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Resumen

El objetivo del estudio es obtener un bioetanol a partir de mucilago de cacao de dos
variedades, mediante fermentacién de levadura silvestre en diferentes porcentajes de
inoculacion. Se aplico un Disefio Completamente al Azar con arreglo Trifactorial A x B x
C, factor A, 2 Variedades de cacao (Nacional y CNN51), factor B, 3 niveles de levadura
Saccharomyces cerevisiae (0%, 0,01% y 0,05%) y factor C, 2 tipos de materia prima (Solido
y liquido), con 12 tratamientos y 2 repeticiones, los mismos que da un total de 24 unidades
experimentales conformadas por 4000 g por cada muestra, envasadas para proceso
fermentativo. Se realizé analisis de varianza (ADEVA), se establecio las diferencias entre
promedios de tratamientos de acuerdo a las caracteristicas fisico-quimicas de los
biocombustibles, y se compar6 con la prueba de Tukey. Los analisis realizados al bioetanol
destilado si presentaron diferencia estadistica en el pH, °Brix, Acidez y °GL, Densidad,
Calor especifico, Turbidez, Rendimiento. El analisis de combustion se lo realizé al mejor
tratamiento entre una mezcla del 10% de etanol y 90% de gasolina. Los resultados obtenidos
indican que la muestra (CCN51+ 0,05% de levadura + liquido), mostr6 mejores

caracteristicas quimicas y fisicas siendo el mejor tratamiento.

Palabras claves: Turbidez; Calor especifico; Levadura silvestre; Densidad, Grados

alcohdlicos
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Abstract

The objective of the study is to obtain a bioethanol from cocoa mucilage two varieties, by
fermentation of wild yeast in different percentages of inoculation. A completely randomized
design was applied with Trifactorial arrangement A x B x C, factor A, 2 Cacao varieties
(National and CNN51), factor B, 3 levels of yeast Saccharomyces cerevisiae (0%, 0,01%
and 0,05 %) and factor C, 2 types of raw material (solid and liquid), with 12 treatments and
2 replicates, which gives a total of 24 experimental units conformed by 4000 g for each
sample, packaged for fermentation process. We performed variance analysis (ADEVA),
established the differences between averages of treatments according to the physicochemical
characteristics of biofuels, and compared with the Tukey test. The analyzes carried out on
distilled bioethanol showed statistical difference in pH, ° Brix, Acidity and ° GL, Density,
Specific heat, Turbidity, Yield. The combustion analysis was performed to the best treatment
between a mixture of 10% ethanol and 90% gasoline. The results indicated that the sample
(CCN51 + 0.05% yeast + liquid) showed better chemical and physical characteristics being

the best treatment.

Keywords: Turbidity; Specific heat; Wild yeast; Density, Alcoholic Degrees
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Resumen

El objetivo del estudio es obtener un bioetanol a partir de mucilago
de cacao dos variedades, mediante fermentacion de levadura silvestre
en diferentes porcentajes de inoculacion. Se aplico un Disefio
Completamente al Azar A x B x C, factor A, 2 Variedades de cacao
(Nacional y CNN51), factor B, 3 niveles de levadura Saccharomyces
cerevisiae (0%, 0,01% y 0,05%) y factor C, 2 tipos de materia prima
(Solido y liquido), con 12 tratamientos y 2 repeticiones, los mismos
que da un total de 24 unidades experimentales conformadas por 4000
g por cada muestra, envasadas para proceso fermentativo. Se realizé
analisis de varianza (ADEVA), se establecio las diferencias entre
promedios de tratamientos de acuerdo a las caracteristicas fisico-
quimicas de los biocombustibles, y se compar6 con la prueba de
Tukey. Los resultados obtenidos indican que la muestra (CCN51+
0,05% de levadura + liquido), es el mejor tratamiento.

Abstract. -The objective of the study is to obtain a bioethanol from
cocoa mucilage two varieties, by fermentation of wild yeast in
different percentages of inoculation. A completely randomized A x
B x C, factor A, 2 Cacao varieties (National and CNN51), factor B,
3 levels of yeast Saccharomyces cerevisiae (0%, 0,01% and 0,05 %)
and factor C, 2 types of raw material (solid and liquid), with 12
treatments and 2 replicates, which gives a total of 24 experimental
units conformed by 4000 g for each sample, packaged for
fermentation process. We performed variance analysis (ADEVA),
established the differences between averages of treatments according
to the physicochemical characteristics of biofuels, and compared with
the Tukey test. The results indicated that the sample (CCN51 + 0.05%
yeast + liquid), is the best treatment.
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Introduccion

El etanol se considera una fuente alterna de energia y se puede obtener a partir de diferentes
fuentes, como los azlcares, almidon y los materiales lignocelulésicos, sin embargo, su
aprovechamiento depende de la tecnologia utilizada para su produccion [1]. En el presente
estudio se desarrolla un proceso para la produccién de bioetanol a partir del mucilago de
cacao, obtenido de la Casa de Cacao de la Ciudad de Quevedo, finalmente, para el proceso

de fermentacion se utilizd levadura Saccharomyces cerevisiae.

El mucilago para la produccién de bioetanol es un medio que contiene caracteristicas
elementales, el principio activo del mucilago del cacao son los grados Brix que son los que
acttian en el proceso de fermentacion, en el cual los carbohidratos son transformados en
azucares simples por medio de la levadura del género Saccharomyces que lo convierten en
etanol pasando luego por el proceso de destilado y asi obtener bioetanol como producto
final [2].

Los analisis (pH, acidez, °Brix, grados alcoholicos, densidad, calor especifico, turbidez)
fueron realizados en la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, en los Laboratorios de
Bromatologia, Termologia y Laboratorio de Suelos y Aguas respectivamente, la levadura
seca (Saccharomyces cerevisiae) se adquirio en el Comisariato del Paseo Shopping. La
produccién de bioetanol favorecera a todos los productores de las zonas, debido a que el
mucilago de cacao no es aprovechado, siendo este un factor de alto grado de contaminacién

al medio ambiente.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION

1.1. Problema de investigacion



1.1.1. Planteamiento del problema

Diagnostico

Actualmente el Ecuador es uno de los principales paises productores de cacao en
Latinoamérica, con alta variabilidad de la materia prima [3]. El cacao por lo general es un
producto de la zona que cuando llega a los centros de acopio tiene una etapa de fermentacion
y es hidrolizada por microorganismos; la hidrolizada es conocida en la industria como
“exudado”, este a su vez genera la destilacion del mucilago de cacao también conocido como
la baba de cacao y tiende a desperdiciarse [4]. Entre tanto, normalmente se llegan a
desperdiciarse mas de 70 litros por tonelada de este material mucilaginoso [5].

Uno de los mayores problemas de los pequefios productores de cacao, es que no aprovechan
el mucilago (subproducto del Cacao), ya que, al momento de la fermentacion del Cacao, el
exudado del mucilago es desechado, ya que el sabor es dulce, favorece a la presencia de
insectos y roedores, aumentando el riesgo de contaminacion por hongos, olores y sabores
indeseables lo que afecta el aspecto externo y el sabor del producto final, el problema que se
pretende estudiar es la relacion del mucilago de cacao con la levadura Saccharomyces
cerevisiae para obtener un bioetanol a gran escala con alto contenido en biomasa [6].

Pronéstico

En el Ecuador no existen otros usos industriales adicionales del mucilago de cacao, la no
industrializacion del mucilago ocasiona bajo ingresos para los productores de cacao y el
desperdicio puede convertirse en un problema de contaminacion ambiental. El estudio sobre
la produccidn de bioetanol a partir de mucilago de cacao, es una real necesidad para todos
los cultivadores de cacao ya que podria convertirse en una estrategia para incrementar los
ingresos, dar un valor agregado, y asi poder contribuir al desarrollo cacaotero, y trabajar en

la reduccion del impacto ambiental.

1.1.2. Formulacién del problema



¢ Qué efecto tiene la relacion entre el mucilago de cacao (Theobroma cacao L) y la levadura
(Saccharomyces cerevisiae), en el contenido de biomasa del bioetanol?

1.1.3. Sistematizacion del problema

¢De acuerdo a la relacion del mucilago de cacao y el porcentaje de levadura se verd

influenciada las caracteristicas del bioetanol?

¢Cual sera el porcentaje de levadura que brinde mejores resultados para la produccion de

bioetanol?

Los indicadores a evaluar en la presente investigacion seran los siguientes:

Analisis fisicos: densidad, rendimiento, turbidez, calor especifico, poder de combustion
Analisis quimicos: pH, acidez, °Brix, grados alcohdlicos

La investigacion considera el uso primordial del mucilago de dos variedades de cacao
(Nacional y CCN-51), que por el desconocimiento de sus cualidades no es utilizado como
una alternativa para la elaboracién de bioetanol mediante el empleo de formulaciones

adecuadas que puedan brindar al consumidor un producto alterno, que sea utilizado.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar el proceso fermentativo del mucilago del cacao aplicando Saccharomyces

cerevisiae para la produccion de bioetanol.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Determinar el tipo de variedad de cacao (CCN51 y Nacional), del que mayor rendimiento

se obtenga de biocombustible



e Establecer los porcentajes de levadura (Saccharomyces cerevisiae), en el proceso
fermentativo al (0% - 0,01% - 0,05%)

e Evaluar el proceso fermentativo del cacao en forma sélida (semillas) y liquida (baba)

1.3. Justificacién

El desarrollo de un nuevo producto con mucilago de cacao, esta revolucion productiva se
desarroll6 con dos tipos de cacao (CCN51 y Nacional), los cuales contienen buenas
caracteristicas fermentativas, el material obtenido y recolectado en este sistema de
produccién es abundante. Se justifica esta investigacién con el aprovechamiento del
mucilago de cacao (baba o exudado de cacao), para la produccion de bioetanol lo cual
constituiria una nueva alternativa de comercializacion y generar ingresos econémicos a los

productores [7].

Con la ejecucion de este estudio se da una alternativa de aprovechamiento del exudado de
cacao, mediante la elaboracion de bioetanol, que proporciona valor agregado al exudado,
este producto se convierte en el desarrollo de un sistema de produccion agroindustrial
novedoso y provechoso, generando un impacto de avance econémico, tecnolégico para el
entorno de la industria consolidando su posicién competitiva en el mercado, por lo tanto,
beneficiara el sector agronomo con industrializacion de la materia prima (mucilago de cacao)

de dos tipos de variedades de cacao (CCN51 y Nacional) las cuales son poco aprovechadas

[8].

A través de este estudio se esta impulsando el aprovechamiento del mucilago de cacao para
elaborar un bioetanol, ya que dicho exudado (mucilago de cacao) no tiene ningun uso dentro
de la industria, controlando la concentracion de levaduras al 0%, 0,05% y 0,01%, y
regulando el contenido de los grados alcoholicos para la obtencion de bioetanol con



caracteristicas fisicas y quimicas aceptables [9]. Para continuar con esta investigacion se
debera hacer un seguimiento sobre la aplicacion, rendimiento y rentabilidad de este
biocombustible [9].

1.4. Hipotesis

1.4.1. Hipotesis nula

Ho: El tipo de variedad de cacao (CCN51 y Nacional), no influyen en el proceso
fermentativo del mucilago de cacao, para la produccién y rendimiento del bioetanol como

producto final.

Ho: La aplicacién de los porcentajes de levadura de Saccharomyces cerevisiae, no influyen
en el proceso fermentativo del mucilago de cacao, para la produccion y rendimiento del
bioetanol como producto final.

Ho: La materia prima del cacao en forma sélida (semillas) y liquida (baba), no influyen en
el proceso fermentativo del mucilago de cacao, para la produccion y rendimiento del

bioetanol como producto final.

1.4.2. Hipotesis alternativa

Ha: El tipo de variedad de cacao (CCN51 y Nacional), influye en el proceso fermentativo

del mucilago de cacao, para la produccion y rendimiento del bioetanol como producto final.



Ha: La aplicacion de los porcentajes de levadura de Saccharomyces cerevisiae, influye en el
proceso fermentativo del mucilago de cacao, para la produccion y rendimiento del bioetanol

como producto final.

Ha: La materia prima del cacao en forma sélida (semillas) y liquida (baba), influye en el
proceso fermentativo del mucilago de cacao, para la produccion y rendimiento del bioetanol

como producto final.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION

2.1. Marco teorico

2.1.1. Cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los principales cultivos comerciales en varios
paises tropicales, en América, 15 % de la produccion mundial se concentra en el centro y sur
del continente, donde Brasil y Ecuador son los mayores productores [10]. En el Ecuador, el

cacao es un cultivo de interés econdémico para los agricultores de las provincias de Los Rios



y del Guayas, cuyas almendras son de gran atractivo en los mercados internacionales por ser

un producto de calidad denominado "fino de aroma” [11].

2.1.2. Clasificacion Taxonomica del Theobroma cacao L

A continuacion, se muestra la clasificacion taxondmica del cacao

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Malvales
Familia Esterciliaceae
Género Theobroma
Especie Theobroma cacao

Fuente: Palencia y Mejia, 2000 [12].

2.1.3. Fenologia Theobroma cacao L

Existen diferentes plantas tropicales pertenecientes al género Theobroma cacao se han
reportado aproximadamente 22 especies, presenta importante significancia comercial, ya
que es un cultivo permanente con periodo de vida de aproximadamente 40 afios; crece entre
los limites de 26° latitud norte y 26° latitud sur, temperatura media entre 25° y 29°C, son
sensibles a temperaturas mayores a 32°C, se desarrolla en suelos no inundables, fértiles, ricos

en materia organica, profundos y con buen drenaje [12].

2.1.4. Mucilagos

El mucilago se compone principalmente de polisacéridos y forma una cubierta gelatinosa
alrededor de la didspora, que absorbe y mantiene una cantidad considerable de agua debido
a su naturaleza hidrofila, con la secrecion de mucilago, tanto el peso de la semilla como el
volumen de la misma aumentan significativamente, cuando se seca, el mucilago se vuelve

rigido y pega la diaspora a la superficie sobre la que se asienta [13].



2.1.5. Mucilago de cacao

El mucilago de cacao tiene una consistencia viscosa que envuelve al cacao, es una sustancia
vegetal la cual consta de una composicion rica en polisacaridos y celuldsicos con cantidad
de azucar igual que las gomas y pectinas [13]. En la tabla 2, se especifica la composicion del

mucilago de cacao.

Tabla 2. Composicion del mucilago de cacao

Componentes Antes de la fermentacién
Agua 82-87 %

Alcohol etilico -

Acido acético -

Sacarosa 12%
Pectinas 1-1,5%
Acido citrico 1-2%
pH 3,7

Fuente: Garcia, M. entre otros, 2014 [14].

2.1.6. Semillas de cacao

Son grandes del tamarfio de una almendra, color chocolate o purpureo, de 2 a 3 cm de largo
y de sabor amargo, no tiene albumen, estan recubiertas por una pulpa mucilaginosa de color
blanco, de sabor dulce y acidulado, todo el volumen de la semilla en el interior esta
practicamente ocupado por los 2 cotiledones del embrion, se les llama vulgarmente "habas”
0 "granos" de cacao, ricas en almidén, en proteinas, en materia grasa, lo cual les confiere un
valor nutritivo real [13]. A continuacidn, se presenta en la tabla 3 y 4, el contenido de las

semillas de cacao.
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Tabla 3. Contenido de las semillas (cacao por cada 100g)

Calorias 456
Agua 3,6 mL
Proteina 129
Grasa 46,3 g
Carbohidratos (totales) 34,79
Fibra 8649
Glucosa 8-13 ¢
Sucrosa 0,4-09¢
Calcio 106 mg
Faésforo 537 mg
Hierro 3,6 mg
Tiamina 0,17-0,24 mg
Riboflavina 0,14-0,41 mg
Niacina 1,7mg
Acido ascorbico 3,0 mg
Piridoxina 0,9 mg
Nicotiamida

2,1 mg

Fuente: Garcia, M. entre otros, 2014 [14].

Tabla 4. Contenido de las semillas (cacao por cada 100g)
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Acidopantoténico 1,35 mg
Histidina 0,04-0,08 ¢
Arginina 0,03-0,08 ¢
Treonina 0,14-0,84 ¢

Serina 0,88-1,99 ¢
Acido glutamico 1,02-1,77 g
Prolina 0,72-1,97 ¢
Glicina 0,09-0,35¢
Alamina 1,04-3,61 g
Valina 0,57-2,60 ¢
Lisina 0,08-0,56 ¢
Leucina 0,45-4,75 ¢
Isoleucina 0,56-1,68 g
Tirosina 0,57-1,27 ¢
Fenilalanina 0,56-3,36 ¢

Fuente: Cuellar, O, 2010 [15].

2.1.7. Variedades comunes del cacao

2.1.7.1. Criollos o Nacional

Es originario de Centroamérica, Colombia y Venezuela, se distingue por tener frutos de
cascara suave, de esta variedad se produce el cacao fino o de mejor calidad, este tipo de
cacao posee un cotiledon de color entre marfil pardusco y castafio muy claro, con un olor de

cacao dulce unido a un aroma delicado caracteristico [13].

2.1.7.2. CCN51 (Coleccion Castro Naranjal 51)

El Ecuador en la actualidad produce cacao de fino de aromay el CCN51, a partir de los afios
70, se introduce el CCN51, de cuya variedad se estima existen unas 15,000 a 20,000
hectareas, de las cuales el 70% esta en plena produccion, con rendimientos que superan la
produccion a las demas variedades de cacao [16]. Sus mazorcas son rojizas-moradas cuando
tiernas y de color rojizo anaranjadas cuando maduras, este cacao es tolerante a las

enfermedades, de alta productividad y calidad [14].

2.1.8. Levadura silvestre
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Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de organismos unicelulares,
incluyendo especies patgenas para plantas y animales, asi como especies no solamente

inocuas sino de gran utilidad [17].

La mayoria de las levaduras toleran un rango de pH entre 3 y 10, pero les resulta favorable
un medio ligeramente &cido con un pH entre 4,5 a 6,5, son capaces de competir con la
bacteria Streptococcus bovis, el principal productor de &cido lactico en el rumen, por

azUcares solubles [18].

2.1.9. Levaduras utilizadas en fermentaciones alcohélicas

Las levaduras mas estudiadas en el mundo son cepas provenientes de las levaduras
Saccharomyces cerevisiae (levadura panadera comercial), Kluyveromyces fragilis y
Candida utilis, estas especies son consideradas como aptas para el consumo humano o GRAS
(por las siglas en inglés de Generally Recognized As Safe) [18].

2.1.10. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, es una levadura que constituye el grupo de microorganismos mas
intimamente asociado al progreso y bienestar de la humanidad; su nombre deriva del vocablo
Saccharo (azucar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza), es una levadura heterdtrofa, que
obtiene la energia a partir de la glucosa y tiene una elevada capacidad fermentativa, es un
producto del proceso de produccion de alcohol, es una de las especies considerada como
microorganismo GRAS, por lo que ha sido aprobada para su uso como aditivo alimentario

[17]. En la tabla 5 se muestra la composicion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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Tabla 5. Composicion de Saccharomyces cerevisiae

Componentes (%)
Polisacaridos 34,1
Trehalosa 5
Acidos nucleicos y nucleétidos 10,8
Fosfolipidos 4,5
Triglicéridos 2,5
Esteroles 1
Ceniza 3,1
Proteina 39

Fuente: Cuellar, O, 2010 [15].

2.1.11. Proceso tecnologico para la produccion de alcohol y levadura
Saccharomyces cerevisiae

La levadura de recuperacion de cerveza la componen las células inviables deshidratadas de
la levadura Saccharomyces cerevisiae 0 Saccharomyces ovarum en algunos casos, esta
levadura histéricamente ha sido utilizada en la produccién de alcohol con resultados
satisfactorios, el proceso de produccién de alcohol por via fermentativa a traves de la

conversion de hexosas en etanol segun la siguiente ecuacion: [18].

Hexosas + Levadura Etanol + CO2 + Levadura + A (1.1)

2.1.12. Proceso fermentativo

El proceso de fermentacion y su eficiencia para producir etanol depende en alto grado de la
accion de levaduras y del sustrato utilizado, en algunos casos es necesario emplear complejos
enzimaticos para hidrolizar el almidén y las proteinas residuales, permitiendo generar la
fuente de carbono (hexosas) y de nitrégeno (aminoéacidos), encaminada a garantizar la
supervivencia de las levaduras tolerando concentraciones altas de alcohol producido y
aumentando su productividad, en tal sentido sera necesario emplear enzimas hidroliticas

como las amilasas y proteasas en este proceso y evaluar su efecto [18].

2.1.13. Fermentacion
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Es un proceso en el que se presentan cambios quimicos y fisicos en un sustrato de naturaleza
orgénica ocurrente del resultado la accién de enzimatica microbiana, es facilmente
denominado como una respiracion en ausencia de oxigeno, es un proceso metabolico en
donde los carbohidratos y otros compuestos relacionados son parcialmente oxidados, con
liberacion de energia en la ausencia de algunos electrones aceptores externos, este proceso
anaerobio genera menor energia, que el proceso aerobio [13].

2.1.14. Fermentacion bacteriana

El &cido piravico, es el intermediario principal en la degradacién de la glucosa, su
catabolismo involucra muchos mecanismos diferentes que forman una variedad de productos
finales caracteristicos de las fermentaciones bacterianas, los monosacéridos son
catabolizados como resultado de la oxidacion a acido piravico, a través de una secuencia de
pasos metabolicos por enzimas especificas, las bacterias pueden utilizar vias diferentes para
formar &cido piravico y méas de una via puede ocurrir de manera simultanea en el mismo
microorganismo [13]. En el grafico 1, se presenta el diagrama sobre el modo de accion de

las bacterias en la fermentacion.

Graéfico 1. Diagrama sobre el modo de accion de las bacterias en la fermentacion [19].

Fermentacion bacteriana
Polisacéaridos colonicos

Glucosa
z:}vato
Hs co, Formato Lactato Succinato
Acetato Butirato
ATP Propionato
CO# H,0
CH,
1-2,5 Keallg

Fuente: Garcia, M. entre otros, 2014 [14].

A continuacion, se presenta los productos finales caracteristicos de la fermentacién

bacteriana
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Tabla 6. Productos de la fermentacion bacteriana
a) Acido lactico
b) Acido acético y formico
¢) Acido lactico y alcohol etilico (etanol)
d) Etanol
e) Acetilmetilcarbonil
f) Acido succinico
g) Acetona a alcohol isopropilico
h) Acido butirico (butanol) Fuente: Cuellar, O, 2010 [15].

2.1.15. Fermentacioén alcoholica

Los azucares son convertidos en alcohol, etanol y bioetanol [20]. En la fermentacion existe
actividad de algunos microorganismos [21].
C.H,0, —2C,H.OH +2C0, (12)
Glucosa  Gas carbdnico  Etanol

Para que se activen las levaduras necesitan oxigeno en pequefias cantidades, dentro del
proceso fermentativo [22]. La levadura Saccharomyces cerevisiae, es el género mas comun,
aungue también existen estudios para producir alcohol con otros hongos y bacterias, como
la Zymomonas mobilis [23].

2.1.16. Tipos de alcoholes

2.1.16.1. Metanol

El metanol es un liquido incoloro y volatil a temperatura ambiente, por si mismo es
inofensivo, pero sus metabolitos son toxicos, su uso es muy habitual en la industria,
laboratorios y en el propio hogar con alcohol de quemar o formando parte de productos

comerciales, ademas, sirve como sustituto del etanol en bebidas alcohdlicas [24].
2.1.16.2. Etanol

El etanol, de férmula quimica CH3CH20H, es el principal componente de las bebidas

alcohdlicas; éstas se obtienen por fermentacion o destilacion, segin se trate de un
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procedimiento u otro, se conseguiran bebidas de diferente graduacion; asi por ejemplo,
vinos, cervezas o champan surgen a partir de la fermentacion de frutas o granos, mientras

que habra que recurrir a la destilacion para lograr ginebra, whisky, ron, entre otros [24].

2.1.16.2.1. Metabolismo del etanol

El etanol se convierte en acetaldehido por la accion de tres enzimas

e Alcohol deshidrogenasa (ADH). En no alcohdlicos el 90-95% de la oxidacion del
etanol se realiza por medio del ADH, las mujeres tienen un nivel més bajo de
actividad ADH gastrico que el hombre y esto contribuye a que las mujeres tengan

valores mas altos de alcoholemia que los hombres [24].

e Sistema oxidativo microsomal del etanol (MEOS), es un sistema enzimatico
dependiente del citocromo P-450 y contribuye con el 5-10% a la oxidacion del etanol,
pero su actividad aumenta significativamente hasta un 25% [24].

e Sistema catalasa-peroxidasa dependiente del per6xido de oxigeno, la contribucién a
la oxidacion del etanol es minimo [24].

Etanol — Acetaldehido — Acetato— Acetil- (1.3)
coenzima A — C0. + H,O

2.1.16.3. Fomepizol 6 4-metilpirazol

El fomepizol es una sustancia que inhibe competitivamente la ADH, con una afinidad por
ésta 80.000 veces superior a la del metanol y 8.000 veces superior a la del etanol, que no
tiene efectos hepatotdxicos, su utilizacion estd aprobada por laFood and Drug
Administration (FDA) para las intoxicaciones agudas por metanol y etilenglicol [24].

2.1.16.4. Etilenglicol

El etilenglicol es un alcohol de estructura similar al alcohol etilico, pero con la adicion de

un grupo hidroxilo en cada carbono, es un liquido incoloro, inodoro y no volatil, de amplio
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uso industrial, tanto como intermedio de sintesis como por su tradicional uso como

disolvente y tipicamente como anticongelante [25].

2.1.16.5. Bioetanol

El bioetanol (alcohol etilico o alcohol carburante), cuya férmula quimica es C2H50H, se
obtiene via fermentativa utilizando diversas fuentes, como por ejemplo el material vegetal,
esta contiene azucares no libres (almidones y celulosa principalmente) que son fermentados
por distintos microorganismos para la obtencion de bioetanol, algunas de las principales
materias primas para la produccion de bioetanol son maiz, trigo, sorgo, remolacha azucarera,

cafa de azUcar, melaza, madera y residuos de podas entre otros [26].

2.2. Principales referencias bibliograficas

2.2.1. Influencia de la Temperatura en la fermentacion alcohdlica

Segun el autor Santamaria, P y col [19]., en su publicacién Influencia de la temperatura en
la fermentacién alcohdlica indica que los problemas de la fermentacion constituyen uno de
los mayores inconvenientes de la vinificacion, siendo todavia las fermentaciones
incompletas un fendmeno que parece aumentar con la aplicacion de un método de

vinificacién [19].

2.2.2. Fermentacion alcohdlica de jugo de naranja con Saccharomyces
cerevisiae

El autor Ferreyra, M. y col. 2009 [27]., en su investigacion sobre la Fermentacidn alcohdlica
de jugo de naranja con Saccharomyeces cerevisiae indica que el vino se elabora a partir de

uvas, por lo tanto es muy comun la elaboracion artesanal de bebidas o vinos [27].
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2.2.3. Mejoramiento de las Caracteristicas Sensoriales del Cacao CCN51
a través de la Adicion de Enzimas durante el Proceso de
Fermentacion

La finalidad de este trabajo investigativo fue trabajar dentro de la etapa de fermentacion para
reducir las cualidades negativas del CCN51, como lo es la acidez, y astringencia, mediante
la adicién de enzimas, para el mejoramiento de las caracteristicas sensoriales del cacao, se
requirié del uso de dos enzimas: Polifenol oxidasa y una Proteasa comercial de origen
fangico, las cuales ayudaron a reducir la concentracion de compuestos fendlicos
disminuyendo el amargor y astringencia, y en potenciar el sabor a chocolate debido a la
proteasa con actividad exopeptidica; todos estos cambios fueron notorios en las evaluaciones

sensoriales que se realizaron frente a un tratamiento sin adicién de enzimas [28].

2.2.4. Uso del exudado y placenta del cacao para la obtencion de
subproductos

El cultivo de cacao en la economia ecuatoriana representa un rubro importante, ya que es
reconocido a nivel mundial por ser un producto de la mas alta calidad, el presente trabajo
pretende valorizar la posibilidad de producir una bebida de baja concentracion alcohdlica, lo
que permitird aprovechar estos subproductos que no son utilizadas por la industria, en este
trabajo se determinaron los procesos necesarios para la obtencion, para lo cual se trabajo con
mazorcas de CCN51, las mismas que fueron procesadas para la obtencion y estabilizacion
del exudado y la placenta, subproductos a partir de los cuales se realizaron pruebas para

obtener el néctar y la bebida alcohdlica [29].

2.2.5. Obtencion del extracto polar etanol: agua (1:1) de la cascara de
cacao y evaluacion de su actividad antibacteriana

La céscara de cacao (Theobroma cacao L.) es el principal desecho en la agroindustria de este
fruto en Colombia, ya que representa un 10% por cada tonelada de semilla seca, en el
presente estudio se obtuvo un extracto polar (etanol: agua 1:1) por dos métodos: ultrasonido

y agitacién magnética, se separo la fraccién alcaloidal por extraccion liquido — liquido con
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cloroformo y la fraccion fendlica con acetato de etilo, el analisis preliminar se realizé por

cromatografia en capa delgada (CCD) [15].

2.2.6. Andlisis del Potencial Competitivo del Bioetanol en Colombia

La busqueda de alternativas de produccion y consumo energético requiere una mirada hacia
la industria de los combustibles biologicos como el bioetanol que, como alternativa
energética, permita superar los inconvenientes generados por los métodos tradicionales de
produccion y consumo, se realiza una evaluacion de la industria del bioetanol como
combustible alternativo y se expone qué tan atractiva o competitiva puede llegar a ser su
industria en la actualidad, para lograr este propoésito, se propone una evaluacion de las
fuerzas competitivas a un panel de expertos, usando escalas de Likert, para encontrar el

potencial de la propuesta [30].

2.2.7. Produccion de biodiesel y bioetanol: ¢Una alternativa sustentable a
la crisis energética?

La presente contribucion pretende dar una vision general de la situacion energética actual y
sugerir algunas alternativas sustentables de energia [31]. En primer lugar, se muestra una
breve historia sobre las materias primas utilizadas para la produccion de energia a través del
tiempo, teniendo una alta dependencia de combustibles fosiles, ya que ha sido estimado que
mas del 90% de la energia consumida proviene de recursos no renovables como el petrdleo,
gas y carbon, también se menciona que el petroleo es sin duda la principal fuente de energia

utilizada en la actualidad y por ende sus reservas se agotan inevitablemente [31].

2.2.8. Biocombustibles liquidos: procesos y tecnologias

Los numerosos problemas medioambientales creados por la acumulacion de gases de efecto
invernadero, la creciente demanda de energia y el agotamiento de la reserva de petr6leo han
impulsado el desarrollo de tecnologias sostenibles basadas en materias primas renovables

como la biomasa [32]. En este sentido los biocombustibles (combustibles derivados de la

20



biomasa) pueden ayudar a reducir la emision de gases contaminantes y, al mismo tiempo,

cumplir con las demandas futuras de energia [32].

2.2.9. Produccion de bioetanol a partir de subproductos agroindustriales
lignoceluldsicos

En la actualidad, la biomasa lignocelul6sicos y en especial los subproductos agroindustriales
han dejado de ser productos de desecho-problema, para convertirse en materia prima
potencial para diversos procesos tanto de tipo agricola como industrial [33]. El presente
documento, muestra una revision del estado del arte de este tipo de materiales y su potencial
de uso para biocombustibles (etanol), describiendo las caracteristicas de las materias primas
en cuestién, su estructura, las etapas (pre-tratamiento, hidrolisis, detoxificacion vy
fermentacion) y métodos que cita la literatura; al igual que los avances microbioldgicos que

han logrado para la incursion de los mismos en algunas de las etapas del proceso [33].

2.2.10. Produccion en continuo de etanol a partir de banano de rechazo
(cascara y pulpa) empleando células inmovilizadas

En el trabajo del que da cuenta el presente articulo se estudié la produccion en continuo de
etanol a partir de banano de rechazo utilizando células inmovilizadas en alginato de sodio,
se compararon las fermentaciones en batch con células libres e inmovilizadas
(Saccharomyces cerevisiae), utilizando medio estandar de fermentacion y mosto de banano
como sustrato [34]. Las fermentaciones con mosto de banano presentaron un incremento del

31% en la produccion de etanol durante las primeras 14 horas de fermentacion [34].

2.2.11. Impacto de la produccion de bioetanol en el mercado del maiz

El mercado de maiz blanco en México, como pais tomador de precios, se encuentra
condicionado por las oscilaciones en los precios del maiz amarillo de su principal socio
comercial, los Estados Unidos, dado que este Gltimo se encuentra en un proceso de
industrializacion del maiz para la produccion de agro combustibles a base de etanol, genera

una mayor competencia en el consumo del grano lo que propicia un déficit de la oferta,
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incluso mundial, que conlleva al incremento de los precios normales del mismo, efecto que

se transfiere al comercio internacional [35].

Para lograr este objetivo se disefia y presenta un modelo dindmico de sistemas con el cual se
sistematiza el mercado del maiz, que permite analizar el impacto de la incorporacion del
nuevo sector demandante en el mercado nacional de maiz (el sector productor de etanol), asi

como sus efectos en los precios normales internacionales y nacionales [35].

2.2.12. Norma Técnica Ecuatoriana INEN 176:2006. Cacao en grano.
Requisitos

Esta norma establece los requisitos de calidad que debe cumplir el cacao en grano

beneficiado y los criterios que deben aplicarse para su clasificacion, esta norma se aplica al
cacao beneficiado, destinado para fines de comercializacion interna y externa [36].
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion

Los andlisis fisicoquimicos y todas las muestras del bioetanol se efectuaron en los
Laboratorios de Operaciones Unitarias, Laboratorio de Termologia y Laboratorio de
Biotecnologia, de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo; situado en km 1 1/2 via a
Santo Domingo. En la tabla 7, se muestra los ejes de localizacion del Instituto Geografico
Militar.

Tabla 7. Localizacion

Longitud 79°27"
Latitud 01°06’
Altitud 73 msnm

Fuente: IGM (Instituto Geografico Militar)

El bioetanol destilado fue elaborado con mucilago de cacao procedente de la Casa de Cacao
de la ciudad de Quevedo, Via- Valencia, provincia de Los Rios, mientras que la levadura fue
de marca comercial (Levadura seca Saccharomyces cerevisiae), en la tabla 8 se presenta la

ubicacién Geografica de la Nueva Casa de Cacao S.A.

Tabla 8. Ubicacién Geografica La Nueva Casa de Cacao S.A

Ubicaciéon Geografica Campus La Nueva Casa de Cacao 5. A

Latitud 78537000
Longitud 0°56"00"S
T® media 19a37°

Fuente: IGM (Instituto Geografico Militar)

Se realiz6 los analisis correspondientes del presente proyecto de investigacion en el
Laboratorio de bromatologia de la UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO,
ubicada en el kilémetro 1% via Quevedo-Santo Domingo. A continuacién, se muestra la

ubicacion geografica del Campus La Maria.
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Tabla 9. Ubicacion Geografica Campus "La Maria™

Ubicacion Geogrifica Campus Finca Experimental “La Maria™.

Latitud 1#1'20,045"0
Longitud 79° 27 37.450"S
T® media 25a30°C
Altitud T6msnm.

Fuente: IGM (Instituto Geogratico Militar)

3.2. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion aplicada es exploratoria, porque no se ha desarrollado este tipo de
investigacion anteriormente, la misma que describe cada uno de los factores y su
comportamiento en el desarrollo experimental para luego ser tratadas estadisticamente y

determinar el mejor tratamiento.

3.2.1. Investigacion de campo

Para realizar la investigacion de campo se elaboro el bioetanol y se realizo los respectivos
andlisis fisicoquimicos, bromatoldgicos proximales, para posteriormente compararlos con

los pardmetros correspondientes que inciden en la calidad del bioetanol.

3.2.2. Investigacion cuantitativa

Se ejecutd en el estudio y andlisis de la realidad a través de diferentes procedimientos
basados en la medicién como fueron los datos del pH, acidez, grados alcoho6licos y densidad
que permitieron un mayor nivel de control, realizando los experimentos para obtener
explicaciones contrastadas a partir de las hipotesis, los resultados de esta investigacion se

basaron en la estadistica.
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3.2.3. Investigacion explicativa

Se utilizé con el fin de determinar las causas y consecuencias, de las variedades de cacao,
los porcentajes de levadura y el tipo de materia prima, tuvieron en las caracteristicas fisicas,
quimicas y rendimiento del bioetanol destilado, para ello se utilizé el método experimental.

3.2.4. Investigacion bibliogréafica y documental

Para el desarrollo de la presente investigacion se tomé como referencia las normativas
nacionales e internacionales e investigaciones similares. Los datos descriptivos fueron
proporcionados por los estudios similares y las normas, sustentando de manera real este

estudio.

3.3. Métodos de investigacion

Los métodos empleados dentro de la investigacidn fueron los siguientes: analitico, deductivo

e inductivo

3.3.1. Método deductivo — inductivo

Utilizando los resultados que fueron obtenidos del disefio experimental que se aplico en la
investigacion fue un AxBxC para la “Evaluacion del proceso fermentativo del mucilago del
cacao aplicando Saccharomyces cerevisiae para la produccion de bioetanol”. Aplicando los
métodos deductivos e inductivos se realizd las conclusiones sobre las hipétesis planteadas

de la investigacion.
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3.3.2. Método analitico de los analisis fisicos y quimicos

Para la “Evaluacion del proceso fermentativo del mucilago del cacao aplicando
Saccharomyces cerevisiae para la produccion de bioetanol” se desarrollé un seguimiento
mediante analisis de °Brix, pH, acidez, rendimiento, turbidez, grados alcoholicos,

densidad, calor especifico.

3.3.4. Método estadistico

Se verificd de acuerdo al analisis de varianza (ADEVA), el cual determing la variacion total
de los datos, alterando en fracciones significativas, aplicables a cada uno de los origenes de

variabilidad concurrentes y la diferenciacion causal (aleatoria).

3.3.5. Metodologia del experimento

El bioetanol destilado que fue elaborado mediante el proceso fermentativo del mucilago de
dos variedades de cacao que se recolectaron tanto en semillas y liquido de la Casa de Cacao,
el mucilago de cacao en la empresa, se encuentra en fermentadores de madera, se recolecto
el liquido del cacao del conducto por donde es expulsado y desperdiciado, y la forma sélida
fue una mezcla de semillas y baba de cacao (espuma). Al llegar la materia prima se le realizo
analisis de pH y °Brix, para luego ser utilizada en el proceso fermentativo en 24 botellas de
capacidad de 5 litros, se adicioné la levadura Saccharomyces cerevisiae a cada botella en
proporciones de (0%, 0,01%, 0,05%) respectivamente, luego se coloca un mecanismo para

que se produzca ausencia de oxigeno, este paso dura aproximadamente 5 dias.

A continuacién se procedié a destilar cada muestra en un destilador que se encuentra en el
Laboratorio de Operaciones Unitarias, en este aparato se efectio la separacion de las
sustancias que componen la mezcla , mediante vaporizacion y condensacion, este proceso
varia en funcion de la presion del destilador, dando como resultado etanol, a una temperatura

de 70°C , durante aproximadamente 2 horas por cada muestra.
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Una vez realizada la destilacion, se realizd el llenado en envases de 500 ml por cada
tratamiento estudiado, luego se ejecutaron las respectivas pruebas a cada muestra, los
analisis fisicos de: turbidez, densidad, calor especifico, rendimiento y analisis quimicos
tenemos pH, °Brix, Acidez, Grados alcohdlicos y poder de combustién: Este ultimo, se lo
cre6 destilando todas las muestras, obteniendo un solo ejemplar como mejor tratamiento, el
etanol (10%), se mezcl6 con gasolina (90%), y se comprobd en un motor de mecénica de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, esa fue la Gltima fase para el producto final

Bioetanol obtenido del proceso fermentativo de mucilago de cacao.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion

La informacidn recopilada en este proyecto de investigacion proviene un 85% de revistas
indexadas (Redalyc, Scielo, Dialnet, entre otros), Normas INEN, NOM, libros y fichas
tecnoldgicas con el fin de resguardar dicha exploracién con antecedentes bibliogréficos. El
porcentaje restante se atribuye a informacion en la red; se utilizé tesis de grado e internet,

como fuentes de informacion secundaria.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Disefio experimental del bioetanol destilado de mucilago de cacao

Se aplic6 un modelo factorial AXB con 24 muestras, con 3 factores. Los analisis realizados

a las muestras de bioetanol fueron: pH, °Brix, acidez, °GL, turbidez, densidad y rendimiento.

3.5.2. Factores de estudio

En esta investigacion se utilizaron tres factores de estudios los cuéles son
El factor A; Tipos de cacao (CCN51 y Nacional)
El factor B; Tipos de levadura (al 0% - 0,01% - 0,05%)

El factor C; Tipo de materia prima (solida y liquida)
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A continuacién, en la tabla 10, se muestra los factores de estudio que intervienen en la

elaboracion de bioetanol.

Tabla 10. Factores de estudio que intervienen en la elaboracion de bioetanol

FACTORES DE SIMBOLOGIA DESCRIPCION
ESTUDIO
) ao CCN51
A: Variedades de cacao )
al Nacional
b0 0%
B: Porcentaje de levaduras bl 0,01%
b2 0,05%
_ o cO Soélido
C: Tipo de materia prima o
cl Liquido

Elaborado por: Angulo, G. (2017).

3.5.3. Tratamientos

Las muestras son la miscelanea de los niveles de estudio que se utilizé en la elaboracién de
bioetanol con la combinacién de variedades de cacao (Nacional, CCN51), porcentaje de
levadura (0%, 0,01% y 0,05%) y tipo de materia prima (sé6lida y liquida). A continuacion, la
tabla 11, detalla la combinacion de los tratamientos propuestos para la evaluacion del

proceso fermentativo.
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Tabla 11. Combinacion de los tratamientos propuestos para la evaluacion del

proceso fermentativo

N.° SIMBOLOGIA DESCRIPCION
1 aoboCo CCN51+ 0% + Solido
2 aoboC1 CCN51+ 0% + Liquido
3 aob1Co CCN51+ 0,01% + Solido
4 aobic1 CCN51+ 0,01% + Liquido
5 aob2Co CCN51+ 0,05% + Sélido
6 aob2C1 CCN51+ 0,05% + Liquido
7 a1boCo Nacional+ 0% + Solido
8 aiboC1 Nacional+ 0% + Liquido
9 aibico Nacional+ 0,01% + Solido
10 aibicy Nacional+ 0,01% + Liquido
11 a1b2Co Nacional+ 0,05% + Solido
12 a1b2C1 Nacional+ 0,05% + Liquido

Elaborado por: Angulo, G. (2017)

3.5.4. Andlisis Estadisticos

A continuacion, la tabla 12, muestra el esquema del analisis de varianza para la evaluacion

del proceso fermentativo del mucilago de cacao, aplicando Saccharomyces cerevisiae para

produccion de bioetanol. A continuacion, se observa el esquema del analisis de varianza.
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Tabla 12. Esquema del andlisis de varianza para la evaluacion del proceso
fermentativo del mucilago de cacao, aplicando Saccharomyces cerevisiae
para la produccion de bioetanol

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
Réplica 2
Factor A (CCN51 y Nacional) 1
Factor B (0%, 0,01% y 0,05%) 1
Factor C (Tipo de materia prima) 1
AxB 1
AxC 1
BxC 1
AxBxC 1
Error Experimental 14
TOTAL 23

Elaborado por: Angulo, G. (2017).
3.6. Instrumentos de investigacion

3.6.1. Manejo especifico del experimento

Recepcidn: Se recolectd el mucilago de cacao tanto en semillas y liquido de la Casa de
Cacao, ubicada a km2 1/2 via Valencia junto a la exportadora Pedro Martinetti, el mucilago
de cacao en la empresa se encuentra en fermentadores de madera, donde se escurre el cacao,
gue expulsa el mucilago que es desechado por una cafieria, se recolect6 el liquido del cacao

y la forma sélida fue una mezcla de semillas y baba de cacao (espuma).
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Anélisis quimicos: Se realiza analisis de pH y °Brix, a la materia prima utilizada para luego

ser utilizada en el proceso fermentativo.

Inoculacion: Se afiade en cada muestra (0%, 0,01%, 0,05%) de porcentajes de levadura de
Saccharomyeces cerevisiae en cada recipiente con la muestra se homogeniza para asegurarse
que exista una adecuada distribucion de la levadura silvestre, esto se realiza a una

temperatura de 25°C.

Fermentacion: El proceso de fermentacidn es anaerobico, es decir, se produce en ausencia
de oxigeno; colocando un mecanismo para controlar el proceso fermentativo de cada
muestra, en esta fase se convierte los aztcares del mucilago de cacao en alcohol etilico. Se
lo realiza en botellas de 5 litros por cada tratamiento estudiado a una temperatura de 25°C,
el proceso de fermentacion del mucilago con la levadura silvestre dura aproximadamente 5

dias.

Destilacion: Se realiza en un destilador del Laboratorio de Operaciones Unitarias de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, en este aparato se efectia la separacion de las
sustancias que componen la mezcla, mediante vaporizacion y condensacion, aprovechando
los puntos de ebullicion, el proceso varia en funcién de la presién, dado como resultado

etanol, a una temperatura de 70°C , durante aproximadamente 2 horas por cada muestra.

Recoleccién de tratamientos: Una vez realizada la destilacion, se realizé el llenado en los

envases de 500 ml por cada tratamiento estudiado.

Andlisis fisicoquimico: Luego de destilar las 24 muestras, se realizan los respectivos
andlisis a cada muestra, los analisis fisicos de: turbidez, densidad, calor especifico,

rendimiento y analisis quimicos tenemos pH, °Brix, Acidez, Grados alcohélicos.

Analisis de combustion: Este fue el ultimo analisis realizado, se lo hizo destilando todas las
muestras, obteniendo una sola muestra destilada como mejor tratamiento se efectud este
analisis combinando el etanol (10%) y gasolina (90%), comprobando en un motor de

mecanica de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo.
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3.6.2. Andlisis fisicos-quimicos

3.6.2.1. Analisis quimicos

Medicion de pH. — En el Laboratorio de Operaciones Unitarias se tomd la medicion de pH
en un equipo “OAKLON” a la materia prima receptada, mientras que en el laboratorio de
Bromatologia se realiz6 en un equipo marca “OHAUS”, a las muestras de etanol; en ambos
equipos se procedié a introducir el electrodo dentro de cada botella con la muestra liquida

del producto y se empleo la muestra de etanol directamente para llevar a cabo la medicion.

°Brix. - En el Laboratorio de Operaciones Unitarias se tomo la medicién de los grados Brix
en un Brixometro “ATAGO” a la materia prima receptada, se coloca unas dos gotas de la
muestra y posteriormente se observa el porcentaje que marca el equipo. En el laboratorio de
Bromatologia se realiz6 en un equipo marca “POCKET”, a las muestras de etanol, se
procedio a encender el Refractémetro luego colocar una gota de cada prototipo en el aparato
y presionar “start” para que automaticamente lea y determine el valor de °Brix en cada

tratamiento.

Acidez. — Se efectu6 por titulaciéon mediante consumo de NaOH (Hidréxido de Sodio) a 0,1
de Normalidad en una muestra de 10 ml de muestra (etanol), como indicador se utilizé (2-3)
gotas de C20H1404 (Fenolftaleina o colorante) y se comienza a titular (dejar caer gota a
gota del agente titulante sobre el titilado) hasta obtener un ligero vire a rosa. Si es muy fuerte
el color (fucsia), la titulacion ha fracasado.

Grados alcohdlicos. — Se realiz6 en un equipo llamado Alcoholimetro, se procedié a medir
90ml por cada muestra en una probeta de 100ml, para luego introducir el alcoholimetro en
la sustancia y girar el equipo de tal manera que al detenerse poder leer el nivel de grado
alcohdlico que tiene cada muestra de etanol. Al mejor tratamiento que se obtuvo, se le tomo
los °GL en un equipo “AQUEOUS LAB”, un Portable Refractometer, de la siguiente forma:

se coloca (1-2 gotas) en el aparato y se procede a visualizar el valor obtenido.
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3.6.2.2. Andlisis fisicos

Densidad. - Para determinar la densidad de un liquido (etanol) con el método del
picnometro, solamente se necesita la masa del mismo en tres situaciones diferentes. Todas
las masas deben determinarse en balanza analitica y con la tapa. Primero se pesa el
picndmetro vacio y se anota su masa. Luego se llena el picndmetro con agua y se anota su
masa. Después se llena el picnémetro con la disolucion etanol y se escribe su masa. Luego
con estos 3 datos por cada muestra se procede a colocar en la formula, y determinar el valor

obtenido de cada tratamiento.

Turbidez. — Este andlisis se lo realiza en un equipo “HACH TURBIDIMETER”, que arroja
los valores en NTU (Unidad Nefelométrica de Turbidez). Se inicia encendiendo el equipo,
el cual consta de un recipiente que se llena con 30ml por cada muestra, después se lo
introduce al equipo de tal manera que coincida con la rejilla del equipo, se continta a
presionar “enter” y se espera 60 segundos y la maquina automéaticamente nos brinda el nivel

de turbidez del tratamiento.

Calor especifico. -En una probeta se mide 160 ml de muestra y se coloca en el equipo, el
cual se lo tapa, y encima de él se encuentra un termdmetro el cual sube su temperatura de
acuerdo al calor de cada muestra que se mueve constantemente con un agitador, la
temperatura debe comenzar en 25°C y llegar maximo a 60°C, reacciona la solucién, a 6

voltios, y 1 amperio; que funciona a corriente.

Los valores que nos da esta maquina la determinamos por un cronémetro, que inicia en 0
segundos y termina aproximadamente en 1 hora, ademas se debe parar cada vez que
transcurra 3°C y asi sucesivamente hasta que llegue a 60°C. Despues de eso se determina el
calor especifico por medio de una formula fisica, la cual necesita ademés la masa de la

sustancia, y la pendiente por cada muestra.
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Rendimiento. — Se lo realizd en 1 ejemplar de las 24 muestras de etanol, es decir al mejor
tratamiento, midiendo en una probeta de 100ml. Se efectto en la estancia de Suelo y Agua,
perteneciente al Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Técnica Estatal de

Quevedo.

Combustion. - EI poder de combustion se lo determind destilando todas las muestras,
obteniendo una sola muestra como mejor tratamiento, el cual tuvo 70°GL, se efectuo este
analisis combinando el etanol con gasolina y comprobando en un motor de mecénica de la

Universidad Técnica Estatal de Quevedo.

3.7. Tratamiento de los datos

La tabulacion de los datos se realizd utilizando los paquetes estadisticos, InfoStat y Stat
Graphics, los datos obtenidos de los analisis realizados a los tratamientos se aplic6 ANOVA
o analisis de varianza. Se estudiaron los métodos combinados para la determinacion de pH,
acidez, brix, grados alcoholicos, densidad, turbidez, rendimiento, calor especifico del

bioetanol.

3.8. Disefio experimental

Dos niveles en factor Ay C y tres niveles en el factor B, en el estudio: Factor A (CCN51y
Nacional), Factor B (0%, 0,01% y 0,05%) y Factor C (Tipo de materia prima). Se determiné
el contenido de pH, brix, acidez, turbidez, rendimiento, calor especifico, densidad, grados

alcohdlicos; del bioetanol.

Numero de tratamientos: 12
Numero de repeticiones: 2
Unidades experimentales: 24
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3.9. Recursos humanos y materiales

En esta investigacion se utilizaron materiales y equipos del laboratorio de Bromatologia. En

la siguiente tabla se presenta los materiales empleados para la realizacion de la investigacion

Tabla 13. Materiales

Computadora 1
Hojas A4 (Resmas) 3
Lapicero 3
Cuaderno 1
Camara 1
Normas INEN (Folleto) 1
Impresora 1
Memoria Digital 1

Elaborado por: Angulo, G. (2017).

3.10. Materiales y reactivos

3.10.1. Materia prima e insumos para la fermentacion del mucilago de
cacao

A continuacion, se muestra la materia prima e insumos para realizacion de la investigacion

Tabla 14. Materia prima e insumos
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N. Descripcion Cantidad

1 Mucilago de cacao (semilla y baba) 301tc/u

2 Levadura seca (Saccharomyces cerevisiae 250 g

3 Globos 24 unidades
4 Botellas de 5 litros y de 500 cm3 48 unidades

Elaborado por: Angulo, G. (2017).

3.10.2. Aparatos y Materiales del proyecto de investigacion

En la tabla 15, se muestra detalladamente los aparatos utilizados para la obtencion de

bioetanol a partir de mucilago de cacao
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Tabla 15. Aparatos para la obtencidn de bioetanol a partir de mucilago de cacao

Cantidad Descripcion Capacidad
1 Balanza digital 5000 ¢g
3 Ollas 5L
12 Botellas plésticas 5L -500cm3
1 Destilador -
1 Etiquetas adhesivas -
1 Lapicero -
1 Tanque de gas -
2 Jarras -
2 Embudo -
24 Globos -
1 Balde -

Elaborado por: Angulo, G. (2017)
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En la tabla 16, se muestra los materiales de laboratorio utilizados para la obtencion de

bioetanol a partir de mucilago de cacao

Cantidad Descripcion Capacidad
2 Vasos de precipitacion 500 cm?®
4 Matraces -
1 Termémetro 300 °C
6 Matraz Erlenmeyer 500 cm?®
1 Picnémetro -
1 Alcoholimetro 0-90°GL
1 Potenciometro 1.25L
1 Refractometro 0 — 93 °Brix
1 Probeta 100 cm® - 10 cm?®
2 Pinzas metélicas -
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Tabla 16. Materiales de laboratorio
1 Fenolftaleina (Hidréxido de sodio 0,1N)

Elaborado por: Angulo, G. (2017)

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Resultados

4.1.1. Resultados del Analisis de VVarianza

Recopilacion de los analisis de los 3 factores (A, B, C), y sus respectivas diferencias
significativas. En las tablas (18 - 22) que se encuentran a continuacion, se presentan los

andlisis de varianza de las variables fisico- quimico de estudio.

Tabla 17. Analisis de Varianza de °Brix (%), suma de cuadrados tipo 11

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razéon-F Valor-P
Cuadrados

COVARIABLES

Replicas 0,201667 1 0,201667 0,01 0,9277

EFECTOS PRINCIPALES

Factor A 118,815 1 118,815 5,08 0,0456

Factor B 153,948 2 76,9738 3,29 0,0759

Factor C 15,36 1 15,36 0,66 0,4350

INTERACCIONES

AB 16,9275 2 8,46375 0,36 0,7044

AC 0,666667 1 0,666667 0,03 0,8690

BC 12,4975 2 6,24875 0,27 0,7704

ABC 53,1408 2 26,5704 1,14 0,3561

RESIDUOS 257,348 11 23,3953

TOTAL (CORREGIDO) 628,905 23

Nivel de confianza p <0.05
Coeficiente de variacion 9,72
Elaborado por Angulo, G (2017)

Interpretacion: Esta tabla demuestra los valores de °Brix, y muestra diferencia
significativa entre los niveles del factor A (variedades de cacao a0 —al),

por lo cual, se empleara una prueba de significacion (Tukey p <0.05) y se obtiene diferencia

entre las medias de los niveles de tratamientos, mientras que en el factor A, interaccién AxB,

y réplicas no se observa discrepancia significativa.
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En la tabla 18 que se encuentra a continuacion, se muestra el analisis de varianza de acidez:

Tabla 18. Analisis de Varianza en Acidez (%), suma de cuadrados tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razé6n-F  Valor-P

COVARIABLES

Replicas 299,839 1 299,839 1,45 0,2539
EFECTOS PRINCIPALES

Factor A 35,9415 1 359415 0,17 0,6848
Factor B 219,214 2 109,607 0,53 0,6030
Factor C 167,218 1 167,218 0,81 0,3879
INTERACCIONES

AB 1913,32 2 956,658 4,62 0,0349
AC 826,379 1 826,379 3,99 0,0710
BC 928,81 2 464,405 2,24 0,1522
ABC 224,38 2 112,19 0,54 0,5962
RESIDUOS 227591 11 206,901

TOTAL (CORREGIDO) 6891,01 23

Nivel de confianza p <0.05
Coeficiente de variacion 21,62
Elaborado por Angulo, G (2017)

Interpretacion: La tabla 18, demuestra los datos de acidez titulable, en el que se halla
diferencia significativa en la interaccion AxB, por lo cual es necesario

efectuar una prueba de significacion (Tukey p <0.05).

En la tabla 19 que se encuentra a continuacion, se detalla el anélisis de varianza de grados

alcohdlicos:

Tabla 19. Andlisis de Varianza para Grados alcoholicos, suma de cuadrados tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
COVARIABLES
Replicas 0,0416667 1 0,0416667 0,00 0,9588
EFECTOS PRINCIPALES
Factor A 15,0417 1 15,0417 1,01 0,3374
Factor B 140,333 2 70,1667 4,69 0,0336
Factor C 2,04167 1 2,04167 0,14 0,7187
INTERACCIONES
AB 58,3333 2 29,1667 1,95 0,1883
AC 0,375 1 0,375 0,03 0,8770
BC 2,33333 2 1,16667 0,08 0,9254
ABC 43,0 2 215 1,44 0,2787
RESIDUOS 164,458 11 14,9508
TOTAL (CORREGIDO) 425,958 23
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Nivel de confianza p <0.05
Coeficiente de variacion 7,61
Elaborado por Angulo, G (2017)

Interpretacion: La tabla 19, se puede apreciar los valores de grados alcoholicos y
establece diferencia significativa en los niveles del factor B (porcentaje
de levadura), por lo tanto; se determinara una prueba de significacion para establecer

diferencia entre las medias de los tratamientos.

En la tabla 20 que se encuentra a continuacion, se modela el andlisis de varianza para
turbidez:

Tabla 20. Analisis de Varianza para Turbidez (NTU), suma de cuadrados tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razé6n-F  Valor-P

COVARIABLES

Replicas 10,7589 1 10,7589 2,98 0,1123
EFECTOS PRINCIPALES

Factor A 15,1003 1 15,1003 4,18 0,0656
Factor B 83,7009 2 41,8504 11,59 0,0020
Factor C 7,45824 1 7,45824 2,06 0,1786
INTERACCIONES

AB 16,2128 2 8,10641 2,24 0,1523
AC 17,9176 1 17,9176 4,96 0,0478
BC 91,4005 2 45,7002 12,65 0,0014
ABC 26,0732 2 13,0366 3,61 0,0624
RESIDUQOS 39,7328 11 3,61207

TOTAL (CORREGIDO) 308,355 23

Nivel de confianza p <0.05
Coeficiente de variacion: 49,14
Elaborado por: Angulo, G. (2017).

Interpretacion: La tabla 20, se aprecia los datos de turbidez, en el que se hall6 diferencia
significativa en el factor B, interaccion AXC y BXC, a excepcion de los
componentes Ay C vy las réplicas donde no concurrié diferencia, por lo tanto, se establecio

una prueba de significacion para crear diferencia entre las medias de los niveles.

En la tabla 21 que se encuentra a continuacion, se muestra el analisis de varianza para

rendimiento:
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Tabla 21. Analisis de Varianza para Rendimiento (mL), suma de cuadrados tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Raz6on-F  Valor-P
COVARIABLES
Replicas 1751,04 1 1751,04 0,35 0,5643
EFECTOS PRINCIPALES
Factor A 9,375 1 9,375 0,00 0,9661
Factor B 5908,33 2 2954,17 0,60 0,5678
Factor C 21301,0 1 21301,0 4,30 0,0624
INTERACCIONES
AB 47250 2 23625 0,48 0,6331
AC 13776,0 1 13776,0 2,78 0,1236
BC 42408,3 2 21204,2 4,28 0,0422
ABC 17858,3 2 8929,17 1,80 0,2104
RESIDUQS 54511,5 11 4955,59
TOTAL (CORREGIDO) 162249, 23

Nivel de confianza p <0.05
Coeficiente de variacion 17,01
Elaborado por Angulo, G (2017)

Interpretacion: En esta tabla se observa los valores de rendimiento y establece

diferencia en la interaccion BxC, por lo cual se establecerd un ensayo de

significacion para establecer discrepancia en los niveles de los tratamientos, con relacion a
cada factor A, B y C e interacciones AxB, AxC, AxBxC.

4.1.2. Resultados con respecto a los tres tipos de factores estudiados

A continuacion, se muestra el modelo del proceso de elaboracién del bioetanol, que

determina que el tratamiento que mostré mejores resultados en comparacion con los otros

métodos asimilados, es el tratamiento T6= (CCN51+Levadura al 0,05%+ Liquido) por

presentar pH, °Brix, acidez, °GL, turbidez, calor especifico, densidad y rendimiento 6ptimo.
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4.1.3. Flujograma de proceso de la obtencion de bioetanol a partir de
mucilago de cacao

A continuacion, se muestra el diagrama de flujo del proceso de obtencion de bioetanol a

partir de mucilago de cacao:

Traslado de la materia prima del centro
de produccion al laboratorio de UTEQ
Recepcion de materiales ‘ Operacion
Inspeccion
| Analisis Quimicos
iento
Inoculacion de levadura ; ; ﬁgﬁ%%rmn
Saccharomyces cerevisiae 0,05% |:>
Fermentacion
Control de T=25°C+ 3y t =5 dias
Traslado al Destilador
Control de T=70°C+ 2 y t = 2 horas
Analisis fisico-quimicos
Bioetanol
Control del poder de combustién Elaborado por: Angulo, G. (2017).
sultados del ensayo de significacion (tukey p<0,05) con respecto a

los Analisis Fisicos y Quimicos, de acuerdo con los niveles de estudio
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4.1.4.1. Determinacion del tipo de variedad de cacao, del que mayor

rendimiento se obtenga de biocombustible. Resultados del factor

A.

Graéfico 2. Resultados de las oposiciones entre Nacional y CCN51 de la cata de significacion
tukey. 1.pH(DS); 2. Brix (DS); 3. Acidez titulable (DS); 4. Grados alcohélicos
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Elaborado por: Angulo, G. (2017).

Interpretacion: En el grafico 1, se aprecia la diferencia significativa para pH con una

47



cantidad superior de 4,35 en a,= (Nacional), mientras a,= (CCN51) obtuvo
un valor de 4,15. Con respecto a °Brix el que contiene mayor cantidad de sélidos solubles
es a;= (CCNb51) con 15,05, en ay= (Nacional) con 10,06. En relacién a la acidez titulable se
observo el valor mas alto en a;= (CCN51) de 12,4, y en a,= (Nacional) el valor fue de 9,59,
en grados alcoholicos se encontré que a,= (Nacional) present6 un alto porcentaje de 51,58
y a;= (CCN51) 50,0.
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4.1.4.2. Determinacion del tipo de variedad de cacao, del que mayor
rendimiento se obtenga de biocombustible. Resultados del factor A.

Graéfico 3. Resultados del contraste de medias de Nacional y CCN51 en el experimento de
significacion Tukey (p<0.05). 1. Densidad (DS); 2. Turbidez (DS); 3. Calor
especifico (DS); 4. Rendimiento (DS).
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Elaborado por: Angulo, G. (2017).

Interpretacion: En el grafico 2 se observa claramente la diferencia significativa en
densidad con mayor valor en ay,= (Nacional) con 0,94, mientras a;=
(CCN51) obtuvo 0,93, en turbidez se encontrd6 un porcentaje superior de 4,66 que
corresponde a,= (CCN51), en a,= (Nacional) fue 3,07, el calor especifico presentd el mayor
valor en a,= (Nacional) con 0,96, a diferencia de a;= (CCN51) el valor fue de 0,95, el

rendimiento en a,= (CCN51) alcanzé un valor de 414,58 y a,= (Nacional) 413,33.
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4.1.4.3. Establecimiento de los porcentajes de levadura, en el proceso
fermentativo al (0%, 0,01% y 0,05%). Resultados del Factor B.

Graéfico 4. Resultados de las diferencias de las proporciones de levadura 0%, 0,01 y 0,05%
en la prueba de significacién Tukey. 1. pH (DS); 2. Brix (DS); 3. Acidez
Titulable (DS); 4. Grados alcoholicos (DS)
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Elaborado por Angulo, G (2017)

Interpretacion: Este gréafico, otorga una estimacion diferencial en pH con un de 4,30 en
b;= (0,01%), y by= (0%) un valor de 4,20, en brix se indicd el mayor

porcentaje en b,= (0,05%) con 16,35, mientras b,= (0%) una cantidad de 10,51, la acidez

presentd mayor valor en b,= (0,01%) con 15,01, b,= (0,05%) un valor de 8,01, en °GL se

encontro que b,= (0,05%) obtuvo un valor de 52,62 y b; = (0,01%) indic6 un valor de
47,37.
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4.1.4.4. Establecimiento de los porcentajes de levadura, en el proceso
fermentativo al (0%, 0,01% y 0,05%). Resultados del Factor B.

Gréfico 5. Resultados de las diferencias en los porcentajes de 0%, 0,01 y 0,05%, realizado
un ensayo de significacion Tukey (p<0.05). 1. Densidad (DS); 2. Turbidez (DS);
3. Calor especifico (DS); 4. Rendimiento (DS).
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Elaborado por Angulo, G (2017)

Interpretacion: El grafico 4 exhibe diferencia en densidad, con valores de b,= (0,01%)
con 0,95, a diferencia de by= (0%) que fue 0,93, en turbidez se hallo el
valor mas alto de 6,35 que corresponde b, = (0,01%), y el valor méas bajo en b, = (0%), un
valor de 1,86; by= (0%) presentd un mayor valor de 0,96 y b, = (0,05%) obtuvo un valor
menor de 0,95% , en calor especifico y en rendimiento se establecié que b, = (0,05%)

obtuvo un mayor valor con 426,87 y b;= (0,01%) un valor de 391,87.

51



4.1.4.5. Evaluacion del proceso fermentativo del cacao en forma sélida 'y
en forma ligquida. Resultados del Factor C (tipo de materia prima)

Grafico 6. Resultados de los contrastes entre solido y liquido de la cata de significacion
Tukey (p<0.05). 1. pH (DS); 2. Brix (DS); 3. Acidez Titulable (DS); 4. Grados
alcohdlicos (DS)
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Elaborado por: Angulo, G. (2017).
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Interpretacion: En el grafico 5 se observa la diferencia significativa el pH presentd un

valor mayor de 4,31 en c,;= (liquido), mientras c,= (solido) una cantidad
de 4,15. Con respecto a los °Brix, se encontro el valor més alto de 13,62 que corresponde
co=(solido), y el valor més bajo en ¢; = (liquido), unvalor de 12,02; en acidez c,= (liquido)
present6 un valor alto de 13,45, a diferencia de c,= (solido), con un valor de 8,17 y °GL se
establecio que ¢, = (solido) obtuvo un mayor valor con 51,08 y ¢,= (liquido) un valor de
50,5.
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4.1.4.6. Evaluacion del proceso fermentativo del cacao en forma sélida 'y
en forma ligquida. Resultados del Factor C (tipo de materia prima)

Grafico 7. Resultados entre sélido y liquido de la prueba Tukey. 1. Densidad (DS); 2.
Turbidez (DS); 3. Calor especifico (DS); 4. Rendimiento (DS)
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Elaborado por: Angulo, G. (2017).

Interpretacion: El grafico 6 muestra diferencia significativa en densidad con mayor

cantidad en c,= (s6lido) con 0,94, y c,= (liquido) presento 0,93, la turbidez
indica méas en c,= (sélido) con 4,42, mientras c¢;= (liquido) un valor de 3,30; en calor
especifico c,= (s6lido) present6 un valor alto de 0,96, a diferencia de ¢;= (liquido), con un
valor de 0,95 y en rendimiento se establecio que ¢, = (s6lido) obtuvo un mayor valor con
443,75y c,= (liquido) un valor de 384,16.

54



4.2. Discusion

4.2.1. Discusiéon de Resultados

4.2.1.1. Con respecto al Factor A (Variedades de cacao)

De acuerdo con el pH se obtuvo en a;= (CCN51) con 4,15 y a,= (Nacional) logr6 un valor
de 4,35, en comparacion con el pH de 4,56 establecido en el proyecto Obtencién de una
bebida alcohdlica a partir de mucilago de cacao, mediante fermentacion anaerobia en
diferentes tiempos de inoculacién Reyes, J& otros (2016)., [37]. En la investigacion
Produccidn de bioetanol a partir de subproductos agroindustriales por Sdnchez Riafio, A.&
Gutiérrez Morales, A &Mufioz Hernandez, J. A & Rivera Barrero., (2010) con el pH de (4 a
7) [33]. Por lo tanto, tiene semejanza debido al contenido de iones de hidrogeno presente en

el mucilago del cacao.

En relacién a los °Brix se present6 en a;= (CCN51) 15,05 y a,= (Nacional) obtuvo un valor
de 10,6, mientras que en la investigacién Obtencion de una bebida alcohdlica a partir de
mucilago de cacao, mediante fermentacion anaerobia en diferentes tiempos de inoculacion
Vallejo, Christian & Goya & Baquerizo Mariuxi., (2013), se encuentra entre (9 - 10,17)
[38]. Al igual que en la investigacion de Zapata, Ana Maria & Peléez, Carlos., (2010) en la
Produccion en continuo de etanol a partir de banano de rechazo (cascara y pulpa) empleando
células inmovilizadas, se encuentra en (15max) [34]. Es decir que los tratamientos se
encuentran en un rango superior de los parametros. Esto se debe al contenido de azucares

presentes en el mucilago de cacao.

La cuantia preferente en la acidez fue en a;= (CCN51) con 0,80 y a,= (Nacional) alcanzé
un dato de 0,90, estos valores son superior a (0,57 — 0,83) a los datos obtenidos, en la
investigacion Evaluacion del Jugo de Diferentes Partes del Tallo de Cafia de AzUlcar por
Modesto Bruno & Tasso Luis.,(2010), se encuentra entre (0-1,6) [39]. Si se encuentra en el
rango, debido a que tiene similitud la materia prima de cafia de azlcar y el mucilago de

cacao.
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En analogia a los grados alcohdlicos se mostrd una suma minima de 50,00 que pertenece
aa;= (CCN51), y ay,= (Nacional) logré un valor alto de 51,58, En lo descrito de la Norma
NTE INEN 368 1978-05. Bebidas alcoholicas [19]., determina que los °GL deben
encontrarse entre (39 min. — 54 méax.), es decir que los procedimientos estan dentro de las
medidas, mientras que Vasquez, A., (2016) [19]., en la exploracion sobre la Fermentacion
alcohdlica una opcidn para la produccidn de energia renovable a partir de desechos agricolas,
se encuentra entre (10 a 12°GL) [40]. Estos valores son inferiores debido a que el mucilago

de cacao presenta niveles altos de alcohol en sus caracteristicas.

El dato superior en la densidad residi6 en a,= (Nacional) con 0,94 y a;= (CCN51) logr6 un
valor de 0,93, estos datos son menores a (0,991 — 0,995) g/cm? indicados por Santamaria.,
(2010), en la Influencia de la temperatura en la fermentacién alcoholica [19]. Debido a que
los grados alcoholicos del vino es menor, es decir entre mas °GL menor densidad tendr el
producto [19]. Mientras que en la investigacion Produccion en continuo de etanol a partir de
banano de rechazo (céascara y pulpa) empleando células inmovilizadas Zapata, Ana Maria
& Peléez, Carlos., (2010) [41]. Se encuentra entre (1,05max), en comparacion con los datos
de esta investigacion, se determina que el valor esta més alto debido a que la materia prima

(banano) es densa que el mucilago de cacao.

De acuerdo con la turbidez se consiguié una valia preferente de 4,66 que pertenece a,=
(CCNB51), y un valor minimo en a,= (Nacional) con 3,07, estos datos estan en el rango entre
(3,07 — 4,66) establecido en la Eficiencia de la semilla Moringa Oleifera como coagulante
natural para la remocion de la turbidez del rio Sind, mencionado por Feria Jhon., (2000) [42].
Lo que significa que el mucilago de cacao puede ser un coagulante natural para turbiedades

iniciales.
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En relacion al calor especifico se presentd una cantidad alta de 3,99 kJ/Kg°C que
corresponde a,= (Nacional), mientras a,;= (CCN51) obtuvo 3,98. Colombia en la era del
alcohol carburante Elkin, Cortes Marin & Gonzalez, Sanchez Hugo & Fernando, Alvarez
Mejia., (2008), establece que el calor especifico deben encontrarse en 2,38 kJ/KgK., [43].
Es decir que los tratamientos no estan dentro de los parametros, la reduccion del calor
especifico es debido al contenido de oxigeno en la estructura del mucilago de cacao que
componen el bioetanol y, por tanto, el porcentaje de carbono es menor que en el combustible

diésel comercial.

El valor superior en rendimiento fue en a;= (CCN51) con 414,58 mL y a,= (Nacional)
obtuvo un valor de 413,33 mL, estos valores no se encuentran en el rango (77,52— 572,64
mL) mencionados por Texo, J& Bentancur C & Dugque J.,(2009), en su estudio sobre
perspectivas generales de desarrollo de la industria de los biocombustibles en el Uruguay
[44]., debido a que el rendimiento de un producto final obtenido de cafia o de cacao, tienen

similitudes en el peso de la muestra.

4.2.1.2. Con respecto al factor B (Porcentaje de levadura)

El pH que tiene una valia de 4,30 en b,= (0,01%), y b,= (0%) obtuvo un valor de 4,20, estos
resultados son equivalentes a (4,5-5,5) pH citados por Mejia, Carlos., (2000) en su
publicacion sobre produccion de etanol a partir de almidon de yuca utilizando la estrategia

de proceso sacarificacion- fermentacion simultanea [45].

En relacién a los °Brix se presentd una cantidad alta de 16,35, en b,= (0,05%), mientras by=
(0%) obtuvo un valor de 10,5; en la investigacion caracterizacion fermentativa de levaduras
productoras de etanol a partir de jugo de agave cupreata en la elaboracion de mezcal, por
Pérez, E & Gonzalez, J& Chavez, M & Cortés, C., (2013) [46]. Se encuentra entre (12 - 15).
Lo que determina que los niveles dados estan dentro de los pardmetros, esto se debe al
contenido de azucares presentes en el momento que las enzimas desdoblan los almidones del

mucilago de cacao.
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El valor superior en la acidez fue en b;= (CCN51) con 15,01 y b,= (0,05%) obtuvo un valor
de 9,43, estos valores estan dentro del parametro (9,9 — 12,6) mencionados por Fernandez
T& Marcet M & Olvira W & Martin C., (2010); en Aislamiento y evaluacién de cepas termo
tolerantes de Saccharomyces cerevisiae para la produccién de aguardientes y rones [47].,
debido a que la acidez del bioetanol de mucilago de cacao, luego de pasar por un proceso

fermentativo con porcentajes diferentes de levadura libera hidrogeno en su alcalinidad.

En relacion a los grados alcohdlicos se mostré un importe inferior de 47,37 que pertenece
a b;=(0,01%), mientras b,= (0,05%) adquirié un valor alto de 52,62, que en la Norma NTE
INEN 368 1978-05. Bebidas alcohdlicas. Pisco, requisitos [48]., instituye que los °GL deben
afiliarse a (39 min. — 54 max.), lo que quiere decir que las muestras estan igual de las
medidas.

El dato alto en la densidad fue en b, = (0,01%) con 0,95y by= (0%) alcanz6 un valor de 0,93,
estos valores son menores a (1,11-1,07) g/cm? sugerido por Blanco, A.,(2012) [19], en su
estudio del efecto de algunas fuentes de nitrégeno en la fermentacién alcohdlica de miel
[19]., existe diferencia debido a la relacion entre la masa y el volumen del bioetanol, por

efecto del porcentaje de levadura en el proceso fermentativo.

Con respecto a la turbidez se alcanzé un valor superior de 6,35 que corresponde b, = (0,01%),
y un valor minimo en b,= (0%) con 1,86, estos datos estan entre (2,50 — 8,50) establecido
por Bal6n Enriqueen., (2014), en El aprovechamiento de efluentes agroindustriales ricos en
aguas y almidonosas para la obtencién de bioetanol mediante el uso de Zymomonas mobilis
[49]., se encuentra acorde a los rangos dados debido al grado de transparencia que otorga
un bioetanol de mucilago y de efluentes, ya que ambos son elaborados con desechos

agroindustriales.

En relacion al calor especifico se presentd una cantidad alta de 0,96 que corresponde by=

(0%), mientras b,= (0,01%) obtuvo 0,94. Determinacién de parametros de cultivo de
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Scheffersomyces stipitis y Saccharomyces cerevisiae para la fermentacion de residuos
lignocelul6sicos para la obtencion de bioetanol, Castillo, A [50]., instituye que los °GL
comprometen encontrarse en (0,90 min. — 1 méax.), se expresa por lo tanto que los

procedimientos estan dentro de las medidas.

En rendimiento el resultado alto lo otorgd b,= (0,05%) con 426,87 y b,= (0,01%) adquirid
un valor de 391,87, estos datos son superiores al rango (405,2— 551,4) mencionados en el
estudio sobre la produccion de bioetanol a partir de mezclas de jugos de melazas de cafia de
azucar, Castillo, A [50]., debido a que el rendimiento de un producto final aplicado levadura

es mucho mas denso que un bioetanol a partir de melaza y jugo de cafia de azucar natural.

4.2.1.3. De acuerdo con el factor C (Tipo de materia prima)

El pH posee un resultado alto de 4,31 en c,= (liquido), mientras c;= (solido) alcanz6 un
valor de 4,15, estos datos son desemejantes a (5,52-5,90) pH, dichos por Ramirez, M.,
(2012), en su investigacion de la Actividad antioxidante de clones de cacao (Theobroma
cacao |.) finos y aromaticos cultivados en el estado de Chiapas-México [51]. La variacion
podria ser por el contenido de alcalinidad de las muestras con mucilago de cacao, debido a
que el cacao tiene el poder de fermentar rapido y naturalmente.

En relacion a los °Brix se presentd una cantidad alta de 13,62, en ¢, = (solido), mientras c,=
(liquido) obtuvo un valor de 12,02; en el proyecto de Bases técnicas para el aprovechamiento
agroindustrial de especies nativas de la amazonia, se encuentra en un valor de (11), por
Hernandez, M [52]. Lo que determina que los niveles dados no estan dentro de los
parametros, esto se debe al contenido de azucares presentes el mucilago desde la recepcion

de la materia prima.

En relacion a la Acidez se presentd una cantidad alta de 13,45, en c,= (liquido), mientras
¢1= (solido) obtuvo un valor de 8,17; en el proyecto sobre Efecto de la humedad del café

crudo en las propiedades del café tostado, se encuentra entre (14,192) por Campo, E (2013)
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[53]., lo que determina que los niveles se encuentran inferiores de los parametros, esto se
debe a que el mucilago de cacao fermenta rapido pero no presenta mucha acidez en

comparacion al café, que es mas acido segun esta investigacion.

En correlacion a los grados alcohdlicos se mostré un valor de 50,5 que concierne a cy=
(liquido), mientras c;= (solido) obtuvo una cantidad alta de 51,08. Los valores cifrados
como minimos y méaximos fueron tomados de la Norma Técnica Colombiana 708 (ntc 708.
Bebidas Alcoholicas vinos de frutas) comprometen localizarse entre (9,25 min. — 20 méax.)
por lo que los datos no estan dentro de los pardmetros, debido a que el mucilago de cacao
desde ser materia prima natural se fermenta y ya presenta °GL, por ende, luego de la

destilacién se eleva el valor.

En densidad fue en c,= (solido) 0,94 y c,= (liquido) otorgd un valor de 0,93, estos datos son
menores a (0,90-0,98) g/cm3 aludidos, en el estudio del efecto de la humedad del café crudo
en las propiedades del café tostado, por Campo, Elias (2013) [53]., no existe diferencia, es

decir que los valores planteados se encuentran en el rango de dicha investigacion.

Con respecto a la turbidez se adquirié un valor superior de 4,42 que concierne c¢,= (solido),
y un valor menor en c,= (liquido) de 3,30, estos resultados no estan entre los rangos de
(3,400 — 4,745) establecido por Zufiiga, Vanessa., en Caracterizacién ambiental de las
vinazas de residuos de cafia de azUcar resultantes de la produccién de etanol [54]. Debido
al grado de transparencia que otorga etanol de la cafia de azUcar, tiene una mejor textura,

apariencia mas clara.

En relacion al calor especifico se presento una cantidad alta de 0,96 que corresponde c;=
(solido), mientras c,= (liquido) obtuvo 0,95. Andlisis de las propiedades fisicoquimicas de
gasolina y diésel mexicanos reformulados con Etanol, por Castillo, Patricia (2012) [55].,
instituye que los resultados deben encontrarse entre (00,68-0,92.), esto determina que los

tratamientos estan dentro de los rangos.
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En rendimiento tiene en c¢;= (solido) 443,75 y c,= (liquido) logro un valor de 384,16, estos
resultados estan en el rango (339,4) mencionados por Castallo, Ader (2012)., en el estudio
Produccion de etanol a partir de harina de yuca utilizando diferentes estrategias en modo
continuo [56]., debido a que el rendimiento de un etanol sea de mucilago o de yuca, posee

caracteristicas fisicas similares, por ende, hay similitud.

4.3. Tratamiento de hipdtesis

De acuerdo con los resultados obtenidos acerca de las variedades de Cacao (Nacional,
CCN51), los porcentajes de levadura (0%, 0,01%, 0,05%) y el tipo de materia prima (Sélido
y Liquido), éstos influyeron en la obtencion final del bioetanol, por lo que se acepta las
Hipotesis “Ha= El tipo de variedad de cacao, la aplicacién de porcentajes de levadura de
Saccharomyces cerevisiae y el tipo de materia prima del cacao, influyen en el proceso

fermentativo para la produccion y rendimiento del bioetanol como producto final.”
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Los datos obtenidos de acuerdo al factor A, Los tipos de cacao (Nacional y C. .__,
mostraron incidencia significativa en las caracteristicas, en esta investigacion , se

determind que el mucilago de cacao de CCN51, proporciond, un pH de 4,07, 12,9 de
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°Brix, 0,9 de acidez total, 60 °GL, turbidez de 2,93, una densidad de 0,91 g/cm3 ,y
un calor especifico de 0,92 mientras que la variedad Nacional obtuvo un pH de 4,67,
13,6 de °Brix, 1,7 g/cm3 de acidez total, 52 grados de alcohol, turbidez 9,33, una
densidad de 0,93 g/cm3, y un calor especifico de 0,95 se concluye entonces que
variedad de cacao CCNb51 mostrO mejores caracteristicas fisicoquimicas como

bioetanol.

Los porcentajes de levadura Saccharomyces cerevisiae (0%, 0,01% y 0,05%)
adquirieron diferencia en los sélidos solubles con valores de 14,1 °Brix de 0%, 13,6
°Brix de 0,01% y 12,9 °Brix en 0,05%, se deduce que el porcentaje de levadura
(saccharomyces cerevisiae) correcto para el proceso de fermentacion de un bioetanol
a partir de mucilago de cacao es 0,05%. Ya que permite que los azlcares se consuman
con facilidad y generen méas contenido de alcohol.

Los datos obtenidos de acuerdo al factor C, Tipo de materia prima (Sélido y liquido)
mostraron incidencia en las caracteristicas fisicoquimicas, en este proyecto , se
determin6 que el mucilago de cacao de CCN51, proporciond, un pH de 4,15, 12,02
de °Brix, 8,17 de acidez total, 51,08 °GL, turbidez de 3,30, una densidad de 0,93
g/cm3, y un calor especifico de 0,95 mientras que la variedad Nacional obtuvo un
pH de 4,31, 13,62 de °Brix, 13,45 g/cm3 de acidez total, 50,5 °GL, turbidez de 4,42,
una densidad de 0,94 g/cm3, y un calor especifico de 0,96, se concluye entonces; que
la forma liquida de la materia prima del mucilago de cacao presenté mejores

caracteristicas fisicoquimicas como bioetanol.

5.2. Recomendaciones

Utilizar el cacao CCN51 en el proceso de preparacion del bioetanol, debido a que

provee mejores caracteristicas, como: acidez, pH, °Brix, grados alcohdlicos,
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turbidez, calor especifico, densidad y rendimiento, también porque la oxidacion es
lenta al contraste de la variedad de cacao (Nacional), por lo que facilita el proceso de
destilacion. Ademas, estos resultados se localizan dentro de la Norma Teécnica
Mexicana NMX-V-034-1982. Alcohol Etilico (Etanol) [25].

El porcentaje de levadura de saccharomyces cerevisiae, recomendado para utilizar
en el proceso de fermentacion del bioetanol a partir de mucilago de cacao, es 0,05%
por que tiene mayor capacidad de desdoblar la concentracion de almidon del
mucilago y convertirlos en azucares y este a su vez en alcohol y por consiguiente no

afecta significativamente en el rendimiento.

Para la elaboracion de bioetanol, se recomienda utilizar el mucilago de cacao en
forma liquida, mayor facilidad para su manejo; ya que proporciona mejores
resultados, teniendo un pH 6ptimo de (4,06 - 4,67) los microorganismos se propagan
en estas categorias, sabiendo que el pH de un bioetanol a partir de la mezcla glucosa
Ixilosa, puede fluctuar entre (3,4 — 5), cuanto mas bajo sea este mayor sera el

problema para el desarrollo de las bacterias.
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CAPITULO VII
ANEXO



Anexo 1. Valores de los andlisis realizados al bioetanol destilado a partir del
mucilago de cacao

; . Calor .
N# Factor Factor Factor L . . Densidad Turbidez o Rendimiento
Tratamientos A B C Repeticion pH  Brix Acidez © GL (NTU) Especifico (i)
1 Nacional 0 Solido 1 424 13,6 1 0,92792 56 1,178 0,9552 450
2 Nacional 0,01 Solido 1 434 134 1 0,9555 46 5,786 0,9612 455
3 Nacional 0,05  Solido 1 465 12,5 14 0,9689 55 0,018 0,9576 500
4 Nacional 0 Liquido 1 406 14,1 1,6 0,9360 50 1,860 0,9532 470
5 Nacional 0,01 Liquido 1 4,07 121 16 0,9480 50 4,999 0,9534 340
6 Nacional 0,05 Liquido 1 467 12,9 1,7 0,9174 52 6,761 0,9591 470
7 CCN51 0 Solido 1 405 126 1,3 0,9157 53 2,091 0,9565 480
8 CCN51 0,01  Solido 1 420 131 13 0,9247 51 14,03 0,9522 415
9 CCN51 0,05 Solido 1 4,07 153 1,2 0,9313 52 2,930 0,9598 550
10 CCN51 0 Liquido 1 414 129 14 0,9177 52 1,718 0,9211 400
11 CCN51 0,01 Liquido 1 4,18 10,6 11 0,9478 40 3,734 0,9733 310
12 CCN51 0,05 Liquido 1 4,70 13,6 0,9 0,9358 52 9,337 0,9231 230
13 Nacional 0 Solido 2 4,07 135 1,0 0,9625 50 2,643 0,9611 245
14 Nacional 0,01 Solido 2 445 14,8 11 0,9609 45 4,727 0,9689 380
15 Nacional 0,05 Solido 2 436 14,1 1,3 0,9774 60 2,253 0,9412 485
16 Nacional 0 Liquido 2 425 13,2 0,9 0,9599 55 2,106 0,9501 465
17 Nacional 0,01 Liquido 2 4,06 117 0,8 0,9237 45 2,354 0,9421 375
18 Nacional 0,05 Liquido 2 435 150 0,9 0,9229 55 2,204 0,9612 325
19 CCN51 0 Solido 2 4,03 133 1 0,9323 50 2,123 0,9509 465
20 CCN51 0,01 Solido 2 414 12,9 1 0,9866 50 13,40 0,9554 380
21 CCN51 0,05 Solido 2 4,01 115 0,9 0,9229 45 1,918 0,9555 520
22 CCN51 0 Liquido 2 436 14,6 1,2 0,9627 53 1,187 0,9598 410
23 CCN51 0,01 Liquido 2 418 140 1,1 0,9252 52 1,842 0,9521 480
24 CCN51 0,05 Liquido 2 4,06 138 1,2 0,9626 50 1,616 0,9507 335
Elaborado por: Angulo, G. (2017)
Anexo 2. Analisis de Varianza para pH (%) - Suma de Cuadrados Tipo 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razon-F  Valor-P
COVARIABLES
Replicas 0,0459375 1 0,0459375 1,59 0,2340
EFECTOS PRINCIPALES
Factor A 0,0876042 1 0,0876042 3,02 0,1099
Factor B 0,0351583 2 0,0175792 0,61 0,5624
Factor C 0,127604 1 0,127604 4,40 0,0597
INTERACCIONES
AB 0,0387583 2 0,0193792 0,67 0,5320
AC 0,00700417 1 0,00700417 0,24 0,6326
BC 0,158658 2 0,0793292 2,74 0,1084
ABC 0,185858 2 0,0929292 3,21 0,0799
RESIDUOS 0,318713 11 0,0289739
TOTAL (CORREGIDO) 1,0053 23

Nivel de confianza p <0.05
Coeficiente de variacion: 4,02
Elaborado por: Angulo, G. (2017).
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Anexo 3. Analisis de Varianza para Densidad (g) - Suma de Cuadrados Tipo
i

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razéon-F  Valor-P
COVARIABLES
Replicas 0,00124531 1 0,00124531 3,69 0,0811
EFECTOS PRINCIPALES
Factor A 0,000381763 1 0,000381763 1,13 0,3105
Factor B 0,000209521 2 0,00010476 0,31 0,7395
Factor C 0,000476329 1 0,000476329 1,41 0,2600
INTERACCIONES
AB 0,000183883 2 0,0000919413 0,27 0,7667
AC 0,00140332 1 0,00140332 4,16 0,0663
BC 0,00104156 2 0,000520782 1,54 0,2568
ABC 0,00151239 2 0,000756197 2,24 0,1528
RESIDUOS 0,00371512 11 0,000337738
TOTAL (CORREGIDO) 0,0101692 23

Nivel de confianza p <0.05
Coeficiente de variacion: 1,95
Elaborado por: Angulo, G. (2017).

Anexo 4. Andlisis de Varianza para Calor especifico (;Taé)- Suma de
Cuadrados Tipo 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P

COVARIABLES

Replicas 0,0000226204 1 0,0000226204 0,15 0,7021
EFECTOS PRINCIPALES

Factor A 0,00012105 1 0,00012105 0,82 0,3832
Factor B 0,000267228 2 0,000133614 0,91 0,4306
Factor C 0,0000759704 1 0,0000759704 0,52 0,4868
INTERACCIONES

AB 0,0000409908 2 0,0000204954 0,14 0,8712
AC 0,0006923 1 0,0006923 4,72 0,0526
BC 0,000150061 2 0,0000750304 0,51 0,6133
ABC 0,000249591 2 0,000124795 0,85 0,4535
RESIDUQOS 0,00161425 11 0,00014675
TOTAL (CORREGIDO) 0,00323407 23

Nivel de confianza p <0.05
Coeficiente de variacion:
Elaborado por: Angulo, G. (2017)
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Anexo 5. Modelo del proceso fermentativo del mucilago de cacao para la
produccién de bioetanol

Bioetanol de mucilago de cacao

l

Solido (semillas) — 20 It —>

RECEPCION DEL
MUCILAGO DE CACAO

l

pH —>

ANALISIS FiSICO
QuUIMICO

l

INOCULACION

l

°T=25°C +3 —>|

FERMENTACION

“T=70°C+2 —>

pH —>

Acidez

Elaborado por: Angulo, G. (2017)

l

DESTILACION

Levadura Saccharomyces
cerevisiae

—> o 0%
e 0,01%
e 0,05%

Etanol

l

ANALISIS FISICO
QUIMICO

l

BIOETANOL

Densidad
Turbidez
Rendimiento
Calor especifico

Poder de combustion

79



Anexo 6. Fotografias del proceso fermentativo del mucilago de cacao, para la
produccion de bioetanol

Materia prima

(Casa de cacao)

Incorporacion de levadura a
cada muestra

Proceso fermentativo
culminado, listo para destilar

Destilador, expulsando el
etanol como producto final

Recepcidn de materia prima:
sélido (semilla), liquido ( baba
de cacao)

Comienzo del proceso
fermentativo (liquido)

Destilador, ubicado en el
laboratorio de Operaciones
Unitarias

Etanol, extraido por cada
muestra, al acontecer los dias

Envasado de la materia prima,
en 24 botellas

Transcurso del proceso
fermentativo (sélido)

Colocando al destilador, cada
muestra.

Etanol, extraido de las 24
muestras fermentadas
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Anexo 7. Fotografias de los analisis fisico-quimicos

Analisis de pH (tomado a la
materia prima )

Anilisis de °Brix (medido a la
materia prima)

Andlisis de °Brix

Andlisis de Grados
alcohdlicos

Andlisis de Turbidez

Analisis de Calor especifico

Andlisis de Poder de
combustion
(Mezcla de las 24 muestras)
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Anexo 8. Certificado de Laboratorio de Bromatologia de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo
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Anexo 9. Certificado del Laboratorio de Suelo y Agua de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo
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Anexo 10. Certificado del Laboratorio de Termologia de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo




Anexo 11. Certificado del Laboratorio de Operaciones Unitarias de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo

85



Anexo 12. quma Técnica Mexicana NMX-V-034-1982. ALCOHOL
ETILICO (ETANOL)

ESPECIFICACIONES GRADOS

MIN [MAX | MIN | MAX [ MIN | MAX | MIN [ MAX
Grado alcohdlico real a 288 K| 99.0 | 99.0 | 96.0 | 96.0 | 940 | 94.0 | 55.1 [959 | 55.1 | 959 | 55.1 [93.9 | 55.1 | 93.9
(153°C) % de alcohol en
volumen a 288 K (13°C)

Acidez  total (como acido
acetico), aldehidos (como
acetato de etilo) alcoholes
superiores (aceite de fusel) 125 | 1000 | 75 12
como alcohol amilico) vy
furfural. Valor maximo
expresado en mg/ dm’ referidos
a alcohol 100 %.

wn

1000 | 300 75 125 1000 300
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Anexo 13. Norma Técnica Ecuatoriana INEN 368. Pisco requisitos

Inatibuta Ecuatorlanc de Mormallzackan, IMEN - Caslila 17-01-33359 — Baguerizo Morano EB-23 v Almagro — Quite-Ecuador - Prohibida ka reproducsian

Morma Técnica BEBIDAS ALCOHOLICAS INEN 268
Ecuatoriana PISCO
Vaoluntaria REGUISITOS 18735-05
1. OBJETO

1.1 Esta norma tiene por objeto establecer los requisitos que debe cumplic el pisco para ser
considerads apto para el consumo humano.

2. TERMINCLOGIA
2.1 Pisco. Es el aguardiente obienide de la destilacion del mosto fermentade de uvas maduras, en
presencia del orujo comespondisnts.
3. DISPOSICIONES GEMERALES

3.1 La materiz prima usada en la elaboracion del pisco debe encontrarse limpia y en perecto estado
de conservacion.

3.2 La fermentacion del mosto debe hacerse con fermentos seleccionados.
3.2 La destilacion debe efectuarse en un equipo adecuado, a fin d2 cbtenar un producte que cumpla
con los requisitos establecidos en ks Tabla 1.
4. REGUISITOS DEL PRODUCTO
4.1 El pisco debe presentar aspecio limpido, transparente y ser incolors o ligeraments amarillento.
4.2 Debe tener el sabor y 2l olor caractenstice de esta bebida.

4.3 El pisco debe curnplir con kos requisitos establecidos en la Tabla 1.

TABLA 1. Requisites del pisco

METODO DE

REQUISITOS UNHIDAD Min. Max. ENSAYO
Graga alcohdlica 3 15 C. "EL kY] 4 INEN 340
Ackdez valatl, coma Ackio acaticn, () - 0.2 IMNEN 341
Esterae, como acetato de etilo. (@) - 0.2 INEN 342
Aldenigas, como etanal, (@) - 0,02 INEN 343
Furfural, )] - 0,004 INEN 344
Alcaholas superiones. (@) - 0.3 INEN 345
Extracio seco. () - 0.05 IMNEN 345
Matanol. o)) - 0.25 INEN 347
Acio canhidriza gl - 0,05 IMNEN 3E1
{a) 9100 cm” g2 alcohol anhidro,
[b) =m® ¢ 1 000 om® de @lcehal anhidrg.

87



NTE INEM 388 19780k

44 El pisco no debe contenser sustancias empleadas comunmente come desnaturalizantes de
alcoholes ni acides minerales u organicos extranas a la composicion normal del producto.

4.5 Mo debe contener esencias, extractos, mezelas aromaficas, materias colorantes, edubcorantes
artificiales ni sustancias conservadoras de uso prohibido.

3. REQUISITOS COMPLEMENTARIOS
3.1 Envasado

5.1.1 El pisco debe envasarse en recipientes cuyo material sar resistente a ks accion del products y no
alters |2z caracteristicas del mismo

3.1.2 Los envases deben estar perfectamente limpios antes del llenado.

3.1.3 Los envases dsben disponer de un adscusdo cierre o taps, de tal forma que s2 garantice |3
inviolabilidad del recipiente y las caracteristicas del producte
3.1.4 Elespacic libre no debe exceder del 5% del volumen del envase comerzial {wer INEN 358).

3.2 Retulade

3.21 En todos los envases deben constar, con caracieres legibles & indelebles, las indicaciones
Eiguientes:

a) razon social de la empress,

b) denominacion del preducto: “Fisca”,

¢} volumen, en centimetros cubicos,

d) grade alcoholco del producto,

] numere del Registro Sanitaric y del Registro de Expendic,
numera del lote y fecha de fabricacion, ¥

pl leyenda "Industria Ecuatoriana”, sies procedente.

5.2.2 Siel producto es importado, debe indicarse, ademas, el pals de origen y el lugar de envasado.

523 Mo debe tener leyendas de significade ambiguo ni descripcion de las caracteristicas del
producio que no puedan ser debidamente comprobadas

G MUESTRED

6.1 El muestreo debe realizarse de acusrdo con la Morms INEM 338,
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