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RESUMEN

Esta investigacion tiene como objetivo principal estandarizar el proceso de
elaboracién de champus y determinar su tiempo de vida Util. El estudio se llevd a
cabo en dos etapas. En la primera etapa, se determiné cantidades y porcentajes
para la elaboracion del champus de forma fradicional, donde se analizé el
crecimiento microbiano y aspectos fisicoquimicos de pH vy brix para los fratamientos
al 40 %, 50 % y 60 % de maiz amarillo y completando al 100 % con agua, a una
temperatura estdndar de 25 °C. Se obtuvo como resultado que el tratamiento dptimo
fue el T3 con un 60 % de maiz molido, para esto se aplico la férmula cuantitativa de
unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro o gramo de muestra y se validd
mediante un andlisis estadistico completamente al azar (DCA). En la segunda etapa,
se realizd una formulacion estandarizada para la elaboracién del champus, también
se realizd un andlisis de biologia molecular al mejor fratamiento para identificar los
tipos de levaduras presentes en la fermentacién del maiz molido, de este andlisis se
aislé un total de 7 levaduras, de estas se identificaron cuatro tipos, como resultado se
obtuvieron las siguientes levaduras: Wickerhamomyces anomalus, Debarymomyces
hansenii, Candida tropicalis y Pichia kluyveri. Se realizd un andlisis sensorial con un
panel de 50 jueces no entrenados aplicando una prueba de aceptabilidad con una
escala heddnica donde se evaluaron atributos de color, aroma, sabor y textura,
presentando inoculaciones del 0,5 %, 1 % y 2 % de la muestra madre, dando como
resultado que el tratamiento T2 con una inoculacién del 1 % tuvo mejor
aceptabilidad. Se determind los pardmetros fisicoquimicos para el mejor tratamiento
del andlisis sensorial, obteniendo como resultado un pH de 5,25, brix de 10,7,
viscosidad de 190,4 mPa’s y 0,476 % de proteina. Finalmente, al analizar los aspectos
fisicoquimicos y sensoriales del champus el tiempo de vida Util fue de 13 dias a una
temperatura de refrigeracion (4°C), cumpliendo con los andlisis de calidad e
inocuidad de la norma NTE INEN 1529-7.

Palabras claves: Levaduras, champus, vida Util.
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ABSTRACT

The main objective of this research is to standardize the Champus preparation process
and determine its useful life. The study was carried out in two stages. In the first stage,
quantities and percentages were determined for the preparation of Champus in the
traditional way, where the microbial growth and physicochemical aspects of pH and
brix were analyzed for the treatments at 40%, 50% and 60% of yellow corn and
completing 100% with water, at a standard temperature of 25 °C. It was obtained as
a result that the optimal treatment was T3 with 60% ground corn, for this the
quantitative formula of colony-forming units (CFU) per milliliter or gram of sample was
applied and validated by means of a completely random staftistical analysis. In the
second stage a standardized formulation was developed for the preparation of
Champus, also a molecular biology analysis was carried out for the best freatment to
identify the types of yeasts present in the fermentation of ground corn, from this
analysis a total of 7 isolated yeasts, of which 4 types were identified, as a result of they
were obtained the following yeast: Wickerhamomyces anomalus, Debarymomyces
hansenii, Candida tropicalis and Pichia kluyveri. A sensory analysis was done with a
panel of 50 untrained judges applying an acceptability test with a hedonic scale
where attributes of color, aroma, flavor and texture were evaluated, presenting
inoculations of 0.5%, 1% and 2% of the mother sample, resulting in the T2 treatment
with an inoculation of 1% had better acceptability. The physicochemical parameters
for the best sensory analysis freatment were determined, resulting in a pH of 5,25, brix
of 10,7, viscosity of 190,4 mPa's and 0,476% protein. Finally, when the physicochemical
and sensory aspects of the champus were analized, the shelf life was 13 days at a
refrigeration temperature (4°C), complying with the quality and safety analyzes of the
NTE INEN 1529-7 standard.

Keywords: Yeasts, champus, shelf life
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INTRODUCCION

Las bebidas fermentadas tradicionales son elaboradas en paises de América del Sur,
como Ecuador, PerU y Colombia. En Ecuador se produce una gran variedad de
bebidas fermentadas, entre ellas el champus, es una bebida con un bajo contenido
de alcohol, elaborado a base de maiz que es triturado y fermentado naturalmente,
sometido a ebullicion para finalmente adicionar miel de panela, mote, frutas y

especias.

Ecuador es uno de los paises que produce gran variedad de maiz, que es utilizado de
manera inadecuada, ya que su mayor porcentaje se utiliza para la alimentacion
animal y el restante para la produccion de bebidas fermentadas. Las prdcticas
gastrondmicas actuales y la cultura no son conscientes de este tipo de bebidas,
debido a varios factores como la tecnologia, hoy en dia se han creado nuevas
bebidas con diferentes ingredientes, estas son mds acogidas por el paladar de los
consumidores por su sabor, pero generan alteraciones en la salud. Existe informacion
limitada sobre las bebidas fermentadas, en especial del champus, debido a los
escasos estudios e investigaciones que hablen sobre el proceso de elaboraciéon de

esta bebida.

El maiz es uno de los alimentos mds consumidos en el Ecuador debido a que presenta
un elevado contenido de vitaminas, fibra, almiddn y carbohidratos, es considerado
un antfioxidante que previene enfermedades degenerativas es por ello por lo que se
lo ha utilizado en la elaboracidn de bebidas fermentadas y en la industria

agroindustrial (Galecio y Haro, 2012).

En esta investigacion se va a evaluar el proceso de fermentacion de una bebida
fermentada  tradicionalmente  (champus) determinando los tipos de
microorganismos que estdn presentes en la fermentacién del maiz para su
elaboracién y modificando los porcentajes de maiz y agua, implementando una
inoculaciéon del cultivo madre y conservando a temperatura ambiente y de
refrigeracién  para determinar qué condiciones mejoran las caracteristicas

sensoriales, fisicoquimicas y fiempo de vida Util de esta bebida.
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I PROBLEMA
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Ecuador se cultivan de 1.2 a 1.3 millones de toneladas de maiz al ano, en su gran
mayoria utilizado para alimentos de animales. Se estima que cada ano se
desperdician 200 mil toneladas de maiz de todas las variedades, el 5 % pertenece a
maiz amarillo que se lo utiliza para consumo directo en bebidas fradicionales como

morocho, champus y pringa (Bolanos, 2020).

Las costumbres y la cultura gastrondmica han desaparecido por influencia de una
nueva generacion que desconoce los productos y el valor agregado que se les
puede dar, lo que ocasiona pérdida y deterioro paulatino a lo largo del tiempo
debido a diversos factores como la modernidad, la tecnologia y la inmigracién que
se ve influenciada en la pérdida del valor de identidad y la gastronomia (Maldonado,
2011).

La elaboracién de un producto artesanal se considera como una habilidad que
manifiesta la discrecién de personas que no revelan sus particulares métodos de
produccion. En muchos procesos se mezcla con valores religiosos y misticos (De Florio
Ramirez, 2008).

Los adultos que son conocedores de las recetas de estos productos ancestrales
conservan este conocimiento y son reservados de compartirlo, por lo tanto, existe
informaciéon limitada sobre la elaboracion del champus. La existencia de lugares
especificos que expenden esta bebida ancestral no es muy frecuente, provocando
que su consumo reduzca, ya que su elaboracioén es solo en fechas festivas (Paredes
Parra, 2019).

Redaccion Sociedad (2016) manifiesta que el bajo consumo de las bebidas
tradicionales se da porque actualmente el 81.5 % de la ciudadania ecuatoriana
ingiere bebidas con alto nivel de azUcary colorantes, lo que provoca alteraciones en
la salud, ya sea de tipo cardiovascular, diabetes, obesidad, entre ofras (Bolanos,
2020).

En la elaboracidon de productos fermentados se producen varios microorganismos
como las bacterias acéticas, bacterias dcido-ldcticas y levaduras, que al no ser
controladas de la manera adecuada ocasionan problemas en los pardmetros
fisicoquimicos, sensoriales y en su conservacion (Camacho, 2016).

17



Los pardmetros fisicoquimicos y sensoriales de una bebida fermentada se pueden ver
afectados por su mala fermentacién, por el tiempo de coccidn o el clima,
provocando variaciones en cuanto al color, sabor agridulce, aroma desagradable,
textura viscosa, aumento del contenido de azUcares reductores, extracto seco y peso
especifico. El tiempo de fermentacién y la cantidad de levadura intervienen
significativamente en el periodo fermentativo, a mds levadura menor tiempo de

fermentacion (Bustamante, 2019).

El pais no cuenta con una norma INEN para bebidas fermentadas tradicionalmente,
se comparan los resultados alcanzados por las organizaciones internacionales que
han establecido normas microbioldgicas, con el fin de salvaguardar la salud del
consumidor, afianzar las prdcticas adecuadas en la comercializacién del alimento y
promover la armonizacion de estdndares alimenticios que son entidades con puntos
de referencia viables (Lopez, 2015). Ecuador no exporta en gran cantidad jugos o
bebidas fermentadas, debido a que sus niveles de industrializaciéon son muy bajos o

no se desarrollan.
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

sEstandarizar el proceso de elaboracion del champuUs y determinar el fiempo de vida

Util contribuird en la industrializacidon de la bebida ancestrale
1.3. JUSTIFICACION

El Champus proviene del nombre quechua Chapusca que se atribuye como mezcla.
Es caracteristico del Norte de Pery, también es muy consumido en Colombia vy
Ecuador. Estd compuesto por ingredientes tradicionales como el maiz blanco o
amarillo fermentado, hojas de naranja agria, hierba luisa y manzanilla. Las especias
anadidas brindan beneficios nutricionales y el sabor especifico de la bebida (Ojeda
y UbillUs, 2015).

El maiz aporta una serie de beneficios al organismo y se ha utilizado desde la
antigledad en América Latina y Europa. Presenta un alto contenido de fibra con un
2,8 %, almiddén con el 83 % y carbohidratos con el 45,37 %. Es un grano seco, rico en
vitamina B1 y Vitamina A, considerado un gran antioxidante que previene

enfermedades degenerativas (Bolanos, 2020).
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Segun (L. Paliwal, 2001) al distinguir la integridad de documentar de mejor manera la
informaciéon relacionada con el proceso de fermentaciéon y el miedo a perder el
“conocimiento nativo” a medida que los cambios técnicos y las familias desasisten
las prdcticas culturales de la conservacion de los alimentos, se establece documentos

sobre los beneficios que genera la fermentacion de estos.

La fermentacion es considerada un proceso natural que las personas han utilizado
con el fin de enriquecer el sustrato del alimento, este proceso cumple con la funcidn
de atribuir mejoras en las caracteristicas sensoriales del producto, es un método

efectivo para la conservacion de los alimentos (Asanza y Chacdn, 2018).

Las bebidas fermentadas presentan propiedades curativas, estudios han demostrado
que la levadura proporciona tiamina y riboflavina durante su proceso. Aporta en la
estimulacion de la flora infestinal, digestion, disminucién del colesterol, aumento de la

concentracion de vitaminas y proteinas (Diaz, 2015).

El presente proyecto de investigacion se fomentard en el estudio de los métodos de
fermentacion de maiz y los tipos de microorganismos presentes en la fermentacion
de la misma. Se va a realizar un andlisis de laboratorio que permitird caracterizar los
microorganismos presentes, los aspectos fisicoquimicos, sensoriales y tfiempo de vida
Util que se desarrollan en el proceso de elaboraciéon del champuUs para establecer

una formulacién de elaboracion técnica.
1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General
e Estandarizar el proceso de elaboracion del champus y tiempo de vida Util.
1.4.2. Objetivos Especificos

e Determinar la formulacion base del champUs tradicional.

e Identificar el tipo de microorganismos presentes en la fermentacién del maiz
molido.

e Analizar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del champus.

e Estudiar el tiempo de vida Util del mejor tfratamiento del champuUs.
1.4.3. Preguntas de Investigacién

e ;Cudlesla formulacién base de elaboracion del champus?

19



20

2Qué fipo de microorganismos se desarrollan durante la fermentacion del maiz
molido?

sCudles son las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales que presenta la bebida
fermentada?

2Cudl es la temperatura y tiempo éptimos para la conservacion del champus?
sEl color, aroma, sabor y textura del producto serd agradable?

sCudles son los pardmetros adecuados para alargar la vida Util del producto



Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Segun (Guachamin, 2021) en su investigacion, denominada, “Elaboracién de Bebida
Fermentada Tradicional de la Sierra Norte Ecuatoriona a base de maiz (Jora),

utilizando métodos de conservaciéon para incrementar su tiempo de vida Util” afirma:

Alimplementar los métodos de conservacion para aumentar su tiempo de vida Util se
observé que en el andlisis microbioldgico la cantidad de mohos y levaduras
obtenidas es baja, con resultados <10 (menos de diez), al igual que en el resultado
de las unidades formadoras de colonias (UFC), esto establecié que su proceso de

manipulacién de alimento fue correcto segun la norma INEN 2337.

Segun (Asanza y Chacon, 2018) en su investigacion, denominada “Andlisis Culfural y
Sensorial de la chicha de jora elaborada en la sierra norte ecuatoriana (Imbabura y

Pichincha)”, afirma:

La realizacién de esta investigacion tiene como fin aplicar un andlisis sensorial por
medio de un andlisis descriptivo para determinar las caracteristicas sensoriales de
distintas formulaciones de chicha. En el transcurso de la investigacién de campo se
encontré una problemdtica social, debido a la escasa informaciéon y valorizacién de
la chicha de jora en la Sierra Norte, las cual ha generado una serie de prejuicios

acerca de su elaboracion.

Segun (Abarca, 2021) en su investigacion, denominada “Bebida nutricional a partir

de la mezcla fermentada maiz-soya™ afirma:

En el proceso de fermentaciéon la cantidad de aminodcidos aumentd, entre ellos
prolina, treonina, histidina, fenilamina, lisina y tirosina, mientras que el triptéfano no
sufrid ninguna alteracion. La bebida fermentada maiz-soya con 1 % de yogurt
comparado con su testigo presentd una acidez comprendida entre 0.53 % a 0.45 %
de dcido lactico y pH de 4.08 a 4.37 de manera respectiva. Las variables no fueron
afectadas por el factor de estudio, por lo que alcanzd un buen balance de

aminodcidos.
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Segun (Suarez Ventura, 2017)en su investigacion “Caracteristicas organolépticas y
determinacién de pardmetros fisicoquimicos de la chicha de jora preparada por

método fradicional y muk’eado” afirma:

La preparaciéon de la chicha de jora de manera tradicional, en cuanto a sus
caracteristicas sensoriales todas son caracteristicas de esta bebida y referente a las
caracteristicas fisicoquimicos son muy similares a los de ofros trabajos realizados. Por
otro lado, la chicha de jora elaborada por el método de muk’eado detalla que todas
sus caracteristicas sensoriales son propias de la bebida, al igual que sus pardmetros
fisicoquimicos. Se concluye que, al aplicar diferentes métodos para la elaboracién
de la chicha de jora con los mismos ingredientes, se pudo encontrar cierta

particularidad en cada una de las bebidas.
2.2. MARCO TEORICO
2.2.1 Generalidades del Maiz
2.2.1.1 Definicion.

El maiz es un grano alimenticio muy antiguo perteneciente a la familia graminea,
contiene una alta viabilidad en la elaboracién de carbohidratos y es considerado el
primer cereal que fue implementado a importantes cambios tecnoldgicos de su

forma de cultivo (Bolanos, 2020).

Tiene un estatus econdmico muy alto en el mundo ya sea como alimento de fuente
animal, humana e industrial. A pesar de que no tiene un origen exacto, se considera
que los agricultores o han cultivado y extenuado desde aproximadamente 7000 a
10000 anos. Segun teorias dicen que su origen es de Asia, de las regiones andinas de
Ameérica, pero sus estudios detallan que es un alimento antiguo que proviene de

lugares arqueoldgicos del pais mexicano (Bolanos, 2020).

2.2.1.2 Variedad del maiz.
e Maiz Duro Amairillo.

Este tipo de maiz germina mejor, especialmente en suelos hUmedos y frescos. Por lo
general, presenta una madurez temprana y se seca de manera instantdnea a

medida que alcanza la madurez fisiologica, por ende, es menos afectado por las
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plagas y su aimacenamiento. Se utilizan ampliamente en la produccion de maicena

y son muy preferidos como alimento humano (L. Paliwal, 2001).

El maiz amarillo duro utilizado para la preparacion de alimentos balanceados, por la
industria avicola y otras crianzas, constituye uno de los primordiales alimentos

cultivados en el mundo, tanto para humanos, animales, aves, etc. (MINAGRI, 2015).

Como alimento se destaca en el contenido de hidratos de carbono, proporcionado
por su abundante almiddén y alto contenido de proteina (? %), alto contenido de
vitamina B1, antiestrés, Vitamina A, en forma de betacaroteno por el color amarillo
del grano, micronutrientes como potasio, fosforo, magnesio, hierro, que ayudan a

prevenir varios tipos de cancer (MINAGRI, 2015).
2.2.1.3 Valor nutricional.

Es un alimento predominante energético, rico en nutrientes digestibles totales. La
cebada y el arroz desde su valor nutricional son mds saludables a comparacion de
otros, excepto en su contenido proteico. Tiene un alto contenido de almiddn en un
70 % y un reducido contenido de proteina con el 7 %. Como cereal es un alimento
que tiene una elevada cantidad de grasa con el 4 %, fiene porcentajes
caracteristicos de potasio, fésforo y porcentajes bajos de hierro, zinc y cobre (N.
Guerra, 2017).

Contribuye al organismo con varios beneficios, desde la antigledad en América y
consecutivamente en Europa. Presenta una facil digestion debido a que contiene un
elevado porcentaje en fibra, es adecuado para dietas que reducen el colesterol,
contiene hierro, potasio, fésforo, grasa poliinsaturada, carbohidratos, dcidos grasos y

vitaminas A, Ey B (Bolanos, 2020).
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Tabla 1. Valor nutricional del maiz amarillo

(9/100g) Maiz
Carbohidratos 65 %
Humedad 11.3%
Proteina 8.8%
Grasa 3.8%
Fibra 13.1%
Minerales 1.3%

Fuente: (Urango, 2014)

2.2.1.4. Zonas de produccion

En la sierra ecuatoriana su cultivo es muy importante debido a la produccion y es
considerado un alimento fundamental en la dieta de la poblacién. La cosecha del
ano 2020 tuvo un rendimiento de 69 130 hectdreas, la del grano seco fue de 1, 61 t
ha-1y la del choclo fue de 3, 68 t ha-1. Su principal limitacién es la baja productividad,
debido a la vulnerabilidad de las siembras ante cambios climdaticos, el mas
importante en la Sierra fue la sequia, o que representd una pérdida de rendimiento
del 34 -57% (Innovacion, 2021).

La gran variedad de maiz en distintas provincias de la Sierra es debido a las
tradiciones y costumbres de los agricultores. El maiz amarillo se consume
principalmente en Pichincha, Imbabura y Carchi, en la parte central del pais como
en Chimborazo, Tungurahua y en especial Bolivar se cultiva el maiz blanco y en las
tierras altas como Azuay y canar se cultiva el maiz blanco amorochado (Yanez et al.
2013).

2.2.1.5 Usos

El uso primordial del maiz es alimenticio. Nuestros antepasados consumian este cereal
de diversas maneras como: fostado (entero), mote (hervido y pelado), choclo (fresco
y cocinado), morocho (molido y semi cocinado), para la elaboracién de chicha y

subproductos como humitas, vicundos, tamales, etc. (Guerrero et al. 2012).
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Es consumido por los humanos ya sea de manera procesada o fresca. Representa el
40 % del consumo animal y lo demds hace referencia a otros usos, se puede
implementar técnicas para molerlo en seco y asi poder generar varios productos

como harina, sémola, entre otfros (Bolanos, 2020).
2.2.2. Fermentacion

Es una reaccién quimica que resulta de manera natural en funcién a la actividad de
microorganismos y ayuda a la conversion de sustancias complejas en compuestos
orgdnicos simples. La levadura y algunas bacterias descomponen los azdcares
existentes en alimentos como cereales y frutas para producir nuevas sustancias como
alcohol, dcido y didxido de carbono. La fermentacion es un proceso muy amplio
utilizado de manera constante en la industria alimentaria. Gracias a esto conseguimos
alimentos mds perdurables, sabrosos, esponjosos, nutritivos y faciimente digeribles
(Becerra, 2020).

La fermentacidn microbiona es considerablemente ufilizada en la industria
alimentaria: la fermentacion ldctica produce derivados Idcticos y la fermentacion

alcohdlica produce diferentes bebidas alcohdlicas (Becerra, 2020).

En el proceso de fermentacion el tipo de levadura es un factor que influye de manera
directaq, por ello se cultiva primero en el laboratorio y luego se lleva a inocular el mosto
para obtener la cepa de una misma especie que cumpla con su objetivo (Cabrera,
2012).

La levadura en su proceso fermentativo incluye a las enzimas para poder desarrollarse
de mejor manera, estas se dividen en dos categorias: las exoenzimas que son las que
actuan fuera de la célula y las endoenzimas las que actian dentfro de ella. Como
resultado final en base a su accion presentan la produccién de etanol y CO2, los
cuales se aislan y purifican en los procesos fermentativos para ser implementados en

el producto final (Cabrera, 2012).
2.2.2.1 Tipos de fermentacion
e Fermentacién Lactica

La llevan a cabo las bacterias Lactobacillus y Enterobacteriaceae, algunos protozoos
y el mUsculo esquelético humano, e implica la adquisicién de dcido ldctico a partir
de azlcares. En la fermentacion del dacido Idctico, el piruvato producido en la
glucdlisis se convierte en dacido léctico por accién del lactato deshidrogenasa. El
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dcido lactico ayuda a aumentar la acidez y el sabor de los productos Idcteos,
verduras, legumbres, granos, carnes y también mejora su estabilidad y seguridad
microbioldgica, ya que limita el crecimiento de otras bacterias que causan deterioro
(Puerta 2010).

Se expresa en la siguiente formula:

CeH120¢ + 2ADP + 2PO4 —» 2CH3sCHOHCOOH + 2H20 + 2ATP

Glucosa Acido Iactico

¢ Fermentacioén alcohdlica

Se lleva a cabo principalmente por levaduras que producen etanol y didéxido de
carbono. Cuando hay oxigeno, las levaduras respiran, crecen y oxidan
completamente la glucosa para obtener ATP, pero en condiciones anaerdbicas,
estos microbios fermentan azicares como la glucosa y algo de lactosa. Entonces, en
la secuencia de reacciones glucoliticas, la glucosa se convierte en piruvato, luego el
piruvato descarboxilasa convierte el piruvato en acetaldehido y finaimente el alcohol

deshidrogenasa convierte el acetaldehido en etanol (Puerta 2010).

Esta fermentacién puede representarse por la siguiente ecuacion:

CsHi20s —» 2CoHs0H + 2CO2

Glucosa Etanol
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Tabla 2. Tipos de fermentacion y sus productos industriales

Microorganismos

Tipo de fermentacion Sustratos Productos
fermentadores
Saccharomyces cerevisiae, S. Trigo, arroz, maiz
ellipsoideus, S. anamenisisi, S. Malta de cebada, Etanol, vinos,
carlsbengnesis, Candida jugo de frutas, cana  cervezq, licores,
Alcohdlica o etandlica seudotropicalis, Torulopsis spp., de azdcar, sorgo, bebidas
Mucor spp., Kluyveromyces melaza, remolacha, destiladas, pan,
fragilis, Sarcina ventriculi, soya, suero de salsas
Zymomonas mobilis leche etc.

Streptococcus thermophilus S.

lactis, S. faecalis, Pediococcus
Leche, suero de

Lactica cerevisiae y por la mayoria de
. . leche, vegetales,
homofermentativa los Lactobacillus como L. Yogur, suero de
. ; . sacarosa
lactis, L. acidophilus, L. leche, quesos,
bulgaricus, L. casei mantequilla, kumis,

encurtidos

Leuconostoc mesenteroides,
Leche, suero de

Lactica Lactobacillus brevis y L. leche. vegetales
heterofermentativa fermenti, Bifidobacterium - Veg !
bifidus sacarosa

Fuente: (Puerta, 2010)
2.2.3. Cinética microbiana

Es el aumento del nUmero de células o de la masa celular por unidad, en funcidn del
tiempo en una poblacién microbiana. En la curva de crecimiento de un cultivo
microbiano, se puede subdividir en cuatro partes distintfas denominadas: fase de
latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte (Chicaiza y Parra,
2020).

2.2.3.1. Fase latente

Corresponde a la fase en la que el microorganismo se adapta a las condiciones
ambientales antes de reiniciar el ciclo celular, normalmente esta fase puede durar de
12 a 24 horas, tiempo durante el cual las células estdn en proceso de aqjuste
metabdlico y reparacién de las células y por lo tanto no son capaces de reproducirse
(Chicaiza y Parra, 2020).

2.2.3.2 Fase exponencial o log

En esta fase, las células microbianas que se han adaptado a las condiciones del
medio de fermentacion se replican continuamente a un ritmo constante, de modo

gue cada periodo de tiempo la poblacidon de bacterias crece exponencialmente a
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medida que se agotan los nutrientes del medio. Durante este periodo, se generaron

muchas bacterias enfre un rango de 1-3 horas (Chicaiza y Parra, 2020).
2.2.3.3. Fase estacionaria

Es el resultado del agotamiento de los nutrientes disponibles o la acumulacion de
metabolitos tdxicos, con el resultado de que cesa el aumento o disminucidn netos del
numero de células. Generalmente no hay crecimiento durante la fase estacionaria,
muchas funciones celulares continian, como el metabolismo energético y algunos
procesos biosintéticos, en algunos casos puede ocurrir un crecimiento lento durante

esta fase (Chicaiza y Parra, 2020).
2.2.3.4. Fase de muerte

La fase de muerte es el resultado de varios factores ambientales daninos, uno de los
cuales es importante es el agotamiento de las reservas de energia celular y la
acumulaciéon de desechos toxicos. También presenta una funcidon exponencial, que
puede ser representada por una disminuciéon en la canfidad y un aumento lineal. Sin
embargo, después de una reduccién dramdtica en el nUmero de células viables con

el tiempo, la mortalidad puede disminuir (Chicaiza y Parra, 2020).

FASES DE CRECIMIENTO

Latencia Exp ial Estacionaria Muerte

Qor

WY - —-00

WO —-—TN —-<

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento microbiano

Fuente: (Lopez, 2016)
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2.2.4. Temperatura de la fermentacion

La actividad microbiana depende siempre de la temperatura del medio, un ejemplo
es la actividad fermentativa de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Desde un
punto de vista metabdlico, un rango de temperaturas de 20°C - 25°C es favorable
para el desarrollo de la fermentacion alcohdlica, pero se puede correr el riesgo que
el desarrollo de la fermentacion sea muy réapido y asi reducir la presencia de algunos
compuestos. En general las fermentaciones alcohdlicas se deben realizar dentfro de
un intervalo de 15°C - 18°C con el fin de llevar a cabo la fermentacion sin ningun
problema. Si la temperatura es menor a 10°C se debe utilizar cepas especiales para
el desarrollo adecuado de la fermentacion, ademdads inhiben el crecimiento y se

retrasa el proceso de la fermentaciéon (Werner y Rauhut, 2009) .
2.2.5. Factores que influye en el proceso fermentativo

Varias variables en el proceso de fermentacion, como el pH, la temperatura y la
disponibilidad de nutrientes, fienen un impacto significativo en el metabolismo vy la
funcidén de las células de levadura, lo que afecta sus tasas de crecimiento especificas.
Por tanto, estos factores deben ser controlados para garantizar el correcto desarrollo
de todas las fermentaciones alcohdlicas, asi como cumplir con las caracteristicas de

calidad estipuladas por la normativa correspondiente (Chicaiza y Parra, 2020).
2.2.5.1. Control de pH

Se implementa antes del desarrollo de los microorganismos para proceder al
acondicionamiento del sustrato. Depende del organismo utilizado para la reaccién

deseada y las condiciones de proceso (Bustamante, 2019).

Es un determinante del crecimiento microbiano y de la produccién de ciertos
metabolitos. La levadura sobrevive a un pH ligeramente dcido entfre 3,5y 6,0, mientras
que las bacterias sobreviven en un rango de pH de 6,5 a 7,5, aunque algo de dcido

I&ctico puede sobrevivir hasta valores de pH cercanos a 2 (Chicaiza y Parra, 2020).
2.2.5.2. Temperatura

La temperatura es uno de los pardmetros mds importantes en el proceso de
fermentacion alcohdlica. Puede sobrevivir a temperaturas que oscilan entre los 13 y
los 35 °C. Dentro de este rango, cuanto mayor sea la temperatura, mas rdpida serd

la fermentacion. Las temperaturas por debajo o por encima de este rango afectardn
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negativamente a la reproduccion de la levadura, ralentizard el proceso de

fermentacion y eventualmente provocard la muerte celular (Chicaiza y Parra, 2020).

La temperatura inicial se da en funcién a la temperatura del control de pH. Algunos
microorganismos pueden tolerar un amplio rango de temperatura y la levadura no
puede tolerar temperaturas superiores a 470°C, mientras que Saccharomyces

cerevisiae crece a 200°C (Bustamante, 2019).
2.2.5.3. Aireacion

En muchos procesos la presencia de aire es conveniente si es aerdbico,
especialmente en la etapa de eclosion. El organismo presenta una proliferacion
rdpida y hace que la levadura crezca de manera adecuada en condiciones

aerdbicas (Bustamante, 2019).
2.2.5.4. Contaminacién

La contaminacion causada en un proceso de fermentacion se ve afectada por la
presencia de microorganismo patdgenos como son las bacterias, que actiuan de
manera degenerativa y no contribuyen en el mantenimiento de los valores éptimos

de pH (Bustamante, 2019).
2.2.5.5. Concentracion de sustrato

La concentracion del mosto para la fermentacién alcohdlica debe estar entre 12 y
22 brix, ya que, si la concentracion de brix es baja, el alcohol obtenido serd pobre, y
por el contrario, sila concentracién de brix es alta, la fermentacién no procederd. La
presidon osmadtica sobre las levaduras es tan alta que no les permite actuar sobre los
azUcares, por lo que este componente es lo que se conoce como sustrato limitante

de la tasa de crecimiento (Chicaiza y Parra, 2020).
2.2.5.6. Actividad de agua

Es inversamente proporcional a la presibn osmodtica, la mayoria de los
microorganismos, incluidas las bacterias patdégenas, crecen mds rdpido a niveles de
aw de 0,995-0,980, la mayoria de los medios utilizados en laboratorios tienen aw de
0,999-0,990, y los valores de aw son inferiores a estos, la tasa de crecimiento y la
poblacién en reposo o la masa celular final disminuyen y la fase de latencia aumenta
(Chicaiza y Parra, 2020).
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2.2.5.7. Concentracion de azUcares

La concentracion de azdcar es la que determina de manera fundamental la fase de
la multiplicacion de las células en la fase estacionaria y la fase de declive, con el fin
de que la fermentaciéon se desarrolle en condiciones dptimas y asi pueda adquirir un
mejor grado de alcohol, esta concentracion no debe pasar los 200 g/l de azucares
(Chicaiza y Parra, 2020).

2.2.6 Microorganismos

Los microorganismos se clasifican en: procariotas y eucariotas. Los primeros son las
arqueas vy las bacterias, y el segundo son los hongos, las algas y los protozoos. La
diversidad microbiana se comprende en términos de diversidad estructural vy
funcional de los microorganismos, altera el tamano de las células, cambia su
morfologia, metabolismo y estado fisico. En la actualidad la genética de ADN y ARN
manifiesta que hay miles de millones de especies microbianas, lo que indica que
vivimos en un mundo lleno de patdgenos que han existido en la tierra incluso antes

que cualquier otro organismo (Montano Arias et al. 2010).

El andilisis microbioldgico de alimentos comprende el andlisis de especies, familias o
tipos de microorganismos cuya presencia incide en las condiciones higiénico-
sanitarias de los productos ya sean estos naturales, elaborados artesanalmente o por
la industria. Al aplicar distintos métodos se obtiene informacidn que permite conocer
las fuentes de contaminacion de los alimentos, su calidad higiénica, la manipulacion
del producto, detectar posible presencia de patdgenos, establecer cuando se
desarrollan alteraciones con el fin de delimitar el periodo de conservacion (Davila,
2012).

2.2.6.1 Importancia de los microorganismos en una fermentacién

Los microorganismos de importancia para el drea de la industria de alimentos
incluyen la mayoria de las bacterias, levaduras y hongos. Son organismos muy
pequenos por lo que causa dificultad su deteccion, enumeraciéon y es importante su

tamano (Campbell, 2019).

Una caracteristica muy importante que tienen estos microorganismos es su facilidad
de crecimiento rdpido, su capacidad de formar esporas y en algunos casos como en
Clostridium perfringens también es capaz de producir enfermedades tfransmitidas por

alimentos (Campbell, 2019).
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Los microorganismos que actuan de forma beneficiosa en la fermentacion son las
bacterias dcido-ldcticas, mohos y levaduras; pero su abundante presencia puede
provocar danos negativos en los alimentos. En las bebidas fermentadas se puede
comparar los microorganismos de forma directa, ya que resultan de la actividad
metabdlica distintas cepas que brindan caracteristicas especiales del producto para

satisfacer al consumidor (Lopez, 2015).
2.2.6.2 Microorganismos presentes en el maiz
e Mohos y levaduras

Existen miles de especies de mohos y levaduras que si no se controlan de una manera
adecuada pueden contaminar el alimento. Los mohos y levaduras son aerobios
obligados y su rango de pH oscila entre 2 a 9, temperatura entre los 10 y 35°C para
facilitar su crecimiento, pocas especies se desarrollan fuera de estos niveles
establecidos, y el requerimiento de humedad es muy bajo para los hongos a
comparacion de las levaduras que requieren grandes cantidades de agua (Davila,
2012).

Las levaduras son generalmente organismos anaerobios, y la mayoria de las especies
se caracterizan por una fermentacion preferencial de hexosas y disacdridos, siendo
las levaduras los géneros mds representativos, generalmente elegidos por su
velocidad, eficiencia de fermentacion y tolerancia a las concentraciones de azucar
y alcohol. Demuestra una mejor capacidad metabdlica en la presencia de glucosa
(Chicaiza y Parra, 2020).

En el caso del champUs durante su proceso de fermentacion de los cereales, se da
la presencia de levaduras, como S. cerevisiae, Issatchenkia orientalis, Pichia
fermentans, P. kluyveri var. kluyveri, Zygosaccharomyces fermentati, Torulospora
delbrueckii, Galactomyces geoftrichum y Hanseniaspora spp. Si bien se sabe que
existen diferentes grupos bacterianos dentro del proceso de fermentacion, no existen
reportes a la fecha sobre la identificaciéon y aislamiento de microorganismos del

champus (L. S. Guerra et al. 2022)
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2.2.7. Método para la identificacion de especie de levaduras
2.8.7.1 Aislamiento de levaduras

Idealmente, la taxonomia en cualquier nivel deberia ser monofilética (es decir, de un
ancestro comun) y cualquier sistema de identificacion se basa en rastrear la historia
flogenética y/o evolutiva. Esta historia es dificil de descubrir utilizando caracteristicas
morfoldgicas, ya que, como la fisiologia, a menudo evoluciona de forma
independiente con el fiempo en el mismo organismo. Por ofro lado, el procesamiento
durante periodos taxondmicos criticos a veces no permite distinguir facilimente las
especies cercanas. En este sentido, la inferencia evolutiva de especies utilizando
herramientas moleculares podria respaldar técnicas basadas en ADN de mayor
fidelidad para el seguimiento y el mapeo filogenético de especies de levadura

(Vdsquez, Castrilldn, y Monsalve 2016).
2.8.7.2 Caracterizacion fenotipica

La caracterizacion fenotipica para la identificacion de levaduras segun los criterios
morfolégicos y fisioldgicos deben realizarse segin descripciones ya propuestas,
donde se evalta la morfologia celular, modo de reproduccidon vegetativa,
caracterizacion fisioldgica, la habilidad de fermentar y asimilar glucosa (W. Lépez y
Ramirez 2010).

De alguna manera las similitudes fenotipicas indican que las levaduras aisladas
pertenecen a una misma especie, las técnicas moleculares proporcionan un mayor
nivel de confianza en los resultados cuando se busca caracterizar el nivel de la cepa

(Vdasquez, Castrillon, y Monsale 2016).
2.2.7.3 Extraccion y cuantificacion de levaduras

Segun la metodologia de (W. Lépez y Ramirez 2010)la exfracciéon de ADN de
levaduras se realiza usando la metodologia establecida para este proceso, su
identificacion se lleva a cabo mediante PCR-RFLP usando primers ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'-TCCTCCGCITATTGATATGC-3"). Para la
amplificacién, se extrajeron 7 ul (~1 ng/ul) de ADN vy se suspendieron en 28 ul de
mezcla PCR: ITST 0,5 uM, 1TS4 0,5 uM, dNTPs 10 uM, NH4+ 1X, MgCI2 1,5 mM vy Taq
polimerasa 1U. Las reacciones se realizaron en un termociclador automatizado con
las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min,

desnaturalizaciéon a 24 °C durante 1 min durante 30 ciclos, hibridacidn a 55 °C durante

33



1 min, extensién a 72 °C durante 2 min, y extension final a 72 °C por 10 min. Los
productos de PCR vy los fragmentos de restriccion se analizaron en un gel de agarosa
al 1,5 % en tampon TBE 1X (Tris-Borate, EDTA).

Segun (Kurtzman y Robnett 1998) los dominios D1/D2 de la subunidad grande del gen
ribosdmico 26S se secuenciaron para los aislamientos principales y la identificacion
de sospechosos. Para la amplificacion de los dominios D1/D2 se utilizaron los
iniciadores  NLI (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) 'y  NL4  (57-
GGTCCGTGTITCAAGACGG-3'). Las reacciones se realizaron en un termociclador en
las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, hibridaciéon a 55 °C durante 30 s, y extension

a 72°C. 1 min, y finalmente se extendio por 10 min a 72 °C (W. Lépez y Ramirez 2010).
2.2.8. Métodos de conservacion de alimentos

Los métodos de conservacion de los alimentos se efectian a través de un conjunto
de técnicas encargadas de aumentar la vida Util y disposicidon de los alimentos para
consumo humano y animal. El proceso de conservacion de alimentos lleva una serie
de pasos que son parte de la cadena de produccioén, transporte, venta y consumo

con el objetivo de garantizar la inocuidad del alimento (Colcha, 2011).
2.2.8.1. Métodos de conservacion por frio

Este tipo de métodos se caracterizan por la disminucidn de la temperatura hasta que
cese la actividad microbiana y detiene la descomposicidon de los alimentos, los

métodos pueden ser:
o Refrigeracién

El proceso se lleva a cabo en intervalos desde los 2 y 5°C, lo que mantiene el alimento
por debajo de temperaturas de reproduccidén microbiana, conserva el alimento por
un tiempo corto. En este método de conservacion las bacterias no se desarrollan,

pero tfampoco mueren, solamente inhiben su desarrollo (Colcha, 2011).
e Congelacién

Se exponen los alimentos a temperaturas bajo los cero grados, esta técnica es
utilizada para preservar alimentos como carnes, pescados, frutas, verduras entre
ofros. Cuando se hace uso de esta técnica los alimentos son congelados
rdpidamente para evitar que se pierda su sabor o exista cambios en su textura, la

congelacion conserva los alimentos impidiendo el desarrollo de los microorganismos,
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pero no destruye a todos debido a que algunos pueden reanimar cuando se

descongele el producto (Colcha, 2011).
e Ultracongelacion

Debe alcanzar temperaturas inferiores a -40°C en un periodo de tiempo no mayor a
dos horas, debido a que conserva los alimentos de una manera inalterable y la
mayoria de los productos se deben encontrar en perfectas condiciones y se

conservan en algunas ocasiones hasta un ano (Colcha, 2011).
2.2.8.2. Métodos de conservacion por calor

Es un método que ayuda a frenar el crecimiento de los microorganismos patdégenos
mediante el calor, con el fin de conservar los alimentos, es considerado poco

favorable, debido a que no es tan efectivo como los métodos frios (Colcha, 2011).
e Deshidratacion

Es un método muy utilizado desde la antigledad para la conservacion de los
alimentos, presenta un sistema de proteccion que ayuda a extraer cierta cantidad
de humedad del alimento, con el fin de evitar el posible crecimiento de los

microorganismos, y no puedan reproducirse en los alimentos secos (Colcha, 2011).
e Pasteurizaciéon

Es un método muy aplicado para conservar la leche y evitar que se contamine.
Ayuda a mantener elevadas las temperaturas del liquido a 70°C por un tiempo
determinado segun el alimento, y luego implementa técnicas de enfriamiento para

reducir la temperatura en un menor tiempo posible (Colcha, 2011).
e Esterilizacion

Este método hace uso del calor con la finalidad de destruir microorganismos vy
bacterias en su totalidad, implementando temperaturas de 115 a 130 °C por 30
minutos. Si el producto permanece empacado su vida Util se alarga y el calor elimina
las bacterias creando un vacié de manera parcial, lo que promueve un sello

hermético y evita que se dé una nueva contaminacion (Colcha, 2011).
2.2.9. El champus

El champUs es una bebida tradicional que se origina en pueblos indigenas de paises

como Ecuador, PertU y Colombia. Con el paso del tiempo se ha ido incorporando en
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el territorio nacional y sus recetas varian dependiendo del gusto o la elaboracion de

cada persona.
2.2.9.1 Elaboracion

Su elaboracion es esencialmente a base de maiz molido, panela, canela y varias
frutas. Se realiza para la celebracion de la fiesta cultural conocida como la “Mama
Negra” (Arias, 2015). Como primer paso se remoja la harina con las especias dulces
juntamente con la fruta y la hoja de naranja agria, esto se deja en coccion por 45
minutos removiendo de manera constante para evitar que se asiente. Después se
endulza y se deja reposar para que tenga una contextura espesa, finalmente se
agrega el trigo para hacerla hervir de nuevo y se la envasa en contenedores de
pldstico (Arias, 2015).

2.2.10. Tiempo de vida 0Util

Es el fiempo que puede mantener las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de
un alimento, dentro de un margen que brinde seguridad al consumidor y debe
presentar un almacenamiento éptimo bajo las condiciones establecidas que

dependen del tipo de alimento (Torres, Romero, y Viteri 2017).

El champuUs es una bebida fermentada de antano que ha sido elaborada por
diferentes métodos de manera tradicional, su principal problema es la fermentacion
muy rdpida, lo que ocasiona una contaminacion y el deterioro del producto después

de haber permanecido de 5 a 8 dias al aire libre.
2.2.11. Bebidas fermentadas tradicionales

Es un liquido bajo en alcohol que es consumido para calmar la sed. Las bebidas como
la cervezaq, el vino, los cereales, las verduras y las frutas pueden fermentar de forma
natural, su transformacion puede ser espontdnea o provocada por la aplicaciéon de
bacterias y levaduras. El tipo de fermentacién depende del alimento, la duracién del

proceso y la fermentacion (Guachamin, 2021).

El proceso de bebidas fermentadas se ha desarrollado desde tiempos inmemorables
en las distintas culturas a nivel mundial, usando este método como preservacion de
alimentos. El hombre aprendié a fermentar el mosto sin conocer la existencia de los
microorganismos que se desarrollan en este proceso, pasando asi a la destilacion de

las bebidas para aumentar su concentraciéon alcohdlica (Escudero, 2014).
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Gran diversidad de pueblos indigenas aun desarrolla esta actividad y consumen
alimentos fermentados, debido a las costumbres ensenadas por sus antepasados
haciendo que estos conocimientos vayan perdurando con el paso del tiempo y
cambios culturales, haciendo que se conozca la importancia de estas creencias y

conocimientos (Escudero, 2014).
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Ill. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO
3.1.1. Enfoque

Esta investigacion tiene un enfoque cuali-cuantitativo, cuantitativo porque se va a
realizar un andlisis de laboratorio para la valorizacién de la temperatura y tiempo
6ptimos que ayuden al desarrollo microbioldgico en la fermentacion del maiz molido
y para determinar las caracteristicas fisicoquimicas del champus, y cualitativo por que
se realizard un andlisis de las caracteristicas sensoriales y tiempo de vida Util del mejor

tratamiento de elaboracién del champus.
3.1.2. Tipo de Investigacion

Se basard en un estudio experimental, que permitird determinar el mejor tratamiento
para la elaboracidon del champus, mediante la determinacion del tiempo vy
temperatura mds adecuados para el desarrollo de microorganismos en la
fermentacion del maiz molido y la determinacién de caracteristicas fisicoquimicas,

sensoriales y tiempo de vida Util en el champus.
3.2. HIPOTESIS

Hipdtesis (Hi)= Los tipos de microorganismos y la temperatura influyen en el tiempo de
fermentacion, caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y tiempo de vida Util del

producto

Hipotesis (Ho)= Los tipos de microorganismo y la temperatura no influyen el tiempo de
fermentacion, caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y tiempo de vida Util del

producto.

3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Etapa 1: Elaboracién de la muestra madre Variables independientes: Tiempo vy

formulacion del sustrato

Variables dependientes: Caracteristicas fisicoquimicas y microorganismos

38



Etapa 2: Elaboracién del champus
Variables independientes: Temperatura de fermentacién, microorganismos.

Variables dependientes: Tiempo de fermentacion, caracteristicas fisicoquimicas,

caracteristicas sensoriales, tiempo de vida Util.

3.3.1 Operacionalizaciéon
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Etapa 1: Elaboraciéon de muestra madre

Tabla 3. Variables etapa 1

Dimensién Indicadores Técnica Instrumento
Variables Independientes
24 horas
Horas Fichas de fermentacién
Tiempo 48 horas Actividad fermentativa
72 horas
40 %
L Porcentaje del maiz . . Pre-ensayos de laboratorio Formulacién
Formulacién del sustrato duro amarillo (Zea mays) 50 % Gravimetria base (Chafueldn, 2022)
60 %

Variables Dependientes

Microorganismos

Caracteristicas fisicoquimicas

Tipos de microrganismos

Calidad fisicoquimica

Mohos y levaduras

pH

°Brix

Extraccion de  ADN

Biologia Molecular

Potenciometria

Refractometria

en

PCR

“Evaluacién de fres tipos de Maiz (Zea
mays) Suave Morado, Suave Dulce
Blanco y Suave Dulce Amacirillo, en la
elaboracién de Chicha de Jora”
(Anrango, 2013)
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Etapa 2: Elaboracién del champus

Tabla 4. Variables etapa 2

Dimensién Indicadores Técnica Instrumento
Variables Independientes
Fichas de control de temperatura
4 °C (Temperatura de “Caracteristicas organolépticas y
Fermentacion Temperatura refrigeracion) Medi’cién cuantitativa geterminacion de pardmetros
15 °C - 18 (termémetros) fisicoquimicos de la chicha de jora

Microorganismo

Variables Dependientes

Caracteristicas fisicoquimicas

Caracteristicas sensoriales

Vida ufil

Mejor tratamiento

Calidad fisicoguimica

Aceptacién del
producto

Tiempo

(Temperatura ambiente)

0.5ml
1 ml

2ml

pH
°Brix
Viscosidad

Proteina

Color
Aroma
Sabor

Textura

Por 20 dias cada 2 dias.

Medios de cultivo

Potenciometria
Refractometria
Viscosimetria

Método Kjendanhl

Prueba hedodnica.

Método directo

preparada por método tradicional y
muk’eado” (Ventura, 2017)

Norma INEN 1529-2

Norma INEN 389

Norma INEN 341

Técnicas de viscosimetria
Norma INEN 16

Norma ISO 13301

Fichas de cata

Guia para la determinacion de la vida Uil
del producto (Alapont et al. 2020).
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3.4. METODOS UTILIZADOS
e Insumos

Se utilizd: maiz amarillo, especias (manzanilla, hoja de naranja agria y hierba luisa)
¢ Materiales y equipos

Termdémetro, potencidmetro, refractédmetro equipo de Kjeldahl, balanza analitica,
estufa, autoclave, redmetro Anton-Paar, bano maria, refrigerador, congelador,
incubadora, contador de colonias, cdmara de flujo laminar y equipo de PCR

(Espectrofotdbmetro, bio termociclador, tanque para electroforesis, tras iluminador).
3.4.1 Formulacién base

Para la elaboracion del champus de una cantidad de 25 litros primero se debe
obtener la materia prima de buena calidad (3295 g maiz). Se muele los granos, se
colocan en un recipiente cerrado y se agrega 5 litros de agua a una temperatura de
50°C dejando reposar durante 8 dias para que se desarrolle el proceso fermentativo.
Se logro identificar que al primer dia de fermentacion la muestra tiene un pH de 4.66
y brix de 4, mientras que a los ocho dias presenta un pH de 4.18 y brix de 5. Después
de los 8 dias de fermentacion se realiza una segunda molienda, la concentracion
obtenida se mezcla con 20 litros de agua y se procede al colado, con la cantidad
del colado obtenida se aplica una tercera molienda y se mezcla con § litros de agua
para redlizar un Ultimo proceso de colado, obteniendo una mejor concentracion del
liquido. Se procede a la coccién en un tiempo de 3 horas a una temperatura de 88 -
91 °C, en el momento de la coccidén se agrega las especias (manzanilla, hoja de
naranja agria y hierba luisa) por un tiempo de media hora y se extraen, pasado el
tiempo de coccidn se deja enfriar el producto. Finalmente, se le agrega panela

diluida y mote.
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3.4.2 Proceso de elaboracion del Champus tradicional

3295 g Maiz

5 litros de agua

20 litros agua

5 litros agua

300 g de manzanilla
100 g de hojas de naranja agria
230 g Hierva luisa

Adicién de panela y mote

Recepcidén de la materia

prima

Limpieza

Molienda 1

Remojo
(50°c)

Fermentacion
(15-18 °C; 8 dias)

Molienda 2

Mezclado

Colado

Molienda 3

Mezclado

Colado

Coccioén
(88-91 °C; 3 horas)

Enfriado

Producto final

801 g Impurezas

226 g Residuos

572 g Residuos

217 g Residuos

157 g residuos

Figura 2. Diagrama de flujo de la elaboracion del champus tradicional



3.4.3 Andlisis microbiologico de la fermentaciéon del maiz molido

Se redlizd una siembra en placas petrifim, donde se tomd tres pardmetros de
porcentajes de cantidad del maiz molido (40%, 50%, 60%) con relacion a tres intervalos
de tiempo (24horas, 48horas, 72 horas) para determinar la cantidad de crecimiento
microbiano por medio de tres repeticiones de andlisis, de esta manera su promedio

serd el resultado con mayor validez de datos reduciendo el margen de error.

Para tabular los datos después del conteo se aplicd la siguiente formula para obtener
el No. de UFC/ml o UFC/g

UFC  No.De colonias por placa o
= * Factor de dilucion

ml ml de muestra

3.4.4. Andlisis estadistico del conteo microbiano en la etapa 1

Como comprobacion de los resultados de la férmula del andlisis microbioldgico de la
fermentacion del maiz molido se aplicard un diseno experimental completamente al
azar (DCA) para la etapa 1 con un arreglo factorial A*B. (Factor A: Tiempo; Factor B:
Formulacion del sustrato), con tres niveles para el factor A (Al: 24 horas; A2: 48 horas;
A3: 72 horas) y fres niveles para el factor B (B1: 40 %; B2: 50 %; B3: 60 %).

Tabla 5. Andlisis estadistico del conteo microbiolégico en la etapa 1

N° Simbolo Combinacién de tratamientos
1 A1B1 24 horas+40 %
2 A1B2 24 horas+50 %
3 A1B3 24 horas+60 %
4 A2B1 48 horas+40 %
5 A2B2 48 horas+50 %
6 A2B3 48 horas+60 %
7 A3B1 72 horas+40 %
8 A3B2 72 horas+50 %
9 A3B3 72 horas+60 %

Nota: A: Tiempo (Al: 24 horas; A2: 48 horas; A3: 72 horas) B: Cantidad del sustrato (B1:
40 %; B2: 50 %; B3: 60 %)
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3.4.5. Extraccion de ADN por Biologia Molecular
e Medios de crecimiento de levaduras
Agar PDA

El medio de cultivo Agar de Dextrosa y Papa (PDA) se utilizé para sembrar los
microrganismos extraidos directamente del mejor tratamiento luego de realizar las
diluciones para obtener colonias puras de las levaduras presentes en la fermentacion

del maiz molido.
Agar extracto de levadura

El medio de cultivo Agar extracto de levadura es un medio liquido que se utilizé para

colocar las colonias puras y obtener mds biomasa de la levadura.
Agar Dextrosa Sabouraud con cloranfenicol

El medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud con cloranfenicol evita el crecimiento
de bacterias por lo que se Uutilizd para descartar que las colonias estén

contaminadas.
Agar extracto de malta

El medio de cultivo Agar extracto de malta se utilizd para la siembra de las levaduras

puras y realizar evidencias visuales.
e Aislamiento de levaduras

Del mejor tratamiento de fermentacién de maiz molido para la elaboracién del
champus se aqisld levaduras y se las semibrd por estrias en medio de cultivo YPD (4 %
de peptonaq, 2 % extracto de levadura, 4 % de glucosa, 3 % agar-agar). Las placas se
incubaron a 25 °C durante 6 a 7 dias. Un porcentaje de cada tipo de colonia fue

aislado para su posterior identificacion.
e Exiraccioén y cuantificaciéon de ADN

La técnica utilizada para la extraccion de ADN de levaduras por PCR, se realizd
mediante la metodologia descrita por (Zulkifli y Zakaria, 2017) . Para la cuantificacién
se utilizd una espectrofotometria a 260nm y se establecid la pureza por medio de la

relacién espectrofotométrica A260/ A280nm.
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¢ Identificacion molecular de levaduras

La identificacidn molecular de las levaduras aisladas fue llevada a cabo por PCR-
RFLP de la region ITS1, ITS4, LN1 y LN4 (W. Loépez y Ramirez 2010). Se utilizd los primers
ITS1 vy ITS4 para la amplificacién y la identificacion a nivel de género de las levaduras
y los primers LN1 y LN4 se usaron para validar lo obtenido con los primers de la regiéon
ITS. Los primers fueron sintetizados por Macrogen y sus secuencias se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla é. Primers utilizados para la identificacion de levaduras presentes en la

fermentacidon del maiz.

Nombre del primer Secuencia

ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3

ITS4 5'- TCCTCCGCTTATIGATATGC -3

LN1 5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’
LN4 5-GGTCCGTGTTITCAAGACGG-3’

Se utilizd el Kit FastDNA® SPIN de 100 reacciones con sus respectivas instrucciones. La
mezcla de reaccion para PCR para las levaduras aisladas fue realizada con un
volumen total de 50 pL que incluyd 4 ul de ADN, 2,5 uL (10 uM) de cada primer, 25 L
de MASTER MIX FastGene® TAQ ReadyMix PCR Kit y agua libre de nucleasa para
completar el volumen de reaccién. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador convencional AllNOneCycler™ marca BIONNER bajo las siguientes
condiciones para los dos fipos de primers (ITS Y LN): desnaturalizacion inicial a 92°C
por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacién a 92°C por 40 segundos, apareamiento
a 55°C por 1 min 30 segundos, y extension a 55°C por 2 min, con una extension final
de 5 min a 72°C (Zulkifli & Zakaria, 2017). Los productos de PCR fueron analizados en
geles de agarosa al 1,5 %, en buffer TBE 1X X (Tris-Borato,EDTA). Los tamanos de 1os
fragmentos fueron estimados por comparacién con un marcador de peso molecular
500 a 600pb.

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por la empresa
BIOSEQUENCE (Quito- ECUADOR) bajo sus condiciones estandarizadas. A los
resultados obtenidos luego de la secuenciacion se realizé un control de calidad para

ser alineados con secuencia de cepas de referencia obtenidas de NCBI (National

46



Center for Biotechnology Information), seccién Nucleotide BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), finalmente utilizando la herramienta PHYLOGENY del

programa MEGA-X (64 bit for Windows) se realizd el drbol filogenético.
3.4.6. Determinacion de calidad e inocuidad

La determinacion de calidad e inocuidad del producto final se evalud por siembra
en placas compact Dry y analizando los resultados en base a la norma NTE INEN 1529-
7 del control microbiolégico de los alimentos sobre “Determinacion de

microorganismos coliformes, por la técnica de recuento de colonias”
3.4.7. Andlisis sensorial

Para la evaluacion sensorial de las caracteristicas del producto se realizd una ficha
de evaluacién sensorial de escala heddnica a 50 jueces no entrenados, como se

muestra a continuacion:

Tabla 7. Ficha de evaluacion sensorial

Escala Aceptabilidad

1 Me disgusta mucho

2 Me disgusta

3 Ni me gusta ni me disgusta
4 Me gusta

5 Me gusta mucho

3.4.8. Andlisis fisicoquimico

Se realizé la caracterizacion fisicoquimica de pH vy brix en la primera etapa para los
tres tratamientos con distinto porcentaje de maiz y temperatura, donde se obtuvo un
mejor tratamiento y se llevd a cabo el proceso de inoculacion para la elaboraciéon
del champus. Mientras que en la segunda etapa se analizé los siguientes pardmetros

fisicoquimicos: pH, brix, viscosidad y proteina.
e Potencial de hidrégeno

Se realizé la medicion de pH de los tratamientos con un potencidmetro de marca

Mettler Toledo modelo Seven muilti.
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e Brix

Se realizé la medicién de grados Brix con un refractémetro digital de marca HANNA
HI 96801 en una escala de 0-85 % Brix.

e Viscosidad
Se realizd la viscosidad utilizando un redmetro Anton-Paar
e Proteina

Para la mediciéon de proteina se aplicod el método de Kjeldahl de la norma NTE INEN
519 sobre "“Harinas de origen vegetal, determinacion de proteina” utilizando el equipo
Heating Digester DK 6 con BOMBA ASP HUMO vy un destilador UDK y para su cdlculo
se aplicd la siguiente formula:

1.4x (V; —Vy) xN
P

% Nitréogeno =

% Proteina = % Nitrogeno x F
Donde:
P=peso en ml de la muestra
V; = volumen de HCI consumido en la valoracion (ml)
N= normalidad de HCI (0,1186)
Vo = volumen del HCI consumido en la valoracion de un blanco expresado en m

F= factor de conversion para pasar el contenido de nitrédgeno a contenido de
proteinas. La mayoria de las proteinas contienen un 16% de N2, de modo que el factor
de conversion es 6.25 (100/16 -6.25), pero se han obtenido empiricamente otros

factores de conversion en funcidn de la materia prima utilizada.
3.4.9. Determinacion del tiempo de vida 0til

La determinacién del tiempo de vida Util se evalué cada 2 dias midiendo factores
fisicoquimicos como el pH, brix y viscosidad a dos temperaturas distintas que fueron a

temperatura ambiente (15 °C - 18 °C) y refrigeracion (4 °C).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.RESULTADOS

4.1.1. Andlisis microbiologico del conteo de colonias de la fermentaciéon del maiz

molido en la etapa 1

En la Tabla 8 se observa el conteo de mohos y levaduras, que da a conocer el
tratamiento con mayor nUmero de crecimiento de colonias en la fermentaciéon del
maiz molido, que es el del 60 % a las 72 horas, con una temperatura estadndar de 25°C
por lo que se tomd como mejor tfratamiento para realizar la genotipificacion de los

microorganismos presentes en el proceso de fermentacion para la elaboracion del

champus.
Tabla 8. Recuento de mohos y levaduras

Tiempo
% Maiz

24 horas 48 horas 72 horas
40 % 0,3 X 10t UFC/g 6,2 X 10! UFC/g 1,0 X 102UFC/g
50 % 3,1 X 10! UFC/g 1,8 X 102 UFC/g 1,9 X 102UFC/g
60 % 1,2 X103 UFC/g 7.5 X 103 UFC/g 7,6 X 103UFC/g

Terminado el conteo, se aplicd la siguiente féormula para obtener el No. de UFC/ml o
UFC/g

UFC  No.De colonias por placa

= * Factor de dilucion
g ml de muestra

- Al40 % alas 24 horas
UFC/g=——+10> =30 x10> UFC/g

- Al40 % alas 48 horas
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UFC/g = 2=+ 10% = 6,2x 10* UFC/g

- Al40 % alas 72 horas

UFC/g = 1=+ 10° = 1,0x 10° UFC/g

- Al50 % alas 24 horas
UFC/g=1—= 103 = 3,1 x10* UFC/g
- Al50 % alas 48 horas
UFC/g=_—+10°=18x 105 UFC/g

- Al50% alas 72 horas

UFC/g = 10+ 10° = 1,9 x 10° UFC/g

- Al 60 % alas 24 horas

1240

UFC/g «103 = 1,2 x 106 UFC/g

- Al 60 % alas 48 horas

UFC/g =220 +10% = 7,5x 10° UFC/g

- Al60 % alas 72 horas

UFC/g =222+ 10% = 7,6 x 10° UFC/g

4.1.2 Andlisis estadistico del conteo de colonias de la fermentacion del maiz

molido en la etapa 1

Se realizd la prueba de andlisis de varianza “ANOVA" para el conteo de colonias, en
funcion a la concentfracion de maiz molido (40%, 50%, 60%) y el tiempo (24 horas, 48
horas, 72 horas) en el proceso de fermentacion, con un nivel de confianza del 95%,

como se observa en la Tabla 9.
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Tabla 9. Andlisis estadistico del conteo de colonias de la fermentacidn de maiz

molido
% Maiz 24 horas (UFC/g) 48 horas (UFC/g) 72 horas (UFC/g)
40 % 0,2X 10 £0.58 A 62X101+x1 A 1,0X10%2 1A
50 % 3,1X10'+£1B 1,8X102+18B 1,9X10%2 £18B
60 % 1,2X103+1C 75X103+1C 7.6X10% +1C

Las medias corresponden al resultado del crecimiento microbiano en las fres
concentraciones de maiz molido, sus valores son representados como la media = la
desviacion estandar en funcién al tiempo. Las letras diferentes en una misma columna

indican diferencia significativa a un nivel de confianza del 95 %.

4.1.3. Andlisis fisicoquimico de la fermentacion del maiz molido en la etapa 1

En la Tabla 10 se detalla los resultados fisicoquimicos, mismos que han sido obtenidos
del promedio de tres repeticiones, con el fin de generar mayor validez alos resultados,
dentro del andlisis se consideraron aspectos como: pH y Brix. Se puede observar que
el mejor tratamiento con 60 % de maiz molido, 40 % de agua y a las 72 horas tiene un
brix de 4,67 y un pH 4,2 similar a la muestra base con un brix de 5y un pH de 4.18
ademds que se obtuvo en este fratamiento el mayor nUmero de crecimiento de

microorganismos.

Este andlisis se realizd a las tres muestras con distintos porcentajes de maiz y tiempos

para poder obtener un mejor tratamiento.

Tabla 10. Resultado del andlisis fisicoquimico de la fermentacién del maiz en la

etapa 1.
% Maiz 24 horas 48 horas 72 horas
pH Brix pH Brix pH Brix
40 % 2,3 6.1 2,7 4,44 2,8 4,26
50 % 2,8 57 2,9 4,45 3.3 4,36
60 % 3 53 3.2 4,72 4,2 4,67
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4.1.4. Andlisis estadistico de los aspectos fisicoquimicos de la fermentacion del

maiz molido en la etapa 1

Se realizo la prueba de andilisis de varianza “ANOVA" para determinar los aspectos
fisicoquimicos con la medicidén del pH y brix en el proceso de fermentacién, en
funcion a la concentraciéon de maiz molido (40 %, 50 %, 60 %) y el tiempo (24 horas, 48

horas, 72 horas), con un nivel de confianza del 95 %, como se observa en la Tabla 11.

Tabla 11. Andilisis estadistico de los aspectos fisicoquimicos de la fermentacion del

maiz molido
% Maiz 24 horas 48 horas 72 horas
pH Brix pH Brix pH Brix
40 % 2,6x0,1TA 503+x05A 3,1x0,1A 4,9 0,02 A 34701 A 48x002A
50 % 28+0,1B 580,18 3+028B 4,6 +0,03B 33%£0,1B 4,39 £0,01 B

60 % 3.1+x0,1C 515+0,1C 323+x0,1C 436001 C 48+0,1C 4,33+0,01C

Las medias corresponden a los valores obtenidos de pH vy brix en funcién a las tres
concentraciones de maiz molido, sus valores son representados como la media = la
desviacion estandar en funcion al tiempo. Las letras diferentes en una misma columna

indican diferencia significativa a un nivel de confianza del 95 %

4.1.5. Deteccion e identificacion molecular de las levaduras en la fermentacion

del maiz molido.

Mediante las evidencias visuales que se muestran en las siguientes figuras se obtuvo

un fotal de 7 levaduracs.

Figura 3. Especie de levadura 1 aislada a 25°C por 7 dias
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Figura 7. Especie de levadura 5 aislada a 25 °C por 7 dias
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Figura 9. Especie de levadura 7 aislada a 25 °C por 7 dias

A contfinuacion, se muestran los medios visuales del proceso de electroforesis del
producto de PCR de las regiones ITS y LN como se muestran en las figuras 10 y 11

respectivamente.

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de la regién ITS1-ITS4
de aislados presuntivos de levaduras, Linea 2 a linea 8, aislados M1, M2, M3, M4, M5,

Mé, M7; linea 1 control negativo; linea 9 y M marcador de peso molecular 1Kb.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de la region LN1-
LN4 de aislados presuntivos de levaduras, Linea 2 a linea 8, aislados M1, M2, M3, M4,

M5, Mé, M7; linea 1 confrol negativo; linea 9 y M marcador de peso molecular 1Kb.

En las figuras de los drboles filogenéticos obtenidos se muestra la secuenciacion de
las levaduras extraidas por PCR, resultados que fueron analizados en el NCBI (Nationall
Center for Biotechnology Information) para determinar el nombre de las levaduras.
Segun (Vu et al. 2016) para las regiones secuenciadas por ITS el nivel de significancia
debe ser superior a 99,6 % y para LN segun (Kurtzman y Robnett 2015) el nivel de
significancia deberd ser mayor a 99 % para indicar que las levaduras tienen similitud.
Los porcentajes que presenta cada rama de los drboles filogenéticos indican el valor
de confianza de las levaduras que estdn presentes en la fermentacion del maiz

molido.
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M3 ITS1-ITS4

Wickerhamomyces anomalus strain CBS 5759 18S small subunit ribosomal RNA gene (MH545921.1)

89%

M2 ITS1-ITS4

M1 ITS1-ITS4
87%

M6 ITS1-ITS4

81%

M5 ITS1-ITS4
Bq% ﬂ{

Debaryomyces hansenii strain CBS 767 18S small subunit ribosomal RNA gene (MH545920.1)

M4 ITS1-ITS4

8%

85pe
Candida tropicalis culture CBS:94 small subunit ribosomal RNA gene (KY102470.1)

M7 ITS1-ITS4
82"‘{

Yo
Pichia kluyveri culture CBS:188 small subunit ribosomal RNA gene (KY104559.1)

Candida maltosa NRRL Y-17677 18S rRNA gene (NG 063350.1)

0.50

Figura 12. Arbol filogenético basado en el método de Neighbor Joining de las
secuencias obtfenidas para la region ITS1-1TS4 de aislados de especies de levaduras
obtenidas en la fermentacién del maiz molido para la elaboracion del champUs y

de cepas de referencia de NCBI. Candida maltosa fue utilizada como outgroup.
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Mg LN1-LN4

Wickerhamomyces anomalus strain CBS 5759 185 small subunit ribosomal RNA gene (MH545921.1)

3% 1 M3 LN1-LN4

M2 LN1-LN4
90%

M1 LN1-LN4

4%

M5 LN1-LN4
39%‘{

Debaryomyces hansenii strain CBS 767 185 small subunit ribosomal RMA gene (MH545920.1)
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Candida tropicalis culture CBS:94 small subunit ribosomal RMA gene (KY102470.1)
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Pichia kluyveri culture CBS:188 small subunit ribosomal RMA gene (KY104559.1)

Candida maltosa NRRL Y-17677 185 rRNA gene (NG 063350.1)

050

Figura 13. Arbol filogenético basado en el método de Neighbor Joining de las
secuencias obtenidas para la region LN1-LN4 de aislados de especies de levaduras
obtenidas en la fermentacién del maiz molido para la elaboracion del champus y

de cepas de referencia de NCBI. Candida maltosa fue utilizada como outgroup.

De las levaduras obtenidas se detalla a continuacién su importancia en la

fermentacion de alimentos, sobre todo en bebidas.
e Wickerhamomyces anomalus strain

Hoy en dia presenta una gran importancia en la industria vinifica, debido a que sus
caracteristicas metabdlicas vy fisioldgicas son aprovechadas potencialmente, a pesar
de que su crecimiento en el trayecto de la fermentacion se lo vea como un riesgo sin
control. Esta levadura es muy amplia en la naturaleza y ha sido aislada en varios
ambientes, lo que nos da a conocer que es una excelente productora de enzimas no
solo en vinificacién, sino en la fermentacion de la uva en vinos, sidra de manzana,

fermentaciones cerveceras y pan (Padilla, Gil, y Manzanares 2018).
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e Debaryomyces hansenii

Es una levadura que tiene una extrema capacidad para sintetfizar, acumular y
almacenar lipidos y podria ser ventajosa para la produccion de biotecnologia de
productos tanto naturales como artificiales. Es un especie altamente heterogénea y
por lo tanto muy versdtil para asimilar y fermentar diversas fuentes de carbono. Es
capaz de sintetizar o tolerar varias toxinas, y en lo general se considera que no es
patégena. Su osmotolerancia es muy ventajosa para algunas aplicaciones
biotecnolégicas porque permite una produccidn casi no estérii y altas
concentraciones de producto/educto, condiciones que deberian reducir los costes

de produccion (Breuer y Harms 2006).

La presencia de esta levadura en el proceso fermentativo de alimentos crea efectos
favorables, debido a que estd presente en el proceso de maduracion y produce
didéxido de carbono, etanol y varios compuestos voldtiles, entre ellos cetonas,
alcoholes, azufrados, esteres, aldehidos que ayudan a mantener el sabor y olor
caracteristico del alimento. Por ofro lado, su crecimiento excesivo puede ocasionar

cambios sensoriales desagradables en el aroma y sabor (Cano 2014).
e Candida tropicalis

Es utilizada como adyuvante en la produccion de quesos y como indicador para la
fermentacion en el proceso de café, vino, vegetales, cacao, cerveza y carne.
Pueden utilizar varias fuentes de carbono y producir &cidos, enzimas y subproductos,
es muy comun su implementacién en los estados de maduracion de cerezas, fresas,
frambuesas y ardndanos, por ofro lado, para su uso es recomendable realizar una
evaluacion de seguridad al momento de aplicar esta levadura en el dmbito

alimentario (De Melo Pereira et al. 2022).
e Pichia kluyveri

Es una levadura del grupo perteneciente a las no Saccharomyces que ayudan a
mejorar las caracteristicas organolépticas de bebidas fermentadas, posee un
metabolismo que permite incrementar la concentraciéon de moléculas voldtiles como
los ésteres afrutados y florales que son compuestos aromdaticos que permiten mejorar
de manera significativa la calidad de vinos varietales. Esta levadura es considerada

de bajo poder fermentativo ya que solo puede fermentar hasta un 5 % (v/v) de
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etanol, y no considerable para la produccién de vinos regulares o espumosos. Sin
embargo, se la puede emplear para la produccién de bebidas fermentadas como
la sidra y cerveza, ademds, tiene la capacidad de ser un agente biocontrolador que
inhibe el crecimiento de levaduras que deterioran bebidas fermentadas derivadas
de frutas (Riquelme 2023).

4.1.6 Formulacion estandarizada

Para el proceso de estandarizaciéon del Champus en una cantfidad de 25 litros,
primero se debe realizar la fermentaciéon por 72 horas para obtener el cultivo madre,
con una materia prima de buena calidad (250 g maiz) a una concentraciéon del 60%
de maiz ,40% agua, con un brix de 4,67 y un pH 4,2. Después de este proceso se
recepta la materia prima para la cantidad de champus que se desea realizar, en este
caso utilizamos 3000 g de maiz de buena calidad, se muele y se agrega 5 litros de
agua a una temperatura de 50°C, esto se inocula al 1 % de la muestra madre para
dejar fermentar durante72 horas. Luego del proceso de fermentacion se realiza la
segunda molienda, el producto obtenido se mezcla con 25 litros de agua y se
procede al colado, el colado es sometido a un proceso de coccidn por un tiempo
de 3 horas a una temperatura de 88 - 91 °C, en el momento de la coccién se agrega
las especias (manzanilla, hoja de naranja agria y hierba luisa) por un tiempo de media
hora y se extraen, pasado el tiempo de coccidn se realiza un choque térmico para
enfriar el producto y reducir los tiempos, anadimos 3000 ml de panela diluida en la
concentracién finaly colocamos en envases de vidrio de 200ml una cantidad de 170

ml del champus y 30 g de mote.
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4.1.7. Estandarizacion del proceso de elaboracion del Champus

250 g Maiz

60% Maiz molido
40% Agua

3000g Maiz

5 litros de agua

1 % Cultivo madre

25 litros agua

300 g Manzanilla
100 g Hojas de naranja agria
300 g Hierva luisa

3000 ml Panela diluida

170 ml Champus
30 g Mote

Recepcion de la
materia prima 1

Limpiezal

Molienda 1

Fermentacion

| (15-18°C; 72 hrs) |

Recepciéon de la
materia prima 2

Limpieza 2

Molienda 1

Remojo
50°C

[noculacion
15-18°C:; 72 hrs

Molienda 2

Mezclado

Colado

Cocclion
88-21°C: 3 hrs

ENtriado
(Chogue térmico)

Producto final

ENVAsado
(Envase de vidrio)

209 Impurezas

Cultivo madre

750g Impurezas

220 g Residuos

25 litros Champus

200 ml Champus
envase

Figura 14. Diagrama de flujo de la estandarizacién del Champus

60

por



4.1.8. Andlisis microbiologico de calidad e inocuidad de la bebida fermentada

champus

En la Tabla 12 se muestran los resultados microbiolégicos de calidad e inocuidad que
se redlizd al mejor fratamiento del champus, donde se puede observar que el
producto es libre de contaminacién basdndose en la norma NTE INEN 1529-7 del
control microbiolégico de los alimentos sobre “Determinacion de microorganismos

coliformes, por la técnica de recuento de colonias”

Tabla 12: Resultados del andlisis microbiolégico de calidad e inocuidad del

champus
ParGmetro Unidad Resultado Método de ensayo
Recuento de UFC/9 <10
Coliformes totales
NTE INEN 1529-7
Recuento de
Escherichia Coli UFC/g <10

4.1.9. Andlisis sensorial del Champs

El andlisis sensorial fue realizado a un grupo de 50 jueces no entrenados bajo la
utilizacion de una escala heddnica del 1 al 5, donde 1 es el valor mdas bajo y 5 el mas

alto, fomando en cuenta atributos sensoriales como: color, aroma, sabor y textura.

Color

En el atributo sensorial del color se indica el mayor porcentaje de aceptacion que es

del 37% en el fratamiento dos, como se indica en la Figura 15.

Color

= Tratamientol = Tratamiento 2 Tratamiento 3

Figura 15. Andlisis sensorial del atributo color
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e Aroma

En el atributo sensorial de aroma se indica el mayor porcentaje de aceptaciéon
que es del 35% en el tratamiento dos, debido a que tiene un aroma mds
determinante por la fragancia que otorgo la mezcla de las especias aromaticas

como se muestra en la Figura 16.

Aroma

= Tratamientol = Tratamiento2 = Tratamiento 3

Figura 16. Andlisis sensorial del atributo aroma

e Sabor

En el atributo sensorial de sabor se indica el mayor porcentaje de aceptacion que es

del 38% en el fratamiento dos, como se muestra en la Figura 17.

Sabor

® Tratamientol = Tratamiento2 = Tratamiento 3

Figura 17. Andlisis sensorial del atributo sabor
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e Textura

En el atributo sensorial de textura se indica el mayor porcentaje de aceptacion que

es del 35% en el fratamiento dos, como se muestra en la Figura 18.

Textura

= Tratamientol = Tratamiento2 = Tratamiento 3

Figura 18. Andlisis sensorial del atributo textura

Se puedo concluir que el fratamiento nUmero 2 es el mejor en todos los afributos

sensoriales determinados como se muestra en la Figura 19.

Analisis sensorial

4 4 4 4
333I IIaI 3 3 3 3
0 III I IIII

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

w

N

[EEN

B Textura M Color ™ Aroma = Sabor

Figura 19. Andlisis sensorial del champuUs

Ademds, al analizar las medias estadisticas obtenidas mediante una prueba de Tukey

realizado en el programa estadistico InfoStat, se puede evidenciar que el fratamiento
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con mayor aceptacion por el panel de los catadores es la muestra nUmero dos (762)
correspondiente al 1 % de inoculacion. Detallando que su valor de las medias
estadisticas en los atfributos como color, aroma, sabor y textura es 4, que en la escala
de aceptacion es *me gusta”. Mientras que el fratamiento con menor aceptabilidad
es la muestra tres (522), con una calificacion de 3 en todos sus atributos, que significa

ni me gusta ni me disgusta. Como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 13: Andlisis estadistico de la evaluacion sensorial del Champus

TRATAMIENTOS COLOR AROMA SABOR TEXTURA
T1 (778) 3B 3B 4A 3B
T2 (762) 4A 3B 4 A 4 A
13 (522) 3B 3B 3B 3B

4.1.10. Andlisis fisicoquimico del champUs en la etapa 2

En la Tabla 14 podemos observar los resultados fisicoquimicos del champus a
temperatura ambiente y de refrigeracion, luego de determinar el mejor tratamiento
que fue el de 60 % de maiz y 40 % de agua a las 72 horas, dentro del andlisis se

considero los siguientes pardmetros: pH, brix, viscosidad y protfeina.

Tabla 14. Resultados del andlisis fisicoquimico del champus

Pardmetros
Temperatura Tiempo
pH °Brix Viscosidad
Dia 1 4,85 11,8 199.9 mPa’s
Temperatura Dia 3 474 13,1 193,7 mPa’s
ambiente
Dia 5 4,67 13,4 193 mPa’s
Dia 1 4,73 12,5 230,4 mPa’s
Dia 3 4,76 12,3 225,2 mPa’s
Dia 5 4,83 11,8 208,5 mPa’s
Temperatura de Dia 7 49 11,6 196 mPa’s
refrigeracion
Dia 9 4,95 11,2 191,8 mPa’s
Dia 11 5.1 10,9 190,8 mPa’s
Dia 13 5,25 10,7 190,4 mPa’s
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4.1.11. Andlisis estadistico de los aspectos fisicoquimicos del champus en la

etapa 2

Se redlizd la prueba de andlisis de varianza “ANOVA" para determinar los aspectos

fisicoquimicos con la medicién del pH, brix y viscosidad del champus en funcién a los

dias y temperaturas del mejor tratamiento con un nivel de confianza del 95%, como

se observa en la Tabla 15.

Tabla 15. Andilisis estadistico de los aspectos fisicoquimicos del champuUs

Pardmetros
Temperatura Tiempo
pH °Brix Viscosidad
Dia 1 4,85+0,01 A 11,8+0,01 A ]99'90'“8? ¥
Temperatura
ambiente Dia 3 4,74+0,018B 132+0,1B 193,7 mPa’s 0,1
Dia 5 4,67 £0,01 C 13.4+£0,1 C 193.1 mPa’s 0,1
Dia 1 4,73+£0,01 A 125+0,T A 230,4 mPa’s £ 0,1
Dia 3 4,76 £0,01B 12,3+0,1B 2252 mPa’s 0,1
Dia 5 4,83+£0,01 C 11,8+£0,1 C 208,5 mPa’s £ 0,1
Temperatura de Dia 7 48+0,1D 11,6 0,1 D 197 mPa’s £ 1
refrigeracion
Dia 9 4,95+ 0,005 E 11,2+0,1E 191,8 mPa’s £ 0,1
Dia 11 5,15+0,05F 10,61 £0,42 F ]90'7OOTP° st
Dia 13 525+001G 10,701 G 190,4 mPa’s £ 0,1

Las medias corresponden a los resulfados obtenido de pH, brix y viscosidad del

champus, sus valores son representados como la media * la desviacion estdndar en

funcidén a los dias y temperaturas. Las letras diferentes en una misma columna indican

diferencia significativa a un nivel de confianza del 95 %
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e Proteina

El resultado de proteina del mejor tratamiento obtenido se realizé mediante la

siguiente formula:

1.4x (V; —Vy) xN
P

% Nitrégeno =

% Proteina = % Nitrégeno x F

Y se obtuvo como resultado:

1.4x(2,3)x0,1186
5

% Nitrégeno =

% Proteina = 0,0763 x 100
% Proteina = 0,0763 x 6,25

Proteina = 0,476 %

4.1.12. Tiempo de vida Util del producto final

En la Tabla 14 se puede observar los andlisis fisicoquimicos del champus, donde se
determina que a temperatura ambiente su vida Util es de 5 dias y a temperatura de
refrigeracién es de 13 dias, lo que establece que a temperatura de refrigeracioén el

producto terminado aumenta su vida Util.

4.2.DISCUSION

4.2.1. Andlisis microbiolégico del conteo de colonias de la fermentacién del maiz

molido en la etapa 1

Se aplicdé un andlisis de varianza "ANOVA" para el conteo de colonia, donde se
obtuvo diferentes valores de medias al aplicar una prueba Tukey, que nos da como
resultado que el tratamiento con mayor crecimiento de colonias en la fermentacion
del maiz molido fue el de 60 % a las 72 horas, utilizando una temperatura estndar de

25°C se concluye que a mayor fiempo aumenta el crecimiento microbiano.
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Resultados similares obtuvo (Pomasqui, 2012)en su investigacion “Pardmetros éptimos
en la fermentacion alcohdlica para industrializar la chicha de jora en la procesadora
de alimentos y bebidas kutacachi sara mama”, donde manifiesta que la
fermentacion incrementa de manera rdpida al aumentar la temperatura con un
rango de 15 a 30°C, y que al reducir las temperaturas aumentan la duraciéon del
proceso de fermentacion, lo que genera una disminucidon de velocidad en el

crecimiento de las levaduras.

Resultados similares obtuvo (Velasco, 2016) en su investigaciéon “Caracterizacion de
microorganismos con capacidad fermentativa en el proceso de elaboracion de la
chicha de uva”, donde detalla el proceso de fermentacion de dicha bebida,
indicando un crecimiento de adaptacion para las levaduras con un total de 6.3 log
UFC/ml en el primer dia y al tercer dia considerdndose el mayor dia de fermentacion
se obtuvo un total de 7.7 log UFC/mI, determinando que dicho valor podria estar

relacionado con los grados de fermentacion alcohdlica.
4.2.2. Andlisis fisicoquimico de la fermentacion del maiz en la etapa 1

El mejor fratamiento T3, perteneciente al 60% de maiz molido, con un 40% de agua a
las 72 horas presenta un brix de 4,67 y un pH 4,2 similar a la muestra base con un brix
de 5y un pH de 4.18, con una cantidad elevada del crecimiento de microorganismaos
a diferencia de los demds, detallando en la tabla que conforme pasan los dias el pH

aumenta y los brix disminuyen.

Resultados similares obtuvo (Yanchapanta y Sarango, 2019) en su investigacion
“Cinética del crecimiento de microorganismos durante el proceso de fermentacion
de tres bebidas ancestrales a partir de yuca (manihot esculenta)”, donde da a
conocer los vales de sus andlisis fisicos quimicos para los diferentes tipos de bebidas
ancestrales: chicha blanca con pH de 4.7, chicha wiwis con pH de 4.7 y la chicha

negra con pH de 5.85 a una temperatura de 25 °C a 25.2 °C.

Resultados similares se obtfuvieron en la investigacion de (Yanchapanta y Sarango
2019) donde el andlisis comparativo de los resultados establece que el proceso de
fermentacion del maiz produce cambios importantes, entre los cuales: los grados brix
en este proceso va desde 8,13% a 1,4%, al respecto también expresa que tras los
procesos bioquimicos que tiene lugar en el proceso de fermentacion, se observa el

incremento notable de las actividades enzimdaticas, lo que origina la hidrdlisis parcial
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del almidén, un aumento considerable de los azUcares libres y solubilizacion parcial

de las proteinas, valores que sugieren una adecuada germinacion del maiz.

4.2.3. Deteccion e identificacion molecular de las levaduras en la fermentacion

del maiz molido

Como se puede observar en las figuras de los drboles filogenéticos las levaduras
identificadas del maiz molido para la elaboracion del champus mediante biologia
molecular realizada con los primers [TS1-ITS4, confirmando los resultados con 1os
primers LN1-LN4 y comparando las secuencias en la base de datos de NCBI (National
Center for Biotechnology Information ) se obtuvo los siguientes tipos de levaduras:
Wickerhamomyces anomalus, Debarymomyces hansenii, Candida fropicalis y Pichia

kluyveri, utilizando como ougroup la Candida maltosa.
e Wickerhamomyces anomalus

Resultados similares obtuvo (Matallana, 2019) en su investigacion “Caracterizacion
bioquimica vy tecnoldgica de levaduras aisladas en bebidas fermentadas
tradicionales de Ecuador”, donde nos da a conocer que se aislaron varios tipos de
levadura no convencionales en la fermentacion de bioetanol de dichas bebidas
fermentadas, entre ellas la levadura W. anomalus y P kudriavzevii con alta tolerancia
a las concentraciones de etanol. En la cana de azUcar y remolacha azucarera, el
sustrato mds utilizado para la produccidn de su biomasa en levaduras es la melaza,
por su disponibilidad, economia, perfil nutricional y ausencia de sustancias toéxicas,
estableciendo asi la capacidad de tolerancia al estrés del género y especie
Saccharomyces y levaduras no Saccharomyces incluidas cepas de T. delbrueckii,
cepas de Candida, Wickerhamomyces anomalus y Kodamaea ohmeri. Las dos
Ultimas cepas tuvieron tasas de crecimiento elevadas, posiblemente debido al mayor

tamano de las células.
e Debaryomyces hansenii

Resultados similares se obtuvo (Alvarado, 2018) en su investigacion “Caracterizacion
del proceso de elaboracion artesanal y en planta de una bebida fermentada
tradicional a base de maiz (Zea mays L.)", donde se presentan algunas de las
especies encontradas en alimentos fermentados realizados a base de cereales
alrededor del mundo. Las levaduras mads distintivas denfro de la fermentacion de
alimentos se encuentran en el género Saccharomyces, aungue se han identificado

ofros géneros en alimentos fermentados a base de cereales como Candida,
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Torulaspora, Debaryomyce hansenii, Dekkera, Kluyveromyce y se caracterizan por su
tolerancia a ambientes dacidos, con un pH menor a 5. En (Cabeza, 2006) establece
que las levaduras de los géneros Saccharomyces (S. cerevisiae, S. boulardii), Candida
(C. utilis), Debaryomyces y Kluyveromyces (K. fragilis) para cerveceria, vinificacion,
destileria, panificacién y elaboraciéon de alimentos orientales a base de cereales
(arroz y soja) se adaptan muy bien a las condiciones medioambientales que ofrece
el sustrato y son capaces de confrolar la microbiota de los productos. Producen una

fermentacion de forma viable y estable durante su almacenamiento.

Resultados similares obtuvo (Maturano et al. 2009) en su investigacion “Estudio
cudlitativo de actividades enzimdaticas y fendmeno killer en levaduras vinicas”, donde
la levadura del género Debaryomyces tiene un rol importante en la elaboracién de
vinos por el desarrollo de glucosidasas microbianas, el potencial de estas enzimas
libera compuesto flavor a partir de los precursores glicosidados no voldtiles,

caracteristica de gran relevancia en la industria vitivinicola.
e Candida tropicalis

Resultados similares obtuvo (Martinez y Paredes, 2019) en su investigacion "Aislamiento
e identificacidon de microorganismos fermentadores de dos tipos de bebidas
ancestrales fermentadas a partir de yuca (manihot esculenta)”, donde se identificé a
Candida tropicalis en la bebida fermentada denominada ‘“chicha negra”, las
unidades formadoras de colonias presentan un color crema amarillo, con textura
pastosa y una superficie convexa, mismos resultados se obtuvieron en esta
investigacion.

En la investigacion de (De Melo Pereira et al. 2022) denominada “3 Qué estd
haciendo Candida en mi comida? Una revision y alerta de seguridad sobre su uso
como cultivos iniciadores en alimentos fermentados” establece que la presencia de
esta levadura aumenta el contenido de compuestos aromdticos en el vino y la leche
fermentada, contribuye a la molienda de granos de cacao y café, y también juega
un papel auxiliar en la produccién de queso. Métodos metagendmicos recientes
también han confirmado la presencia de Candida durante la fermentacién natural,
pero rara vez son dominantes. De hecho, ofros grupos de microorganismos, incluidos
Saccharomyces cerevisiae y bacterias del dcido |dctico, inician el crecimiento vy
acumulan subproductos (etanol y dcido ldctico, respectivamente), lo que inhibe el

crecimiento de Candida
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e Pichia Kluyveri

Estudios similares de Pichia kluyveri y Candida tropicalis se encontraron en (Garcia,
2023) en su investigacion “Desarrollo y caracterizacion de un proceso de
fermentacion de maiz (zea mays) germinado para la obtenciéon de una bebida con
caracteristicas probidticas”, donde indica la presencia de P. kluyveriy C. tropicalis en
alimentos fermentados a base maiz y se aprecia que en su mayoria se trata de
bebidas elaboradas a base de este cereal en América Latina y Africa. Estos
microorganismos son reportados de fermentaciones espontaneas en los alimentos
gue se elaboran con fines domésticos, medicinales y ceremonias religiosas, estas

bebidas son importantes desde el punto de vista tradicional, nutricional y comercial.

En la investigacion de (L. S. Guerra et al. 2022) sobre “Alimentos Fermentados
Tradicionales de Ecuador: Una Revisidn con Enfoque en la Diversidad Microbiana”,
detalla el champus como una bebida tradicional de Colombia, Ecuador y Perd que
empieza con la molienda y mezcla de distintos cereales como trigo, centeno y maiz,
durante este proceso fermentativo se encontrd la presencia de levaduras como S.
cerevisiae , Issatchenkia orientalis , Pichia fermentans , Zygosaccharomyces
fermentati Torulospora delbrueckii, Galactomyces geotrichum, Hanseniaspora spp y
P. kluyveri, y establece que si bien se sabe que existen diferentes grupos bacterianos
dentro del proceso de fermentacion, no existen reportes a la fecha sobre la

identificacion y aislamiento de microorganismos del champus.
4.2.4. Andlisis microbiolégico de calidad e inocuidad del champus

Al aplicar un andlisis microbiolégico de calidad e inocuidad con el fin de asegurar la
salud del consumidor, se obtuvo como resultado que el producto final es libre de

contaminaciéon, cumpliendo los estdndares de la norma la norma NTE INEN 1529-7.

NTE INENE 1529-7 (1990) en la Norma del confrol microbiolégico de los alimentos,
“Determinaciéon de microorganismos coliformes por la técnica de recuento de
colonias” nos da a conocer que el recuento estimado de coliformes totales debe ser
menor a 1 y multiplicado por su factor de dilucion, con el objetivo de evitar riesgos en

la salud del consumidor.
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4.2.5. Andlisis sensorial

Los resultados estadisticos de una prueba Tukey realizada en el programa InfoStat,
dan a conocer que el tfratamiento con mayor aceptaciéon por los catadores es la
muestra nUmero 2, con una codificacion de 762, correspondiente al 1% de
inoculacion. Obteniendo un nivel de aceptacion de 4 (Me gusta) para los atributos

de color, aroma, sabor y textura.

Resultados similares obtuvo (Ddvila, 2012)en su investigacion, "Elaboracion de chicha
de jora y establecer un tipo de envase para promover su consumo en restaurantes
de la ciudad de Riobamba 2012", donde detalla que luego de su fermentacién por
8 dias al readlizar la chicha de jora y aplicar el andlisis sensorial se obtiene como
resultados que no se genera ninguna variacion en el color, mientras que al pasar los
dias el aroma es mds fuerte, debido a la fermentacidén en proceso, el sabor se vuelve
agridulce y la textura es menos viscosa debido a que los sélidos de la bebida al estar

en reposo se van sedimentando.
4.2.6. Andlisis fisicoquimicos del champus
e pH

En los resultados de pH se puede observar que a medida que pasan los dias el pH
disminuye debido al incremento de la temperatura, esto se da en la conservacion a
temperatura ambiente y en conservacion a refrigeraciéon el pH aumenta debido a

que fiene una temperatura baja.

Obtuvo estudios similares (Shuna, 2019) donde en su investigaciéon “Elaboraciéon de
chicha de maiz amarillo duro utilizando diferentes proporciones de levadura
comercial (Saccharomyces cerevisiae) en Pucallpa - Ucayali “, donde indica que la
concentracion de microorganismos en este caso Saccharomyces cerevisiae influyen
en la disminucién del pH en la chicha de maiz, esto debido a que los azucares de
desdoblan para formar alcohol. En esta investigacion, el champus a temperatura
ambiente disminuye sus niveles de pH, debido al mayor niUmero de crecimiento
microbiano, mientras que a temperatura de refrigeraciéon el pH aumenta, porque las

bajas temperaturas impiden el desarrollo de microorganismos.

Resultados similares obtuvo (Pomasqui, 2012), donde manifiesta que un aumento de
temperatura acelerard la fermentacion, esto se debe a que todo organismo tiene un

rango de pH en el que es posible el crecimiento y por lo general tiene un pH dptimo

71



definido, se menciona que en la levadura el pH es de 3 a 6, el crecimiento y la
actividad fermentativa favorecen la mayor parte del fiempo y la actividad

fermentativa a valores de pH mds altos caen significativamente a un pH de 3 a 4.
e °Brix

En los resultados se determind que a temperatura ambiente los brix aumentan, esto
se debe a que el aumento de temperatura acelera la fermentaciéon, por lo que se
desarrolla mayor cantidad de microorganismos que hace que los azducares generen
una fermentacion alcohdlica, mientras que en la temperatura de refrigeracion los brix
disminuyen debido a que la presencia de temperatura es baja y el desarrollo de los
microorganismos es lento, lo que hace que los azicares se degraden de una manera

lenta y el producto final tenga mdas tiempo de vida Util.

Resultados similares obtuvo (Pomasqui, 2012)en su investigacion, en la cual da a
conocer que el mosto de jora es un medio favorable para los microorganismos
naturales presentes en la fermentacion, y a medida que avanza el proceso, la
levadura consume el azUcar, realizando la actividad fermentativa hasta que carezca
azucar como nutriente y forme etanol, lo que hace que la poblacién deje de

aumentar.
e Viscosidad

En los resultados se determina que la viscosidad disminuye conforme pasan los dias,
ya sea a temperatura ambiente y en refrigeracién, esto se da debido a que mientras
va pasando el tiempo la concentracién del almiddn de maiz en esta bebida se vuelve
mdas liquida, lo que quiere decir que su viscosidad disminuye de manera significativa,

dando una aceptacién en el consumidor.

Resultados similares obtuvo (Soria et al. 2017) en su investigacion “Elaboracion de
yogurt a base de soya enriquecido con quinua y camote”, donde manifiesta que, al
anadir quinua y camote al yogurt, le ayuda a mejorar sus caracteristicas reoldgicas y
fisicoquimicas debido a la elevada presencia de almidones a diferencia de un yogurt
comercial, la adicidén de estos alimentos generd una gelificaciéon en la bebida,

brindando una viscosidad éptima.
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e Proteina

El contenido de proteina de esta investigacion es de 0,476% casi similar a los
resulfados obtenido en (Lluglla, 2020) en su investigacion sobre " Desarrollo de una
bebida a base de harina de cana de maiz (Zea mays) y salvado de arroz (Oryza
sativa) con doble fermentacion." en la cual el contenido de proteina del mejor
tratamiento es de 0.714 %, también, en la investigacion de (Alvarado, 2018) sobre
"Caracterizacion del proceso de elaboracion artesanal y en planta de una bebida
fermentada tradicional a base de maiz (Zea mays L.)” en la cual el contenido de

proteina del producto final es de 0,36 %.
4.2.7 Tiempo de vida 0til

Al observar los aspectos fisicoquimicos del mejor fratamiento de la evaluacion
sensorial donde al colocar el champus en envases de vidrio a temperatura ambiente
y de refrigeracion, se obtuvo como resultado que a temperatura ambiente tiene una
duracion de 5 dias, mientras que a refrigeracion durd 13 dias, después de este limite

el producto genera contaminacién y no es apto para el consumo humano.

Resultados similares obtuvo (Ddavila, 2012) en su investigacion, en la cual utiliza dos
tipos de envases para la conservacion de la chicha de jora, obteniendo como
resultados que en el envase de vidrio el producto presenta un tiempo de vida Util

mds extenso a comparaciéon del envase de pldstico que se deteriora a corto plazo.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.CONCLUSIONES

Con base a una investigacion exhaustiva se determind canfidades y
porcentajes de la formulacion base para la elaboracion del champuUs
fradicional y se tomé como punto de partida para trabajar en el proceso de
estandarizacion del champus.

Al aplicar un andlisis de identificacion molecular en la fermentacién del maiz
molido para la elaboracion del champus se obtuvo como resultado que las
levaduras presentes en este proceso fermentativo son: Wickerhamomyces
anomalus, Debarymomyces hansenii, Candida tropicalis y Pichia kluyveri, la
caracterizacién fenotipica y genotipica se realizaron con primers ITS1- ITS4 y
LN1-LN4 que confirman los resultados, dichos datos fueron comparados en la
base de datos NCBI y se evidencid con andlisis investigativos que estas
levaduras son favorables en el proceso de fermentacion ayudando a
mantener el color, aroma, sabor y textura caracteristico de este producto.
Con el andlisis sensorial se pudo determinar que el tratamiento con mayor
aceptacién por el panel de jueces no entrenados fue el tratamiento T2 con
una inoculacion del 1 % de la muestra madre, debido a que presentd los
atributos de color, aroma, sabor y textura adecuados para el paladar de los
jueces en el producto. Por otra parte, al convertir la formulacion tradicional en
una formulacion técnica, se pudo estudiar los andlisis fisicoquimicos del mejor
tfratamiento, donde se determind los valores Optimos para el desarrollo
adecuado de este producto, como el pH que debe mantenerse a 4,83, los brix
a 10,3, la viscosidad a 190,4 mpa’s y la proteina a 0,476 %.

El tiempo de vida Util del mejor tratamiento del champUs a una temperatura
de refrigeracion (4°C) fue de 13 dias, ya que después de este fiempo el
producto excedié los limites microbioldgicos establecidos en la norma NTE INEN

1529-7 del control microbiolégico de los alimentos.



5.2.RECOMENDACIONES

e Investigar sobre fipos y cantidades de conservantes a utilizar en bebidas
fermentadas, especificamente en el champus con el objetivo de alargar el
tiempo de vida Util del producto.

e Desarrollar un envase 6ptimo para conservar el producto final, sin que este
sufra cambios fisicoquimicos y sensoriales, en caso de ser comercializado.

e Redlizar estudios que puedan reemplazar el maiz amarillo por ofro fipo de maiz
y evaluar los efectos que podrian causar en sus atributos sensoriales.

e Redlizar estudios de la bebida fermentada champus con la finalidad de
aumentar proyectos de investigacion y datos importantes de la misma, dando

realce a esta bebida ancestral que hoy en dia se estd perdiendo.
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Anexo 5. Proceso de la fermentacién del maiz molido para la elaboracién del
champus

Figura 22. Proceso de fermentacién a diferentes porcentajes
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Figura 25. Andlisis microbioldgico
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Figura 26. Recuento de mohos y levaduras



Figura 29. Medicion de viscosidad
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Figura 30. Medicién de proteina



