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RESUMEN

Ecuador es un pais productor de cacao, café y naranja; que ha desarrollado
un modelo de produccion de elaborados y semielaborados a partir de estas
materias primas. El proceso de transformacion de estos productos genera
cantidades significativas de residuos que provocan un impacto ambiental
negativo, por lo que la industria ha centrado la atencidén en la utilizacién de
estos residuos hacia la elaboracion de alimentos para el consumo animal y
abono organico. No obstante, estudios demuestran la presencia de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante en estos residuos, los cuales
se podrian dirigir para la elaboracion de productos de interés para el

consumo humano.

Con estos antecedentes, se elabord una bebida lactea a partir de un extracto
acuoso al 10% de la mezcla de la cascarilla de cacao, cascarilla de café y
cascara de naranja obtenidas por coccion. Las materias primas fueron
sometidas a analisis fisicoquimicos, microbiolégicos y tamizaje fitoquimico.
Se realizé un disefio de mezclas de vértices extremos donde se obtuvieron
diferentes formulaciones variando las proporciones de los ingredientes del
extracto, los cuales se mezclaron con otros ingredientes para la formulacion
de las bebidas a analizar. Las bebidas fueron pasteurizadas y evaluadas por
los atributos de sabor, olor, color y apariencia mediante paneles sensoriales

conformados por jueces no entrenados. La seleccion de la mejor formulacion



se llevo a cabo mediante una optimizacion, considerando las caracteristicas
sensoriales de las mejores mezclas y el contenido de polifenoles totales de
cada componente del extracto acuoso, dando como resultado la formula que
contenia 80,5:18,37:1,13% de cascarilla de cacao, cascarilla de café y

cascara de naranja respectivamente.

Finalmente, se analizaron las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas
del producto final. Se cuantifico el contenido de polifenoles totales mediante
el método de Folin-Ciocalteu y se obtuvo 4,99 + 0,34 miligramo de acido
galico por gramo de muestra; se determind la actividad antioxidante
empleando el método basado en la estabilidad del radical 1,1-difenil- 2-
picrilhidrazil (DPPH) presentando un 80,14 + 0,05%; y para la determinacion
de cafeina se emple6 un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) a partir de una solucién estandar de cafeina de 1000 ppm, se obtuvo
una concentraciéon de cafeina de 57,39 mg/L. A partir de los resultados
obtenidos, se pretende generar un valor agregado a la cadena productiva

agroalimentaria del pais.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha realizado una serie de mejoras continuas en
relacion a la calidad de los productos que ofrecen las agroindustrias,
provocando un aumento en su exportacion a paises de Europa y América
del Sur (1,2). Por ende estas industrias generan grandes cantidades de
residuos, los cuales en su mayoria no son aprovechados, el uso de la semilla
de cacao y café en la industria se ha enfocado principalmente en la
elaboracion de productos derivados que solo utilizan el grano descascarillado
como materia prima, el principal residuo que se obtiene es la cascarilla
durante el proceso de tostado del grano, representando el 12% del peso en
grano seco (cacao) (3). En la actualidad, se conoce que la cascarilla se la
direcciona para el consumo animal o como abono organico, no obstante
estudios realizados han demostrado que estos subproductos poseen
cantidades significativas de componentes bioactivos (4,5). Es asi que en este
trabajo se busca dar un valor agregado a dichos residuos desarrollando una
bebida lactea a base de cascarilla de cacao, cascarilla de café y cascara de

naranja.

En el presente trabajo se realizé un disefio de mezclas, a partir del cual se
definieron 13 formulaciones que fueron analizadas por un panel sensorial
basandose en caracteristicas sensoriales (sabor, olor, color y apariencia).

Con los resultados obtenidos se llevé a cabo un andlisis estadistico para la



seleccion de las cinco mejores formulaciones para realizar un proceso de
optimizacion, obteniéndose la mejor formulacion considerando estas
caracteristicas y el contenido de polifenoles totales de cada componente del
extracto acuoso. A partir de la formulacion optimizada se elaboré la bebida
lactea, a la cual se le realizaron una serie de pruebas experimentales para
constatar la presencia de compuestos de interés, incluyendo la determinacion
de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu, la medicion de
la actividad antioxidante empleando un radical estable DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) y la determinacion de la concentracién de cafeina empleando

un equipo de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1. Antecedentes y Justificacion

De acuerdo a un estudio de mercado realizado por la empresa
Transmar en el 2013, Ecuador es el sexto mayor productor de
cacao (6) y en el sector cafetero es considerado como un gran
exportador (1). Estas industrias generan cantidades significativas
de residuos, las cuales en su mayoria no son aprovechados a pesar
de poseer compuestos bioactivos de interés para el consumo

humano (4).

El presente proyecto de tesis busca reducir el impacto ambiental

generado por los desechos de las industrias de cacao, café y



1.2.

1.3.

naranja, mediante el desarrollo de una bebida con actividad
antioxidante. Se pretende generar con esto un valor agregado a los
residuos agroindustriales (cascarilla de cacao, cascarilla de café y

cascara de naranja)

Planteamiento del problema

Ecuador es un pais productor de cacao, café y naranja, lo cual
implica que la generacion de residuos sea considerable. Por lo que
se busca darle un valor agregado a la cadena de produccion
desarrollando un producto para el consumo humano a partir de los
residuos de dichas agroindustrias, que logre cumplir altos

estandares de calidad y sea agradable al consumidor.

Hipotesis

La mezcla de residuos agroindustriales de cacao (Theobroma cacao
L.), café (Coffea ardbica L.) y naranja (Citrus x sinensis) se pueden
utilizar como materia prima para la elaboracion de una bebida lactea
con polifenoles y actividad antioxidante que posean caracteristicas

aceptables para el consumidor.



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

1.4.2.

Desarrollar una bebida lactea que incluya como materia

prima los desechos agroindustriales del café, cacao y

naranja, de buena calidad sensorial y aceptabilidad.

Objetivos especificos

Realizar un disefio experimental de mezclas de vértices
extremos y evaluar las caracteristicas sensoriales de las
formulaciones obtenidas.

Determinar la formulacion final que posea las mejores
caracteristicas sensoriales y mayor contenido de
polifenoles mediante un proceso de optimizacion.
Caracterizar la bebida lactea mediante analisis
fisicoquimico y microbioldgico.

Determinar la actividad antioxidante de la bebida lactea
por medio de espectrofotometria ultravioleta-visible.
Cuantificar la concentracion de cafeina en la bebida

lactea mediante cromatografia liquida de alta resolucion.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Cascarilla de cacao (Theobroma cacao L.)

El arbol de cacao crece en las zonas tropicales, consta de flores y
pétalos alargados, su fruto es lefioso y se lo conoce como mazorca
(2), consta de 20 — 50 semillas incrustadas en una vaina que a su
vez estan rodeadas por una pulpa dulce de color blanco conocida
como mucilago (7). Las semillas se encuentran cubiertas por una
delgada capa denominada cascarilla (7),la que se considera como
un residuo generado por la industria procesadora de cacao y

chocolate (8). Figura 2.1



FIGURA 2.1 Cascarilla de cacao.

2.1.1 Produccién nacional de cacao

En el Ecuador se producen en promedio 182794 toneladas
métricas de cacao (Theobroma cacao L.,) segun datos
recopilados por PROECUADOR en el 2013, de los cuales el
93,18% es exportado a paises como Meéxico, Malasia,
Alemania y Holanda; y so6lo el 6,8% es utilizado como
materia prima para la elaboraciéon de producto de consumo

nacional (2).

Las principales regiones productoras de cacao en el Ecuador
son la Costa y la Amazonia, en especial las provincias de Los
Rios, Guayas, Manabi y Sucumbios. En el Ecuador se

desarrollan 2 tipos de cacao (2):



e Cacao fino de aroma, denominado también Nacional se
caracteriza por su color amarillo, debido a su aroma y
sabor unico, es exportado a nivel mundial para la
elaboracion de productos gourmet.

e Cacao CCN-51 (Coleccion Castro Naranjal) posee color
rojo. Se lo destina para la produccion de semielaborados

de cacao (2).

Los principales productos de exportacién son: cacao en
grano, pasta de cacao, polvo de cacao, torta de cacao,
manteca de cacao, chocolate, cascaras, y demas residuos de

cacao (2).

Entre los residuos generados en la industrializacion del
cacao encontramos a la cascara de la mazorca, mucilago y
cascarilla. La cascarilla del grano del cacao generado en los
procesos agroindustriales representa el 12% del peso en

grano seco (3).



2.1.2 Composiciéon quimicay valor nutricional

La composicion quimica de la cascarilla de cacao es
compleja debido a los macronutrientes y micronutrientes que
posee. En la tabla 1 se puede apreciar el alto contenido de
fibra insoluble, fibra soluble y proteina cruda que poseen
estos residuos (9). Ademas, contiene compuestos bioactivos
como los polifenoles que se caracterizan por su actividad

antioxidante (4).

Tabla 1

Composicién proximal de la cascarilla de cacao (% de

materia cruda)

Parametros

Humedad. % 3,73 +0,46
Cenizas. % 5,96 + 0,26
Grasa cruda. % 6,87 + 0,52
Proteina Cruda. % 16,93 + 0,59
Fibra dietética soluble. % 11,08 £ 0,05
Fibra dietética insoluble. % 48,94 +£ 1,21

Polifenoles, mg GAE/g 2,56

Fuente: (Nsor-Atindana et al., 2012; Bruna et al., 2009)

2.1.3 Usos

En la actualidad el uso de la cascarilla de cacao esta

enfocado en la determinacion de sus compuestos bioactivos
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a partir de los cuales se han desarrollado alimentos
funcionales para el consumo humano como la elaboracion de
una infusion aromatica a partir de la cascarilla de cacao de
fino aroma (10), la extracciobn de pectinas a partir de la
cascarilla del grano de cacao (11); y, la formulacion de dietas
experimentales para consumo animal elaborados a

diferentes concentraciones de este residuo (3).

2.2. Cascarilla de café (Coffea arabicaL.)

Los arboles de café alcanzan una altura mayor a doce metros, sus
hojas tienen forma ovalada, sus frutos son pequefios y de color
rojizo, dentro de la cuales consta de dos semillas, estas a su vez se
encuentran recubiertas por una envoltura cartilaginosa de color
amarillento de aproximadamente 100 micrédmetros de espesor y que
corresponde al endocarpio (pergamino) denominado cascarilla de

café (12). Figura 2.2.

FIGURA 2.2 Cascarilla de café.
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2.2.1. Produccién nacional de café

En el Ecuador se producen tres variedades de café: Arabigo
Lavado, Arabigo Natural, Robusta. Nuestro pais se encuentra
entre los principales productores y exportadores de café, es
uno de los mas requeridos por Europa por sus caracteristicas
organolépticas Unicas que estan relacionadas a su ubicacion

geogréfica (1).

De acuerdo a la diversidad de entornos que posee el
Ecuador, el café se lo puede cultivar en diferentes regiones.
Entre los meses de marzo a octubre se produce café arabigo
mientras que la variedad robusta se da desde febrero a

noviembre (1).

De acuerdo a un estudio realizado en el 2012 por el Consejo
Cafetalero Nacional Cofenac, la produccién nacional fue de
650000 sacos de 60 kilos, siendo 400000 sacos destinados
para exportacion mientras que solo 150000 fueron para

consumo interno (1).
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2.2.2. Composicion quimicay valor nutricional

Se puede resaltar en relacion al caracter nutricional de la
cascarilla de café, alto porcentaje de fibra cruda, el cual a
pesar de no cumplir funciones metabdlicas aporta en los
procesos fisiologicos como regulador del transito

gastrointestinal (tabla 2).

Tabla 2

Composicién proximal de la cascarilla de café (% de

materia cruda)

Parametro %
Materia seca 88,4+ 3,2
Proteina cruda 9,3+1,0
Fibra cruda 37,2+7,6
Cenizas 6,56+2,1

Fuente: (Bouafou et al., 2011)

2.2.3. Usos

La cascarilla de café es un subproducto que se lo emplea
principalmente para la alimentacién animal (ganado, ovejas y
cerdos) como constituyente de balanceados (5), utilizada
también como fuentes potenciales de antocianinas para
aplicaciones como colorantes de alimentos naturales (13); vy,

como sustrato en cultivo para hortalizas (14).
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2.3. Céscara de naranja (Citrus x sinensis)

El naranjo es un arbol robusto puede llegar a medir hasta 20
metros de altura, tiene un tronco grueso y una copa densa. Sus
frutos son citricos, redondeados de color naranja. La capa externa
del fruto denominada cascara (figura 2.3) esta compuesto por el
flavedo y el albedo, posee una estructura carnosa, porosa y aspera
con un aroma intenso. La pulpa esta formada por hollejos que
contienen jugo, el cual es rico en vitamina C, aceites esenciales y

flavonoides (15).

FIGURA 2.3 Céscara de naranja.

2.3.1. Produccioén nacional de naranja

En el Ecuador la produccién de naranja especialmente la
variedad Comun y Valenciana estdn destinadas

principalmente para el consumo como fruto fresco (15).
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Segun datos proporcionados por el INEC en el afio 2012
hubo una producciéon nacional de 48380 toneladas métricas
de naranja aumentando un 24,34% en relacion al afio

anterior 2011 (16).

Composicion quimicay valor nutricional

La cascara de naranja es un residuo no aprovechado a pesar
de poseer caracteristicas nutricionales beneficiosas como el
contenido de carbohidratos y fibra dietaria presentando un
25% y 10,6%, respectivamente (tabla 3), posee polifenoles y
propiedades antioxidantes que resultan de interés para la

industria alimentaria (17).

Tabla 3

Composicion proximal de la cascara de naranja

Parametro %
Agua 72,50
Carbohidratos 25,00
Proteinas 1,50
Fibra dietaria 10,6
Cenizas 0,80

Fuente: (USDA, 2007. National Nutrient Database for

Standard Reference, Release 20)
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2.3.3. Usos

La cascara de naranja se la emplea principalmente para la
obtencién de aceites esenciales (18), a su vez para
extraccion de pectina (19) y fuente de compuestos fendlicos

(20).

2.4. Radicales libres

Los radicales libres o especies reactivas de oxigeno (EROS) son
metabolitos secundarios de los procesos oxidativos normales de las
células, estos son extremadamente reactivos e inestables debido a
gue poseen electrones desapareados, por lo cual capturan los
atomos de hidrégeno de una estructura quimica generando la
formacion de una molécula inestable y un efecto de reaccién en

cadena (21).

2.4.1. Fuentes de radicales libres

La generacion de los radicales libres se asocia a procesos
biolégicos o a las situaciones adversas que afectan al cuerpo

humano (22).
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Fuentes enddgenas: Los radicales libres es el resultado de
procesos aerobicos a nivel celular como la respiracion

mitocondrial y metabolismo de alimentos (22).

Fuentes exdgenas: se asocia a factores ambientales como
el ejercicio, contaminacion, tabaco, radiacion, medicamentos,

aditivos quimicos en alimentos procesados y pesticidas (22).

Estrés oxidativo

Se considera como un desequilibrio entre la generacion de
radicales libres y los mecanismo de defensa antioxidantes.
En condiciones normales nuestro organismo aporta con
cierta cantidad de antioxidantes para combatir los radicales
libres, no obstante si la produccién de radicales libres es
excesiva y las defensas antioxidantes estan comprometidas,
los radicales libres logran afectar la estructura de las
macromoléculas, tales como lipidos, carbohidratos, proteina,
ADN vy el funcionamiento celular. El estrés oxidativo se
relaciona con la generacibn de enfermedades
cardiovasculares, cancer, diabetes y envejecimiento celular

(23).
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2.5. Actividad antioxidante

Para combatir los radicales libres, nuestro organismo desarrolla
como defensa un sistema basado en agentes antioxidantes como
las vitaminas C, A, E, polifenoles, carotenoides, minerales tales
como zinc, selenio y magnesio que se obtienen a partir de la dieta.
En la figura 2.4 se puede observar el mecanismo de accién y
estructura de una molécula antioxidante, la cual le permite ceder un
electron, oxidarse y transformar en un radical libre débil no toxico

(22).

antioxidante radical libre

FIGURA 2.4 Interaccion de antioxidantes con radicales libres.
(Fuente: Velasquez M, 2004).

2.6. Polifenoles

Los compuestos bioactivos provenientes de las plantas como los
compuestos polifendlicos han ganado un interés sustancial en los

recientes afios debido a sus funciones y valor nutricional,
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incluyendo actividades antioxidantes, antimicrobianas,

antimutagénicos y antitumaéricas (9).

La actividad antioxidante de los polifenoles se centra en la accion
de los grupos fendlicos, los cuales poseen la capacidad de actuar
como donadores de electrones, reductores y formadores de
puentes de hidrogeno. Estos compuestos pueden desempefarse
como antioxidantes primarios antirradicalarios o0 como sustancias
reductoras, agentes sinérgicos o como antagonista de metales de
transicion (24). Al referirse a la propiedad quelante, se debe resaltar
gue secuestran el hierro y cobre, los cuales son catalizadores de la

formacion de radicales libres (25).

Los flavonoides constituyen la fuente mas importante de polifenoles
de las plantas (pigmentos naturales), caracterizados debido a su
actividad antioxidante atribuida a la presencia de grupos hidroxilo en
los compuestos fendlicos (26), como se observa en la figura 2.5. A
su vez proporciona efectos antiinflamatorios, antivirales y papel
protector frente a enfermedades cardiovasculares, cancer vy
diversas patologias (27). Los flavonoides son metabolizados
parcialmente a nivel del intestino delgado, mientras que otra porcion

se dirige al colon donde las enzimas segregadas por la flora
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bacteriana ayuda a que se metabolice completamente estos grupos

polifendlicos y puedan ser absorbidos por el organismo (24).

RO .

5 (OR)

OR
FIGURA 2.5 Estructura quimica de flavonoides.

(Fuente: Paredes F, 2005).

Estudios in vitro han concluido que los polifenoles naturales poseen
una mayor actividad antioxidante que las vitaminas E y C. En el
grupo de los &cidos fendlicos encontramos al acido galico, el cual se
emplea como estandar en la medicion de polifenoles totales
mediante el método de Folin-Ciocalteu, debido a su adecuada

estabilidad, alta solubilidad en agua y bajo costo (25).

2.6.1. Clasificacion de los polifenoles

En la tabla 4 se presenta la clasificacion de los compuestos

fendlicos y sus propiedades bioldgicas asignadas (28).
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relacionados

isoflavonoides,

antocianidinas,
catequinas,

leucoantocianidinas

Tabla 4
Clasificacion de compuestos fendlicos
Grupo Subgrupo Propiedades
Antioxidante frente a
Fenoles y Fenoles sencillos, desordenes
acidos estilbenos, acidos cardiovasculares,
fendlicos fendlicos antiinflamatorias y
anticancerigenas.
Sencillas, Antiinflamatorios,
Cumarinas C-prednilada, antiespasmaodicos, y
dicumarinas anticoagulantes.
Efecto antimitético,
. antimicotico, antivirico,
Simples,
S laxante
. ciclolignanos,
Lignanos flavanoliananos hepatoprotector,
10119 ’ antirradicales libres,
lignina .
diurético,
antiinflamatorio.
Flavonoles,
flavanololes, flavonas,
. flavanonas,
Flavonoides y
chalconas,
compuestos

Actividad antioxidante

Taninos

Taninos hidrolizables,
taninos condensados

Agentes guelantes

Quinonas y
antracenosidos

Benzoquinonas,
naftoquinonas,
antraquinonas,
antraciclinona,
oxantronas, antronas,
dihidroantranoles

Antitusigeno,
antisépticas, laxantes,
antibiéticas.

Fuente: (Murcia et al., 2003)



CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

La experimentacion se realizé en el laboratorio de Bioproductos del
Centro de Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE), de la
Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), Campus “Gustavo

Galindo” de la ciudad de Guayaquil, Ecuador.

3.1. Caracterizacion de la materia prima
3.1.1. Andlisis fisicoquimico

Para evaluar la calidad de las materias primas se realiz6 un
analisis fisicoquimico, que comprende una serie de pruebas,

incluyendo determinacion de humedad y cenizas.
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Las cenizas totales se denominan como todo resto
inorganico que durante el proceso de combustion no se
combina con el oxigeno, es decir queda remanente después
de la ignicion. Las cenizas insolubles son el resultado de
someter las cenizas totales a ebullicion con &cido clorhidrico
diluido y las cenizas solubles en agua estan constituidas por
las cenizas totales que se disuelven en agua (29). Las
metodologias utilizadas en la caracterizacion fisicoquimicas

se resumen en la tabla 5.

Tabla 5

Metodologia para caracterizacién fisicoquimica de las

materias primas

Parametro Método Protocolo
Humedad Gravimétrico | CBE-PROT-BP030
Cenizas Totales Gravimétrico | CBE-PROT-BP023
Cenizas solubles en | G ayimetrico | CBE-PROT-BP024
agua
Cenizas insoluble | = - . atrico | CBE-PROT-BP025
en acido

3.1.2. Tamizaje fitoquimico

La identificacibn de los principales grupos quimicos se

desarrollé segun metodologia descrita por Miranda y Cuellar
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(2000) (30), el procedimiento y protocolos se presentan en la

figura 3.1 y tabla 6, respectivamente.

Tabla 6

Protocolos empleados en el tamizaje quimico del extracto

acuoso de la cascarilla de cacao

ch?m?gss Método Protocolo
Alcaloides Colorimétrico CBE-PROT-BP006
Taninos Colorimétrico CBE-PROT-BP006
Mucilago Colorimétrico CBE-PROT-BP006
Flavonoides Colorimétrico CBE-PROT-BP006
Saponinas Colorimétrico CBE-PROT-BP006
Azlcares Colorimétrico CBE-PROT-BP006

Este analisis se inicia con el pesaje de las muestras 30 a 50
g de las tres muestras (cascarilla de cacao, cascarilla de café
y cascara de naranja), posteriormente se macera con tres
veces el peso de la muestra con agua destilada por 48 horas.
Se procede a filtrar para la obtencién del extracto acuoso,

con el cual se realizan los microensayos.
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30 a 50 g MATERIAL VEGETAL

¥

Extraer con 3 veces el peso de la muestra en volumen con
agua destilada por maceracion durante 48 horas

Filtrar
Residuo sdlido, secar, pesar
y desechar

v v \’ v

6mlen3

Extracto acuoso

porciones
Ensayos de
Dragendorff,

2 ml Ensayo
de Shinoda
(Flavonoides

10 mi
Ensayo de
Mucilago

1 6 2 gotas
Ensayo de
Principios

Mayer y Wagner )
(Alcaloides)

amargos

2 mlEnsayo 2 mlEnsayo
Fehling de Cloruro
(Azucares férrico
reductores) (Taninos)

2 m Ensayo
de Espuma
(Saponinas)

FIGURA 3.1 Esquema del tamizaje fitoquimico (Miranday
Cuéllar, 2000).
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3.1.3. Andlisis microbiolégico

Se aplic6 el método de ensayo NTE INEN 1529-6:90 para
determinacion de microorganismos coliformes totales
empleando la técnica del nimero mas probable, para ello se
tuvo como marco normativo la norma NTE INEN 1123:2006
referente a café tostado y molido (tabla 7). El analisis fue
realizado por el Programa de soporte de servicios de

alimentos de la ESPOL (Anexo Ay B)

Tabla 7

Metodologia para caracterizacién microbioldgica de las

materias primas

Parametro Método Protocolo

Coliformes Totales | Microbiologico | NTE INEN 1123:2006

3.2. Proceso de obtencion de la bebida lactea

En la figura 3.2 se presenta el proceso para elaboracion de la
bebida lactea a base de las cascarillas de cacao, café y cascara de

naranja.
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C ila d . T=60 °C
ascariia ,e > Recepcion I t=16 horas
cacao y cafeé,
cascara de naranja l
Secado
v T=100 °C
Agua i4 =
g Coccion D =5 min.
Reposo € t=5 min.
A
Filtrado »| Residuos
Leche
AzlGcar — fee > Mezclado
Estabilizante
. T=71,7°C
Pasteurizacion O
t=15 seg.
Enfriamiento - T=4°C
. ., T=4°C
Refrigeracion O —

FIGURA 3.2 Diagrama de proceso de obtencién de la bebida

|actea.
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3.2.1. Descripcion del proceso

Recepcion de la materia prima
En esta etapa las materias primas fueron sometidas a

andlisis sensoriales para aseguramiento de la calidad.

Secado

Las cascarillas de cacao, café y cascara de naranja se
sometieron a un proceso de secado en estufa
marca Memmert, con camara de flujo de aire a una
temperatura de 60°C durante 16 horas para reducir carga

microbiana y prolongar su conservacion.

Coccion

Se obtuvo el extracto acuoso al 10% de la mezcla de las
cascarillas de cacao, café y cascara de naranja obtenida
mediante coccién a 100°C en una hornilla eléctrica marca

HACEB durante 5 minutos.

Reposo
El extracto acuoso obtenido en la etapa de coccion se dejé

reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.
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Filtrado
Se procedio a filtrar para obtener el extracto acuoso libre de

particulas.

Mezclado
Se adicion¢ la leche, azucar, estabilizantes y conservantes,

se agito hasta obtener una solucion homogénea.

Pasteurizacién

Se llevd a cabo a 71,7°C, por 15 segundos

Enfriamiento

Se dejo enfriar hasta alcanzar 4°C aproximadamente.

Refrigeracién

La refrigeracion debe ser de 4°C para su conservacion.

Tratamiento térmico

Los procesos térmicos se emplean para la reduccion de la
carga microbiana en los alimentos, permitiendo el

aseguramiento de la calidad del mismo. Los parametros
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térmicos son definidos en funcion del microrganismo mas
termorresistente. De acuerdo a Holsinger, Rajkowski, Yy
Stabel, en productos lacteos Coxiella burnetti es mas
termorresistente que M. tuberculosis (31), incluso sobreviven
luego de una pasteurizacion a 61,7 ° C durante 30 min.
Debido a esto, posteriormente Enright et al. plantedé que la
pasteurizacion debe realizarse alrededor de 62,7 °C por 30
minutos o0 una pasteurizacion rapida (HTST) alcanzando una
temperatura de 71,7°C durante 15 segundos Ilo que

proporciona un margen de seguridad aceptable (32).

3.3. Disefo experimental

3.3.1. Definicion de la hipotesis

La hipdtesis establecida en funcion del disefio de

experimentos se planteé de la siguiente manera:

Ho: Las muestras proporcionadas a los jueces no presentan
diferencia significativas entre si en relacién a cada una de las

caracteristicas organolépticas.
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Ha: Las muestras proporcionadas a los jueces presentan
diferencia significativas entre si en relacion a cada una de las

caracteristicas organolépticas.

Determinacion de variables

El disefio experimental realizado en el proceso de
elaboracion de la bebida lactea tuvo como objetivo encontrar
la mejor formulacion de acuerdo a varios parametros que se
sefialan posteriormente. Se definieron tres variables
independientes, porcentaje de cascarilla de cacao, cascarilla
de café y cascara de naranja. Las variables dependientes

fueron: sabor, olor, color y apariencia.

Determinacion de las corridas experimentales

Se aplicé un disefio de mezclas de vértices extremos, y
mediante el programa Statgraphics Centurion Version 15 se
obtuvieron 13 formulaciones variando la proporcién de los
componentes del extracto como se puede apreciar en la tabla

8.



Tabla 8

Corridas experimentales.

Mezcla de componentes del extracto.

Corridas Cacao Café |Naranja
(%) (%) (%)
1 100,00 0 0
2 75,50 24,50 0,00
3 98,50 0,00 1,50
4 74,00 24,50 1,50
5 93,50 6,13 0,38
6 81,25 18,38 0,38
7 92,75 6,13 1,13
8 80,50 18,38 1,13
9 87,75 12,25 0,00
10 99,25 0,00 0,75
11 74,75 24,50 0,75
12 86,25 12,25 1,50
13 87,00 12,25 0,75

3.4. Evaluacién sensorial

Mediante una evaluacidn sensorial

se pueden analizar
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las

caracteristicas organolépticas de un alimento, las cuales resultan de

gran importancia cuando se desea elaborar un producto nuevo (33).

SABOR

El sabor implica la combinacién de tres propiedades: el olor, aroma

y gusto. Por lo que, su medicion es mas compleja. Estas
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caracteristicas por separado no provocan la misma sensacion que
en conjunto, debido a que se centran en una sola caracteristica del
alimento. El sabor es lo que permite disfrutar y diferenciar un

alimento de otro (34).

OLOR

Los objetos emiten sustancias volatiles que son percibidas por el
olfato, esta sensacion involucra tanto la impresion que producen
estas sustancias como lo que son capaz de producirlo. Esta

propiedad es Unico para cada alimento (34).

COLOR

El color es la percepcion de la luz absorbida y reflejada sobre la
retina (34). Es de interés para la industria alimentaria, ya que
permite determinar ciertas anomalias en los productos y puede

proporcionar mucha informacién acerca de su composicion.

Muchas veces el color se lo supone como indice de calidad de un
alimento, debido a que un cambio de color se lo considera proceso

de deterioro (33).
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APARIENCIA

La visidn es el medio por el cual se puede determinar la apariencia
de un objeto, es el primer contacto que tiene el consumidor con el
producto, y esté relacionado basicamente con la forma que este
posea. El color también influye en la calificacion de este atributo
(33). Es por ello, que resulta de gran importancia analizar esta

caracteristica a las formulaciones de la bebida lactea.

3.4.1. Disefio de pruebas sensoriales

A partir de las formulaciones obtenidas del disefo
experimental se realizaron las evaluaciones sensoriales,
mediante el software MINITAB 16, se llevaron a cabo
comparaciones de los resultados de las diferentes
formulaciones y se utilizé el Método de Tukey para observar
las desigualdades de los posibles pares de medias que se
pueden dar, con un nivel de confianza del 95%. Las muestras

fueron codificadas como se muestra en la tabla 9.
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Tabla 9

Muestras codificadas

Muestra | Cédigo | Muestra | Caodigo
1 5399 8 8700
2 1057 9 4507
3 2755 10 1388
4 1002 11 8261
5 6461 12 9512
6 5089 13 3173
7 9070 R Estandar

3.4.2. Materiales y procedimiento

Las evaluaciones sensoriales se llevaron a cabo en el
laboratorio de Andlisis Sensorial de Licenciatura en Nutricion
(LICNUT) como se muestra en la figura 3.3, para ello se
realiz6 una prueba de comparaciones multiples, en la cual se
analizaron 13 muestras, comparandolas contra un estandar,
marcado con “R”, que consisti6 en una bebida de marca
comercial, donde se evaluaron los atributos de sabor, olor,
color y apariencia (34). Los jueces no entrenados dieron sus
respuestas de acuerdo a las fichas sensoriales que se
encuentran en el Anexo C. Se realizaron tres sesiones para

evitar cansancio por parte de los jueces.
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FIGURA 3.3 Laboratorio de Andlisis Sensorial de LICNUT.

3.5. Caracterizacion del producto final

3.5.1. Andlisis fisicoquimico

Los analisis fisicoquimicos realizados para caracterizar el

producto final se detallan a continuacion:

e Humedad: Se realizd en la estufa marca Memmert
mediante el método gravimétrico CBE-PROT-BP030.

e Proteina: Se determiné proteinas empleando el método de
Biuret mediante espectrofotometria de acuerdo al
protocolo CBE-PROT-BP047.

e Grasas: Se utilizé6 el método Sohxlet mediante la técnica
descrita en el protocolo CBE-PROT-BP027

e Fibra cruda: Se emple6 el acido sulfurico al 0.255 N y
hidroxido de sodio al 0.313 N mediante el protocolo CBE-

PROT-BP026
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e Polifenoles: se realizd por espectrofotometria de acuerdo
al protocolo CBE-PROT-BP046.

e Grados Brix: Se utilizd un refractometro y se realizé las
mediciones por triplicado.

e Actividad antioxidante: Se llevé a cabo mediante el método

de espectrofotometria descrito en el protocolo CBE-PROT-
BPO044.
e pH: Se utilizdé un potenciémetro.

e Densidad: Se evalué mediante el método del picnémetro.

Analisis microbiolégico

El producto fue analizado bajo la norma NTE INEN
2564:2011 referente a bebidas lacteas. Para el recuento de
E. coli y coliformes totales se realizaron tres réplicas y se
utilizaron placas 3M Petrifilm. Se codificaron las placas
Petrifilm a utilizar; en la cabina de flujo laminar horizontal ya
esterilizada, se procedié a realizar 3 diluciones (1x10* 1x10?
y 1x10%) para posteriormente con una pipeta en posicion
perpendicular a la placa Petrifilm colocar uniformemente 1ml.
de muestra sobre la ldmina del film inferior y se dej6 caer el
film superior con cuidado asi se evita introducir burbujas de

aire. Con un diseminador se ejercié presion sobre la placa
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Petrifilm para proporcionar uniformidad. Posteriormente se

incubo durante 48 horas.

Para los criterios microbiolégicos de aerobios mesdfilos y
Listeria monocytogenes se emplearon las técnicas sefialados
en la tabla 10. Los analisis fueron realizados por el Programa

de soporte de servicios de alimentos de la ESPOL (Anexo E).

Tabla 10

Metodologia para caracterizacién microbiolégica del

producto terminado

Parametro Método Protocolo

Aerobios Microbiologico | Compact dry “Nissui” TC
mesofilos

Listeria Microbiologico | AOAC RI 041101
monocytogenes

3.6. Determinacion de polifenoles y actividad antioxidante

A partir del producto final se realiz6 un estudio del contenido de

polifenoles y actividad antioxidante.
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3.6.1. Contenido de polifenoles totales

La cuantificacion del contenido de polifenoles totales (CPT)
se determing utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu, protocolo
CBE-PROT-BP046. Los polifenoles fueron expresados como
equivalente de &cido galico (GAE) usando una curva de
calibracion (Apéndice A), el rango de calibracién de la curva
fue de 0 — 0,1 mg/ml con R%=0,9869. Los resultados se

expresan como miligramo de acido galico/gramo de muestra.

La metodologia aplicada fue la siguiente:

1. En un recipiente ambar se colocaron 250 pl de muestra.

2. Se anadieron 375 ul del reactivo Folin-Ciocalteu; y se dejo
reposar por 5 minutos.

3. Luego se le adicion6é 375 pl de Carbonato de sodio al
20%.

4. Se mezclaron bien las mezclas en un agitador voértex; y se
dejaron incubar por 90 minutos a temperatura ambiente.

5. Las muestras que presentaban una coloraciéon azul
intensa fueron diluidas (1:50) en agua grado HPLC.

6. Finalmente, se tomaron 100 pl de las diluciones y fueron

colocadas en una microplaca de 96 pocillos, las muestras
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fueron medidas espectrofotométricamente a 765 nm.
(Espectrofotdmetro ultravioleta-visible marca SynergyHT

BioTek).

3.6.2. Porcentaje de actividad antioxidante

La determinacion del porcentaje de actividad antioxidante
(%AA) fue adaptado a partir del método propuesto por
McCue y Shetty (2008). Se basa en la estabilidad del 1,1-
difenil- 2-picrilhidrazil (DPPH), el cual es un radical libre al
poseer un electrén desapareado, lo que le proporciona una
coloracion violeta caracterizada por una banda de absorcién
en solucion etanolica, centrada alrededor de 517 nm. Cuando
el radical DPPH reacciona con un compuesto antioxidante;
es decir, una sustancia que puede donar un atomo de
hidrogeno u otra especie radical (R.) se produce la forma
reducida DPPH-H 6 DPPH-R con la pérdida consecuente del
color y por lo tanto la pérdida de la absorbancia (35). El

procedimiento se describe a continuacion:

1. Se realizd una solucién del radical DPPH al 0,1 mM en
etanol. Se tomaron 800 ul de la solucién etandlica de

DPPH y se mezclaron con 200 pl de la muestra o etanol
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(control), se agitdé fuertemente y se dejo incubar durante
de 30 minutos a temperatura ambiente protegidas de la
luz.

2. Luego las muestras fueron centrifugadas (Thermo
Scientific) a 9500 rpm por un lapso de 10 minutos.

3. Se tomaron 100 pl del sobrenadante y se lo coloc6 en una
microplaca de 96 pocillos, para luego medir la absorbancia
de cada muestra mediante un Espectrofotometro marca
SynergyHT BioTek con una longitud de onda de 517 nm.

4. El porcentaje de captacion de los radicales libres se

calculo con la siguiente ecuacion [2] (35):

(Abs. — Abs,,)
%AA con DPPH = he x100 [2]
C

Donde, Abs. es la Absorbancia del control y Absq, la

Absorbancia de la muestra.

3.7. Determinacion de cafeina

La cafeina es un alcaloide de facil absorcion, se metaboliza en el

higado y es excretada por medio de la orina, produce un aumento
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en el estado de alerta, disminuye el agotamiento fisico y mental,
estimula el sistema nervioso central, muscular, respiratorio y
cardiovascular por lo cual la FDA (Food and Drug Administration) ha
recomendado que la ingesta diaria permisible sea de 300 mg en

adultos sanos (36).

Debido a las diferentes alteraciones que puede producir el consumo
de este compuesto en el organismo, es importante cuantificarla en
los productos alimenticios. Uno de los métodos mas confiables para
su determinacion es la Cromatografia liquida de alta eficacia
(CLAE) 0 denominado también High performance liquid
chromatography (HPLC, por sus siglas en inglés), el cual se basa
en la separacion de componentes de una mezcla para su

identificacion.

Los procedimientos utilizados para la determinacion de cafeina
fueron adaptados a partir de la metodologia descrita por Amaro. et
al. (2008). Se empledé un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) marca Perkin Elmer series 200, equipado con
detector UV-VIS, columna C18 de 250x4.20mm 5 um. Se utilizé la
mezcla de solventes grado HPLC metanol-agua (40:60) como fase

movil, con un flujo de 1ml/min, longitud de onda 254nm y 5 minutos
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de tiempo de corrida. El volumen de inyeccion fue de 10 pL para las

muestras y el estandar (37).

Se realizé una curva de calibracion para la cual se prepararon
varias concentraciones (800, 600, 400, 200, 100, 50 y 25 ppm) a
partir de una solucion estandar de cafeina de 1000 ppm (Apéndice
C). Cada una de las diluciones preparadas fueron corridas en el
cromatégrafo HPLC con las condiciones descritas en el parrafo
anterior, para luego determinar el area bajo la curva de cada una de

las diluciones.

Para la extraccion de la cafeina se realiz6 una dilucién en metanol
(50:50) de las muestras, asistida por ultrasonido por un tiempo de

30 minutos, esto ayuda al aislamiento de compuestos bioactivos.

Balance de materia

En la figura 3.4 se presenta el balance de materia para elaboracién
de la bebida lactea a base de las cascarillas de cacao (A), café (B) y

cascara de naranja (C).



Agua
197,26 g
Leche 74 g
Azlcar 12,22 g
Conservantes y 0,28 g

estabilizantes

Materia prima
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Cascarilla de café (B):
Cascara de naranja (C):

18,50 g
4,25
0,33

g
g

Recepcion

—

\2

Materia prima
A: 18,1 g
B: 41¢g
C: 0,30 g

98,04 %
96,69 %
91,43 %

Secado

v

Materia prima
A: 16,31 g
B: 3,758
C: 025¢g

86,79 %
86,95 %
69,55 %

Coccién

v

Materia prima + Agua
98,01 %

21324 g

Filtrado

\2

Extracto
118,69 g

55,66 %

Mezclado

v

Bebida lactea
205,19 g

A:
B:
C:
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Material extrafio

0,36 g 1,9 %

014g 331%

003g 857 %
Agua

2,04 g 11,25 %
0401g 9,74 %
0,067 g 21,88 %

Vapor

4,33g 1,99 %

Residuo
94,55 g 44,34 %

FIGURA 3.4 Diagrama de balance de materia.
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Mediante el balance de materia, se obtuvo un 67% de rendimiento
total, especificamente durante el proceso de filtrado se presento el
mayor porcentaje de pérdida, es decir el retiro de las cascarillas de

cacao, café y cascara de naranja.



CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1.Caracteristicas de la materia prima
4.1.1. Analisis fisicoquimico

En la tabla 11 se presentan los resultados de la composicion
proximal de las materias primas, se observdé que los
principales parametros fisicoquimicos analizados estuvieron
dentro de los parametros permitidos de acuerdo a la norma
NTE INEN 1123:2006: Café tostado y molido. Al comparar el
porcentaje de humedad de la cascarilla de café se obtuvo
una cifra superior al rango permitido que es 5%, para reducir

este factor la muestra fue sometida a un proceso de secado.
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Al referirse a cenizas totales el limite maximo fue del 5%
considerado dentro de los rangos fisicoquimicos definidos.
Aplicando la NTE INEN 2392:2013. Hierbas aromaticas. Los
requisitos en relacion al porcentaje de cenizas insolubles en
acido el rango permisible es 2%, las muestras de cascarilla

de cacao y café cumplieron con el parametro especificado.

Tabla 11

Composicién proximal de las materias primas

Pardmetro A (%) B (%) C (%)
Humedad 4,12+0,35 | 10,69+0,22 | 53,67+0,56
Cenizas Totales 6,71+0,85 | 6,31+0,34 | 1,34+0,85
Cenizas solubles en | 5 440,27 | 4,2140,50 | 0,62+0,10
agua
Cenizas insoluble en | 4 15,4 09 | 1471038 | 0,49+0,36
acido

A = Cascarilla de cacao, B = Cascarilla de café, C = Cascara

de naranja.

4.1.2. Tamizaje fitoquimico

Como se observa en la tabla 12, los resultados del tamizaje
fitoquimico muestran que las materias primas presentan
alcaloides (cafeina y/o teobromina), flavonoides y taninos, los
cuales resultan de gran interés debido a sus propiedades

antioxidantes.
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Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de las materias

primas
Grupos Resultado
quimicos Prueba A B C
Dragendorff (+) (+) (+)
Alcaloides Mayer (+) (+) (+)
Wagner (+) (+) (+)
Taninos Cloruro Férrico Vi Vi Vi
Mucilagos Mucilago ) (-) (-)
Principios Amargo Amargo | Amargo | Amargo
amargos
Saponinas Espuma ) ) )
Azlcares .
reductores Fehling ) ) ™)
Flavonoides Shinoda (+) (+) (+)

A = Cascarilla de cacao; B = Cascarilla de café; C = Cascara de
naranja; Vi = Verde intenso; (-) = Negativo; (+) = Positivo

Ademas, se

realiz6 la cuantificacion del contenido de

polifenoles totales de las materias primas mediante el método

del Folin-Ciocalteu expuesto en el capitulo anterior. Se

obtuvo como resultado que la cascarilla de cacao contenia

4,55 + 0,43 mg GAE/g muestra, la cascarilla de café 6,63 +

0,80 mg GAE/g muestra y la cascara de naranja 27,8 + 0,64

mg GAE/g muestra, datos que se aproximan a los de la

bibliografia.
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4.1.3. Analisis microbiolégico

En la tabla 13 se presentan los resultados del analisis
microbiolégico, los cuales no cumplen con la norma NTE
INEN 1123:2006 siendo el limite maximo 3,0. Se procedio a
aplicar un proceso de secado térmico previamente
especificado en el diagrama de proceso de obtencion de la

bebida lactea.

Para el analisis de la cascara de naranja se emple6 el Kit de
E. coli y coliformes totales, reportando un resultado negativo

en ambos casos.

Tabla 13

Resultados de la caracterizacién microbiolégica de las

materias primas

Resultado (NMP/g)

Parametro Método

A B c
Collformes | yicrobiolégico | 1.5x 10" | 2.1x 10" | Negativo
Totales

A = Cascarilla de cacao, B = Cascatrilla de café, C =
Céscara de naranja
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4.2. Validacion estadistica del disefio experimental

Las caracteristicas organolépticas son de gran importancia en el
desarrollo de un producto alimenticio, debido a que permite
determinar la calidad sensorial del alimento. Es por ello que,
mediante la evaluacion sensorial se analizaron estadisticamente las
formulaciones obtenidas en el disefio de mezclas mediante un

analisis ANOVA y la prueba de Tukey.

4.2.1. Analisis estadistico: ANOVA

Mediante el software MINITAB 16, se analizaron
estadisticamente cada uno de los atributos sensoriales:
sabor, olor, color; apariencia; se aplicé el andlisis ANOVAY la
prueba de Tukey, con un nivel de confianza del 95%. Los

resultados se presentan en la tabla 14.
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Tabla 14.

Respuestas del disefio experimental

Atributos Sensoriales

Corridas
Sabor Olor Color Apariencia

6,03+ 1,52° 6,73+ 1,44® 6,77+ 1,41° 6,97 + 1,25°
4,90+ 2,07% 6,47+ 1,76® 7,00+ 1,34° 6,93+ 1,60°
497+ 1,38° 6,40+ 1,54° 6,30+ 1,42° 6,43 + 1,43°
6,73+ 1,57° 6,37+ 1,71* 7,03+ 1,50° 6,73+ 1,74°
580+ 1,61° 6,93+ 1,34* 6,77+ 1,19° 6,77 + 1,33°
6,47+ 1,50° 7,00+ 1,34® 7,67+ 1,06° 7,83+ 1,12
6,03+ 1,52° 6,97+ 1,43% 7,57 + 1,30° 7,67 + 1,24¢
723+ 1,17% 7,17+ 151 7,67+ 1,22" 7,87+ 1,31¢
587+ 203 7,13+ 1,63% 7,77+ 1,25% 7,87+ 1,17"
6,00+ 1,91° 7,00+ 1,44® 7,67+ 1,18° 7,80+ 1,10°
6,67+ 1,24° 7,27+ 155 7,33+ 1,35° 7,23+ 1,10°
587+ 1,55° 6,50+ 1,59° 6,63+ 1,72 6,93+ 1,46°
13 537+ 1,27° 6,30+ 1,73* 6,13+ 1,50* 6,33 1,562

O© 0N Ul b WN P

e
N B O

Los valores estan expresados como p+S: valor promedio (n=30) +
desviacion estdndar. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre las muestras segun la prueba de Tukey (p
<0,05).

A continuacioén se analizan cada uno de los atributos:

Sabor

Mediante un analisis ANOVA con Valor-P < 0,05 (Apéndice
D), se determiné que si existe diferencia significativa; es decir
gue al menos una de las muestras presentadas a los jueces

fue diferente.
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Empleando la prueba de Tukey (tabla 14) con un nivel de
significancia de 5%, se pudo concluir que la muestra que
presento diferencia significativa fue la muestra 8700, la cual
tuvo mayor grado de diferencia de acuerdo a la caracteristica
de sabor. Mientras que las muestras 2755 y 1057
presentaron menor diferencia al contrastarlo contra el

estandar como se muestra en la figura 4.1
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wn — o — [(s} LN (o)} o0 < i 0 (e)] o
Muestras
Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre las muestras segun la prueba de Tukey (p <0,05)

FIGURA 4.1 Gréafica de barras de los resultados obtenidos

del atributo sabor.
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Olor

Para el analisis estadistico se establecié que la hipotesis nula
sefalaba que todas las muestras presentaban el mismo olor,
mientras que la alterna enunciaba que al menos una
presentaba diferencia significativa. Con un valor p mayor a
0,05 (p=0,122), no existia evidencia estadistica para rechazar
la hipdtesis nula, es decir que ninguna de las muestras
presentaba diferencia significativa en cuanto al olor

(Apéndice E).
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Muestras
Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre las muestras segun la prueba de Tukey (p <0,05)

FIGURA 4.2 Gréafica de barras de los resultados obtenidos

del atributo olor.
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Color

De las diferentes formulaciones presentadas a los jueces, se
determind que si existia diferencia significativa entre si,
demostrado estadisticamente en el apéndice F, de acuerdo

al andlisis ANOVA realizado.

Los resultados obtenidos mostraron que las mezclas 9070,
1388, 4507 y 8700, presentaron mayor diferencia en cuanto
al color que las demas, esto se lo interpreta conforme a la
superioridad de sus medias, expresado con un nivel de

confianza del 95% (figura 4.3).
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Muestras

Las letras diferentes indican diferencias significativas entre
las muestras segun la prueba de Tukey (p <0,05)

FIGURA 4.3 Grafica de barras de los resultados obtenidos

del atributo color.
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Apariencia

En base a los resultados obtenidos en el apéndice G, se
pudo afirmar con un nivel de confianza del 95%, que al
menos una de las formulaciones presentaba diferencia
significativa debido a que el Valor-P fue menor a 0,05. Por lo
gue se tuvo que definir cual de ellas era la diferente, esto se

lo realiz6 a través de la Prueba de Tukey (tabla 14).

Al 5% de significancia, dado que los promedios de las
valoraciones sensoriales mas altas correspondieron a las
formulaciones 4507, 8700, 5089, 9070 y 1388 (figura 4.4),
qgue fueron significativamente distintas a las otras, se
concluyd que estas formulaciones presentaban mejor

apariencia que las demas.
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Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre las muestras segun la prueba de Tukey (p <0,05)

FIGURA 4.4 Grafica de barras de los resultados obtenidos

del atributo apariencia.

Consecutivamente, con el objetivo de maximizar el contenido
de polifenoles totales de la formulacién final se escogieron
las cinco mezclas que presentaron las mejores
caracteristicas organolépticas evaluadas en el analisis
sensorial; las mezclas: 5089, 9070, 8700, 4507 y 1388, para
lo cual se planteé un modelo matematico (Ecuacion 3) que
relaciona el contenido de polifenoles (mg GAE/g muestra) y
los porcentajes de los componentes del extracto en funcién
de las muestras que presentaban las mejores propiedades

sensoriales. Se procedi6 a realizar una optimizacién del
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modelo en Microsoft Excel 2010 mediante la opcioén Solver;
donde se definieron como variables (X;) los porcentajes de

cada componente como se presenta a continuacion:

X1: Porcentaje de cascarilla de cacao
Xo: Porcentaje de cascarilla de café

X3: Porcentaje de cascara de naranja

De acuerdo al objetivo del problema la funcion objetivo (Z) se
establecio basado en el contenido de polifenoles de cada uno
de los componentes correspondientes a las variables de

decision.

Maximizar Z = 4,55X; + 6,63X; + 27,81X3 [3]

El modelo estuvo sujeto a las siguientes restricciones:

a) Los porcentajes de residuos de la mezcla deben sumar
100%.

X1+ X2+ X3 =100
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b) Restricciones de componentes, que expresan las
cantidades minimas y maximas de porcentaje en que los
residuos deben encontrarse para conservar la calidad
sensorial.

80,5 < X; 99,25
0,0<X,<18,38

0,0=X3=<1,13

c) Restriccion de no negatividad.

X1+X2+X320

Posteriormente, se aplicO Solver con las condiciones
anteriormente establecidas de acuerdo a las cinco mejores
formulaciones, maximizando de esta manera el contenido de

polifenoles, sin descuidar las caracteristicas sensoriales.

La formula optimizada se presenta en la tabla 15, donde se
muestra el informe de respuesta de Solver, que manifiesta
gue para obtener 100% de extracto con el maximo contenido
de polifenoles, se deben mezclar 80,5% de cascarilla de
cacao, 18,37% de cascarilla de café y 1,13% de cascara de

naranja para elaborar el extracto de la bebida lactea. La cual
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coincide con la formulacion de la muestra 8700,

constituyendo la formulacion final.

Tabla 15

Resumen del informe de respuesta de Solver

Celda objetivo (Max.)
Celda Nombre V.al'or Valor final
original
SES13 % componentes F.O (Z) 0 5,19
Celdas de variables
Celda Nombre Valor Valor final
original
SB$13 % componentes C. Cacao 0 80,5
SCS$13 % componentes C. Café 0 18,37
SDS$13 % componentes C. Naranja 0 1,13
Restricciones
Valor de ;
Celda Nombre Férmula Estado Demora
la celda
SES18 Total de mezcla (%) LIE 100 SES18=5FS$S18 Vinculante 0
SES19 C. Cacao (%) LIE 80,5 SES19>=$F$19 Vinculante 0
SES20 C. Café (%) LIE 18,37 SES20>=SF$20 Novinculante 18,37
SES21 C. Naranja (%) LIE 1,13 SES21>=SF$21 No vinculante 1,13
SES22 C. Cacao (%) LIE 80,5 SES22<=5FS22 Novinculante 18,75
SES23 C. Café (%) LIE 18,37 SES$23<=$F$23 No vinculante 0,01
SES24 C. Naranja (%) LIE 1,13 SES24<=SF$24 Vinculante 0
SBS13 % componentes C. Cacao 80,5 SB$13>=0 No vinculante 80,5
$CS13 % componentes C. Café 18,37 SCS$13>=0 Novinculante 18,37
SD$13 % componentes C. Naranja 1,13 $SDS13>=0 No vinculante 1,13

Perfil sensorial del mejor tratamiento

De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluacion

sensorial y la optimizacion, la férmula que presentd las
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mejores caracteristicas sensoriales (sabor, olor, color y
apariencia) fue la muestra 8700, que contenia
80,5:18,37:1,13 de cascarilla de cacao, cascarilla de café y

cascara de naranja, respectivamente.

Apariencia

Olor

= Bebida Lictea

Sabor

FIGURA 4.5 Perfil sensorial de la bebida lactea.

4.3. Caracterizacion del producto final

La importancia de caracterizar un producto alimenticio dirigido para
el consumo humano es indispensable para su comercializacion
porque permite garantizar la calidad e inocuidad del producto. Es

por ello, que una vez obtenida la mejor formulacion se procedio a
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realizar diversos andlisis para conocer las caracteristicas
fisicoquimicas, microbiolégicas y presencia de compuestos

bioactivos de interés en el producto.

4.3.1. Analisis fisicoquimico

El andlisis fisicoquimico consistio en la determinacion de
proteina, carbohidratos, grasas, fibra, cenizas, pH, grados
Brix y densidad. En la tabla 16 se observa la composicion
proximal de la bebida lactea donde se puede resaltar su

porcentaje proteico 3,16%.

Tabla 16

Composicion proximal de la bebida lactea

Parametro (9) (%)
Humedad 226,18+0,05 87,16
Carbohidratos 20,04* 7,71*
Proteinas 8,19+0,71 3,16
Grasas 5,09+0,09 1,97
Fibra 0,00 0

(*) Obtenido por diferencia de la composicion proximal

Se recopilé los datos para realizar una comparacion con un
producto de la misma naturaleza que se encuentra en el

mercado, (tabla 17). Se pudo concluir que ambos productos
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poseen caracteristicas fisicoquimica similares, cabe recalcar
el porcentaje de proteina que en ambos casos oscila entre 8

(marca comercial) y 8,20 g (bebida lactea).

Tabla 17

Comparacion de la composicion proximal de la bebida

lactea y marca comercial

Resultados (g)
Parametro Bebida lactea Marca
comercial
Humedad 226,18+0,05 189,5+0,09
Carbohidratos 20,04* 30
Proteinas 8,19+0,71 8
Grasas 5,09+0,09 4
Fibra 0,00 0
°Brix 13,7+0,06 15,8
Ph 6,41+0,02 6,58
Densidad (g/ml) 1,038 1,100

(*) Obtenido por diferencia de la composicion proximal

Ademas, se realizo el perfil fisicoquimico del residuo del
extracto (tabla 18) obtenido después de la coccion, el
parametro que resalta es el porcentaje de fibra, el cual se
encuentra (26,29 + 0,03), y que de acuerdo a datos
bibliograficos se podria emplear este residuo para

alimentacion animal (6).
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Tabla 18

Composicién proximal del residuo del extracto

Parametro %

Humedad 4,12+0,31
Grasas 5,22+0,40
Fibra 26,29+0,03
Cenizas Totales 5,57+0,47
Cenizas solubles en agua 2,31+0,15
Cenizas insoluble en &cido 1,80+0,14

4.3.2. Analisis microbioldgico

Los alimentos es la principal fuente transmisora de
enfermedades gastrointestinales, ya sea por una mala
manipulacion o alguna complicacién durante la cadena
productiva. Hoy en dia, gracias a una serie de estudios se ha
logrado conocer el origen, fuente de desarrollo y las
patologias que provocan los microorganismos, por lo cual al
referirse a un producto alimenticio dirigido hacia consumo
humano es indispensable la realizacion de un analisis
microbiolégico para saber si existe presencia de alguna

bacteria causante de las ETAs (38).
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La caracterizacion microbiolégica del producto terminado dio
como resultado para los ensayos de E. Coli y coliformes
totales, una vez transcurridas las 48 horas que requeria el Kit
RIDA®COUNT Coliform, no se observo crecimiento
microbiano (Anexo D). Para aerobios mesoéfilos presentd
7,5x10° UFC/ml que estad por debajo del limite permitido
(<5,0x10* UFC/ml), en cuanto a Listeria monocytogenes
hubo ausencia/25g de muestra (Anexo E), por lo que cumple
con la norma de calidad NTE INEN 2564:2011 referente a

bebidas lacteas.

4.4. Determinacién de polifenoles y actividad antioxidante

Comparativamente el mayor porcentaje de polifenoles totales se
observo en la bebida lactea (4,99 + 0,34 mg GAE/g muestra).
Referente a la actividad antioxidante la bebida lactea posee 80,14 +
0,05 %, mientras que la marca comercial tiene 55,54 + 0,03 %. Ver

tabla 19.
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Tabla 19

Comparacion de polifenoles y actividad antioxidante de la bebida

lactea y marca comercial

, Resultados
Parametro : = ;
Bebida lactea Marca comercial
Polifenoles totales
(Mg GAE/g muestra) 499 + 0,34 3,93+0,84
Actividad antioxidante 80.14 + 0,05 55.54 + 0,03

(%0)

Los tratamientos térmicos implican la pérdida de compuestos
bioactivos, por lo que luego de la pasteurizacion se observa que

existe una disminucién de la actividad antioxidante en un 4,10%.

Determinacién de cafeina

En el apéndice C se observa la curva de calibracion de cafeina, la
cual se graficé con los datos de concentracion y area bajo el pico de
las diferentes diluciones del estandar de cafeina. Esta curva

presenté un coeficiente de correlacion R? de 0,9981.

Para cada dilucién se obtuvieron distintos valores de area bajo el
pico y tiempos de retencién cercanos, los cuales se muestran en la
tabla 20. En el apéndice H se pueden observar los cromatogramas

de las diferentes diluciones del estandar.



Tabla 20

Resultados HPLC del estandar de cafeina

Concentracion de

Tiempo de retencion

Area bajo el Pico

la dilucién (ppm) (minutos) (uV*sec)
25 3,830 316193,91
50 3,896 556270,86
100 3,810 1453251,75
200 3,830 2437939,14
400 3,836 4896812,49
600 3,781 7392766,22
800 3,781 10360759,28

Seguidamente, cada pico cromatografico de las muestras fueron

analizados en el rango estimado entre 3,810 y 3,896 minutos.

CAFEINA

FIGURA 4.6 Cromatograma de la bebida lactea.
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En la figura 4.6 se pueden observar cuatro picos en el
cromatograma para la bebida lactea, se seleccioné el pico con
tiempo de retencion 3,835 minutos y un area bajo el pico de
765349,05, debido a que este tiempo de retencién se encuentra

dentro del rango determinado para la cafeina en la tabla 17.

CAFEINA

FIGURA 4.7 Cromatograma de la marca comercial.

En la figura 4.7 se observan varios picos en el cromatograma para
la muestra de la marca comercial, se escogio el pico con tiempo de

retencion 3,334 minutos y un area bajo el pico de 638817,64 debido
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a que este tiempo de retencion se encuentra dentro del rango

determinado para la cafeina en la tabla 17.

Por consiguiente, a partir de la ecuaciéon de la curva de calibraciéon
las concentraciones de cafeina para la bebida lactea y la marca

comercial fueron de 57,39 mg/L y 47,44 mg/L respectivamente.



CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Los resultados obtenidos nos permiten arribar a las siguientes

conclusiones:

El mejor disefio experimental de mezcla se obtuvo con la proporcion
de 80,5 % de cascarilla de cacao; 18,37 % de cascarilla de café y
1,13 % de cascara de naranja, evaluados sensorialmente por sus
atributos de sabor, olor, color y apariencia. El contenido de
polifenoles totales encontrados en la bebida lactea fue de 4,99 +

0.34 mg GAE/g muestra.
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La bebida lactea seleccionada present6 parametros fisicoquimicos y
microbiologicos dentro de los rangos establecidos por la norma NTE

INEN 2564:2011 para bebidas lacteas.

Se encontré para la bebida lactea una actividad antioxidante de
80,14 + 0,05 %, lo que demuestra la posibilidad elaborar un
producto a base de residuos agroindustriales con esta actividad y

atributos sensoriales agradables.

El contenido de cafeina en la bebida lactea (57,39 mg/L) se
encontré dentro del limite maximo de la ingesta diaria establecida

por la FDA (300 mg).

Recomendaciones

Realizar un estudio de factibilidad economica para la elaboracion de

la bebida lactea a escala industrial.

Llevar a cabo una evaluacion de la vida de anaquel del producto
acompafiada de la medicibn de polifenoles durante su
almacenamiento para cuantificar las pérdidas y conocer la

estabilidad de dichos compuestos.
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Mantener un adecuado manejo postcosecha de la cascarillas de

cacao y café para evitar la presencia de ocratoxinas.
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APENDICE A

CURVA DE CALIBRACION UTILIZANDO AC. GALICO COMO

ESTANDAR A 765 nm. PARA DETERMINACION DE POLIFENOLES

TOTALES.
Con. Ac. Galico (mg/L) | Absorbancia
0 0
1 0,095
2 0,206
3 0,329
4 0,364
5 0,511
Absorbancia
0,6
05 y = 0,0996x + 0,0019
’ RZ= 0,9869/
0,4 *
0,3 )/ @ Absorbancia
0,2 —— Lineal (Absorbancia)
0,1
O T T 1
0 2 4 6




APENDICE B

CURVA DE CALIBRACION UTILIZANDO ALBUMINA COMO ESTANDAR
A 550 nm. PARA DETERMINACION DE PROTEINAS MEDIANTE EL

METODO DE BIURET.

Concentracion de la Solucion Absorbancia
Albumina(mg/ml)
0 0,079
0,25 0,081
0,5 0,093
0,75 0,096
1 0,097
Absorbancia
00.000
y =0,0209x + 0,0787
00.000 e
00.000
@ Longitud ed onda 550
00.000 nm
— Lineal (Longitud ed
00.000 onda 550 nm)
00.000
00.000 T T ,
0 0,5 1 1,5




APENDICE C

CURVA DE CALIBRACION UTILIZANDO CAFEINA COMO ESTANDAR A
UNA CONCENTRACION DE 1000 PPM MEDIANTE EL METODO DE

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

Concentracion de la Area
Dilucion (ppm) (uV*sec)

25 316193,91
50 556270,86
100 1453251,75
200 2437939,14
400 4896812,49
600 7392766,22
800 10360759,28

Curva estandar de cafeina

12.000.000

10.000.000 y =12718x - 35408 o
T R*=0,9981

8.000.000 /
6.000.000
/ & Seriesl
4.000.000 / ——Lineal (Series1)
2.000.000 /
000

0 200 400 600 800 1000

Concentracion (ppm)

Area (uV*sec)




APENDICE D

VALIDACION ESTADISTICA PARA EL ATRIBUTO SABOR

HO: p1= o= Us= Ug= Us= Ue= 7= Us= Mo= U10= H11= U12= 13

Ha: —=Ho

Analisis Varianza un solo factor

ANOVA unidireccional: 5399; 1057; 2755; 1002; 6461, 5089; 9070; 8700; ...

Fuente
Factor
Error
Total

S =1,59

GL
12
377
389

SC CM F P

164,32 13,69 5,42 0,000
951,67 2,52
1115,99

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

8700
1002
8261
5089
9070
5399
1388
9512
4507
6461
3173
2755
1057

N
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

Media
7,233
6,733
6,667
6,467
6,033
6,033
6,000
5,867
5,867
5,800
5,367
4,967
4,900

Agrupacién

g A
WwWwWwwwwwww
CHONO NS NONONONO NS

vavEvEvEvEvRvEvEw)

Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%



APENDICE E

VALIDACION ESTADISTICA PARA EL ATRIBUTO OLOR

HO: p1= o= Us= Ug= Us= Ue= 7= Us= Mo= U10= H11= U12= 13
Ha: =Ho

Analisis Varianza un solo factor

ANOVA unidireccional: 5399; 1057; 2755; 1002; 6461; 5089; 9070; 8700; ...

Fuente GL SC CM F P
Factor 12 40,77 3,40 1,42 0,152
Error 377 899,13 2,38

Total 389 939,91

S = 1,544
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

N Media Agrupacidn
8261 30 7,233
8700 30 7,167
4507 30 7,133
1388 30 7,000
5089 30 7,000
9070 30 6,967
6461 30 6,933
5399 30 6,733
9512 30 6,500
1057 30 6,467
2755 30 6,400
1002 30 6,367
3173 30 6,300

b i

Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%



APENDICE F

VALIDACION ESTADISTICA PARA EL ATRIBUTO COLOR

HO: p1= o= Us= Ug= Us= Ue= 7= Us= Mo= U10= H11= U12= 13

Ha: —=Ho

Analisis Varianza un solo factor

ANOVA unidireccional: 5399; 1057; 2755; 1002; 6461; 5089; 9070; 8700; ...

Fuente GL
Factor 12
Error 377
Total 389
S = 1,352

SC CM F P

112,37 9,36 5,12 0,000
689,43 1,83
801,81

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

4507
8700
1388
5089
9070
8261
1002
1057
6461
5399
9512
2755
3173

N
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

Media
7,767
7,767
7,667
7,667
7,567
7,333
7,033
7,000
6,767
6,767
6,733
6,300
6,133

Agrupacién

i S i

o0 wwwwww
OHONONONONONS!

Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%



APENDICE G

VALIDACION ESTADISTICA PARA EL ATRIBUTO APARIENCIA

HO: p1= o= Us= Ug= Us= Ue= 7= Us= Mo= U10= H11= U12= 13

Ha: —=Ho

Analisis Varianza un solo factor

ANOVA unidireccional: 5399; 1057; 2755; 1002; 6461; 5089; 9070; 8700; ...

Fuente GL
Factor 12
Error 377
Total 389
S = 1,353

SC CM F P

114,17 9,51 5,20 0,000
689,90 1,83
804,07

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

4507
8700
5089
1388
9070
8261
5399
9512
1057
6461
1002
2755
3173

N
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

Media
7,867
7,867
7,833
7,800
7,667
7,233
6,967
6,933
6,933
6,767
6,733
6,433
6,333

Agrupacién

i i A i

Wwwwwwww

Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%



APENDICE H

CROMATOGRAMAS DE LAS DILUCIONES DE LA CURVA DE

CALIBRACION DEL ESTANDAR CAFEINA

e DILUCION A 800 PPM

GO% TR BRR BT CARYMEEER REN T AAL 9B o mEEeNe  me i3 § & RaneEy
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DILUCION A 600 PPM

et

T

T T T T T T

DILUCION A 400 PPM

5




DILUCION A 200 PPM

DILUCION A 100 PPM
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e DILUCION A 50 PPM
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ANEXO A

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE COLIFORMES TOTALES PARA

MUESTRA DE CASCARILLA DE CAFE

PROGRAMA DE SOPORTE DE
SERVICIOS DE ALIMENTOS DE LA
ESPOL
DATOS DEL CLIENTE [ = v
E% ".:} &
Karen Suarez IMGEMIERILA
Contacto: - EM ALIMENT®S
Gianella Franco
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
Nombre: Cascara de café tostado
Tipo de muestra: Café tostado y molido
Fecha de recepcion: 24 de febrero del 2014
Fecha de analisis: 24 de febrero del 2014
Codigo de la muestra: CASCATOS
| ANALISIS MICROBIOLOGICO |
PARAMETRO UNIDAD RESULTADO REQUISITO METODO DE ENSAYO
Coliformes totales MMP/g 21x10° 3.0x10° NTE INEN 1123:2006

| DESERVACIONES |

Lz muestra NO cumple con los parametros microbiologicos segim la Norma Téeniea Ecuatoriana NTE INEN 1123

FECHA DE EMISION Guaryaguil, 26 de febrero del 2014

Mario Guadalupe Msc. Maria Fernanda Morales

ANALISTA COOFDINADOEA P55A

M5c. Haydee Torres
COORDINADORA DE LA CARRERA DE INGEMIERIA EN ALIMENTOS



ANEXO B

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE COLIFORMES TOTALES PARA

MUESTRA DE CASCARILLA DE CACAO

ESCUELA SUPERIOR

POLITECNICA DEL LITORAL

PROGRAMA DE SOPORTE DE
SERVICIOS DE ALIMENTOS DE LA
ESPOL
| DATOS DEL CLIENTE | -
PG ER L E RLA,
Contacto: Karen Suarez EN 1«| IMENTES

Gianella Franco

| IDENTIFICACION DE LA MUESTRA |

Nombre: Cascara de cacao tostado
Tipo de muestra: Café tostado y molido
Fecha de recepcion: 24 de febrero del 2014
Fecha de andlisis: 24 de febrero del 2014
Codigo de la muestra: CASCOTOS
| ANALISIS MICROEIDLOGICO |
PARAMETRO UNIDAD RESULTADO REQUISITO METODO DE ENSAYO
Coliformes totales NMFP/g 15 x 10" 3.0x10° NTE IMEN 1123:2006
| OBSERVACIONES |

La mmestra NO cumple con los parametres micrebiologicos segim la Merma Téenica Ecuatoriana NTE INEN 1123

FECHA DE EMISION Guayaguil, 26 de febrere del 2014

Mario Guadalupe Msc. Maria Fernanda Morales

ANALISTA COOEDINADOEA PS5A

M5c. Haydee Torres
COORDIMNADDORA DE L4 CARRERA DE INGEMIERIA EN ALIMENTOS




ANEXO C

Nombre: Fecha:

PRUEBA DISCRIMINATIVA
Producto: Bebida lactea

En la mesa frente a usted hay seis muestras de bebida lactea para que las compare en
cuanto a SABOR.
Una de las muestras estd marcada con “R” 'y las otras tienen codigos.
Pruebe cada de las muestras y comparelas con R, e indique su respuesta a
continuacion, marcando con una X donde corresponda:

Muestras 8261 9512 6386 7969 3173

Mas deliciosa que R

Igual que R

Menos deliciosa que R

Indique cual es la diferencia:

Nada

Ligera

Moderada

Mucha

Muchisima

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS



Nombre: Fecha:

PRUEBA DISCRIMINATIVA
Producto: Bebida lactea

En la mesa frente a usted hay seis muestras de bebida lactea para que las compare en
cuanto a OLOR.
Una de las muestras estd marcada con “R” vy las otras tienen codigos.
Pruebe cada de las muestras y comparelas con R, e indique su respuesta a
continuacion, marcando con una X donde corresponda:

Muestras 8261 9512 6386 7969 3173

Mas olorosa que R

Igual que R

Menos olorosa que R

Indique cual es la diferencia:

Nada

Ligera

Moderada

Mucha

Muchisima

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS



Nombre: Fecha:

PRUEBA DISCRIMINATIVA
Producto: Bebida lactea

En la mesa frente a usted hay seis muestras de bebida lactea para que las compare en
cuanto a COLOR.
Una de las muestras estd marcada con “R” y las otras tienen codigos.
Pruebe cada de las muestras y comparelas con R, e indique su respuesta a
continuacion, marcando con una X donde corresponda:

Muestras 8261 9512 6386 7969 3173

Mas clara que R

Igual que R

Menos clara que R

Indique cual es la diferencia:

Nada

Ligera

Moderada

Mucha

Muchisima

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS



Nombre: Fecha:

PRUEBA DISCRIMINATIVA
Producto: Bebida lactea

En la mesa frente a usted hay seis muestras de bebida lactea para que las compare en
cuanto a APARIENCIA
Una de las muestras estd marcada con “R” 'y las otras tienen codigos.
Pruebe cada de las muestras y comparelas con R, e indique su respuesta a
continuacion, marcando con una X donde corresponda:

Muestras 8261 9512 6386 7969 3173

Maés homogénea que R

Igual que R

Menos homogénea que R

Indique cual es la diferencia:

Nada

Ligera

Moderada

Mucha

Muchisima

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS



ANEXO D

ENSAYOS MICROBIOLOGICOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Analisis microbiolégico de la bebida lactea

Cambio de coloracion de las muestras



ANEXO E

ESCUELA SUPERIOR -
POLITECNICA DEL LITORAL E===EEs

PROGRAMA DE SDPORTE DE

SERVICIOS DE ALIMENTOS DE LA

ESPOL
g
DATOS DEL CLUENTE I r il -
ks
. - INGENLERLS
Nornbre: Gianellz Franco ERt RLILAEMT A
Contacto: Gianella Franco
IDENTIFICACION DE L& MUESTRA I
Marnibre: hebida lactea
Tipa de muestra: Alimenta listo para el consumao
Fecha de recepcion: 16 de mayo del 2014
Fecha de analisis: 16 de mayo del 2014
Codizo de la muestra: BL
ANALISIS MICROBIOLOGICO I
PARAMETRO UNIDAD RESULTADO REQUISITO METODO DE ENSAYD
Aerobios Mesofilos UFC mi 7502 < 5.0%1044 Compact dry "Missui" TC
Listerin AsEnCE- alBencia alsencia ADAC RI 041101
prasendia /25g
OBSERVACIONES |

La mmestra si cunmpls los requisitos de 1a nomms NTE INER 2564:2011 para los criterios microbiologicos de serobios mesofilos v

listeria.
FECHA DF EMISION: Guzyaquil, 9 & manvo del 2014
Ing. Cristian Vargas F. Msc. Maria Fermanda Maorales
ANALISTA COORDINATOEA PS5A

MSC. Fabiola Comejo
COORDINADORA DE LA CARRERA DE INGENIERIA EN ALIMENTOS
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