UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL
DE HUAMANGA

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA Y METALURGIA

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA EN INDUSTRIAS
ALIMENTARIAS

“TESIS”

Efecto del tiempo y temperatura de extraccion de azucares
fermentables en el contenido de metanol de la bebida fermentada

de semillas de molle (Schinus molle L.)
PRESENTADO POR:
Bach. Nataly Danitza Chavez Nufiez
Para optar el Titulo Profesional de:
INGENIERA EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

ASESORADO POR:

Ing. JesUs Javier Paniagua Segovia

AYACUCHO- PERU

2023



DEDICATORIA

A mis padres Cayo y Alicia por su inmenso
amor, por el esfuerzo de brindarme siempre
lo mejor y por hacer de mi una persona con

valores y principios.

A mi hermana Ménica por su compafiia y
apoyo en el transcurso de mi desarrollo

personal y profesional.

A ellos porque son lo mas valioso que Dios

me dio.



AGRADECIMIENTOS

Expreso mis sinceros agradecimientos a:
Dios por darme salud y fuerzas en todo momento.

A mis afiorados padres y a mi hermana que han estado al tanto de mi en todo momento,

por ser mi soporte dia a dia, por la motivacion y todo el amor que siempre me dan.

Al Ing. Jesus Javier Paniagua Segovia por su apoyo constante de contribuir con sus
conocimientos e ideas en el desarrollo de la presente investigacion, por el tiempo

dedicado y por la confianza brindada hacia mi persona.

A los jurados de tesis, al Dr. Alfredo Arias Jara, al Dr. Fidel Mujica Lengua, al Mg. Julio
Pablo Godenzi Vargas, por el interés, apoyo y por las sugerencias para concluir el

presente trabajo.

A la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, al personal administrativo y a la
plana de docentes de la Facultad de Ingenieria Quimica y Metalurgia por las ensefianzas

impartidas durante mi formacion profesional.



RESUMEN

Las bebidas alcohdlicas que se obtienen de diversas semillas y frutos contienen etanol,
metanol y otros alcoholes superiores que no son determinados regularmente, y pueden
ser toxicos por la presencia de metanol. En la regién andina del Per( y en particular en
la region Ayacucho se elabora una bebida fermentada (chicha de molle) a partir de
semillas de molle, esta bebida se elabora desde los pre incas hasta la actualidad y no
se controla las caracteristicas fisicoquimicas y toxicoldgicas de la bebida.

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo evaluar la presencia de metanol
en la bebida fermentada a partir de extractos azucarados (mostos) de semillas de molle
(Schinus molle L.). Las semillas fueron recolectadas del centro poblado de Santa
Béarbara del distrito de Tambillo, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho.
Se realiz6 la extraccion de los azlcares fermentables de las semillas de molle mediante
un disefio factorial de dos factores (temperatura y tiempo de extraccién) con tres niveles
de experimentacion (20 °C, 55 °C, 90 °C) y (15 min ,30 min, 45 min) los mostos obtenidos
tuvieron un promedio de °Brix (8,40 £ 0,20), densidad (1,0310 £+ 0,0008 g/ml), el
porcentaje de pectina extraido en los mostos con tratamientos a 20 °C, 50 °C, 90 °C fue
de 0,812 + 0,065 9%, 0,988 *+ 0,088% vy 1,154 + 0,114% respectivamente. La
fermentacion alcohdlica se realizé con los siguientes pardmetros pH (4,13 + 0,05),
acidez total (0,226 + 0,028 % exp. Ac. Tartarico) y temperatura de fermentacion (23,41
+ 0,27 °C). La determinacién de metanol se realiz6 por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) mediante la
regresion de minimos cuadrados PLS con el software TQ Analyst y se obtuvo
concentraciones de metanol entre 7,31 a 39,00 mg/100 ml de muestra. Se demostrd
mediante el analisis de varianza con un nivel de confianza de 95% que la temperatura y
el tiempo de extraccion de los azlcares fermentables influyen significativamente en la
concentracion de metanol de la bebida fermentada. Las bebidas fermentadas con mayor
concentracion de metanol (36,96 + 2,60 mg/100 ml) se obtuvieron con los mostos
extraidos a 55 °C. Respecto a las caracteristicas, tuvieron un promedio de pH (3,34 *
0,06), acidez total (0,5826 + 0,0381 % exp. Ac. Tartarico), densidad (0,998 + 0,001 g/ml),
grados alcohdlicos (2,98 + 0,04%) y acidez volatil (0,0204 + 0,0091 % exp. Ac. Acético).
La bebida fermentada de semillas de molle con mejores caracteristicas fisicoquimicas y
menor toxicidad (pH 3,24 + 0,06, acidez total 0,614 + 0,026 exp. Ac. Tartarico, acidez
volatil 0,012 + 0,002 exp. Ac. Acético y metanol 14,34 + 0,29 mg /100 ml) es aquella que

se obtuvo a partir de los extractos azucarados obtenidos a 90°C y 15 minutos.

Palabras clave. Semillas de molle, bebida fermentada, metanol, espectroscopia FT-IR
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ABSTRACT

Alcoholic beverages obtained from various seeds and fruits contain ethanol, methanol,
and other higher alcohols that are not regularly determined, and can be toxic due to the
presence of methanol. In the Andean region of Peru and particularly in the Ayacucho
region, a fermented drink (chicha de molle) is made from molle seeds. This drink is made
from the pre-Incas to the present day and its physicochemical and toxicological
characteristics are not controlled. of the drink

The objective of this research work was to evaluate the presence of methanol in the
fermented beverage from sugar extracts (musts) of molle seeds (Schinus molle L.). The
seeds were collected from the populated center of Santa Barbara in the district of
Tambillo, province of Huamanga, department of Ayacucho. Extraction of fermentable
sugars from molle seeds was carried out using a factorial design of two factors
(temperature and extraction time) with three levels of experimentation (20 °C, 50 °C, 90
°C) and (15 min, 30 min, 45 min) the obtained musts had an average of °Brix (8.40 +
0.20), density (1.0310 £ 0.0008 g/ml), the percentage of pectin extracted in the musts
with treatments at 20°C, 50°C, 90°C were 0.812 + 0.065%, 0.988 + 0.088% and 1.154 +
0.114% respectively. The alcoholic fermentation was carried out with the following
parameters: pH (4.13 + 0.05), total acidity (0.226 + 0.028 % exp. Tartaric Ac.) and
fermentation temperature (23.41 + 0.27). The determination of methanol was carried out
by FTIR-ATR spectrometry using PLS least square regression with the TQ Analyst
software, and methanol concentrations between 7.31 and 39.00 mg/100 ml of sample
were obtained. It was demonstrated through the analysis of variance with a confidence
level of 95% that the temperature and the extraction time of the fermentable sugars
significantly influence the methanol concentration of the fermented beverage. The
fermented beverages with the highest methanol concentration (36.96 + 2.60 mg/100 ml)
were obtained with the musts extracted at 55 °C.

The fermented drink of molle seeds with the best physicochemical and toxicological
characteristics (pH 3.24 % 0.06, total acidity 0.614 + 0.026 exp. Tartaric Ac., volatile
acidity 0.012 + 0.002 exp. Acetic Acid and methanol 14.34 + 0.29 mg /100 ml) is that

which was obtained from the sugar extracts obtained at 90°C and 15 minutes.

Keywords.Molle seeds, fermented beverage, methanol, spectroscopy FT- IR
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CAPITULO |
GENERALIDADES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El origen del metanol en las bebidas fermentadas es producto de la hidrélisis enzimatica
de la pectina de las frutas por la pectina metilesterasa que libera los grupos metoxilo
durante la fermentacién alcohdlica dando lugar al 4cido péctico y metanol (Zhang et. al.,
2011). La concentracion de metanol en las bebidas esta relacionada directamente con
el porcentaje de pectina presente en la materia prima (Botelho et. al., 2020). Ohimain
(2016) menciona que el control microbiolégico podria prevenir la formacién de metanol

en las bebidas por ello recomienda el uso de levaduras puras.

Williams et. al., (2019) menciona que la elaboracion de la bebida fermentada de semillas
de molle (chicha de molle) se realiza desde las épocas pre incas y en la actualidad
contintan elaborando dicha bebida en la regién andina. En la region de Ayacucho la
produccion de esta bebida fermentada se realiza de manera artesanal en las provincias
de Huamanga, Huanta, Cangallo y otros. En Huamanga, la comunidad de Santa Barbara
es uno de los principales productores conocido como la “tierra de la rica chicha de molle”
asi como también la comunidad de Neque y Guayacondo. Los consumidores de chicha
de semillas de molle, manifiestan que en ocasiones al ingerir esta bebida presentan

dolor de cabeza casi de manera inmediata.

En los lugares de produccién de chicha de molle no esta estandarizado el tiempo vy
temperatura de extraccion de azucares de las semillas de molle, asi mismo no se toma
en cuenta la hidrdlisis de la pectina durante la extraccion, pudiendo que estos factores
sean determinantes en el contenido de metanol de la chicha de molle. En un ensayo

previo de analisis de una muestra de chicha de molle proveniente Guayando, mediante
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el método de ensayo de la NTP 211.035.2019. “Determinacion de metanol y de
cogeneres en bebidas alcoholices y en alcohol etilico empleado en su elaboracion,
mediante cromatografia de gases”, se determindé un contenido de metanol de 61.3
mg/100 ml de alcohol anhidrido (AA), dando una presuncién de alto contenido de
metanol si no se controlan los pardmetros de extraccion de azucares y solubilizacion de
pectina. Si bien es cierto que el contenido de metanol determinado en la chicha de molle
se encuentra dentro de los limites permisibles por la NTP 212.014 .2016 “Bebidas
alcohdlicas vitivinicolas. Vinos. Requisitos”; las normas internacionales, son
cuestionadas por Gonzales et. al., (2020) quienes con su trabajo plantean promover la
eventual discusion y revisién, ellos concluyen que los limites de metanol son
establecidos por la economia de cada pais por razones tecnolégicas, pero no

toxicolégicas.

La ingesta de metanol causa toxicidad que se manifiesta con un dolor intenso de cabeza,
malestar gastrointestinal y dolor relacionado con la necrosis pancreética, intranquilidad
debido a que afecta el sistema nervioso, dificultad para respirar, vision borrosa pudiendo

llegar a la ceguera y hasta la muerte (Arellano et. al.,2021).

Por lo tanto, para evaluar el contenido de metanol en la chicha de molle en relacion al
tiempo y temperatura de extraccién de azlcares de semillas de molle, se plantea realizar
extracciones a distintas condiciones de tiempo y temperatura de extraccion; de forma
gue se pueda obtener un mejor tratamiento de extraccion de azucares de semillas de
molle con en el que se pueda obtener una chicha de molle con bajo contenido de

metanol y con buenas caracteristicas fisicoquimicas.
1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1 Problema principal

¢, Cudl es la relacion de las condiciones de extraccion de los azlcares fermentables con
el contenido de metanol de la bebida fermentada de semillas de molle (Schinus molle
L.)?

1.2.2 Problema secundario

e . Cual es la relaciéon de las condiciones de extraccién de los azlicares fermentables
con las caracteristicas fisicoquimicas (Acidez, pH °Brix, densidad) de los extractos

azucarados de semillas de molle (Schinus molle L.)?



e ;Cudl es el porcentaje de pectina extraido de los extractos obtenidos a distintas
condiciones de tiempo y temperatura del agua de extraccion de los azUcares
fermentables de semillas molle (Schinus molle L.)?

e (Cudl es el contenido de metanol de la bebida fermentada de semillas de molle
(Schinus molle L.) a partir de los extractos obtenidos?

e ¢ Cudles son las caracteristicas fisicoquimicas (Acidez, pH y porcentaje de alcohol,
densidad) de la bebida fermentada de semillas de molle (Schinus molle L.) a partir

de los extractos obtenidos?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

e FEvaluar la relacién de las condiciones de extraccion de los azUcares fermentables
con el contenido de metanol de la bebida fermentada de semillas de molle (Schinus

molle L.).

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas (pH, acidez total, densidad y °Brix) de
los extractos azucarados de las semillas de molle (Schinus molle L.).

e Determinar el porcentaje de pectina extraido en los extractos obtenidos a distintas
condiciones de tiempo y temperatura del agua de extraccibn de azlcares

fermentables de semillas de molle (Schinus molle L.).

e Determinar el contenido de metanol de la bebida fermentada de semillas de molle

(Schinus molle L.) a partir de los extractos obtenidos.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas (acidez total, acidez volatil, pH,
densidad y porcentaje de alcohol) de las bebidas fermentadas de semillas de molle

(Schinus molle L.) obtenida a partir de los extractos azucarados.

1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA
1.4.1 Justificaciéon ambiental

Las empresas que se dedican a la produccién de aceites esenciales de semillas de molle
realizan un previo lavado de sus azlcares para que obtengan mayor rendimiento en la
extraccion de aceites, estos azlcares disueltos en el agua son materias organicas

desperdiciadas que llegan al medio ambiente, el cual genera la multiplicacién deliberada
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de microorganismos que agotan el oxigeno disuelto en el agua y por consecuencia
genera la destruccién del ecosistema. El aprovechamiento articulado entre productores
de bebidas alcohdlicas a partir de semillas de molle y productores de aceite esencial
pueden reducir la contaminacion ambiental que genera el desperdicio de ambas

industrias.

1.4.2 Justificacién econdmica

La obtencién de una bebida alcohdlica con buenas caracteristicas fisicoquimicas Y
toxicoldgicas permitiria impulsar el consumo de bebidas nacionales y reducir la

importacion de bebidas.
1.4.3 Justificacion social

Con la tecnologia adecuada durante la obtencién de mostos, se puede obtener bajos
niveles de metanol en la bebida fermentada de semillas de molle, de esta manera se

podria salvaguardar la salud de los consumidores ante intoxicaciones por metanol.

1.5 DELIMITACION DEL PROBLEMA
1.5.1 Espacial

La recoleccién de las muestras de semillas de molle se realiz6 en el centro poblado de
Santa Barbara, distrito de Tambillo, provincia de Huamanga y departamento de
Ayacucho. La parte experimental se realiz6 en el Laboratorio de Investigacién de la
Facultad de Ingenieria Quimica y Metalurgia de la Universidad Nacional de San

Cristobal de Huamanga.

1.5.2 Temporal

La ejecucion de la investigacion se dio en el periodo de mayo 2022 — enero 2023
1.6 HIPOTESIS

1.6.1 Hipotesis general

Las condiciones de extraccion de azlcares fermentables se relacionan directamente
con el contenido de metanol de la bebida fermentada de semillas de molle (Schinus

molle L.).
1.6.2 Hipotesis especifica

e Las caracteristicas fisicoquimicas (Acidez, pH, °Brix, densidad) de los extractos

azucarados de semillas de molle (Schinus molle L.) no varian de manera significativa.



e Eltiempoy la temperatura del solvente (agua) incide de manera significativa sobre el
porcentaje de pectina extraido en la extraccion de los azlcares fermentables de las
semillas molle (Schinus molle L.).

¢ EIl contenido de metanol de la bebida fermentada a partir del extracto de semilla de
molle (Schinus molle L.) en condiciones extremas de tiempo y temperatura sera
superior al de las bebidas fermentadas a partir de los extractos obtenidos a
condiciones moderadas de temperatura y tiempo.

e Las caracteristicas fisicoquimicas (acidez, pH, porcentaje de alcohol, densidad) de
las bebidas fermentadas a partir de los extractos de semillas de molle (Schinus molle

L.) no varian de manera significativa.
1.7 VARIABLES
1.7.1 Variables dependientes
e Concentracién de metanol en la bebida fermentada de semillas de molle.
1.7.2 Variable independiente

e Tiempo de extraccion de azucares fermentables

e Temperatura de extraccién de azucares fermentables



CAPITULO Il
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2.1 ANTECEDENTES

La produccién de bebidas alcohélicas fermentadas se remonta a siglos en Occidente y
Oriente. En América la produccion de bebidas alcohdlicas también se remonta a siglos
atras, las culturas prehispanicas fueron las responsables de esta produccion. Williams
et. al., (2019) sefala que en la cultura Wari se encontré evidencias de un desarrollo
amplio en la produccién de bebidas alcohdlicas - chicha de semillas de molle, incluso
concluyen que estas bebidas fermentadas fueron de importancia social entre pueblos y
permitieron la expansion y posicionamiento de la cultura Wari en distintas zonas del

norte y sur del Pera.

Juarez (2011) en su trabajo denominado “Optimizacidon de parametros para la
produccion y envasado de chicha de Schinus molle", aislé e identificdé cepas de
levaduras presentes en la chicha de molle, optimiz6 los parametros de produccién y las
concentraciones de los preservantes utilizados para envasarlos, estas muestras de
molle fueron recolectadas de tres localidades de la provincia de Huamanga; finalmente
se aislaron las cepas de Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces logos,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum y cepas de Saccharomyces sp. La
mejor cepa aislada productora de etanol resulté ser Saccharomyces cerevisiae que se
obtuvo de la chicha del distrito de San Juan Bautista. Para la obtencion de una chicha
con 7.1% de etanol, la preparacion del mosto se optimizé a 2 horas de maceracion a
una temperatura de 50°C, adicionando la cepa de Saccharomyces cerevisiae a

temperatura de 25°C por 72 horas y 15 °Brix del mosto.



Paredes et. al., (2019) en el trabajo denominado “Industrializacion del fruto de molle”,
realizaron un estudio de laboratorio para la industrializacién del fruto de molle donde se
extrajo los azucares a 80°C por 30 min con el que se obtuvo una chicha de buen aroma,
semidulce, refrescante y medicinal por su accién antidiarreica, que combate el mal del
cOlera, también se preparo vinagre de un aroma caracteristico con 5,0 % de acidez 2,70
de pH; alcohol etilico al 90,4% de pureza y aceite esencial con 0,70108 de densidad y
1,4755 de indice de refraccion, con buen contenido de ésteres y tocoferoles, de olor

agradable semejante al mango y maracuya.

Ohimain (2016) en su trabajo denominado “Contaminacion por metanol en bebidas
alcohdlicas fermentadas tradicionalmente: la dimension microbiana”, realiz6 una
revision donde sugiere el uso de cultivos puros para la fermentacion en lugar de
microorganismos mixtos que dan origen a la fermentacion espontanea y describe la
intervencion de los microorganismos en la produccion de metanol en las bebidas
fermentadas tradicionalmente debido a que las bacterias, hongos y levaduras producen
pectinasa que actua sobre el mosto de frutas que poseen pectina dando como producto

al metanol.

Hang y Woodams (2010) en el trabajo denominado “Influencia del cultivar de manzana
y la pasteurizacién del jugo en el contenido de metanol de la sidra dura y el aguardiente”,
estudiaron el contenido de metanol en sidras a partir de 4 variedades de manzana
(Crispin, Empire, Jonagold y Pacific Rose) cultivadas en Finger de New York donde la
sidra de manzana Crispin obtuvo mayor concentracién de metanol (400 mg/100 ml de
etanol al 40%) y con la variedad Jonagold (175 mg/100 ml de etanol al 40%); para
minimizar la concentracién de metanol inactivd las enzimas pécticas comerciales
usadas en la extraccion realizando la pasteurizacion y se obtuvo como resultado en la
sidra de manzana Crispin una concentracién de metanol de 217 mg/100 ml de etanol al
40 % y en la variedad Pacific Rose se redujo de 241 mg/100 ml a 161 mg/100 ml de

etanol al 40 %.

2.2 EL MOLLE

El molle es un arbol de tronco grueso de diametro entre 80 a 100 centimetros ello
depende de la edad del arbol y aproximadamente que alcanza una altura de 7 a 15
metros, tiene hojas alargadas de 2.5 cm de largo que conforman un follaje persistente.
Gallejos e Hidalgo (2009) menciona lo siguiente “Los estambres poseen una tonalidad

amarillenta con una inflorescencia en panicula compuesta; su fruto es una drupa que



contiene una sola semilla (monosperma). Al madurar, el pericarpio adquiere un color

rosado y se desprende produciendo frutos en abundancia”.
2.2.1 Clasificacion botanica

La clasificacion taxondmica de la especie Schinus molle L. (Molle) segun el sistema
Integrado de Clasificacién de las Angiospermas de Arthur Cronquist (1981), ocupando
las siguientes categorias.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Schinus
Especie: Schinus molle

Nombre binomial: Schinus molle L.
2.3 SEMILLAS DE MOLLE

Los frutos son redondos y se presentan en racimos de aproximadamente 4 mm a 8 mm
de didametro, en su estado de madurez final son secos y dulces cubiertos de un tipo de

cascarilla fragil de color rosado o purpura (Figura 1).

La semilla tiene un color negruzco a marrén y mide 3 a 5 mm, la textura es rugosa, su
sabor es dulce y se parece al de la pimienta en Espafia se le conoce como falsa
pimienta, en su composicibn presenta aceites esenciales que le dan el aroma

caracteristico (Magne, 2018).



Figura 1. Partes del fruto de molle.

Depésitos de
aceite esencial

Nota. Corte transversal del fruto donde se observa que en el mesocarpio se encuentra
los azucares fermentables (A). Vista general del fruto (B). Vista externa del fruto (C).
Extraido de Llanos (2012) (p.92).

2.3.1 Epocade cosecha de semillas de molle

El molle comienza a dar frutos en épocas de lluvia enero-marzo, los frutos maduran
entre febrero y marzo; los frutos se mantienen durante el afio. Es sefial de que el fruto
estd maduro cuando la cascarilla se torna de verde a rosado y esta se desprenda con
facilidad. Para la obtencién de nuevos brotes de plantas es recomendable cosechar los
frutos en las épocas de otofio entre abril- junio. Sin embargo, Juarez (2011) menciona
gue, para la elaboracion de chicha de molle, los frutos se deben cosechar entre enero -
marzo cuando estos estén maduros y se debe poner a secar por un periodo de 2 a 3

dias.

2.3.2 Composicion quimica de las semillas de molle

Segun Limaylla (1995) citado por Juarez (2008), la composicién de azucares de los
frutos de Schinus molle es: fructosa, manosa y glucosa; la composicion de aceites: B-
felandreno, a-pineno, carvacrol, o-etil fenol, B- pineno, alcanfor, mirceno, a - felandreno,

limoneno, p-cimeno y B-spathuleno; cetonas; alcoholes; terpenos; resinas; entre otros.
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Segun Lander (1861) y Sica (1884) citados por Maldonado (1920), en los frutos del molle
se encuentra aceite esencial, resina, una materia blanda amarillenta que es insoluble en
el agua y soluble en éter, benzol, alcohol, que se funde entre 86 °C a 87 °C, una materia
blanca insoluble en la potasa, que se funde a 97 °C y un glucdsido.

Segun Pérez (1981) citado por Maldonado (1920) los frutos contienen glucosa, resina,

aceite esencial, pectina, tanino, materia extractiva, celulosa y sales minerales.

Feriani et al. (2020) informa sobre la composicién bioquimica de los frutos de molle

(Schinus molle L) en la Tabla 1 que se muestra a continuacion.

Tabla 1. Composicion bioquimica del fruto de molle

Contenido (%)

Componente
Carbohidratos 37,12+0,22
Cenizas 17,13 £0,16
Proteinas 12,13 +0,02
Lipidos 22,11 0,16

Nota. Extraido de Feriani et. al., (2020) (p.2577).
2.3.3 Aceite esencial de frutos de molle

Es un fluido de color &mbar o incoloro, tiene un olor similar al del &rbol que hierve a 143
°C, su densidad es de 0,845 g/ml, es insoluble o casi insoluble en el agua, soluble en

éter, cloroformo y alcohol (Maldonado,1920).

Llanos (2012) informa que el aceite de frutos de molle estd compuesto de Limoneno; a-

pineno, B-pineno, B-mirceno y a-felandreno.

Dellacassa (2010) menciona que en la planta piloto del Grupo Yachay de la Pontificia
Universidad Catdlica del Peru se destild los frutos de molle procedentes de Ayacucho,

en la Tabla 2 se menciona los compuestos del aceite esencial.
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Tabla 2. Composicion del aceite esencial de frutos de molle

Compuesto Contenido (%)
a-felandreno 30,9
B -pineno 27,5
limoneno 15;3
[ - felandreno 12,5
p-cimeno 3,9
a - pineno 2,8
A-cadineno 2,7
B —germacreno 1,7
octanoato de metilo 1,3
["-cariofileno 1,0
D-germacreno 0,4

Nota. Extraido de Dellacassa (2010) (p.239).

2.3.4 Azucares de las semillas de molle

Feriani et al (2020) indica que “hasta donde se sabe no hay datos previos disponibles
sobre los polisacaridos de Schinus molle L. fruto y que el rendimiento de extraccién de

los polisacaridos de este fruto es de 4,26%”.

En la Tabla 3 se muestra la composicion de monosacaridos del fruto de molle el cual se

limpi6 con agua fria durante 10 minutos y se analiz6 usando usando HPLC-RID .

Tabla 3. Composicion bioquimica de monosacaridos del fruto de molle

Monosacérido Contenido (%)
Arabinosa 40,55 + 1,23
Acido galacturénico 41,15+ 2,17
Glucosa No detectable
Fucosa 10,90 + 0,24
Galactosa 7,40 +0,15

Nota. Extraido de Feriani et. al., (2020) (p. 2581).
Extraccidn de azlUcares de semillas de molle

En la investigacion de Limaylla (1995) citado por Juarez (2011), sobre el estudio integral

de los frutos de molle, menciona que la separacién de azlcares del fruto de molle es
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realizada por maceracién usando como solvente agua tibia por 12 horas y que en estos
ensayos existen por lo menos 2 tipos azucares libres en el fruto de molle, y por lo menos

uno de ellos son monémeros de bajo peso molecular.

Paredes et. al., (2019) menciona que los azlucares son diluidos con agua potable a 80
°C por 30 min, mientras que Juarez (2011) en su estudio de optimizacion de los
parametros para la produccion y el envasado de chicha de molle comenta que, el molle
no debe hervir junto a las semillas de molle porque conduce a la extraccion de
sustancias amargas, por eso experimenta la obtencion de mosto en una concentracion
de 1: 3 (semillas de molle y agua) a condiciones de 20 °C,50°Cy70°Cporlh,2hy
3h, los resultados de los °Brix obtenidos se muestran en la Tabla 4; se puede observar
gue a temperaturas de 70 °C y 2 h de maceracién se obtiene un elevado contenido de
°Brix en comparacion con los demas tratamientos, pero organolépticamente el mosto
mas agradable fue macerado por 2 h a temperaturas de 50 °C obteniéndose un mosto
de 13,8 °Brix.

Tabla 4. Condiciones de maceracion de la semilla de molle

Tiempo de maceracion

Temperatura
1lh 2h 3h
20 °C 12 °Brix ~ 13,4°Brix 14 °Brix
50 °C 12,2 °Brix 13,8°Brix 14,2 °Brix
70°C 12 °Brix 15 °Brix 16 °Brix

Nota. Recopilado de Juarez (2011)

2.3.5 Usosy propiedades de las semillas de molle

Antiguamente, las semillas se utilizaban como sustituto de la pimienta, por su
caracteristico picor y aroma. Es conocido en inglés como pepper-tree, y en Espafa le
denominan falsa pimienta, también alivia los problemas de menstruacién, calma los
célicos, recupera el apetito, es utilizado como purgante para limpiar las lombrices.

Los frutos de molle se usan como saborizante y aromatizante en los alimentos, también
se utilizaban en infusién para la retencién de orina, en Mexico se usa los frutos molidos
para tratar la gonorrea, en Iraq los frutos y hojas en extracto acuoso como enemagogo;
en Uruguay para la amenorrea y dismenorrea; en Perl se usa como diurético y bebida
fermentada en fiestas patronales; en Pakistan se hizo estudios en perros del extracto
acuoso de los frutos y tiene una ctividad hipotensiva y estimulante uterino en conejos y

ratas. (Dellacassa, 2010)
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2.4 PECTINAS

Badui (2006) informa que las pectinas son sustancias que comprende un extenso grupo
de heteropolisacéaridos vegetales cuya estructura basica esta formada por moléculas de
acido D-galacturdnico, unidas mediante enlaces glucosidicos a-D-(1,4); se encuentran
asociadas con otros hidratos de carbono como hemicelulosa en las paredes celulares
de los vegetales.

2.4.1 Extraccion de pectina

Segun Cabarcas, Guerra y Henao (2012) las pectinas son acidos pectinicos con
contenido medio de éster metilico, solubles en agua caliente; es capaz de formar geles
en presencia de sélidos solubles, acidos o iones polivalentes.

Flores et al., (2013) indican que la hidrdlisis &cida es el método mas conocido para la
obtencién de pectina que consiste en someter al sustrato a coccion en medio acido con
HCl a un pH de 1,6 a 2, a tiempo de 30 a 60 minutos y una temperatura entre 85 °C y
90 °C.

Los acidos pectinicos son solubles en agua y comercialmente se extraen de la pulpa de
manzana, remolacha y cascaras de naranja con acidos a pH 1 - 3.5 y entre 70 °C -90
°C, contienen los grupos carboxilicos del acido poligalacturénico parcialmente

esterificados con metanol (Ferreira, 2007).

El agua es el mejor solvente para las pectinas, son solubles también en formamida,
dimetilformamida y glicerina caliente; es insoluble en solventes organicos y en
soluciones de detergentes cuaternarios. (Rincén, 1990) citado por Cabarcas et. al.,
(2012).

25 CHICHA DE SEMILLAS DE MOLLE

Es un producto que resulta de la fermentacion alcohdlica de los azlcares de los frutos de
molle, Costion(2012) menciona que la produccion de esta bebida esta asociada con la
identidad Wari.La bebida fermentada todavia se produce en los Andes, sin embargo, en
el sur del PerGva desapareciendo el conocimiento de su elaboracién (Goldstein y
Coleman, 2004).

La chicha de molle tiene propiedades benéficas para la salud puesto que en la
investigacion realizada por Godos y Rodriguez (2017) concluyen que las bacterias
lacticas de la chicha de molle de Huanta y Huamanga tienen una capacidad probiética

y favorece el incremento de Lactobacillus en la flora intestinal.
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2.5.1 Elaboracién de la chicha de molle

Verdechaco (2007) indica que los antiguos peruanos hacian una bebida fermentada “la
gue preparaban restregando los frutos maduros, suavemente, entre las manos en agua
caliente, hasta que el agua tuviera sabor dulzaino, procurando no disolver el amargo de

estos; este liquido era filtrado en un lienzo, y dejado fermentar durante 3-4 dias”

En el trabajo de campo realizado en Moquegua elaboraron la chicha de molle desde la
obtencién de la materia prima removiendo el exocarpo y tallos de las semillas; una vez
retirado la cascarilla hirvieron durante media hora en una olla con agua, canela y clavos
de olor; después de enfriar afladieron cucharadas de cafa de azucar , al dia siguiente
colaron las semillas en un recipiente de ceramica y sellaron la boca del cantaro con una
tela mojada manteniendo la humedad durante 10 dias de fermentacion (Goldstein y
Coleman, 2004).

En la comunidad de Santa Barbara del distrito de Tambillo, provincia Huamanga,
departamento de Ayacucho, una de las pobladoras que se dedica a la comercializacion
de la chicha de molle a quien se denomina pobladora “A” debido a que quiso mantener
en privado sus datos, manifiesta que compra semillas de molle descascarilladas, pesa
aproximadamente unos 60 kilos de semillas ventiladas, pone a en un cilindro de plastico,
afiade agua hervida fria a un cilindro de 200 litros y deja en reposo durante 8 horas para
gue el agua extraiga los azucares de las semillas, una vez transcurrido el tiempo separa
las semillas de la parte liquida, lleva el extracto azucarado a un otro cilindro que tiene
restos de chicha ya fermentada, tapa el cilindro, deja fermentar por 3 dias, transcurrido
los tres dias envasa en botellas para comercializarlo. La pobladora “B” indica que
recolecta semillas de molle, realiza un tostado de las semillas a fuego lento, frota las
semillas, ventila las semillas con ayuda del viento, la semilla ventilada pone en un
recipiente con agua hervida fria y para obtener la chicha de molle continua con el mismo
procedimiento que realiza la pobladora “A”; la pobladora “C” indica que extrae los
azUcares de las semillas de molle con agua caliente realizando una agitacién lenta hasta
gue las semillas queden sin dulzor y pone a fermentar los extractos en vasijas de barro

entre 4y 5 dias.
2.5.2 Propiedades fisicoquimicas de la chicha de molle

La bebida fermentada de frutos de molle elaborada a partir de un mosto inicial de 10
°Brix denominada “Chicha 1” durante 10 dias a 20 °C y la bebida a partir de un mosto
de 12 °Brix con la adicion de azucares denominada “Chicha 2” por 5 dias a 22°C tiene

las siguientes propiedades fisicoquimicas detalladas en la Tabla 5 y en la Tabla 6 se
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detalla los parametros fisicoquimicos controlados durante la fermentacioén alcohdlica

para la obtencion de alcohol etilico de molle (Paredes et. al.,1999).

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de dos muestras de chicha de molle

Parametro Chicha 1 Chicha 2
Densidad (20 °C) 1,05 1,040
Contenido de Alcohol (%) 6,00 4,00
Acidez total (%) 0,35 0,37
oH 3,84 3,35
12,12 10,40

Extracto seco (%)

Nota. Extraido de Paredes et. al., (1999) (p.68).

Tabla 6. Parametros fisicoquimicos evaluados durante la fermentacion alcohélica,

para la obtencién de alcohol de molle.

Tiempo de
fermentacion pH ° Brix % Acidez
(dias)
1 4,0 15,0 0,11
2 3,9 14,0 0,33
3 3,8 10,0 0,35
4 3,6 6,5 0,36
5 3,4 6,0 0,38
6 3,3 5,2 0,39
7 3,3 5,0 0,39

Nota. Extraido de Paredes et. al., (1999) (p.68).

2.6 FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcohdlica es un proceso bioldgico donde las levaduras procesan los
hidratos de carbono como la glucosa, sacarosa, fructuosa y almidén para obtener
alcohol en forma de etanol, di6xido de carbono gaseoso y moléculas de
adenosintrifosfato que consumen los microorganismos en su metabolismo anaerdbico

celular energético, la fermentacion puede describirse como una glucdlisis en la via
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Embden — Meyerhof - Parnas y esta reaccion bioquimica se puede ver en la Figura 2
(Bustamante, 2019).

La fermentacién alcohdlica es el desdoblamiento del azucar presente en el mosto a
alcohol y dioxido de carbono, como consecuencia del desarrollo de un organismo en
particular (levadura o fermento alcohdlico). Es un proceso que se realiza por accion de
las levaduras. La levadura mas usada e importante es la Saccharomyces cerevisiae,
gue se utiliza para la elaboracion de alcoholes, vinos, cerveza y hasta pan (Kretzschmar,
1961).

En la fermentacion los azlcares provenientes de la materia se oxidan hasta ser
transformados en piruvato, este proceso es muy semejante a la glucolisis, seguidamente
el piruvato se decarboxila y es convertido en acetaldehido donde finalmente es reducido

a etanol (Garcia et. al., 2002).
CeH1206+ 2 Pi + 2 ADP — 2 CH3-CH,OH + 2 CO.+ 2 ATP + 25,5 kcal.

Figura 2. Reaccion bioquimica de la fermentacién alcohdlica.

Glucosa

o
o -~

CHy
Piruvato

[
H__ _ 0O
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Acetaldehido

NADH + @
NaD®
H
-

o

CHy

Etanol

Nota. Extraido de Scragg (1996).
2.6.1 Factores que afectan al proceso de fermentacion

2.6.1.1Control de temperatura

El desarrollo de los microorganismos depende de la temperatura. Las levaduras son
microorganismos mesdofilos, estos alcanzan su mayor grado de desarrollo a 20 °C no

toleran temperaturas por encima de los 33 °C, a temperaturas inferiores a 13 °C no se
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inicia la fermentacién, cuanto mayor sea la temperatura en el proceso fermentativo se
generara mas productos secundarios (Anrango, 2013). De la pefia (2006) menciona que

el grado alcohdlico disminuye a mayor temperatura de fermentacion.

Braverman (1980) dice que las levaduras se conservan a 5 °C, a partir de los 36 °C su
accion se debilita, mueren sobre los 60 °C y tienen buena accién a 26 °C.

2.6.1.2Control de pH

El medio en el que las levaduras actian es a un pH de 4,5 a 7, para la fermentacion es
recomendable llevar a un pH de 4,5 a 5,5 para que los microorganismos no ataquen al
fermento y se eche a perder (Braverman, 1980). En la fermentacion el pH 6ptimo para
el sustrato es 3,5 y cuando menor es el pH las levaduras tienen dificultades en la
fermentacion (Ofia,2019).

Segun las experimentaciones realizadas en la chicha de jora por Bustamante (2019)
elaborada con mosto de maiz de la variedad Marginal 28 a 24 °C el pH desciende de
4,95 a 3,42

2.6.1.3 Aireacion

Las levaduras son microorganismos que requieren cierta aireacion y este proceso se
consigue en los procesos previos, la aireacion excesiva puede generar solo agua y
diéxido de carbono sin alcohol debido a que las levaduras estarian trabajando en
condiciones aerdbicas y la via fermentativa vendria a ser la oxidativa sin usar los

azUcares para la produccién de alcohol (Fraizier y Westhoff, 2003).

Durante la fase de incubacion es necesario la presencia de aire para que se prolifere de

manera adecuada (Bustillo,2008).
2.6.1.4Enzimas

Son catalizadores para las reacciones quimicas, se encuentran en las células vivas de
las plantas, las enzimas son proteinas que incrementan la velocidad de las reaccione,

la accién enzimatica se da generalmente entre 30 °C y 60 °C (Andrade, 2009).

Las enzimas pectinoliticas, también conocidas como pectinasas, se clasifican en
esterasa y despolimerasa (liasa e hidrolasa). La enzima esterasa produce acido péctico
y metanol, mientras que la liasa produce oligo 0 monogalacturonato. Las liasas son
utilizadas en la industria vitivinicola para la clarificacién de los vinos (Blumenthal et. al.,
2021).
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La enzima hidrolasa como la poligalacturonasa actta sobre las uniones de las unidades
de acido galacturonico disminuyendo el peso molecular y por consecuencia cambia las
propiedades que dependen de esta caracteristica (disminuye la rigidez de las cascaras
de los frutos) (Cabarcas et. al., 2012).

Andrade (2009) menciona que la accién de la enzima liasa es favorable en la
fermentacion alcoholica porque facilita el prensado de los frutos y aumenta la produccion

de colorantes.

2.6.1.5Concentraciéon de azUicares

La concentracion de azucar define la duracién de la fase de multiplicacion celular, de la
fase estacionaria y la fase de declive; los azUcares deben ser degradados durante la
fase de multiplicacion debido a que la poblacion es muy activa y viable en esa fase
pudiendo asi adquirir un grado alcohdlico deseado, por ello esta concentracion esta por
encima de los 200 g/L las concentraciones elevadas hacen que las levaduras
metabolicen los azucares en la fase de declive y esto puede dar lugar a fermentaciones

incompletas y largas (Garcia y Mamani, 2008).

Los azucares principales para la fermentacion alcohélica son la glucosa y fructuosa
porque la levadura principal (Saccharomyces cerevisiae) se alimenta de estos sustratos.
Los azlcares no consumidos durante la fermentacion son denominados azlcares
residuales (Pentosas: la xilosa, ramnosa y arabinosa), estos azUcares sirven para darle

caracteristicas organolépticas a las bebidas alcohdlicas (Ofa, 2019).
2.6.2 Parametros a controlar en el proceso fermentativo
2.6.2.1Grados brix

Sarmiento (2013) citado por Bustamante (2019) menciona gque este parametro indica la
cantidad de sélidos solubles y se determina por el indice de refraccidén que se basa por

la direccién gue se sigue el rayo de luz al incidir sobre un medio con diferente densidad.
2.6.2.2Acidez

La acidez en los alimentos indica el porcentaje de acido que predomina, en las frutas
predomina el acido citrico, la acidez se determina mediante la titulacion donde patrticipan
tres agentes, el agente colorante, titulante y titulado; la reaccién se produce al estar en
contacto un acido con una base y se puede observar al afiadir un indicador como la

fenolftaleina que es la mas usada (Hart,et. al., 1998), citado por Bustamante (2019).
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2.6.2.3Grado alcohdlico

El grado alcohdlico se determina mediante un instrumento aerémetro también llamado
alcoholimetro, el alcoholimetro de Gay Lussac es comunmente usado, este instrumento
esta graduado a 20 °C y da resultado del grado alcohdlico en volimenes (Bustamante,
2019).

Paredes et. al., (1999) obtuvieron bebidas alcohélicas con 4% de etanol a partir de un

mosto con 10 °Brix y 6% de etanol a partir de un mosto con 12,5 °Brix.

El Peru la chicha de jora llega a una concentracion de 4 a 7 % de alcohol sometidas a
una fermentacion de un aproximado de 15 a 24 % de azUcares naturales y con una

duracion de 4 a 6 dias (Bustamante, 2019).
2.6.3 Componentes de las bebidas alcohdlicas

En las bebidas alcohdlicas se encuentra el etanol que es un liquido incoloro de sabor
ardiente y olor agradable, acidos organicos (acido acético, butirico, férmico, propionico,
lactico, pelergdnico, isovalerianico, céprico, caprdico e isovalerianico) que en
cantidades modestas favorece el aroma y gusto de las bebidas alcohdlicas; ésteres,
aldehidos, metanol y alcoholes superiores que producen efectos téxicos agudos a
concentraciones elevadas resultando un riesgo para la salud de los consumidores
(Gutierrez,2014).

Su presencia se da por la formacion durante el proceso de fermentacion, afiejamiento y
en menor cantidad durante la destilacién por la interaccién del alcohol etilico y los acidos
organicos, los esteres proporcionan a la bebida alcohélica sabor y aroma caracteristicos

de la materia prima (Humerez,2018).

La produccion de alcoholes superiores como el enantico que es el mas abundante en la
fermentacion se debe a la desaminaciébn y descaboxilacion de determinados
aminodcidos, otros pueden ser el enantico, el propilico, el butilico, etc. (Carbonell, 1970)
citado por Andrade (2009).

2.7 METANOL

El metanol (CH3zOH) también denominado alcohol "de madera” porque originalmente se
obtenia a partir de la destilacion de esta materia prima en ausencia de aire, en la
actualidad se puede producir a partir de gas natural, carb6én, madera, e incluso de
residuos orgénicos (biomasa celuldsica). Es el mas simple de los alcoholes, se
caracteriza por ser incoloro, inflamable y volatil con un punto de ebullicién a 64,7 °C; el

metanol no es un producto de la fermentacion alcohdlica, debido a que su presencia en
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este tipo de bebidas se origina por la desesterificacion de las pectinas esterasas propio
de las frutas (Sanchez, 2005).

2.7.1 Origen del metanol

En el proceso de fermentacion de licores a base de frutas se origina metanol a partir de
la hidrolisis de materias pécticas (Diaz, 2020). Bindler et. al., (2009) indican que en la
reaccion interviene la enzima pectinmetilesterasa y Solis et. al., (2019) menciona que

dicha reaccion es una desmetoxilacion.

La accion de las enzimas sobre las pectinas es de dos tipos en la que actia la
pectinmetilesterasa (PME) que ataca a los grupos carboxilo esterificados con metanol
liberando metanol y acidos; la poligalacturonasa (PG) que ataca las uniones de las
unidades de acido galacturénicos como consecuencia disminuye el peso molecular y
asi cambiando las propiedades que depende de estas caracteristicas (Ferreira, 2007).

Bindler et. al., (2009) mencionan que las pectinmetilesterasas catalizan la hidrélisis de
los grupos metoxilados pectina, lo que conduce a la liberacion de metanol y a la
aparicion de funciones acidas en la cadena galacturonica, es decir, a la transformacién

de la pectina en acido péctico.

Figura 3. Mecanismo de accion de la enzima pectinmetilesterasa

+ 2 CH,0H

Nota. Extraido de Blinder, Voges y Laugel (2009) p. 345.
2.7.2 Concentracion de metanol en bebidas alcohdlicas

En la Tabla 7 se muestra una recopilacion de los resultados obtenidos en diversas

investigaciones acerca de la concentracién de metanol en licores de diversas frutas.
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Tabla 7. Contenido de metanol en licores a partir de frutas.

Metanol (g/L de 100 Metanol (mg/100

Producto ml de 100% vol. ml de 100% vol. _

fermentado Alcohol) Alcohol) Referencia
Min. Max. Min. Max.

Ciruela 4,5 12,7 450 1270 Coldea et al. (2011)
2,9 11,4 290 1140 Winterova et al.(2008)
2,5 19 250 1900 Kostik et al. (2013)
6,7 9,4 670 940 Popovic et al.(2019)

Manzana 6,8 10,1 680 1010 Versini et al. (2009)
6,0 11,9 600 1190 Coldea et al. (2011)
4,3 11,5 430 1150 Cuelgue y Woodams (2010)

Pera 0,9 10,8 90 1080 Winterova et al.(2008)
8,2 12,9 820 1290 Coldea et al.(2011)
4,3 10,4 430 1040 Versini et al. (2012)

Albaricoque 6,7 12,1 670 1210 Winterova et al.(2008)

Nota. Acondicionado de Botelho, et. al, (2020).

2.7.3 Limites de metanol permitidos en las bebidas alcohdlicas

En la Tabla 8 se plasma los limites de metanol permitidos en diferentes bebidas
alcoholicas; Blumenthal et. al., (2021) indica que el limite maximo permitido de metanol
en las bebidas alcohélicas de frutas tiene un factor de seguridad de 5 inferior al de otros
componentes toxicos de alimentos por lo que debe ser controlado por la industria y dar

el cumplimiento estricto de los limites.
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Tabla 8. Especificacion de los limites maximos permitidos de metanol

Bebidas

Limite maximo de

metanol

Referencia

Pisco puro

Vino tinto

Vino blanco y rosado
Licores

Aguardiente de cafia
Sidra

Aguardientes de frutas
producidos a partir de las

siguientes frutas:

Ciruela , ciruela
damascena , ciruela
Maribel, manzana, pera,
melocotdn, albaricoque,

zarzamora y frambuesa.

Aguardientes de frutas
producidos a partir del
membrillo y baya del

sauco,

Bebidas alcoholicas

fermentadas

100 mg /100 ml AA
400 mg/L
250 mg/L
100 mg/100 ml AA
30 mg/100 ml AA
300 mg/100 ml AA

1200 g/hl AA

1350 g/hl AA

300 mg /100 ml AA

NTP211.001 (2006)
NTP 212.014 (2011)
NTP 212.014 (2011)
NTP 211.009 (2012)
NTP 211.010 (2015)

NTP 210.026 (2007)

Reglamento UE (2019)

Reglamento UE (2019)

NOM-142-SSA1-1995

Nota. “AA” se refiere a que el contenido de metanol es expresado en base a

alcohol anhidrido y los que no indican es que el contenido fue expresado en base

a la bebida alcohdlica.

2.7.4 Toxicidad del metanol

La intoxicacion por metanol generalmente se da por via digestiva a causa del consumo
de bebidas alcohdlicas adulteradas, también se da por via cutanea o respiratoria; el
metanol al degradarse produce &cido formico y formaldehido ocasionando una acidosis

letal y por ende la perdida de la vista (Gonzales et. al.,2020).
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Arellano (2021) menciona que los sintomas por intoxicacion con metanol son: “Cefalea,
ataxia, vértigo, insomnio, dolor, parestesias y enfriamiento de manos y antebrazos,
alteracion del estado de conciencia, convulsiones, edema de retina, ceguera, acidosis

metabdlica severa y pancreatitis hemorragica tardia” (2021, p. 149).

La Food and Drug Administration de Estados unidos menciona: “Un nivel tolerable es
7,1 a 8,4 mg de metanol por kg de peso por dia o aproximadamente, 426 a 504
mg/persona/dia para un adulto de 60 kg” (FDA,1996) (p. 26786).

Ro6e (1982) indica que: “1 g de metanol por cada kg de peso corporal puede causar la

muerte si el paciente no recibe tratamiento o no ha consumido etanol “(p.275).

Bindler et. al., (2009) mencionan que la ingesta entre 60 a 100 ml de metanol es letal,
pero al parecer varia de un sujeto a otro y que una cucharadita o 20 ml de metanol
provoca la ceguera mientras que Paine y Dayan (2001) informan que la dosis toxica
diaria para un adulto es de 8 g de metanol y la dosis diaria segura es de 2 g. Para 100
ml de una bebida espirituosa de 40% de alcohol la concentracion tolerable es de 2% vol.
de metanol que equivale a 5000 g/hL AA, el limite de metanol permitido por la UE para
licores de frutas es 1000 g/hL; esto indica que la norma ofrece un margen de seguridad
de 5 (Bindler et. al.,2009).

La concentracién de metanol en la sangre superior a 1500 y 2000 mg/L causa la muerte
a pacientes no tratados y una concentracién superior a 500 mg /L genera efectos toxicos
graves generando mareos, pérdida de conocimiento, dificultad para respirar, vision
borrosa, ceguera, debilidad, diarrea, pérdida de peso, dolores abdominales, dolor de

cabeza, naduseas y vomitos (Ohimain, 2016).
2.7.5 Factores que influyen en la generacion de metanol

Los factores que influyen en la generacion de metanol son el contenido de pectina, la
temperatura de esterilizacion, la edad fisiolégica de la materia prima, el tamafio, y la

actividad de la enzima pectinmetilesterasa (6ptima entre 50 y 60°C) (Ohimain, 2016).

Blinder et. al., (2009) indican que “La tasa de produccion de metanol esta directamente
relacionada con la naturaleza y la cantidad de sustancias pécticas presentes en la fruta,

asi como a la cantidad de enzima puesto en contacto con dicho sustrato.” p (344)

La fermentacidn espontanea de manera artesanal en la que no se realizan controles
efectivos de higiene se da la fermentacién en presencia de hongos, levaduras y
bacterias; los microbios pueden conllevar a producir metanol y diversos productos. La

presencia de enzimas pectinoliticas en las levaduras es una las causas de generacion
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de metanol las cuales se clasifican en esterasas y despolimerasas (hidrolasas y liasas);
las liasas conducen a la hidrdlisis de la pectina generando oligo 0 monogalacturonato
mientras que las enzimas esterasas realizan la hidrélisis generando &acido péctico y
metanol (Ohimain, 2016).

En los estudios realizados con frutos de madrofio se concluyé que los frutos muy
maduros produjeron bebidas con mayor contenido de metanol (Kraut y Kurtz, 2008)
citado por Botelho et.al., (2020).

Para tratar las pectinas se somete los frutos de nispero serrano a temperatura de 85y
95 °C por 15 minutos para inactivar las enzimas pectinesterasas responsables de la
hidrélisis de los grupos de ésteres metilicos que forman metanol y pectinas de menor
metoxilo; inactivando de igual forma a la poligalacturonasa que rompe los enlaces
glucosidicos entre las moléculas galacturénicas para llegar finalmente a acido
galacturénico (Carbonell et. al, 1990).

Se realizé un estudio sobre la influencia de la variedad de manzana y la pasteurizacion
a 85 °C del jugo sobre el contenido de metanol de la sidra dura y el aguardiente; el cual
concluye que existe diferencia significativa de la pasteurizacion debido a que el
aguardiente elaborado con jugos de manzana Crispin con mosto pasteurizado present6
un promedio de 217 mg/100 ml de etanol al 40% y el de mosto sin pasteurizar 400
mg/100 ml de etanol al 40% (Hang y Woodams, 2010).

2.7.6 Determinacién de metanol por espectroscopia infrarroja con transformada

de Fourier con reflectancia total atenuada FTIR-ATR

Es una técnica de andlisis no destructiva que permite registrar espectros de infrarrojos,
el equipo emite una fuente de radiacion a un dispositivo de seleccién de longitud de
onda que mide la intensidad de luz detectada y lo convierte en sefiales eléctricas en un
sistema informatico de datos espectrales el cual se usa para analisis quimio métricos.
La quimiometria consiste en la interpretacion de espectros mediante métodos gréficos,

y estadisticos para determinar los componentes de una muestra (Bouhzam, 2020).

La espectroscopia y aparatos ATR (reflactancia total atenuada) son ventajosos en el
analisis debido a la practicidad, buena eficiencia y rentabilidad ya que no se necesita un
volumen de muestra grande, no requiere tratamiento previo de las muestras (Anjos et
al., 2016).

Anjos et. al., (2016) utiliz6 el método espectroscopia FTIR con reflectancia total
atenuada en la region de 4000 — 400 cm™ para predecir el contenido de metanol en

aguardientes derivados de uva mediante la regresion de minimos cuadrados parciales
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obteniendo valores de metanol entre 30 — 2224 g/hl AA resultados que coincidieron con
el método de cromatografia de gases.

En el estudio de andlisis de metanol y etanol de aguardientes de frutas se analiz6
mediante espectroscopia FTIR; se registrd los espectros entre 3500 - 750 cm?y se
predijo la concentracion de metanol mediante una curva patron utilizando la regresion
PLS con un coeficiente de correlacién de 0,9855 basandose en el area de los picos
teniendo en cuenta que el metanol puro tiene una frecuencia especifica de vibracién a
1020 cm™ con mayor intensidad y a 1112 cm™ con menor intensidad. La concentracion
de metanol obtenidos en brandis de ciruelo fue de 755,55 a 926,54 (g/100 g de
aguardiente de fruta); en brandis de manzana 822,32 a 878,57 (g/100 g de aguardiente
de fruta y en brandis de pera 881,89 a 1045,89 (g/100 g de aguardiente de fruta)
(Coldea, 2013).
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION DEL TRABAJO

Los analisis fisicos y quimicos de los extractos azucarados de las semillas de molle y
de los extractos azucarados fermentados fueron ejecutados en el Laboratorio de
Investigacion de la escuela de Ingenieria en Industrias Alimentarias de la Universidad

Nacional de San Cristobal de Huamanga.

3.2 PLANTEAMIENTO METODOLOGICO
3.2.1 Nivel de investigacion

El nivel de la investigacibn es experimental debido a que se tiene variables
independientes (tiempo y temperatura) que fueron manipuladas con el fin de obtener
extractos azucarados de semillas de molle (mosto) y una bebida fermentada a partir de
estos extractos azucarados, la variable dependiente principal fue el contenido de
metanol en la bebida fermentada de semillas de molle. Las caracteristicas fisicoquimicas
del mosto y la bebida fermentada (°Brix, densidad, % de pectina, % de etanol, pH, acidez
total, acidez volatil), vienen a ser las variables dependientes secundarias que también

fueron cuantificadas durante el desarrollo de la investigacion.
3.2.2 Tipo de investigacion

El presente estudio pertenece a un tipo de investigacion cuantitativa segin el manejo
de las variables y también es de tipo aplicada ya que se usaran los conocimientos en la

practica.
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3.2.3 Tipo de analisis estadistico

Para el presente trabajo de investigacion se utilizo el andlisis estadistico (ANOVA) con
un nivel de confianza al 95 % en el software estadistico denominado Minitab 18.

3.3 MATERIALES

3.3.1 Equipos

. Agitador mecanico

. Alcoholimetro de Gay Lussac
. Balanza analitica

o Densimetro

o Fermentador

J Destilador Kjeldahl

. Espectrofotometro FTIR Nicolet is 10
. Horno

o Refractometro de Abbe

o Termdmetro digital

3.3.2 Materiales

. Bureta de 10 ml

o Fiolade 25 mly 1L

o Matraz de Erlenmeyer de 100 ml, 250 y 500 ml
o Micropipetas de 10 a 100 pL,

o Pipeta de 5 ml

o Probeta de 100 y 250 ml

o Tubos de ensayo

o Vasos precipitados de 10 ml, 50 mly 250 m|

3.3.3 Reactivos

. Alcohol etilico

. Acido clorhidrico 1.5 N

o Agua destilada

o Isopropanol

. Hidréxido de sodio 0.1 N
. Fenolftaleina

o Metanol puro
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3.3.4 Software

. Minitab 18
. Omnic
. TQ analyst

3.4 METODOS
3.4.1 Tratamiento inicial de las semillas de molle

Las semillas maduras que poseen color rosado fueron compradas de la comunidad de
Santa Béarbara y puestas a secar al sol por un periodo de tres dias, una vez seca las
semillas se estrujaron hasta que las cascarillas se desprendan de las semillas;
finalmente se ventil6 con una ventiladora eléctrica para eliminar las cascarillas (Figura

4) y ser almacenados en un lugar seco hasta el momento de ser procesado.

Figura 4. Semillas de molle ventiladas

3.4.2 Extraccion de azUcares

Para la extraccion de azucares fermentables de las semillas de molle se emple6 un
disefio factorial con 2 factores y cada uno con 3 niveles, la investigacion presentd 27
unidades experimentales ya que para cada nivel se tuvo 3 repeticiones. En la Tabla 9
se describe los factores y niveles de experimentacion; en la Tabla 10 se muestra las
respuestas de los tratamientos y sus unidades de medida y en la Tabla 11 se detalla los

tratamientos experimentales de la investigacion y los cédigos respectivos de cada
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extracto azucarado obtenido con los distintos tratamientos que en adelante seran

mencionados.

Tabla 9. Factores y niveles experimentales en la extraccion de azucares.

o Descripcion
Factores Descripcion del factor _
del nivel

A Temperatura del agua (°C) 20
55
90
B Tiempo de extraccion (min) 10
20
30

Tabla 10. Respuesta de los tratamientos y sus unidades de medida.

Respuesta Unidad de medida
Concentracion de azucares °Brix
Densidad g/ml
Concentracién de iones pH
hidrogeno
Acidez total % Ac. Tartarico
Concentracién de pectina %
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Tabla 11. Disefio experimental en la extraccion de azlcares.

Factor A Factor B
Corrida Cbédigo Temperatura Tiempo

(°C) (min)
1 2015 a 20 15
2 2030 a 20 30
3 2045 a 20 45
4 5515 a 55 15
5 5530 a 55 30
6 5545 a 55 45
7 9015 a 90 15
8 9030 a 90 30
9 9045 a 90 45
10 2015 b 20 15
11 2030 b 20 30
12 2045 Db 20 45
13 5515 b 55 15
14 5530 b 55 30
15 5545 b 55 45
16 9015 b 90 15
17 9030 b 90 30
18 9045 b 90 45
19 2015 ¢ 20 15
20 2030 ¢ 20 30
21 2045 ¢ 20 45
22 5515 ¢ 55 15
23 5530 ¢ 55 30
24 5545 ¢ 55 45
25 9015 ¢ 90 15
26 9030 ¢ 90 30
27 9045 ¢ 90 45

Para el procedimiento de extraccién de azucares fermentables de semillas de molle se
realizé teniendo en cuenta la relacion de semillas de molle: agua (1: 2,86), se pesaron
las semillas posteriormente se sumergieron en agua a temperatura de 20 °C por 15
minutos, 20 °C por 30 minutos, 20 °C por 45 minutos, 55 °C por 15 minutos, 55 °C por
30 minutos, 55°C por 45 minutos, 90 °C por 15 minutos, 90 °C por 30 minutos y 90 °C

por 45 minutos a una velocidad de agitacion de 120 rpm.

Una vez concluido el tiempo de extraccion, se realizo el primer filtrado con un colador y
el segundo filtrado con una tela poliéster hasta separar la parte solida de la liquida,

como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Procedimiento de extraccion de azUcares fermentables de semillas de molle

Nota. Incorporacion de frutos pesados a un recipiente con agua (A), control de
temperatura (B), primera filtracion para separar las semillas (C) y segunda filtracion del

mosto obtenido (D).
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3.4.2.1 Determinacién de pectina del extracto azucarado de semillas de molle

La determinacién de pectina se realizé con el método gravimétrico teniendo en cuenta
el proceso de extraccion de Fredes et. al., (2009); la concentracion de pectina disuelta
en el mosto se analizé6 mediante hidrolisis acida con HCI 1,5 N llevando las muestras de
mosto extraido hasta un pH de 2,5, se calenté durante 1 hora los mostos acidificados
hasta una temperatura de 89 °C, se filtr6 con papel filtro en caliente para eliminar
impurezas, se enfrié hasta 20 °C y se adicion6 alcohol etilico de 96 % en una proporcion
de 1:1 respecto al mosto acidificado y se dej6 en reposo por 30 min hasta coagular la
pectina, esta fue separada por filtracion (Figura 6); una vez filtrado se llevo a secar a
una temperatura de 45 °C por 24 horas, se enfrid y se peso los papeles con muestras
de pectina extraida. Se calcul6 el porcentaje de pectina extraido con la siguiente

ecuacion.
, , PM — P
% Pectina extraido = P x 100

Donde:

P : Peso del papel filtro

PM : Peso del papel y muestra seca

Pm : Peso de la muestra

Figura 6. Extraccion de pectina de los extractos azucarados
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3.4.3 Elaboracién de la bebida fermentada de semillas de molle (chicha de

molle)

Figura 7. Diagrama de bloques del proceso de elaboracion de chicha de semillas de

molle
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!

Chicha de molle

3.4.3.1Manejo del in6culo

Las levaduras nativas se reprodujeron a partir de una botella de chicha de semillas de
molle que se encontraba en fermentacion; el origen de esta bebida fue de la comunidad

de Santa Béarbara ubicado en el distrito de Tambillo, Provincia de Huamanga, region
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Ayacucho. La reproduccion de las levaduras nativas se realiz6 siguiendo los pasos que

a continuacion se detalla:

e Se elabor6 un mosto extrayendo los azUcares fermentables de semillas de molle
a una temperatura de 20 °C y 15 minutos.

¢ El mosto extraido se pasteurizé a 80 °C por 15 segundos y se dejé enfriar hasta
20 °C.

¢ Al mosto se le agregd 30 ppm de metabisulfito de sodio y se dejé en reposo 10
minutos.

e Se afiadié 55 ml de la chicha de semillas de molle a 1700 ml de mosto extraido
y esto se dejé en un fermentador a temperatura constante de 24,5 °C por un
periodo de 3 dias (Figura 8).

Figura 8. Mosto con levaduras nativas reproducidas

3.4.3.2Fermentaciéon alcohdlica de los extractos azucarados de semillas de molle

La bebida fermentada de semillas de molle se obtuvo de la conversion los azlcares

presentes en los extractos azucarados obtenidos de las semillas (mostos) en alcohol.

Se agreg6 55 ml de inoculo (elaborado con el procedimiento que indica el “item 3.4.3.1")
a todos los extractos azucarados obtenidos, los extractos azucarados fueron llevados a

fermentacion temperaturas de ambiente.
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La temperatura fue evaluada cada 24 h entre las 2 p. m. y 4 p. m con un termémetro
digital por un periodo 7 dias, los resultados de la evaluacion de temperatura de los

extractos azucarados en fermentacion se muestra en la Tabla 22.

La fermentacién se realiz6 en botellas transparentes con tapas acondicionadas con
mangueras de 4 mm de espesor como se observa en la Figura 9, por donde se liberé y
condujo el CO; a un recipiente con agua impidiendo el paso del oxigeno. Una vez
concluida la fermentacion alcohdlica se realizd6 el descube vy filtracibn para ser

almacenado en botellas esterilizadas de 1,5 L.

Figura 9. Fermentacién alcohdlica de los extractos azucarados
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3.4.4 Caracterizacién fisicoquimica

3.4.4.1 Determinacién de densidad

La densidad se determind mediante el método aerométrico; la densidad se determiné
antes de iniciar y al finalizar la fermentacion cuando las botellas dejaron de expulsar
COg, se colocé 250 ml de bebida a 20 °C en una probeta, se sumergié un densimetro,
se esperd unos segundos hasta que el instrumento se estabilice y se registro el valor de

la densidad en la base del menisco formado (Garcia y Xirau, 2005)

3.4.4.2 Determinacion de °Brix

El grado brix se determind mediante el método refractométrico con un instrumento
denominado refractometro que se basa en la direccion que se sigue el rayo de luz al
incidir sobre un medio con diferente densidad y mide la materia seca (generalmente
azucares) disuelta en un liquido (Bustamante,2019) y (Ofia, 2020).
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La determinacion se realiz6 antes, durante y después de la fermentacion, se colocé
entre 3 a 4 gotas en el prisma del refractometro a una temperatura de 20 °C, se procedio
a observar y nivelar el refractometro con el prisma movible hasta que la luz atravesada
coincida en el centro del circulo que se encuentra en la interseccion de dos lineas en el
refractometro, se dio la lectura y se registro los datos cada 24 horas hasta el término de

la fermentacion alcohdlica.

Figura 10. Determinacion de °Brix

3.4.4.3 Determinacién de pH

El pH se determind mediante el método potenciométrico con un instrumento
denominado pH - metro que mide la diferencia de potencial entre dos electrodos: un
electrodo de vidrio sensible al hidrégeno ion y un electrodo de referencia de plata o
cloruro de plata (Ofia, 2020).

Se calibré el pH - metro mediante dos soluciones tampén, una de pH 4 y otra de pH 7,
para ello se extrajo 20 ml de las soluciones tampdn en un vaso precipitado, se sumergié
el electrodo a la solucién tampén, se presioné el botdon cal y se esperd a que en la

pantalla de pH - metro indique el valor de pH de la solucién tampén.

Se determind el pH de los extractos azucarados, de los mostos en fermentacion y de la
bebida fermentada, para ello se extrajo 15 ml de muestra en un vaso precipitado a 20°C,
se esperd hasta que el valor se estabilice en la pantalla digital, el proceso se realizé

cada 24 horas desde el dia de extraccion del mosto hasta el tltimo dia de fermentacion.
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Figura 11. Determinacion de pH

3.4.4.4Determinacion de grados alcohélicos (NTP.212.030.2019)

Los grados alcohdlicos se determind cuando la fermentacion finalizé, se enraso la
muestra (bebida fermentada de semillas de molle) en una fiola de 200 ml y se llevo al
equipo destilador, una vez iniciada la destilaciéon se recogié 180 ml de destilado, se enfrié
hasta la temperatura de 20 °C, la muestra destilada se enrasé con agua destilada hasta
completar los 200 ml, se introdujo el alcoholimetro en una probeta de 100 ml y se dio la

lectura cuando el alcoholimetro se mantuvo en reposo (INACAL, 2019).

Figura 12. Lectura de grados alcohdlicos de la muestra destilada

37



3.4.4.5Determinacién de acidez total (NTP.211.040.2018)

La acidez total se determiné valorando con una solucién de hidréxido de sodio 0.1 N, se
prepard en un matraz 5 ml de muestra (bebida fermentada de semillas de molle) diluida
en 100 ml de agua destilada y se procedié a valorar usando como indicador gotas de
fenolftaleina, se tomé datos del volumen de gasto y se calcul6 con la siguiente formula
(INACAL, 2018)

N X VG x0.075 x 100

% AT = VM

Donde:

% AT : Porcentaje de acidez total expresado en acido tartarico
N: Normalidad de la solucion de NaOH
VG : Volumen de gasto de NaOH (ml)

VM: Volumen de muestra (ml)

3.4.4.6 Determinacion de acidez voléatil (NTP.211.040.2018)

La acidez volatil se determiné al finalizar la fermentacion después de haber destilado 200
ml de muestra (bebida fermentada de semillas de molle destilada y llevada al volumen
inicial de la bebida) del cual se separé 25 ml, se afiadié unas gotas fenolftaleina y se
procedié a valorar con una solucion de NaOH 0.1 N hasta que el color rosado sea
persistente (INACAL, 2018).

N xVG x0.060 x 100

% AV =
o VM

Donde:

% AV : Porcentaje de acidez total expresado en acido acético
N: Normalidad de la solucion de NaOH

VG : Volumen de gasto de NaOH (ml)

VM: Volumen de muestra (ml)

3.4.4.7 Determinacién de metanol por espectroscopia FTIR - ATR

El analisis de metanol se realizé por la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR-ATR) teniendo como referencia a los estudios realizados por Anjos et al.
(2016) y Coldea (2013). La muestra se analizé con un diamante ATR utilizando el rango

infrarrojo medio (400 - 4000 cm™) con 32 escaneos por espectro, los datos de los
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espectros obtenidos se registraron con el software OMNIC y se cuantificé mediante una
curva patron con el método de regresion PLS realizado en el software TQ Analyst.

Para el analisis de metanol se elabor6 soluciones patron con una solucién madre de
etanol al 3% al que se afiadié6 metanol en concentraciones de 0,59,19,29,3y5ga
una fiola de 1 litro el cual se enraz6 con la solucion de etanol. Las soluciones patrén de
metanol equivalen a una concentracion de 0 mg /100 ml, 50 mg/100 ml, 100 mg/100 ml,
200 mg/100 ml, 300 mg/100 mly 500 mg/100 ml.

Se destil6 100 ml de bebida fermentada de semillas de molle y se obtuvo 90 ml de
alcohol destilado, este destilado fue llevado al volumen inicial de la muestra (100 ml de

bebida fermentada) completando con agua destilada.

El analisis de lectura espectral se realiz6 de las soluciones patrén y de las muestras
destiladas llevadas al volumen inicial de la bebida fermentada; una vez listas las

muestras se continud con el siguiente procedimiento:

e Se limpi6 cuidadosamente el cristal ATR con isopropanol y papel tisu antes de tomar
las muestras.

e Se realiz6 la medicion de fondo cada 30 minutos

e Se tomd las muestras por triplicado recogiendo 15 ul de destilado directamente de
las botellas con una micropipeta de punta desechable el cual se cambié en cada
lectura para evitar la contaminacion de las muestras.

e Se colocd las muestras en el cristal ATR de tal manera que el cristal quede
completamente cubierto, una vez puesta la muestra se procedié a dar inicio de la
corrida espectral manteniendo la temperatura de ambiente constante a 20 °C.

¢ Finalizada la lectura se guardé el espectro realizando una correccion avanzada ATR

a tal manera de eliminar interferencias.

Como siguiente paso se realizd la construccion de la curva patrén (Anexo 3) para la
cuantificacién de metanol con el software TQ Analyst mediante la técnica de calibracién
de minimos cuadrados parciales (PLS) el cual se acondicioné mejor a las condiciones
de los datos espectrales y dié mayor precision. Se introdujo a la base de datos la lectura
espectral de las muestras patrén, se seleccion6 el rango de trabajo entre 997,50 cm™ -
1028,35 para la estimacion de areas con una linea base entre el punto a 1020,64 cm"y
1008,59 cm™. (Anexo 2), después de establecer los parametros se calibr6 la curva y
finalmente se seleccion6 las muestras de la base de datos para la cuantificacion de

metanol.
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Figura 13. Lectura de espectros de los patrones y las muestras.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ANALISIS FISICOQUIMICO Y ESTADISTICO DEL EXTRACTO AZUCARADO
4.1.1 Andlisis de °Brix de los extractos azucarados de semillas de molles

En la Tabla 12 se reporta la concentracion de azucares fermentables de las semillas de
molle (°Brix a 20 °C) de las extracciones realizadas a 120 rpm y con una relacién de

molle: agua (1: 2,86)

Tabla 12. °Brix de los extractos azucarados de semillas de molle

Tratamiento Temperatura Tiempo o °Brix

(°C) (min) Cadigo promedio
1 20 15 2015 8,08 £ 0,14
2 20 30 2030 8,33 +0,38
3 20 45 2045 8,50 £ 0,25
4 55 15 5515 8,25+ 0,00
5 55 30 5530 8,50 £ 0,00
6 55 45 5545 8,50 £ 0,00
7 90 15 9015 8,50 £ 0,25
8 90 30 9030 8,50 £ 0,00
9 90 45 9045 8,50 £ 0,00
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Figura 14. Comportamiento de la concentracion de azlcares fermentables (°Brix)

obtenidos a distintas temperaturas y tiempos de extraccion
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En la Figura 14 se observa que con la extracciéon de azucares realizada a 20°C tiene
una concentracién maxima de azucares (8,5 °Brix) a los 45 min de extraccion, mientras
gue con la extraccion realizada a 55 °C logra llegar a 8,5 °Brix en el minuto 30 y con la
extraccion realizada a 90°C llega a 8,5 °Brix en el minuto 15 de la extraccion; esto se
debe a que los azlcares son sélidos solubles en el agua y para la disolucion de estos
azlcares es recomendable disponer de altas temperaturas. Los azucares de las semillas
de molle no estan del todo libres en la pared superior de las semillas y como esta pared
es carnosa y compacta el solvente se demora en llegar a los azlcares durante los
primeros minutos y a temperaturas bajas. Lo enunciado se contrasta con Jiménez, et al.
(2012) quienes en su estudio obtuvieron azucares fermentables de betarraga a
temperaturas de 50, 70 y 90 °C, ellos reportan una diferencia de rendimiento del 10,45%
entre la extraccion a 50 °C y 90° C y se puede observar que a mayor temperatura de

extraccion el rendimiento de extraccion de los azlcares fermentables es superior.

Segun Paredes et. al., (1999) la extraccion de azucares para la elaboracion de chicha
de molle se realiza a una temperatura de 80°C por 30 minutos y se obtiene un alcohol
de 4 % con una concentracion inicial de extracto de 10 °Brix pero no reporta la relacion
de agua y semillas de molle, posiblemente se haya usado mayor cantidad de semillas

de molle en comparacién con los tratamientos realizados.

Los azUcares son sustratos principales para que se dé el proceso de fermentacion. Sin
embargo, la concentracién por encima de los 200 g/L puede inhibir el desarrollo de las
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levaduras como resultado de una elevada presién osmotica Bustamante (2019), Garcia
y Mamani (2008).

Las cantidades de azlcares de semillas de molle disueltos en los extractos no superan
el limite establecido por Garcia y Mamani (2008), la concentracién de azucares (8,40 +
0,20 °Brix) en los extractos obtenidos esta por encima de lo indicado por Ofa (2019)
quien menciona que los azucares se deben encontrar por encima de los 20 g /L (2 °Brix)
para que transcurra la fermentacién alcohdlica.

Los °Brix de los extractos azucarados obtenidos con los distintos tratamientos tiene un
A= 0,42, por lo tanto, al incrementar el tiempo y temperatura de extraccién no se da un

incremento considerable de azlcares en los extractos.

Figura 15. Diagrama de Pareto para °Brix de los extractos azucarados de semillas de

molle

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es °Brix, o = 0.05)
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En el Anexo 11 se puede observar que la variaciéon entre los tratamientos sobre la
concentraciéon de azlcares es minima y estadisticamente no es significativa (p > 0,05).
Sin embargo, en la Figura 15 y en el Anexo 11 se puede observar que el tiempo de
extraccion influye estadisticamente (p = 0,04) de manera independiente en la

concentracion de azUcares de los extractos.
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4.1.2 Andlisis de densidad de los extractos azucarados de semillas de molle

La densidad de los extractos azucarados fue tomado a 20 °C

Tabla 13. Densidad de los extractos azucarados de semillas de molle

. Densidad

Tratamiento Tempoeratura Tlempo cédiao promedio a

C) (min) ? 20°C (g/ml)

1 20 15 2015 1,030 + 0,001
2 20 30 2030 1,031 + 0,002
3 20 45 2045 1,032 £ 0,001
4 55 15 5515 1,031 £ 0,001
5 55 30 5530 1,032 + 0,000
6 55 45 5545 1,032 + 0,000
7 90 15 9015 1,032 + 0,001
8 90 30 9030 1,032 + 0,000
9 90 45 9045 1,032 + 0,000

En la Tabla 13 se observa que la densidad de los extractos azucarados se encuentra
entre 1,030 y 1,032 g /ml y el incremento de las densidades tiene un comportamiento
similar al de los °Brix ya que ambas medidas estan relacionadas directamente. La
densidad de los extractos esta relacionada con la concentracion de azucares, esto se
contrasta con la tabla de correspondencia de LAFFORT (Anexo 1) donde indica que la
densidad de los extractos azucarados esta relacionada con los °Brix se asemejan a los
resultados obtenidos en la extraccién donde a la densidad de 1,032 le corresponderia
8,2 °Brix.

De acuerdo al analisis de varianza (Anexo 12) los tratamientos ni los factores son
estadisticamente significativos (p =0,42 > 0,05) sobre la densidad de los extractos

azucarados se semillas de molle.
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4.1.3 Anélisis de pH de los extractos azucarados de semillas de molle

El pH de los extractos azucarados (obtenidos a distintas condiciones de tiempo y
temperatura de extraccién) se determin6 a 20°C.

Tabla 14. pH de los extractos azucarados de semillas de molle

N° de Temperatura Tiempo o pH
tratamiento (°C) (min) Codigo promedio
1 20 15 2015 4,40 £ 0,04
2 20 30 2030 4,37 +0,04
3 20 45 2045 4,31 +0,06
4 55 15 5515 4,19 £ 0,05
5 55 30 5530 4,18 +0,03
6 55 45 5545 4,18 £ 0,03
7 90 15 9015 4,13+0,03
8 90 30 9030 4,14 +0,04
9 90 45 9045 4,14 +0,03

En la Tabla 14 se muestra los resultados de pH de los extractos azucarados de semillas
de molle donde se puede observar que el valor promedio de pH de los mostos se
encuentra entre 4,13 y 4,40, estos valores son semejantes a los resultados de Paredes
et. al., (1999) quienes reportan un pH de 4 en el primer dia de fermentacion de los

extractos

Figura 16. Comportamiento promedio del pH de los extractos azucarados
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En la Figura 16 se observa la tendencia del comportamiento del pH de los extractos
azucarados de semillas de molle con los 9 tratamientos de extraccion, donde las
extracciones de azucar realizadas a 90°C obtuvieron menor pH en el rango de 4,13 a
4,14 mientras que los resultados de la extraccion a 55 °C entre 4,18 a 4,19 y los
resultados de la extraccion a 20°C obtuvieron un valor entre 4,31 a 4,40.

De la Figura 16 se puede decir que el pH de los extractos tiende a disminuir a medida
gue la temperatura de extraccion incrementa, esto se debe a que el pH es una medida
de acidez o alcalinidad de una solucién acuosa y las temperaturas altas dan mayor
energia a las moléculas del agua y son capaces de diluir los acidos presentes en las
semillas con mas facilidad que el solvente con temperatura menor, el cual hace que el
pH sea menor a 7. Los resultados se contrastan con la investigacion de Bustamante
(2019) quien determiné que el tiempo de coccion de la malta para la obtencion de chicha
de jora influye en el pH de los azlUcares fermentables ya que en el proceso se desdobla

los nutrientes y este disminuye conforme el tiempo de coccién aumenta.

Segun Ofia (2019) el crecimiento de las levaduras responsables de la fermentacion
alcoholica no se da con normalidad a pH menores a 3,5. Los extractos azucarados de
semillas de molle obtenidos tienen un pH apto para para el desarrollo de las levaduras

como lo indica Ofia (2019).

El pH de los extractos azucarados obtenidos con los distintos tratamientos tiene un A=
0,27, por lo tanto, al incrementar el tiempo y temperatura de extraccion no se da una

variacién considerable de pH.

Figura 17. Diagrama de Pareto para el pH de los extractos azucarados
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El Anexo 13 del analisis de varianza y la Figura 17 muestran que el factor temperatura
es estadisticamente significativo (p = 0,00 < 0,05) en la extraccion de los azlcares
fermentables, mas no el tratamiento ni el tiempo de extraccién (p>0,05)

4.1.4 Analisis de acidez total de los extractos azucarados de semillas de molle

La acidez total de los extractos azucarados (obtenidos a distintas condiciones de
tiempo y temperatura de extraccion) se determiné a 20°C.

Tabla 15. Acidez total (exp. %Ac. Tartarico) de los extractos azucarados de semillas

de molle
_ Temperatura  Tiempo ) Acidez promedio
Tratamiento Cédigo

(°C) (min) (%Ac. Tartarico)

1 20 15 2015 0,1490 + 0,0270

2 20 30 2030 0,1792 + 0,0680

3 20 45 2045 0,2091 + 0,0850

4 55 15 5515 0,1920 = 0,0340

5 55 30 5530 0,1920 + 0,0260

6 55 45 5545 0,2091 £ 0,0150

7 90 15 9015 0,2347 £ 0,0150

8 90 30 9030 0,2304 + 0,0130

9 90 45 9045 0,2304 + 0,0130

Figura 18. Comportamiento promedio de la acidez total (%Ac. Tartarico) de los extractos

azucarados de semillas de molle
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En la Tabla 15 se muestra que los resultados de la acidez total de los extractos
azucarados expresado en porcentaje de acido tartarico van desde 0,1493 % a 0, 2347
%. En la Figura 18 se observa que, en la extraccién a 90 °C los mostos tienen un
porcentaje de acidez de 0, 2304 % a 0, 2347 %, con la extraccién a 55 °C tiene una
acidez entre 0,192 % a 0.2091% y con la extraccion realizada a 20 °C tiene una acidez
entre 0,1920 % a 0,2091 %. La acidez de los extractos azucarados de semillas de molle
estan relacionados directamente proporcional con el tiempo y temperatura de
extraccion, este comportamiento se debe a que el agua a mayor temperatura presenta
mas energia en sus moléculas que el agua a menor temperatura y es capaz de diluir
con facilidad los nutrientes (acidos organicos) de las semillas de molle; por ello los
mostos obtenidos a temperaturas de 55 °C y 90 °C por 45 minutos presentan mayor
porcentaje de acidez que el de los mostos extraidos a 20 °C por 15 minutos. Esta
explicacion también lo avala Bustamante (2019) quien en su investigacion sobre el
tiempo de coccion de la jora para la obtencion de una bebida fermentada menciona que,
conforme aumenta el tiempo de coccidon se produce el desdoblamiento de nutrientes

mediante la accion enzimética y por ello se da la liberacion de acidos.

La acidez total de los extractos azucarados obtenidos con los distintos tratamientos tiene
un A= 0,0854 %, por lo tanto, al incrementar el tiempo y temperatura de extraccién no

se da una variacion considerable del % acidez total.
Figura 19. Diagrama de Pareto para Acidez total (exp. %Ac. Tartarico) de los extractos

azucarados de semillas de molle
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En la Figura 19 se observa que la barra A perteneciente al factor temperatura de
extraccion sobrepasa la linea de referencia e indica que la temperatura influye sobre el
porcentaje de acidez total; de acuerdo al andlisis de varianza del Anexo 14 se demuestra
que este factor es estadisticamente significativo (p< 0,05).

4.1.1. Andlisis de pectina de los extractos azucarados de semillas de molle

Tabla 16. Porcentaje de pectina de los extractos azucarados de semillas de molle

N° de Temperatura Tiempo o Pectina
tratamiento (°C) (min) Codigo promedio (%)
1 20 15 2015 0,749 10,013
2 20 30 2030 0,785+ 0,008
3 20 45 2045 0,901 + 0,005
4 55 15 5515 0,887 £ 0,009
5 55 30 5530 0,978 + 0,006
6 55 45 5545 1,101 + 0,017
7 90 15 9015 1,022 + 0,050
8 90 30 9030  1,148+0,016
9 90 45 9045 1,292 +0,035

Figura 20. Comportamiento promedio del % pectina de los extractos azucarados
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En la Tabla 16 y la Figura 20 se observa que el porcentaje de pectina promedio de los
extractos esta en un rango de 0,7496 % a 1,2925 % y varia con los distintos
tratamientos. Con la extraccion de los mostos de semillas de molle obtenidos a 20°C
se obtuvo un porcentaje de pectina de 0,8120 + 0,0690 %, a 55 °C de extraccion 0,9886
10,0936 % y a 90 °C de extraccion 1,1544 +0,1213 %. El menor porcentaje de pectina
se obtiene con el tratamiento a 20 °C por 15 minutos y el mayor porcentaje con el
tratamiento a 90 °C por 45 minutos; se puede ver que en todos los tratamientos
conforme aumenta el tiempo y temperatura de extraccion incrementa el porcentaje de
pectina extraido en el mosto. Este comportamiento se debe a que las pectinas son
sélidos que se diluyen mejor en el agua caliente y como las sustancias pécticas de las
semillas de molle se encuentran en la pared secundaria, el solvente (agua) se toma mas
tiempo en diluir la pectina. Por ello el porcentaje de pectina de los extractos azucarados
obtenidos a mayor tiempo tienen valores superiores al de las extracciones realizadas
durante 15 min. Esto concuerda con lo indicado por Bindler et. al., (2009) quienes
mencionan que las sustancias pécticas de las plantas pequefias se encuentran
principalmente en mayor proporcién en la pared secundaria y Lliuyacc (2018) en su
investigacion sobre la influencia de la temperatura en la extraccion de pectinas a partir
de cascaras de tumbo indica que las pectinas obtenidas con una extraccion a 76°C por
56 minutos tienen un porcentaje de rendimiento de 12,99 y con la extraccion realizada

a una temperatura de 64°C por 56 minutos reporta un rendimiento de 8,94 %.

En el Anexo 15 del analisis de varianza se observa que el tratamiento, el factor
temperatura y el factor tiempo son estadisticamente significativos sobre el % de pectina
extraido en los mostos (p < 0,05) y ello se puede contrastar en la Figura 21 porque la
barra A, AB y AB que representan a los factores y el tratamiento sobre pasan la linea

de referencia.
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Figura 21. Diagrama de Pareto para el % de pectina de los extractos azucarados de

semillas de molle.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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Figura 22. Grafica de efectos principales para el % pectina de los extractos azucarados

de semillas de molle.
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En la Figura 22 se muestra el comportamiento lineal de las medias del porcentaje de
pectina extraido en los extractos azucarados de semillas de molle y se puede decir
gue conforme la temperatura y tiempo de extraccion incrementa el valor medio del
porcentaje de pectina extraido en el mosto también se incrementa por ello tienen el
comportamiento grafico de las pendientes similar.
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4.2 ANALISIS FISICOQUIMICO DURANTE LA FERMENTACION DE LOS
EXTRACTOS AZUCARADOS DE SEMILLAS DE MOLLE

La fermentacion alcohdlica de los extractos azucarados de semillas de molle con
codigos (2015, 2030, 2045, 5515, 5530, 5545, 9015, 9030 y 9045) se realiz6 a
temperatura de ambiente por 7 dias y se evalué los pardmetros que se muestran a

continuacion.
4.2.1 Evaluacion de solidos solubles (°Brix)

En la Figura 23 se puede observar que durante la fermentacion existe disminucion de
los °Brix desde un promedio de 8,5 hasta 3 °Brix debido a que las levaduras utilizan los
azucares como sustrato para la produccion de etanol. A partir del dia 1 hasta el dia 3 el
descenso de los °Brix es mayor debido a que son los dias donde hay mas actividad
fermentativa. Segun Paredes et. al., (1999) durante la fermentacién de la chicha de
molle, los °Brix también disminuyen durante 7 dias de fermentacion desde 15 hasta 5
°Brix, pero estos valores no son iguales a los resultados de la presente investigacion
debido a que dichos autores no detallan la relacion de azucar: agua utilizados para la
obtencion del mosto, pero se puede observar en la Tabla 6 que si tienen la misma

tendencia.

Se observa que la fermentacién de los extractos azucarados obtenidos a 90 °C son los
gque se demoraron en iniciar la fermentacién; la presencia de taninos y aceites
esenciales hidrosolubles extraidos a altas temperaturas serian los responsables de
dicha reaccion. Dellacassa (2010) y Maldonado (1920) informan que en los frutos de
molle se encontraron taninos y Ofia (2020) menciona que los taninos son inhibidores del

crecimiento de las levaduras.
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Figura 23. Comportamiento de los °Brix durante la fermentacion de los extractos

azucarados
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4.2.2 Control de acidez

La acidez total de las bebidas fermentadas tiene un comportamiento inverso al del pH'y
esta va aumentando conforme pasan los dias de fermentacion, la tendencia del
comportamiento de la acidez total se observa en la Figura 24. La acidez inicia entre
0,1493 % y 0,2304 % de acido tartarico y finaliza después de los 7 dias de fermentacion
entre 0,448 % y 0.5717% de acido tartarico. El incremento de acidez durante la
fermentacion se debe a que los nutrientes presentes en el mosto son desdoblados por
accion de las enzimas y esto conduce a la liberacién de &cidos. La fermentacion
alcohdlica tiene una reaccion acida por la generacion de acidos (malico, tartarico y
succinico). Segun Paredes, Flores y Jordan (1999) durante la fermentacion de la chicha
de molle la acidez también se incrementa de en 0,11 % de ac. Tartarico hasta 0,39 %

ac. Tartarico.

Figura 24. Comportamiento de la acidez total durante la fermentacién de los extractos

azucarados
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4.2.3 Evaluacién de PH

En la Figura 25 se puede observar que los pH de los mostos en fermentacion tienden a
disminuir aceleradamente durante los tres primeros dias, tal y como sucede en la
concentracion de azlcares, esta reaccion se debe a que las levaduras por debajo del
pH 3,5 las levaduras no se reproducen con facilidad. 1za (2011) menciona que el pH
Optimo para la vida de las levaduras es de 3,5 a 3,8.

La tendencia del comportamiento del pH de los mostos de fruto de molle es de en el
primer dia de fermentacién 4,13 + 0,05 y en el Ultimo dia de fermentacion presenta un
pHde 3,34 + 0,06 en esto se asemeja a lo indicado por Paredes et. al, (2019) quienes
indican que el pH de la bebida fermentada se reduce desde 4,00 hasta 3,30 durante los
7 dias de fermentacion. Bustamante (2019) afirma que durante la fermentacion de la
chicha de jora el pH desciende de 4,95 a 3,42 y de igual manera Iza (2011) quien informa
que durante la fermentacion de una bebida de zanahoria y naranja el “pH inicial

comprendido entre 4,12 - 4,17 y disminuyé a un valor comprendido entre 3,26 — 3,66”
(p. 63).

Figura 25. Comportamiento del pH durante la fermentacion de los extractos azucarados

obtenidos a distintas condiciones.
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4.2.4 Evaluacion de temperatura de fermentacion

La temperatura de los extractos azucarados se registré introduciendo a la botella un
termdmetro digital previamente desinfectado con alcohol de 96 °C

Tabla 17. Temperatura de los extractos azucarados en fermentacion

Temperatura de
Dia  fermentacién
(W)
234
234
23,9
23,6
23,5
23,0
23,2
23,3

N o o b~ WON P O

En la Tabla 17 se observa que la temperatura del mosto en fermentacion esta entre 23,3
y 23,9 °C no supera el rango de 33y 35 °C temperatura en el cual Ibarra (2006) y Arango
(2013) indica que la fermentacion corre el riesgo de contaminacion bacteriana y genera
productos secundarios. La temperatura de fermentacién de los extractos azucarados se
encuentra por debajo de los 25 °C temperatura ideal para dar un producto apto para el

consumo humano (Iza, 2011).
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4.3 ANALISIS FISICOQUIMICO Y ESTADISTICO DE LA BEBIDA FERMENTADA
DE SEMILLAS DE MOLLE

4.3.1 Anédlisis de densidad de la bebida fermentada de semillas de molle
fermentados

Tabla 18. Densidad (g/ml) a 20°C de la bebida fermentada de semillas de molle

Temperatura Tiempo Densidad
Tratamiento (°C) (min) Cadigo promedio (g/ml)
1 20 15 2015 0,998 + 0,001
2 20 30 2030 0,998 + 0,001
3 20 45 2045 0,999 + 0,000
4 55 15 5515 0,998 + 0,000
5 55 30 5530 0,999 + 0,001
6 55 45 5545 0,999 + 0,000
7 90 15 9015 0,999 + 0,000
8 90 30 9030 0,998 + 0,000
9 90 45 9045 0,999 + 0,000

En la Tabla 18 se ve que las densidades de las bebidas fermentadas estan entre 0,998
y 0.999, valores menores al de la densidad del agua el cual indica que la fermentacién

lleg6 a su final, debido a la presencia de alcoholes.

En el andlisis de varianza del Anexo 16 se ve que los tratamientos realizados en los
extractos azucarados no influyen significativamente (p > 0,05) en la densidad final de

las bebidas fermentadas.

4.3.2 Andlisis del pH de la bebida fermentada de semillas de molle

En la Tabla 19 se observa que las bebidas fermentadas a partir de los extractos
azucarados obtenidos tienen un pH entre 3,24 y 3,44. Con los extractos obtenidos a 20
°C se obtuvo una bebida fermentada con pH de 3,40 £ 0,04, con el mosto extraido a
55°C se obtuvo una bebida fermentada con pH de 3,33 £ 0,04 y con el mosto extraido
a 90°C se obtuvo una bebida fermentada con un pH de 3,28 + 0,04. Los resultados de
pH de las bebidas fermentadas de semillas de molle se asemejan al pH de la bebida
obtenida por Paredes et. al., (1999) quienes en su estudio obtuvieron una chicha de

molle con un pH de 3,3.
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Las bebidas fermentadas de semillas de molle tienen un porcentaje de alcohol similar al
de la cervezay los resultados de pH de las muestras se encuentran dentro de los limites
establecidos por NTON 03 038 (2002) para la cerveza (3,0 -4,8)

Tabla 19. pH de la bebida fermentada de semillas de molle

Temperatura Tiempo

Tratamiento ¢0) (min) Cédigo pH promedio
1 20 15 2015 3,44 £0,01
2 20 30 2030 3,42 £ 0,02
3 20 45 2045 3,35+ 0,00
4 55 15 5515 3,37 £0,15
5 55 30 5530 3,32+ 0,01
6 55 45 5545 3,29 £ 0,02
7 90 15 9015 3,24 £0,03
8 90 30 9030 3,28 £ 0,02
9 90 45 9045 3,33+£0,02

Figura 26. Comportamiento promedio del pH de la bebida fermentada de semillas de

molle
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El Anexo 17 del andlisis de varianza indica que los tratamientos realizados en el mosto
influyen de manera significativamente sobre el pH de la bebida fermentada y se puede
observar en la Figura 26 que con la extraccion de los mostos a 20°C el pH de las bebidas

fermentadas tiene un valor maximo el que se obtuvo del mosto extraido por 15 minutos
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(3,44) , tiene un valor intermedio el extraido por 30 min (3,42) y un valor minimo de pH
la bebida fermentada a partir del extracto obtenido a 45 min (3,35); esta misma relacion
de tiempo y pH se presento en los resultados de caracterizacion de los mostos tratados
a 20°C (Figural6) . En el caso de los resultados de pH de las bebidas obtenidas con las
extracciones de mostos a 55 y 90 °C durante 15 min tienen un valor minimo de pH (3,37
y 3,24); un valor intermedio de pH con el mosto extraido por 30 min (3,44 y 3,3) y tienen
un pH maximo las bebidas fermentadas de los extractos obtenidos por 45 min (3,49 y
3,38).

Figura 27. Diagrama de Pareto para pH la bebida fermentada de semillas de molle

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es pH, o = 0.05)
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En el Anexo 17 se muestra el andlisis de varianza y se observa gque los factores (tiempo
y temperatura de extraccién) y el tratamiento influye significativamente en el pH de la
bebida fermentada (p<0,05) .La Figura 27 del diagrama de Pareto describe el andlisis
de varianza, se observa que las barras que representan al factor temperatura, tiempo y
la combinacién de temperatura- tiempo pasan la linea de referencia, esto indica que el
tratamiento realizado en la extraccién del mosto tiene un efecto significativo sobre el pH

de las bebidas fermentadas.
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Figura 28. Grafica de efectos principales para el pH la bebida fermentada de semillas
de molle

Grafica de efectos principales para pH
Medias ajustadas

Temperatura (°C) Tiempo (min)

3.40
3.38
3.36

3.34 \

332

Media de pH

3.30

20 55 90 15 30 45

En la Figura 28 se observa que las medias de los resultados de pH en los tratamientos
de los mostos a 90°C presentan un pH promedio de 3,28 en la bebida fermentada,
seguido de las bebidas fermentadas a partir de extractos obtenidos a 55 °C presentan
un pH promedio de 3,33 y por ultimo las bebidas fermentadas a partir de extractos
obtenidos a 90°C presentan un pH de 3,40 superior al de las otras bebidas. En cuanto
al tiempo se observa que las medias de los resultados de pH de las bebidas fermentadas
a partir de extractos obtenidos a 20 °C, 50 °C y 90 °C durante 15 min presenta un pH

mayor y este valor va disminuyendo con el tiempo de extraccion.
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4.3.3 Analisis de acidez total de la bebida fermentada de semillas de molle

Tabla 20. Acidez total de la bebida fermentada de semillas de molle

. Acidez
_ Temperatura Tiempo _
Tratamiento ) Cédigo promedio (%
°C) (min) -
Ac. Tartérico)
1 20 15 2015 0,5290 +0,019
2 20 30 2030 0,5370 0,013
3 20 45 2045 0,5760 + 0,0000
4 55 15 5515 0,5760 £ 0,0128
5 55 30 5530 0,5973 + 0,0073
6 55 45 5545 0,6229 + 0,0073
7 90 15 9015 0,6827 + 0,0073
8 90 30 9030 0,6400 +0,0128
9 90 45 9045 0,6144 +0,0128

Figura 29. Comportamiento promedio de la acidez total de la bebida fermentada de

semillas de molle
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En la Tabla 20 los resultados de la fermentacién de los mostos extraidos con los distintos
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tratamientos tienen una acidez total promedio entre 0,5163 % a 0,6272 % expresados

en porcentaje de &cido tartarico.
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Las bebidas fermentadas a partir de los extractos azucarados obtenidos a 20°C
presentan una acidez de 0,5404 + 0,0254 % exp. Ac. Tartarico, las bebidas a partir de
los extractos obtenidos a 55 °C una acidez de 0,5873 + 0,0186 % exp. Ac. Tartarico y
las bebidas fermentadas a partir de los extractos obtenidos a 90°C una acidez de 0,6200
+ 0,0112 % exp. Ac. Tartarico. Los valores de acidez total obtenidos son superiores a
los resultados obtenidos por Paredes et. al., (1999) quienes reportan 0,37 % de acidez
total de una chicha de molle obtenida con un mosto de 10 °Brix; 0,35% de acidez total
de una chicha con un mosto al que se le afiadié azucar e inicio con 12 °Brix del cual se
puede detallar que la concentracion de azucares presente en el mosto inicial es uno de
los factores que influye en el % de acidez total de los fermentos por ello la diferencia.
Segun Paredes et. al., (1999) la chicha de molle presenta menos acidez que el vino de
mandarina (0,74%) y la chicha de jora (1,23%) este enunciado concuerda con los

resultados obtenidos.

En la figura 29 se observa que las bebidas fermentadas de semillas de molle obtenidas
con el mosto extraido a 90 °C por 15 minutos presentan mayor acidez total (0,6186 %
exp. Ac. Tartarico). Sin embargo, los valores de acidez total de las bebidas fermentadas
de los extractos azucarados de semillas de molle estan dentro de los limites permitidos
por la NTP 212.014.2011 “Bebidas alcohdlicas vitivinicolas. Vinos. Requisitos” y NTP
210.026.2007 “Bebidas alcohdlicas. Sidra. Requisitos” la acidez total como minima en
vino es de 3 g/L y maximo 7 g/L y para la sidra va de 4 g/L a 8 g/L; estos resultados

garantizan que son aptos para su consumo.

Figura 30. Diagrama de Pareto para la acidez total de la bebida fermentada de semillas

de molle

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Acidez (% Ac. Tartarico), o = 0.05)

Término 210

T
1 Factor Nombre

A Temperatura (°C)
B Tiempo (min)

AB

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Efecto estandarizado

61



En el Anexo 18 del andlisis de varianza se muestra que el tratamiento, el factor
temperatura y el factor tiempo son estadisticamente significativos sobre el contenido de
acidez total de las bebidas fermentadas (p < 0,05) y ello se puede contrastar en la Figura
30 debido a que la barra A, AB y AB que representan a los factores y el tratamiento
sobre pasan la linea de referencia.

Figura 31. Gréfica de efectos principales para la acidez total de la bebida fermentada

de semillas de molle
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En la Figura 31 se muestra que la acidez total media de las bebidas fermentadas a partir
de los extractos azucarados obtenidos a 20 °C ,55 °C y 90 °C presentan una acidez de
0,54 % exp Ac. Tartarico,0,58 % exp Ac. Tartarico y 0,62 % exp Ac. Tartérico,
respectivamente. La acidez media de las bebidas con mostos extraidos durante 15 min
presenta 0,57 % exp Ac. Tartarico, las bebidas obtenidas a partir de mostos extraidos
por 30 min tienen una acidez de 0,58 % exp Ac. Tartarico y las bebidas obtenidas a

partir de los mostos extraidos a 90°C tienen una acidez total de 0,60 % exp Ac. Tartarico.
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4.3.4 Anédlisis de acidez voléatil de la bebida fermentada de semillas de molle

Tabla 21. Acidez volatil de la bebida fermentada de semillas de molle

Tratamiento e€mperatura Tiempo Cédigo Acid.ez volatil
°C) (min) promedlo’(.exp. %AC.
Acético)
1 20 15 2015 0,032 + 0,003
2 20 30 2030 0,033 + 0,001
3 20 45 2045 0,034 + 0,000
4 55 15 5515 0,016 £ 0,001
5 55 30 5530 0,016 + 0,001
6 55 45 5545 0,016 £ 0,001
7 90 15 9015 0,012 + 0,000
8 90 30 9030 0,012 + 0,002
9 90 45 9045 0,013 + 0,003

En la Tabla 21 se muestra los resultados de la acidez volatil de las bebidas fermentadas
a partir de los extractos azucarados sometidos a los tratamientos detallados en la misma
tabla, se obtuvo un valor de 0,012 % a 0,034% o 0,12 g/L a 0,34 g/L Ac. acético. Las
bebidas fermentadas de semillas de molle obtenidas a partir del extracto azucarado
obtenidos a 20°C presentan una acidez volatil mayor al de las bebidas obtenidas con
los mostos extraidos a 55°C y 90°C, esto se debe a que esta bebida se elaboré con un
extracto que no recibié tratamiento térmico y hubo mayor desarrollo de las bacterias
acéticas. Sin embargo la acidez volatil de todas las bebidas obtenidas a partir de
extractos azucarados obtenidos a 20°C, 55°c y 90°C se encuentran dentro de los limites
establecidos para vinos y sidra en la NTP212.014 (2016) y la NTP 210.026 (2019) que
indican que el limite maximo permitido es de 1,2 g/L 6 0,12 % Ac. Acético. No hay
reportes de la acidez volatil de la chicha de molle, pero si de las muestras de chicha de
jora recolectada por Garcia y Mamani (2008) quienes reportan una acidez volatil de 0,9
a 4,7 g/L Ac. Acético, estos valores son superiores al de los resultados obtenidos en las

bebidas fermentadas de semillas de molle.
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Figura 32. Comportamiento promedio de la acidez volatil de la bebida fermentada de

semillas de molle

0.04
034
0.035 0.0320-03%

0.0160.0160.016
I I I 0.0120.0120-013
20°C 90°C

55°C
Condiciones de extraccion

0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005
0

Acidez volatil (% Ac. acético)

W15 min W30 min W45 min

En la Figura 32 también se observa que las bebidas fermentadas obtenidas a partir de
extractos azucarados obtenidos a 20°C presentan mayor acidez volatil entre 0,032 a
0,034 % de acido acético y las bebidas obtenidas con extractos a 90 °C son las que
tienen menor porcentaje de acidez entre 0,012 a 0.013 % de acido acético y las bebidas
obtenidas de los mostos tratados a 20 °C son los que presentan mayor acidez volatil
entre 0,032% a 0,034%.

Figura 33. Diagrama de Pareto para la acidez total de la bebida fermentada de semillas

de molle

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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De acuerdo al analisis de varianza del Anexo 19 se observa que solo el factor
temperatura de extraccion de los mostos influye significativamente en el contenido de
acidez volatil de las bebidas fermentadas (p < 0,05) y ello se puede contrastar en la
Figura 33 debido a que la barra representativa del factor temperatura sobre pasa la linea

de referencia.
Figura 34. Gréfica de efectos principales para la acidez volatil de la bebida fermentada

de semillas de molle
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En la Figura 34 se muestra que la acidez volatil media de las bebidas fermentadas a
partir de los extractos azucarados obtenidos a 20 °C es la mayor y este valor disminuye
en las extracciones de 55 y 90°C; en la grafica del factor tiempo se observa que las
medias de los resultados de acidez volatil de las bebidas fermentadas con mostos
extraidos a 20,50 y 90 °C aumenta con el tiempo de extraccién, pero esta esta variacion

es minima.
4.1.2. Analisis de etanol de la bebida fermentada de semillas de molle

La Tabla 22 muestra los resultados del analisis de etanol expresado en porcentaje en el
cual no se observa una gran variacion entre los tratamientos y se tiene un promedio de
3% de etanol. Paredes et. al., (1999) obtuvieron una chicha de molle con 4% alcohol

este resultado se aproxima a lo obtenido en la presente investigacion.
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Tabla 22. Grados alcohodlicos de la bebida fermentada de semillas de molle

Tratamiento Temperatura Tiempo N ° Alcohdlico

(°C) (min) Cadigo Promedio
1 20 15 2015 2,9+0,05
2 20 30 2030 3,0+£0,00
3 20 45 2045 3,0+£0,00
4 55 15 5515 2,9+0,05
5 55 30 5530 3,0+£0,05
6 55 45 5545 3,0+ 0,00
7 90 15 9015 3,0+ 0,06
8 90 30 9030 3,0+ 0,00
9 90 45 9045 3,0+ 0,00

Figura 35. Diagrama de Pareto para el grado alcohdlico de la bebida fermentada de

semillas de molle

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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En la Figura 35 se observa que las barras que representan a los factores y a los
tratamientos no superan el limite establecido en el diagrama de Pareto por lo tanto la
temperatura, el tiempo y los tratamientos no influyen en los grados alcohdlicos de la

bebida fermentada a partir de los extractos azucarados; lo mismo se pue observar en el
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andlisis de varianza del Anexo 20 donde la temperatura , el tiempo y la iteracién de
ambos nos son estadisticamente significativos (p>0,05) sobre los grados alcohdlicos.

4.3.5 Anédlisis de metanol de la bebida fermentada de semillas de molle

Figura 36. Expectro ampliado de la bebida fermentada de codigo 2015
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Figura 37. Cuantificacién de metanol de la bebida fermentada de cédigo 2015
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En la Figura 36 la absorbancia de la bebida fermentada a partir del extracto obtenido a
20°C y 15 min (2015A) muestra un valor de 0,02460 en el pico 1021,07 cm™ que
representa a la vibracién correspondiente al metanol y en la Figura 37 se observa que

el contenido de metanol de una de las repeticiones es 7,95 mg/100 ml de muestra.
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Figura 38. Expectro ampliado de la bebida fermentada de codigo 5515
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Figura 39. Cuantificacién de metanol de la bebida fermentada de cédigo 5515
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En la Figura 38 la absorbancia de la bebida fermentada a partir del exctracto obtenido a
55°C por 15 min (5515B) muestra un valor de 0,02530 en el pico 1020,18 cm™ que

representa a la vibracién correspondiente al metanol y en la Figura 39 se observa que

el contenido de metanol de una de las repeticiones es 36,69 mg/100 ml de muestra.
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Figura 40 . Expectro ampliado de la bebida fermentada de c6digo 9045
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Figura 41. Cuantificacién de metanol de la bebida fermentada de codigo 9045
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En la Figura 40 la absorbancia de la bebida fermentada a partir del exctracto obtenido a
90°C y 45 min (9045) muestra un valor de 0,02510 en el pico 1020,25 cm? que
representa a la vibracién correspondiente al metanol y en la Figura 41 se observa que

el contenido de metanol de una de las repeticiones es 25,87 mg/100 ml de muestra.
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Tabla 23. Contenido de metanol en la bebida fermentada de semillas de molle

] Metanol
_ Temperatura Tiempo _
Tratamiento ] promedio
(°C) (min)

(mg/100 ml)
1 20 15 7,31 +0,16
2 20 30 12,72 +1,11
3 20 45 20,90 + 0,88
4 55 15 33,98 + 2,40
5 55 30 37,92+0,24
6 55 45 39,00 + 0,50
7 90 15 14,34 £ 0,29
8 90 30 22,01 +£0,87
9 90 45 26,41 + 0,77

Figura 42. Comportamiento promedio de metanol en las bebidas fermentadas de

semillas de molle
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En la Figura 42 se observa que el contenido de metanol se incrementa conforme el
tiempo de extraccion aumenta y que las bebidas a partir de mostos extraidos a 55°C

tienen mayor contenido de metanol.

En la Tabla 23 se detalla los resultados del contenido de metanol de las bebidas
fermentadas en mg/100 ml de muestra, se obtuvo una concentracion de metanol entre
7,31 a 39 mg/100 ml el cual varia debido a que las condiciones de obtencion de los
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azucares fermentables fueron distintas. Las bebidas fermentadas obtenidas a partir de
los mostos extraidos a 20°C presentaron valores de metanol entre 7,31 a 20,90 mg/100
ml de muestra; las bebidas fermentadas obtenidas a partir de los mostos extraidos a
55°C presentaron valores entre 33,98 mg/100 ml a 37,92 mg/100 ml de muestra y las
bebidas obtenidas a partir de mostos extraidos a 90°C presentan valores de metanol
entre 14,34 mg/100 ml a 26,41 mg/100 ml de muestra. Las bebidas fermentadas a partir
de los extractos azucarados obtenidos a 55 °C superan considerablemente en el
contenido de metanol a las bebidas que se obtuvieron con mostos extraidos a 20 y 90
°C. Esto se debe a que a temperaturas entre 55°C y 60°C la enzima pectina metil
esterasa (responsable de la generacion de metanol) presenta una actividad 6ptima
(Chaiyasut et. al. 2013).

Las bebidas fermentadas a partir de los mostos extraidos a 90°C presentan
concentraciones de metanol semejantes al de las bebidas obtenidas con mostos
extraidos a 20 °C. Carbonell et. al., (1990) indican que entre 85 y 90 °C por 15 min se
inactiva la pectina metilesterasa; este tratamiento debi6 generar cantidades menores de
metanol en las bebidas fermentadas (obtenidas a partir de mostos extraidos a 90°C)
gue las bebidas fermentadas (obtenidas a partir de mostos extraidos a 20°C) porque se
inactivé las enzimas propias de la materia prima. Sin embargo, los resultados de los
porcentajes de pectina en los mostos obtenidos a 90°C (Tabla 16) son superiores al de
los mostos obtenidos a 20°C, factor que también influye en la generacién de metanol
como indican Blinder et. al., (2009) , Botelho et al. (2020) y Ohimain (2016) quienes
mencionan que el contenido de metanol de una bebida alcohdlica esta relacionado con

el porcentaje de pectina que presenta la materia prima.

Las concentraciones de metanol en las bebidas fermentadas a partir de los extractos
azucarados de semillas de molle se encuentran por debajo de los limites maximos
establecidos en la NTP 212.014 (2016) de requisitos para bebidas alcohdlicas
vitivinicolas — vino quien indica que el valor maximo permitido es de 400 mg /L de

muestra.

71



Figura 43. Diagrama de Pareto para el contenido de metanol en las bebidas fermentada
de semillas de molle.
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El analisis de varianza mostrado en el Anexo 21 demuestra que el factor tiempo, el factor
temperatura y el tratamiento son estadisticamente significantes (p< 0,05) sobre el
contenido de metanol de la bebida fermentada a partir de los extractos azucarados de
semillas de molle. En la Figura 44 se muestra el diagrama de Pareto que describe el
andlisis de varianza y la influencia de los factores en el contenido de metanol de la
bebida fermentada, se observa que las barras que representan al factor temperatura,
tiempo y la combinacién de temperatura — tiempo, pasan la linea de referencia indicando
gue la temperatura, el tiempo y la combinaciéon de ambos factores tienen efecto sobre

el contenido de metanol.

Figura 44. Gréfica de efectos principales para el contenido de metanol en las bebidas

de semillas de molle
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En la Figura 44 se observa que la media de las bebidas fermentadas obtenidas a partir
de los extractos azucarados obtenidos a 20 °C, 55 °C y 90 °C presentan un contenido
de metanol de 13,64 = 5,97 mg/100 ml, 36,96 + 2,60 mg/100 ml y 20,92 + 5,33 mg/100
ml de muestra. Respecto al tiempo se ve que las medias de las bebidas a partir de los
extractos obtenidos en 15 minutos tienen menor contenido de metanol y va

incrementando conforme el tiempo de extraccién se aumenta.

4.4 PROPUESTA DE PRODUCCION DE BEBIDA FERMENTADA DE SEMILLAS
DE MOLLE

De acuerdo a los resultados de los analisis fisicoquimicos y por presentar bajo contenido
de metanol se plantea realizar extracciones de azucares de molle a 20°C por 15 minutos.
A continuacioén, se describe las operaciones que se deben seguir y en la figura 45 se
muestra el diagrama de bloques cuantitativo que se debe seguir para la elaboracion de

la bebida fermentada de semillas de molle (Chicha de molle).
4.4.1 Seleccién

Las semillas de molle no deben estar dafiadas; deben ser seleccionadas de tal manera
gue se encuentren libre de cascarillas, piedras, tallos y otros objetos extrafios. Las
semillas de molle previamente seleccionadas deben ser pesadas siguiendo la relacién
de semillas de molle: agua (1: 2,86). Lo cual equivale a 1400 g de semillas de molle para
4000 g de agua.

4.4.2 Extraccion de azUcares

La extraccidon de azucares se debe realizar sumergiendo las semillas pesadas en el

agua a 20°C para su posterior agitacion a una velocidad de 120 rpm durante 15 min.
4.4.3 Filtracion

Se debe realizar la primera filtracién el cual consiste en separar las semillas de la parte
liquida utilizando un colador, la segunda filtracién se debe realizar con una tela poliéster
para separar los restos solidos de menor tamafio. Una vez concluido el proceso de
filtracién se debe realizar los analisis fisicoquimicos del mosto extraido (°Brix, densidad,

pH y acidez total).
4.4.4 Inoculacién

Se debe anadir levaduras provenientes de una chicha de molle en fermentacion

elaborada en condiciones estériles (in6culo), la cantidad de inéculo afiadido debe ser de
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3,5% respecto al volumen de extracto azucarado obtenido. Una vez afiadido el indculo
al extracto azucarado se debe dejar oxigenar durante 30 min.

445 Fermentacion alcohdlica

Pasado los 30 min de haber permitido el paso del oxigeno se debe impedir el paso del
oxigeno tapando con una boquilla que permita la liberacion del CO2. La fermentacion
se debe realizar por un periodo de 7 dias en temperaturas que no sobre pasen los 30°C.
Se recomienda realizar controles (densidad, acidez, pH y °Brix) durante y al finalizar la

fermentacion alcohdlica.
4.4.6 Filtracion

Una vez concluida la fermentacion se debe realizar la operacion de filtrado con una tela
poliéster a fin de eliminar las particulas que estan en el sedimento y también restos de

las levaduras.
4.47 Envasado

El envasado se debe realizar en botellas estériles, de preferencia con tapas roscas para

ser conservado en un ambiente fresco.
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Figura 45. Diagrama de bloques cuantitativo del proceso de elaboracion la bebida
fermentada de semillas de molle.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicoquimicas de los extractos azucarados de semillas de
molle obtenidos presentan caracteristicas fisicoquimicas (8,40 + 0,20 °Brix,
densidad 1,0310 £ 0,0008 g/ml, pH de 4,23 £ 0,10, acidez total 0,288 + 0,049 %
exp. Ac. Tartarico) adecuadas para un posterior proceso de fermentacion
alcohdlica.

Hay presencia de pectina en los extractos azucarados de semillas de molle, en
los extractos realizados a 20°C (0,8120 + 0,0690%), a 55 °C (0,9886 + 0,0936
%)y a90 °C (1,1544 + 0,1213 %).

Existe mayor concentracion de metanol (36,96 + 2,60 mg/100 ml) en las bebidas
fermentadas de semillas de molle que provienen de extractos obtenidos a 55 °C,
en menor proporcién con los extractos obtenidos a 20 °C y 90 °C (13,64 + 5,97
mg/100 ml de muestra y 20,92 + 5,33 mg/100 ml de muestra).

Las bebidas fermentadas obtenidas de semillas de molle presentan
caracteristicas fisicoquimicas tipicas de una bebida alcohdlica con un porcentaje
de alcohol de 2,9 a 3 %, acidez total entre 0,448 y 0,529 % exp. Ac. Tartarico y
acidez volatil entre 0,012 y 0,032 % exp. Ac. Acético, el cual esta dentro de los

limites permitidos por ley.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos de extraccion con otras diluciones de agua:
semillas de molle (1:4, 1:5 y 1:6) y buscar nuevos métodos de extraccion de los
azucares fermentables de semillas de molle (por el método de ultrasonidos).
Utilizar un método enzimético para la determinacion de pectinas en los extractos
azucarados de semillas de molle.

Utilizar el método de cromatografia de masas para la determinacion de metanol
en las bebidas fermentadas de semillas de molle.

Evaluar la bebida fermentada de semillas de molle para una posible elaboracion
de una bebida alcohdlica tipo cerveza artesanal.

Se recomienda elaborar una ordenanza el cual establezca y difunda el
procedimiento de elaboracion de la chicha de molle para la obtencion de una

bebida alcoholica inocua.
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Anexo 1. Tabla de correspondencia de las diferentes escalas de medida de la

concentracion de azucares en mosto

Grado Alcohdlico Potencial segun

elrendimiento en alcohol
( azucares por 1% vol.alcohol)

G;;rix Densidad o(z:‘,“‘:& :;::1‘; Az:(‘;'f) 1 ;;Es 17gL | 18gL
14,0 1,0568 56,8 7,763 129,0 7,66 799 a7/
13,8 1,0560 56,0 7,652 126,3 7,50 7,43 7,02
13,6 1,0551 55,1 7,542 123,6 7,34 7,27 6,86
13,4 1,0543 54,3 7,432 121,9 7,24 717 6,77
132 1,0534 53,4 7,322 119,2 7,08 7,01 6,62
13,0 1,0526 52i6 7,211 117,6 6,99 6,92 6,53
12,8 1,0518 51,8 7,101 116,0 6,89 6,82 6,44
12,6 1,0509 50,9 6,991 113,2 6,73 6,66 6,29
12,4 1,0501 50,1 6,880 111,0 6,60 6,53 6,17
12,2 1,0492 49,2 6,770 108,4 6,44 6,38 6,02
12,0 1,0484 48,4 6,660 106,8 6,35 6,28 5,93
11,8 1,0475 47,5 6,549 104,1 6,18 6,12 5,78
11,6 1,0467 46,7 6,439 103,3 6,14 6,08 5,74
11,4 1,0459 45,9 6,329 100,3 5,96 5,90 5,57
11,2 1,0450 45,0 6,218 98,1 5,83 577, 5,45
11,0 1,0442 442 6,108 95,0 5,64 5,59 5,28
10,8 1,0434 43,4 5,997 93,4 5,55 5,49 5,19
10,6 1,0425 42,5 5,887 913 5,42 5,37 5,07
10,4 1,0417 41,7 5,776 89,6 5,32 5,27 4,98
10,2 1,0409 40,9 5,666 87,8 5,22 5,16 4,88
10,0 1,0400 40,0 5,555 84,9 5,04 4,99 4,71
9,8 1,0392 39,2 5,444 82,2 4,88 4,84 4,57
9,6 1,0384 38,4 5,334
9,4 1,0376 37,6 5,223
9,2 1,0367 36,7 5,112
9,0 1,0359 35,9 5,002
8,8 1,0351 351 4,891
8,6 1,0343 34,3 4,780
8,4 1,0334 33,4 4,670
8,2 1,0326 32,6 4,559
8,0 1,0318 31,8 4,448
7,8 1,0310 31,0 4,337
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Anexo 2. Area de trabajo para la determinacion de metanol
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Anexo 3. Curva de calibraciéon de metano

I 0 mg/100 ml a 500 mg/100 ml
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Anexo 4. Resultados del analisis de metanol por cromatografia de gases de una
muestra de chicha de molle de la localidad de santa barbara

CENTRO DE INNOVACION PRODUCTIVA Y TRANSFERENCIA TECNOLOGICA
CITEagroindustrial AGROINDUSTRIAL ICA

lca Panamericana Sur Km. 293.2, Distrito Salas — Guadalupe Ica — Peru.
TELEFONO (056)406056 TELEFAX (056)406224, E.MAIL: citeagroindustrial @citeagroindustrial.com.pe

LABORATORIO DE ALIMENTOS Y BEBIDAS

INFORME FINAL DEL ENSAYO N° 272 LAB/21

DATOS GENERALES

Nombre del Solicitante: NATALY DANITZA CHAVEZ NUNEZ

Direccion: AV. CUSCO #819

DATOS DE LA MUESTRA

Caodigo de la Muestra: 77

Nombre de la Muestra: FERMENTO
( ion Proporeiaiada por el soi

Identificacion y Estado: 01 muestra en botella de plastico, aproximadamente 600 mL. Sin identificacién.

Marca: No indica Fecha de Muestreo: 21.11.2021

Lugar del Muestreo: Ayacucho Fecha de Recepcion: 13.12.2021
(Descripcion por el Solicitante)

Migestreario por; Hafaly Deniton Chevez Nufiez Fecha de Ejecucion del Ensayo: 20.12.2021 al 22.12.2021
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Alcohol Metilico mg/100 ml AA 613 NTP 211.035:2019
Temperatura ambiente: 20°C y Humedad Relativa: 47.7%
A.A= Alcohol Anhidro
CONDICIONES DEL INFORME FIRMA
e Los resultados obtenidos se refieren Unicamente a la muestra Firmado digitaimente por ANCHANTE
. P CARRASCO Ely Giovanna FAU
analizada. TP 7o BRI

ma Digilel tivo: Soy el aubor del documento

* Este informe no puede reproducirse, mas que en su totalidad, sin la red aTE Fecha: 2215202113 4602 05,00

autorizacion por escrito del laboratorio.
Los resultados del ensayo no deben ser utiizados como una
certificacion de conformidad con normas de producto 0 como certificado | +zrrreeeeeeeeseaes s e RERTTRRS e SRR
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Responsable del Laboratorio de Alimentos y Bebidas
: ; o ; o Ing. Ely Anchante Carrasco
El Laboratorio se libera de responsabilidad, cuando la informacion de la
muestra proporcionada por el solicitante pueda afectar la validez de l0s | Fecha de Emisién del Informe: 22 12 2021
resultados.

Cadigo: SIG-PG-02-R10 [ Version: 05 [ Fecha: 08-02-2021

Pagina 1 de 1
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Anexo 5. Lectura de densidad inicial del extracto azucarado de semillas de molle

(mosto).
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Anexo 7. Andlisis de acidez total de la bebida fermentada de semillas de molle.

Anexo 8. Andlisis de acidez volatil de la bebida fermentada de semillas de molle.
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Anexo 9. Destilacion de la bebida fermentada
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Anexo 11. Andlisis de Varianza de °Brix de los mostos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 0,5602 0,07002 2,16 0,083
Lineal 4 0,4120 0,10301 3,18 0,039
Temperatura 2 0,1713 0,08565 2,64 0,099
Tiempo 2 0,2407 0,12037 3,71 0,045
Interacciones de 2 términos 4 0,1481 0,03704 1,14 0,368
Temperatura*Tiempo 4 0,1481 0,03704 1,14 0,368
Error 18 0,5833 0,03241
Total 26 1,1435

Anexo 12. Analisis de Varianza de densidad (g/ml) de los extractos azucarados de

semillas de molle.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 0,000008 0,000001 1,80 0,143
0,000006 0,000001 2,60 0,071
0,000003 0,000001 2,60 0,102

8
Lineal 4
2

Tiempo (min) 2 0,000003 0,000001 2,60 0,102
4
4

Temperatura (°C)
Interacciones de 2 términos 0,000002 0,000001 1,00 0,433
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 0,000002 0,000001 1,00 0,433
Error 18 0,000010 0,000001
Total 26 0,000018
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Anexo 13. Andlisis de Varianza del pH de los extractos azucarados de semillas de

molle
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 0,265800 0,033225 21,93 0,000
Lineal 4 0,254867 0,063717 42,06 0,000
Temperatura 2 0,249800 0,124900 82,45 0,000
Tiempo 2 0,005067 0,002533 1,67 0,216
Interacciones de 2 términos 4 0,010933  0,002733 1,80 0,172
Temperatura*Tiempo 4 0,010933 0,002733 1,80 0,172
Error 18 0,027267 0,001515
Total 26 0,293067

Anexo 14. Analisis de Varianza de la acidez total del mosto (%Ac. Tartarico)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 0,025817 0,003227 1,40 0,263
Lineal 4 0,021333 0,005333 2,31 0,097
Temperatura (°C) 2 0,017617 0,008808 3,82 0,042
Tiempo (min) 2 0,003717 0,001858 0,81 0,463
Interacciones de 2 términos 4 0,004483 0,001121 0,49 0,746
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 4 0,004483 0,001121 0,49 0,746
Error 18 0,041550 0,002308
Total 26
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Anexo 15. Analisis Varianza del % de pectina de los extractos azucarados de semillas

de molle
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 0,744092 0,093011 175,65 0,000

8
Lineal 4 0,732388 0,183097 345,77 0,000
Temperatura (°C) 2 0,527021 0,263511 497,63 0,000
Tiempo (min) 2 0,205367 0,102683 193,91 0,000
4 0,011704 0,002926 553 0,004
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 4 0,011704 0,002926 5,53 0,004
Error 18 0,009532 0,000530

Total 26 0,753623

Interacciones de 2 términos

Anexo 16. Andlisis Varianza de la densidad final de la bebida fermentada

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Modelo 8 0.000003 0.000000 1.83 0.137
4 0.000002 0.000001 2.27 0.101
Temperatura (°C) 2 0.000000 0.000000 0.50 0.613
Tiempo (min) 2 0.000002 0.000001 4.04 0.035
4
4

Lineal

0.000001 0.000000 1.39 0.278
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 0.000001 0.000000 1.39 0.278

Error 18 0.000004 0.000000

Total 26 0.000008

Interacciones de 2 términos
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Anexo 17. Andlisis de varianza del pH de la bebida fermentada

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 0,097800 0,012225 32,36 0,000
Lineal 4 0,065578 0,016394 43,40 0,000
Temperatura (°C) 2 0,061756 0,030878 81,74 0,000
Tiempo (min) 2 0,003822 0,001911 5,06 0,018
Interacciones de 2 términos 4 0,032222 0,008056 21,32 0,000
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 4 0,032222 0,008056 21,32 0,000
Error 18 0,006800 0,000378
Total 26 0,104600

Anexo 18. Andlisis de varianza de la acidez total de la bebida fermentada de semillas

de molle
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 0,035729 0,004466 38,74 0,000
Lineal 4 0,032501 0,008125 70,47 0,000
Temperatura (°C) 2 0,028848 0,014424 125,11 0,000
Tiempo (min) 2 0,003653 0,001827 15,84 0,000
Interacciones de 2 términos 4 0,003228 0,000807 7,00 0,001
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 4 0,003228 0,000807 7,00 0,001
Error 18 0,002075 0,000115
Total 26 0,037805
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Anexo 19. Andlisis Varianza de la acidez volatil (% Ac. acético) de la bebida

fermentada
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 0,002132 0,000267 84,58 0,000
Lineal 4 0,002130 0,000532 168,96 0,000
Temperatura (°C) 2 0,002125 0,001062 337,10 0,000
Tiempo (min) 2 0,000005 0,000003 0,81 0,459
Interacciones de 2 términos 4 0,000003 0,000001 0,20 0,933
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 4 0,000003  0,000001 0,20 0.933
Error 18 0,000057 0,000003
Total 26 0,002189

Anexo 20. Analisis Varianza de los grados Alcohdlicos de la bebida fermentada

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 0,027407 0,003426 2,31 0,067
Lineal 4 0,014815 0,003704 2,50 0,079
Temperatura (°C) 2 0,009630 0,004815 3,25 0,062
Tiempo (min) 2 0,005185 0,002593 1,75 0,202
Interacciones de 2 términos 4 0,012593 0,003148 2,13 0,120
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 4 0,012593 0,003148 2,13 0,120
Error 18 0,026667 0,001481
Total 26 0,054074
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Anexo 21. Andlisis Varianza del contenido de metanol (mg /100 ml) de las bebidas

fermentadas de semillas de molle.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 18913.3  2364.17 261.40 0.000
Lineal 4 18778.7  4694.68 519.07  0.000
Temperatura (°C) 2 15270.7 7635.35 844.21 0.000
Tiempo (min) 2 3508.0 1754.01 193.93  0.000
Interacciones de 2 términos 4 134.6 33.66 3.72 0.022
Temperatura (°C)*Tiempo (min) 4 134.6 33.66 3.72 0.022
Error 18 162.8 9.04
Total 26 19076.1
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