl scan), en la muestra
“Extracto de cacao”, se identificaron como componentes principales los siguientes
alcoholes: etanol, 3-metil-1-butanol, bencenoetanol, 2-metil-1-butanol y 2-metil-1-
propanol y, en pequefas cantidades, los siguientes esteres: acetato de etilo, éster

etilico del acido hexadecanoico y éster etilico del acido 9-octadecenoico.

2471, Linea divecta (0X7) 645 6737, Fax

a1, Edificio Camilo Torres: 202-204, Teléfono: (UNT)0344000 Ext,
(0XT) 63582100 Celular (313)879 3863, Bucaramanga, Colombia,
-l glenadiiyean. wis adhy e, renedtuean iz edu, o
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