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RESUMEN

En el Ecuador la industria de alimentos y bebidas es una de las industrias mas fuertes
dentro del sector econémico siendo la de mayor potencial de crecimiento la industria de
bebidas alcohodlicas. Al ser Ecuador un pais con multiples microclimas se permite la
produccion de varios productos agricolas entre ellos la yuca (Manihot esculenta) y
zanahoria blanca (Arracacia xanthorriza) los cuales al presentar altos contenidos de
almidones los hacen ideales para la elaboracion de bebidas alcohdlicas destiladas. El
objetivo del presente estudio fue elaborar una bebida alcohdlica tipo vodka a partir de
raices andinas (yuca y zanahoria blanca). Para ello se utilizo un disefio factorial 22 con
puntos centrales en donde se evalud el efecto de la concentracion de la yuca y zanahoria
blanca, y el tiempo de coccion sobre el tratamiento con mayor cantidad de solidos solubles
(Grados Brix) en el mosto de la bebida. Después de realizar un analisis de varianza
(ANOVA) a un nivel de significancia de 0,1 se determind que el mejor tratamiento fue la
combinacién 50% yuca y 50% zanahoria blanca y 40 minutos de coccion.

Palabras clave: yuca, zanahoria blanca, vodka, grados brix, alfa- amilasas,
glucoamilasas.



ABSTRACT

In Ecuador, the food and beverages industry has a major impact in the country’s economic
sector, in which the alcoholic beverages industry has the largest growing potential. Since
Ecuador is a country with multiple microclimates several agricultural products like
cassava (Manihot esculenta) and white carrot (Arracacia xanthorriza) can be easily
produced, and due to their high starch content are suitable to produce distilled alcoholic
beverages. The main objective of this study was to elaborate an alcoholic beverage like
vodka with andean roots (cassava and white carrot). Hence, an experimental design 22
with center points was applied where the amount of cassava, amount of white carrot and
the boiling time were evaluated in the treatment with the highest number of soluble solids
(Brix degree) in the must. After running a Variance Analysis (ANOVA) with a 0,1
confidence level it was determined that the best treatment was the one containing 50% of
cassava, 50% of white carrot boiled during 40 minutes.

Key words: cassava, White carrot, vodka, Brix degree, alpha amylases, glucoamylases.
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INTRODUCCION

En el Ecuador la industria de alimentos y bebidas es una de las industrias mas
fuertes dentro del sector econdmico. En el 2007 se dice que la industria de alimentos
gener0 un alto valor agregado donde la industria de bebidas alcohdlicas ocupa el 52.3%

(Pisco, 2016).

Por otro lado, el PIB del Ecuador en el 2016 fue de 69.321.410 miles de dolares
del cual, tan solo 5°302.942 miles de ddlares (7,65%) fueron por parte del PIB
Agropecuario (MAGAP, 2017). Entre los productos a los que se les toma en
consideracidn para otorgar créditos publicos estan el maiz, arroz, papa, cafia de azUcar,
tomate horticola, cebolla, fréjol, banano, palma africana, café y cacao; sin embargo, los
productos agricolas mas exportados son solo el banano, la palma, el café y el cacao

(MAGAP, 2017).

Aun asi, hay productos que no satisfacen los estandares para ser vendidos en
supermercados o directamente al consumidor por lo que se recomienda procesarlos. Una
forma es utilizarlos como fuente de energia mediante la produccién de bioetanol.
Clementz y otros (2014) realizaron un estudio en Argentina el cual se enfoco en la
optimizacion de fermentacion de etanol a partir de zanahorias de desecho. En este estudio
se utiliz6 como materia prima zanahorias que no satisfacian los tamafios minimos para
ser vendidos, o su valor no compensaba la inversién de la produccién provocando
desperdicio de 50-100 toneladas de zanahoria en Argentina y con valores semejantes en
Latinoamérica. De éste, solo el 10% se destina como alimento para animal y el resto
permanece en el campo deteriorandose. Con el uso de tecnologia microbiana pudieron

generar etanol a partir de esta zanahoria de desecho, lo cual a su vez genera valor agregado
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y trabajo. Este procesamiento también puede aportar a la economia del pais si estos

productos se los lleva al extranjero.

Por lo tanto, se pueden aprovechar estos materiales que muchas veces son
desechados o de los cuales no se ha encontrado una forma eficiente de procesarlos, para
que generen ganancias y no desperdicios. Segun la INIAP (2016) en el Ecuador existen
aproximadamente 30 mil hectareas sembradas de yuca en Manabi, Loja, Santo Domingo
y la Amazonia. Sin embargo, hasta el 2008 la exportacion de yuca decrecié debido a la
subida de precio de la misma. Entre los 10 paises a donde se exporta Estados Unidos
recibe 48%; por lo que, procesar esta materia prima puede ser una alternativa viable para

aprovechar la produccion de la misma (CORPEI, 2009).

Ecuador no solo se cultiva los productos agricolas previamente mencionados,
también existe una gran variedad de frutas, hortalizas, vegetales, cereales y también
tubérculos como el melloco, zanahoria blanca, oca, camote, jicama, entre otros; que tienen
gran potencial agrondmico e industrial. La produccion de raices y tubérculos andinos esta
concentrada en la ecoregion andina del Ecuador y constituyen una fuente importante en
la alimentacidn diaria ya que los tubérculos desde afios atras han sido un factor basico en
la dieta de todos los ecuatorianos. Se dice que en poco tiempo, los cultivos andinos y en
especial los tubérculos, jugardn un papel fundamental en las economias campesinas,
principalmente de subsistencia para asi garantizar la seguridad alimentaria (EI Agro,

2016).

De acuerdo a Scott y otros (2000) para el 2020 las raices y tubérculos
desempefiardn papeles econdmicamente importantes y diversificados en los sistemas
alimentarios de los paises en desarrollo. Los autores mencionan que en las siguientes dos

décadas se vera un incremento en las tasas de crecimiento del area sembrada de yuca y
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otros tubérculos, asi como el rendimiento se vera impulsado por la introduccion de nuevas
variedades de alto rendimiento y resistente a enfermedades; este incremento de la
produccion de los tubérculos permitirdn precios mas bajos de comercio y por lo tanto,

menores costos de los productos elaborados y procesados.

En el Ecuador en el 2012 se plante6 el Impuesto a los Consumos Especiales el
cual incrementd a $6 por litro de alcohol puro para todos los productos; sin embargo en
junio del 2012 el Comité de Comercio Exterior impuso nuevas restricciones a las bebidas
alcoholicas. Estas restricciones beneficiaron a la industria local aumentando su volumen

de ventas debido a precios comparativamente mas bajos (Zavala, 2015).

En el pais gracias a estas restricciones de productos importados se logré que el
consumidor ecuatoriano se fije mas en la industria local por lo que esta seccién de
mercado seguira ampliandose, siendo una oportunidad para nuevos emprendimientos y

productos de alta calidad (Pisco, 2016).

La produccién de etanol se realiza a partir de la fermentacion de azUcares simples
o0 almidones que sean hidrolizables (Ajibola , Edema, & Oyewole, 2012). De acuerdo a
la Norma INEN 0369 (2015) el vodka es una bebida alcoholica obtenida a partir de la
fermentacion de papas, cereales, ambos u otros productos vegetales que después de la
destilacion, redestilacion, rectificacion quede sin caracter, aroma o gusto distintivo. Este
tipo de bebida alcohdlica debe ser translucida, con un minimo del 36% alcohol por
volumen (ABV), un maximo de 10mg/100cm? de metanol, un maximo de 0,5mg/100cm?
de alcoholes superiores (isopropanol, propanol, isobutanol, isoamilico y amilico) y libre

de furfural.

En este caso, la yuca (Manihot esculenta) contiene almidones altamente

hidrolizables lo que facilita el proceso de fermentacion para las levaduras. Esto a su vez
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permite que la produccion de alcohol sea més eficiente debido a que se aprovecha mas
cantidad de azUcares presentes en la yuca (Morgan & Choct, 2016). Por otro lado, la
zanahoria blanca (Arracacia xanthorrhiza) contiene alrededor de 10-25% vy es altamente

digestible, lo cual contribuye en el proceso de fermentacion (Hernandez & Leon, 1994).

El almidon esta formado por dos diferentes polimeros de glucosa: la amilosa y la
amilopectina. La amilosa posee una estructura lineal en la cual las unidades de glucosa
estan enlazadas por medio de enlaces a (1- 4). En contraste, la amilopectina posee una
estructura ramificada donde las unidades de glucosa en su mayoria estan enlazadas por
enlaces o (1- 4) y con algunas uniones a (1- 6). La estructura ramificada de la
amilopectina esta dada cada 15 a 25 unidades de glucosa (Hernandez-Medina, Torruco-

Uco, Chel-Guerrero, & Betancur-Ancona, 2008).

Estos dos polimeros forman una estructura en capas alternadas de regiones
amorfas y cristalinas de baja y alta densidad. La amilosa y amilopectina estan densamente
empaquetados por medio de puentes de hidrogeno intra e inter molecular, conformando

un estado policristalino que permite que sean insolubles en agua (Martin & Lopez, 2009).

Existen tres tipos de hidrolisis del almidén: fisica, quimica y enzimatica. La
hidrdlisis enzimética (proceso utilizado para este estudio) consiste en la utilizacion de
enzimas como catalizadores para romper las moléculas que componen el almidén
obteniendo azucares mas simples como glucosa, dextrinas, fructuosa y demaés. Las
enzimas mas utilizadas para este proceso son las a-amilasas las cuales desdoblan el
almidon en glucosa y maltosa; esta enzima hidroliza a los almidones en dextrinas

reductoras (Herrera & Meers, 2013).

Cabe recalcar que, la hidrolisis enzimatica del almidon posee tres etapas

sucesivas: gelatinizacion, licuefaccion o dextrinizacion y sacarificacion. La etapa de
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gelatinizacion sucede cuando el almiddn es calentado con exceso de agua ya que se
produce una difusion del agua dentro del granulo de almidén, una hidratacion e hinchazén
del almidon, la pérdida de birrefringencia y la pérdida del orden de regién cristalina del
almidon. Siguiente a esta etapa se produce la licuefaccion del almidén gelatinizado,
gracias a este almidon transformado se obtiene una disminucion rapida de la viscosidad
por la hidrdlisis parcial de los almidones por medio de enzimas amilasas. En esta etapa
se producen polisacaridos de longitud intermedia (dextrinas, maltosa). Finalmente, al
tener disponibles los polisacaridos de longitud intermedia se produce la sacarificacion, en

la cual se completa la hidrdlisis total del almidén a glucosa (Cruz, 2012).

Una vez que el almidén ha sido sacarificado, este puede ser hidrolizado
facilmente. Para la hidrolisis del almidon se requiere de enzimas especificas (Collares, y
otros, 2012). El almiddn se puede hidrolizar en dextrinas y glucosas pero requiere de la
o-amilasa la cual rompe los enlaces a-1,4 glicosidicos en la amilopectina y amilosa.
También se forman oligosacéridos (dextrinas) que deben hidrolizarse (Smith & Morton,
2010). Para romper el resto de enlaces y obtener el mayor porcentaje de glucosa se utiliza
glucoamilasas, con la cual se puede incrementar de 30% a 50% los azUcares hidrolizados

(Collares, y otros, 2012).

Con moléculas de glucosa libres disponibles y bajo ciertas condiciones puede
darse la fermentacion alcohdlica por las levaduras. La fermentacion alcohodlica es un
proceso para obtener energia que ocurre en ausencia de oxigeno por microorganismos
anaerobicos como las levaduras. En este proceso la glucosa, en presencia de ciertas
enzimas, se transforma en piruvato y luego este es hidrolizado en etanol y dioxido de
carbono. Este proceso libera energia quimica que luego es utilizada por las levaduras
(Barnett, 2003). La levadura mas utilizada para este proceso a nivel industrial es

Saccharomyces cerevisiae por su alta tolerancia a grado alcohdlico, con respecto a otras
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levaduras, y su bajo pH que permite evitar crecimiento de otros microorganismos no
deseados. También, se ha observado que utilizar otras levaduras puede incrementar la
produccion de etanol, pero el género S. cerevisiae es el mas comdn (Yang, Liu, & Zhang,

2007).

El objetivo del presente estudio fue elaborar una bebida alcohdlica destilada tipo
vodka con 39% alcohol por volumen (ABV) a partir de yuca y zanahoria blanca mediante
la identificacion de la mejor combinacion de yuca y zanahoria blanca, en base a la mayor
cantidad de grados brix del mosto previo a la fermentacion, los cuales son un indicador

del grado alcohdlico que va a tener el producto final después de la fermentacion.
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METODOLOGIA

Materia Prima
Zanahoria Blanca

La zanahoria blanca (Arracacia xanthorriza Bancroft) forma parte del grupo de
raices y tubérculos que se cultivan en la region andina de Ecuador, Perl, Venezuela,
Colombia y Brasil. En el Ecuador se la conoce como zanahoria blanca mientras que, en
paises como Per y Colombia se la llama arracacha, racacha o virraca. En Venezuela en
cambio se la conoce como apio criollo y en Brasil como mandioquinha-salsa, batata baroa

0 batata salsa (Mazon, Castillo, Hermann, & Espinosa, 1996).

La zanahoria blanca es una raiz con alto valor nutricional, su mayor componente
son los carbohidratos totales (27,04%) de los cuales 18,45% son almidones y 0,6% es
fibra, contiene bajas cantidades de grasa (0,1%) y 1,25% de proteinas. Esta raiz contiene
19mg de calcio, 0,9mg de hierro 31mg de vitamina C en 100g de zanahoria blanca

(FUNIBER, 2005).

Yuca
La yuca (Manihot esculenta) es uno de los tubérculos més tradicionales de los

Andes, se caracteriza por su valor nutritivo ya que contiene entre 30-50% de
carbohidratos, calcio, vitamina C, complejo B y fésforo, por lo que se consume
considerablemente en el pais (INIAP, 2016). En el Ecuador se estima que existe una
produccion 27 mil a 30 mil hectareas de yuca sobretodo en regiones como Manabi, Loja,
Santo Domingo y la Amazonia. Debido a su alto contenido de carbohidratos se han hecho
varios estudios sobre la obtencion de etanol y bioetanol a partir de la yuca. El rendimiento
de este Gltimo fue de méas del 50% en un estudio hecho en el 2014, gracias a la

implementacion de alfa-amilasas y glucoamilasas (Pervez, 2014). De igual manera, para
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la produccion de etanol se aplicd hidrolisis enzimatica con la cual se pudo obtener un
rendimiento del 40% al utilizar alfa- amilasas, amiloglucosidasas y pectinasas (Collares

R. M., 2012).

Sin embargo, se ha determinado que su procesamiento es crucial para poder
consumirla debido a su contenido cianuro el cual es tdxico en humano y animales.
Algunas formas de liberar este compuesto de la pulpa es mediante coccion, fermentacién
de la pulpa cruda, remojo (aunque se ha visto que no es muy efectivo), desintegracion del

tejido, secado y molienda (Hahn, Reynolds, & Egbunike, 1988).

Equipos y Reactivos

Equipos
Para la elaboracién de la bebida alcohdlica a partir de yuca y zanahoria blanca se

utilizaron utensilios de la cocina experimental y equipos del laboratorio de analisis de

alimentos de la Universidad San Francisco de Quito; descritos en la Tabla 1.

Tabla 1: Descripcion de equipos utilizados en la elaboracién del producto

Equipos Modelo Caracteristicas
Mettler Toledo ) o
Balanza Semianalitica Capacidad minima 0,59
Modelo PB3002-S Capacidad méaxima 3100g

Termometro de Mercurio -- --

Refractémetro Fisher Scientific 0°Brix — 30°Brix
Oster ]
Batidora de Inmersion 2 velocidades
SKU 2616-53 Motor 250W
Hidrometro — ThermoCo 20% - 40% proof

Alcoholimetro

Rotavapor Buchi
Destilador Condensador diagonal
R 11230 A
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Procedimiento

La elaboracion de la bebida alcohdlica constd de dos partes principales: la
preparacion del mosto y la destilacion del mismo. El flujograma completo de la

elaboracion del producto se encuentra en el anexo A.

Preparacion del Mosto

e Recepcién y almacenamiento de materia prima

La zanahoria blanca y la yuca fueron almacenadas en refrigeracion (4°C)
para aumentar su vida de anaquel sin causar dafios por frio ya que puede
provocar que la materia prima sufra dafio celular interno y externo y se

aumente la susceptibilidad a pudriciones (Kitinoja & Kader, 1995).

e Lavado vy desinfeccién de la materia prima

Tanto para la yuca como para la zanahoria blanca se realizdé un primer
lavado con agua potable para quitar la materia organica extrafia a estas
(tierra, suciedad) para asi, desinfectar con hipoclorito de sodio con 5ppm
de cloro residual. Despues a esto se volvid a lavar con agua potable para
quitar cualquier residuo de cloro que pueda haber quedado en la materia

prima (OPS, 2013).

e Pelado vy cortado

Para la zanahoria blanca, al tener una cascara mas delgada, se pel6 con
ayuda de un pelador de papas y se corto a la raiz en forma de rodajas de
1cm de ancho para que en el proceso de coccion se dé de manera uniforme.
En el caso de la yuca, se pel6 con cuchillo ya que su cascara es mas gruesa;
igual que con la zanahoria blanca esta fue cortada en rodajas de 1cm para

una coccion homogénea.
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Coccidn

Un factor del disefio experimental fue el tiempo de coccion de las
diferentes unidades experimentales en la cual se aplicaron tiempos desde
32,93 minutos hasta 47,07 minutos de coccion. Para la coccion de la
materia prima se utilizé ollas pequefias y una hornilla mediana con llama
alta. La relacion materia prima y agua para este proceso fue de 1:2. La
coccién de la yuca y zanahoria blanca es uno de los procesos més
relevantes del producto ya que permite gelatinizar los almidones para que
luego las enzimas puedan actuar de sobre estos y liberar glucosa (Collares

R. M., 2012).

Trituracion de mezcla

Dentro de la misma olla y a fuego bajo se trituré la mezcla con ayuda de
una batidora de inmersion Oster hasta obtener una pasta homogenea;
aproximadamente 5 minutos a la velocidad mas alta. Luego de tener una
mezcla triturada se agrego la enzima GAMALPHA SPEZIAL (alfa-
amilasa termoestable) 150mL/ton manteniendo una temperatura de 85°C
con un pH de 6,3 hasta observar que por medio de la prueba de lugol esta
sea negativa (color amarillento); ademas se midi6 grados Brix para
comprobar que se esté produciendo la sacarificacion de los almidones

(Collares, y otros, 2012).

Al resultar la prueba de lugol negativa, se retird la mezcla de la hornilla y
se la dej6 enfriar hasta los 55°C para agregar la enzima GAMMADEX
CAL (glucoamilasas) la cual completara el proceso de sacarificacion. Cabe

recalcar que las enzimas utilizadas para este proyecto de titulacion fueron
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proporcionadas por la empresa Granotec Ecuador; fichas técnicas de las

respectivas enzimas se encuentra en el anexo By C.

Fermentacién

Una vez completa la sacarificacion de los almidones de la mezcla se bajo
la temperatura hasta 30°C para colocar las levaduras (Saccharomyces
cerevisiae); el mosto fue colocado en un recipiente de vidrio cerrado a

30°C por dos dias.

Destilacion del Mosto

Filtrado de mosto

Pasados los dos dias de fermentacion se filtrd el mosto fermentado para
retirar cualquier particula grande que haya quedado de la yuca o la
zanahoria blanca. Para este paso se utiliz6 una tela delgada y limpia de

lino.

Destilacién Mosto

El liquido filtrado se destilo en un Rotavapor Buchi (destilacion con vacio)
el cual permite destilaciones de una sola etapa. Este método permite la
evaporacion y condensacion de disolventes utilizando un matraz de
evaporacion rotativo bajo vacio permitiendo asi incrementar el
rendimiento del producto (Buchi, 2012). La destilacion se realiz6 a
300mmHg por aproximadamente 45 minutos a 85°C.

Dilucion

Una vez obtenido el producto destilado, se midi6 el grado alcohélico (GA)
con un hidrémetro — alcoholimetro 20-40% proof. Con esta informacion

se obtuvo la cantidad necesaria que se debié afiadir de etanol neutro
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rectificado al 96% abv y agua desmineralizada para obtener un producto

final de alcohol con 39% abv a partir de un balance de materia que se

describe a continuacion.

A: Agua
desmineralizada 0%
ABV.
D: Producto Final
B: Producto Mezcla Alcohdlica (Vodka)
Destilado 14% ABV 39%ABV

C: Alcohol neutro
rectificado 96%ABV

Figura 1:Balance de Materia para mezcla alcohdlica

En la cual, para obtener el volumen necesario de alcohol neutro rectificado
(V) se necesitara del volumen y concentracion del producto destilado de
yuca y zanahoria blanca (V3 y Cg), el volumen y concentracion deseado

del producto final (V,y Cp) y el grado alcohdlico del alcohol neutro

rectificado (C).

_CpVp —CpVp
V= C

. 0,39V, — 0,14V,
¢~ 0,96

Ecuacion 1: Obtencién volumen alcohol neutro rectificado- Mezcla Alcohdlica
Mientras que para calcular la cantidad de agua desmineralizada (V,) a
afiadir en el producto final se debe restar del volumen deseado en el
producto final (V) del volumen del producto destilado de yuca y
zanahoria blanca (V) junto con el volumen del alcohol neutro rectificado
(V); tal como se muestra en la siguiente ecuacion.

Va=Vp—-Vp—-V¢
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Ecuacién 2: Obtencion volumen agua desmineralizada - Mezcla Alcohdlica

e Envasado
El envasado de la bebida alcohodlica tipo vodka se debera realizar en
botellas de vidrio de 750mL (presentacion convencional en el mercado),
este material evitara que exista migraciones de olores y sabores extrafios
del medio ambiente al producto y viceversa, ademas de que en este tipo de
envases se conservan de mejor manera los aromas caracteristicos que

contiene el producto (Cervera, 2003).

Disefio Experimental
Para el desarrollo de la bebida alcohdlica destilada a partir de yuca y zanahoria

blanca se estudiaron dos factores relevantes dentro del proceso del producto. El factor
estudiado fue la cantidad de yuca y zanahoria blanca con la que se elabor6 la bebida
alcohdlica, y el tiempo de coccion de la misma. Para lo cual, se aplic6 un Disefio Factorial
22 con 3 puntos centrales (repeticiones), en donde se evaluaron 7 unidades experimentales
por medio de un andlisis de varianza ANOVA. En la Tabla 2 se muestra a detalle los

factores con sus respectivos niveles y la variable de respuesta analizada.

La aplicacién de un disefio factorial con puntos centrales permite conocer si los
efectos de los factores estudiados siguen una relacion de linealidad o si el modelo del
disefio puede ser representado con una funcién cuadratica. Adicional a esto, los puntos
centrales en un disefio factorial 2 permiten obtener una estimacion independiente del
error y permiten realizar réplicas en determinados puntos del disefio los mismos que
ofreceran proteccion contra la curvatura de los efectos de segundo orden; es decir, las
réplicas en los puntos centrales no afectaran las estimaciones usuales de los efectos en

este tipo de disefios (Montgomery, 2013).
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Tabla 2: Detalles del Disefio Experimental

Factor

Niveles

Variable de Respuesta

Bajo: 14,64%

Cantidad Yuca* Central: 50%

Alto: 85,36%

Bajo: 32,93 minutos

Tiempo de Coccion Central: 40 minutos

Alto: 47,07 minutos

Grados Brix del Mosto

* Se completod con zanahoria blanca para llegar al 100% de mezcla.

Las 7 unidades experimentales se realizaron en distintos dias pues la fermentacion de

la bebida alcohdlica durd 2 dias y al momento de realizar la destilacién, los equipos no

cuentan con grandes capacidades de volumen. En la tabla 3 se presenta la aleatorizacion

de las unidades experimentales que fue utilizado para el desarrollo del disefio

experimental.

Tabla 3: Aleatorizacion de unidades experimentales

Num_ero Aleatorizacion | Cantidad de Yuca (%0)* Tl_e:mpo ,
Corrida Coccién (min)
1 1 14,64 Yuca 32,90
2 5(C) 50,00 Yuca 40,00
3 2 14,64 Yuca 47,07
4 4 85,36 Yuca 47,07
5 7(C) 50,00 Yuca 40,00
6 3 85,36 Yuca 32,93
7 6 (C) 50,00 Yuca 40,00

(C): representa los puntos centrales del disefio experimental.

* La diferencia para el 100% sera completado con Zanahoria Blanca
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Andlisis Fisico - Quimicos

Determinacion de Grados Brix

La determinacion de sélidos solubles se realizd mediante un refractémetro
Fisher Scientific de 0° - 30°Brix por medio del método oficial de la Norma INEN-
ISO 2173 (2013). El principio de esta medicion se basa en el paso de luz a través
de una concentracion de solutos en el instrumento a 20°C, ya que el indice de
refraccion se correlaciona con la cantidad de sdlidos solubles de la muestra. Para
la determinacion de solidos solubles del producto que se elabor6, se colocd una
gota sobre el cristal y se leyd el resultado en porcentaje de acuerdo a la marca

producida por el instrumento (Kruss, 2013).

Anélisis de Metanol

El andlisis de metanol en bebidas alcohdlicas es de suma importancia ya
que si estas bebidas presentaran altos niveles del compuesto podrian ocurrir
riesgos para el consumidor como: intoxicacion, afectaciones al sistema nervioso
central, afectaciones oculares, afectaciones gastrointestinales o incluso la muerte

(Roldan, Frauca, & Duefias, 2003).

De acuerdo a la Norma INEN 0347 (2015) la determinacion de metanol
deber ser por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) en bebidas
alcoholicas destiladas. La prueba se basa en la oxidacién de metanol en metanal
(formaldehido) por accion del permanganato de potasio en presencia de &cido
fosforico, el metanal reacciona en un medio acido dado por el acido cromotropico
formando un compuesto puarpura el mismo que sera observado en el

espectrofotdmetro a 575nm (INEN 0347, 2015).
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Determinacion de Grado Alcoholico

Para la determinacion del grado alcohodlico de la bebida alcohdlica
destilada a partir de yuca y zanahoria blanca se realizd por medio del método
oficial de la Norma INEN 0340. EI método consiste en realizar una destilacion
simple de la bebida alcohdlica y determinar el contenido de alcohol etilico a partir

de la lectura dada por un alcoholimetro calibrado a 20°C (INEN 0340, 2014).

Cabe recalcar que el contenido de alcohol etilico es la relacion entre el
volumen del alcohol etilico o también llamado etanol contenido en una mezcla
hidroalcohélica medido a una temperatura de 20°C y el volumen total de la mezcla
medido a la misma temperatura, el grado alcohdlico se expresa en porcentaje

(INEN 0340, 2014).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados Disefio Experimental

Para el andlisis estadistico de este trabajo experimental se utiliz6 el programa
estadistico MINITAB 17; ademas, se fijo un nivel de confianza del 90% ya que la
elaboracion de la bebida alcohdlica destilada de yuca y zanahoria blanca presenta
variabilidad en varias partes del proceso como: materia prima, accion de enzimas,
destilacion.

Antes de realizar el andlisis de varianza (ANOVA) se realizaron las distintas
pruebas de residuos para comprobar que los datos obtenidos cumplan con los tres
supuestos que requiere el andlisis de varianza para ser robusto. Para comprobar el
supuesto de normalidad se realizo la prueba de Anderson — Darling el cual presenta un
valor AD de 0,359 y un valor P de 0,337 (mayor al nivel de significancia de 0,10) el cual
menciona que no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar la hipotesis nula de
que los datos siguen una distribucion normal por lo que el supuesto de normalidad se

cumple.
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Grafica de probabilidad de Brix Inicial
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Figura 2:Probabilidad Normal para Brix Inicial
Para el caso del supuesto de igualdad de varianzas, al conocer que los datos siguen
una distribucion normal se realizd la prueba de Bartlett en donde el valor P para los dos
factores es mayor al nivel de significancia propuesto (0,10) por lo que no existe suficiente
evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula de que en los datos existe igualdad

de varianza; el segundo supuesto de ANOVA se cumple.

Prueba de varianzas iguales: Brix Inicial vs. Coccion

Prueba de Bartlett
Valor p 0,293

32,900 P |

39,985 H

Coccion

47,070 |- i

(] 20 40 60 80 100 120 140
Intervalos de confianza de Bonferroni de 90% para Desv.Est.

Figura 3: Igualdad de Varianzas para Brix Inicial vs. Factor Coccion
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Prueba de varianzas iguales: Brix Inicial vs. Yuca

Prueba F
Valorp 0,691

50,000 H

Yuca

85,356 }0 I

0 5 10 15 20 25
Intervalos de confianza de Bonferroni de 90% para Desv.Est.

Figura 4: Igualdad de Varianzas para Brix Inicial vs. Factor Yuca

Para comprobar el tercer supuesto de ANOVA se realiz6 un anélisis de
autocorrelacion en cual permite determinar si existe relacion entre las observaciones del
experimento. Al no tener rectas que sobrepasen los limites (lineas rojas) se comprueba
que el experimento se dio de forma aleatoria y por lo tanto el supuesto de independencia

se cumple.

10

038
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0,2
0,0

-0,2

Autocorrelacion

-0,6

-08

-10

Desfase

Figura 5: Autocorrelacién para Brix Inicial
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Una vez comprobado el cumplimiento de los tres supuestos que exige ANOVA,
se puede asegurar que las conclusiones que se obtengan del analisis de varianza seran
correctas y respaldadas por la teoria estadistica detrds del analisis de varianza

(Montgomery, 2013).

Siendo el valor P del porcentaje de yuca menor al nivel de significancia propuesto
se concluye que esta variable produce un efecto significativo sobre la variable de
respuesta. Por lo tanto, la cantidad de yuca y zanahoria blanca ejercen una influencia
sobre los grados brix iniciales de la bebida alcohdlica a un nivel de significancia del
0,10%. EIl diagrama de Pareto (ilustracién 6) a continuacion confirma que el factor yuca
es estadisticamente diferente.

Para la fuente curvatura el valor P es menor al nivel de significancia (Valor P =
0,010) por lo que se concluye que por lo menos un factor tiene una relacion curva con la

respuesta.

En cuanto al resumen del modelo se obtuvo un valor S de 0,577350, valor que
permite evaluar qué tan bien el modelo describe la respuesta; el valor bajo de S menciona
que tan bueno sera descrita la respuesta por el modelo en este estudio. Ademas, se obtuvo

un R-cuadrado del 98,58% que describe un buen ajuste del modelo a los datos.

Tabla 4: Andlisis de Varianza para Grados Brix Inicial

Fuente GL | SC MC Valor F | Valor P
Ajustados | Ajustados

Modelo 4 46,1905 11,5476 34,64 0,028
Lineal 2 12,5000 6,2500 18,75 0,051
Porcentaje Yuca (A) 1 12,2500 12,2500 36,75 0,026
Tiempo Coccion (B) 1 0,2500 0,2500 0,75 0,478

Interacciones de 2 factores | 1 0,2500 0,2500 0,75 0,478
A*B 1 0,2500 0,2500 0,75 0,478
Curvatura 1 33,4405 33,4405 100,32 0,010

Error 2 0,6667 0,3333

Total 6 46,8571
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Tabla 5: Resumen del Modelo del Analisis de Varianza para Grados Brix Inicial
S R-cuad. | R-cuad. (ajustado)

0,577350 | 98,58% 95,73%

Tabla 6: Coeficientes Codificados

Término Efecto |Coeficiente EE (_jel Valor T | Valor P VIF
Coeficiente
Constante 11,250 0,289 38,97 0,001
Yuca -3,500 -1,750 0,289 -6,06 0,026 1,00
Coccion -0,500 -0,250 0,289 -0,87 0,478 1,00
Yuca*Coccion | -0,500 -0,250 0,289 -0,87 0,478 1,00
Punto Central 4,417 0,441 10,02 0,010 1,00

Brix Inicial=13,14-0,0096 Yuca+0,0146 Coccién—0,00100 YucaxCoccién+4,417 Punto
Central
Ecuacién 3: Ecuacién de regresion en unidades no codificadas

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Brix Inicial; ot = 0,1)

Término 2,920

T
[ Factor Nombre

A Yuca
B Coccion

0 1 2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

Figura 6: Diagrama de Pareto para Brix Inicial

Siendo el porcentaje de yuca el Unico factor estadisticamente significativo se observa
que en la ilustracién 7 el punto central (50% yuca, 40 minutos de coccidn) proporciona
mayor cantidad de grados brix iniciales del mosto con respecto a los demas tratamientos

estudiados.
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Con este disefio se puede estudiar si existe o no relacion entre el porcentaje de yuca
(fuente de almidon) y el tiempo de coccion (factor que influye en gelatinizacion) para
obtener el mayor grado Brix inicial del mosto, de manera eficiente. Como se observo en
la ilustracién 7, el punto central (50% de yuca, 40 minutos) es el tratamiento que mayor
grados brix proporciona al mosto. Los resultados indican que solo el porcentaje de yuca
afecta significativamente y ya que el mayor grado brix se da cuando se utiliza 50% de
yuca, esta es la cantidad 6ptima para el proceso. Por otro lado, a pesar de que las corridas
2 y 4 utilizan aproximadamente 85% de yuca, su grado de Brix es menor. Esto puede
entenderse porque al haber mas materia pero con el resto de factores como la temperatura
de coccidn constante en todos los tratamientos, el punto de gelatinizacion no se alcanzé

y es lo que se refleja en el brix inicial (Lund & Lorenz, 2009).

Grafica de interaccion para Brix Inicial
Medias ajustadas
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Figura 7: Gréfica de Interaccién para Brix Inicial

Ademés de los resultados obtenidos en el disefio experimental, se realizd la
ilustracion 8 que permite observar la variacion de grados Brix en los procesos de la

elaboracion de la bebida alcohdlica destilada. La ilustracion 8 muestra que después de
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la coccion de las raices la cantidad de brix aumenta a aproximadamente el doble con
respecto a la cantidad de brix que tienen las materias primas crudas. El siguiente proceso
en el que la cantidad de brix aumenta considerablemente es después de la adiccion de las
enzimas a-amilasas las cuales rompen los enlaces glicosidicos a 1-4 para producir
maltosa, oligosacaridos de diferentes tamafios y dextrinas. Por ultimo, las glucoamilasas
liberan las moléculas de glucosa de estos oligosacaridos (Herrera & Meers, 2013).

A los dos dias de fermentacidn (48h) la cantidad de sélidos solubles disminuye en
promedio 70%; que permiten corroborar que las levaduras consumen este

porcentaje de azUcares presentes en el mosto para la produccién de alcohol.

2Brix en Procesos Bebida Alcohdlica
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Coccién

Procesos Bebida Alcohdlica
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e Tratamiento 5 e Tratamiento 6 === Tratamiento 7

Figura 8: Comportamiento de Grados Brix durante elaboracion producto
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Analisis de Metanol

Este anlisis es de suma importancia debido a la toxicidad del compuesto. Existen
reportes en todo el mundo de intoxicaciones y muertes a causa de la ingesta del mismo
en bebidas alcohdlicas. En el 2014 se reportaron brotes de intoxicacion en Kenia, Turquia,
Ecuador, Noruega y demés. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) pasados
los 500mg/l de metanol en la sangre se puede dar una intoxicacion severa, los sintomas
incluyen debilidad, pérdida de conciencia, ceguera, vomito y demas; y niveles sobre
1500mg/l, la muerte. Sin embargo, se ha reportado que muchos de estos casos se han dado
por adulteracion de las bebidas con metanol para abaratar costos, y no por formacion
natural del compuesto (Ohimain, 2016).

Hay varios procesos por los cuales se produce el metanol, el mas antiguo y
complejo es por destilacion de la madera. Pero también se puede producir durante la
fermentacion alcoholica. A pesar de que en este proceso participan las levaduras S.
cerevisiae, si hubiera otros organismos productores de metanol presentes podria verse
formacion de metanol y otros compuestos. Se ha observado también que sustratos ricos
en pectina durante la fermentacion pueden resultar en la formacién de metanol. La
presencia de metanol se ha observado en bebidas fermentadas elaboradas a partir de

banano, ciruela, mangos y pera (Ohimain, 2016).

Existen diferentes metodologias para detectar la cantidad de metanol en bebidas
alcohdlicas, incluso pruebas instantdneas que detectan niveles bajos de metanol. Por
cuestion de tiempo y disponibilidad de reactivos en este estudio se envié una muestra a
un laboratorio externo para que se realice la prueba. Segun la Norma INEN 369 el nivel
méaximo de metanol permitido en Vodka es de 10mg/100cm?; y el resultado dio menor a
2mg/100cm?® (véase el Anexo 1). Aun asi, este analisis debe ser realizado en cada lote para

garantizar que el producto es seguro para consumir.
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Analisis Sensorial

En lo que se refiere a la evaluacion sensorial de la bebida alcohdlica destilada, se
propone a continuacion dos tipos. EI método va a depender de lo que se desee estudiar, 0
del enfoque que se le quiera dar al producto en el mercado; por ejemplo: un bebida

comercial menos costosa o una bebida de alta calidad con un mayor costo.

Consumidores

Para el caso de recibir la retroalimentacion y opinién de los consumidores del
producto se desarrollaran pruebas de preferencia con escalas hedonicas, las mismas que
permiten traducir las preferencias de las personas que lo van a adquirir y la aceptacion
global que tendran en relacion al producto en atributos bien definidos (Ramirez - Navas,

2012).

En el analisis sensorial, se aplicara el uso de una escala heddnica textual de 7
puntos para conocer el nivel de agrado y el grado de aceptacion que tienen los
consumidores frente a la bebida alcohodlica destilada de yuca y zanahoria blanca; la
aceptabilidad de un producto en la mayoria de los casos indica el uso real del producto,

es decir, su compra y consumo (Watts, Ylimaki, Jeffery, & Elias, 1989).

Para un mejor analisis estadistico posterior se sugiere que se evallen dos muestras:
la bebida alcohdlica destilada de yuca y zanahoria blanca con un producto del mercado
con caracteristicas similares al producto realizado; se recomienda comparar la muestra
con el vodka Iceland el cual contiene alcohol a base de cereales. Los dos productos a
evaluar se deberan diluir con jugo de uva (relacion 1:1) el cual sera el vehiculo para que
el consumidor evalUe las muestras; estas se serviran a 4°C en volumenes de 30mL (Tepepa

& Lopez, 2012). El utilizar el jugo de uva como vehiculo a dicha temperatura permite que
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se presente el producto en condiciones similares a las que normalmente el consumidor lo

hara con el producto (vodka) (Espinosa, 2007).

La ejecucion de la evaluacion sensorial se realizara a 70 personas entre hombres
y mujeres en cabinas individuales que tengan buena iluminacion, paredes de color neutro
(blanco o blanco hueso), adecuada ventilacion y libre de ruidos molestos; factores que
ayudaran a disminuir las variaciones de errores y a mejorar la sensibilidad en la prueba

realizada (Dominguez, 2007).

Por otro lado, las muestras deberan estar codificadas con tres nimeros aleatorios
para evitar cualquier tipo de tendencia del consumidor hacia alguna muestra. Estas
deberan ser presentadas en recipientes idénticos (vasos pequefios de polipropileno
transparentes) colocados en bandejas de poliestireno junto con servilletas y un vaso de
agua que permitird limpiar el paladar entre cada muestra. A cada consumidor se le
entregard un cuestionario en el cual debera evaluar en pardmetros como: olor, sabor,
apariencia y una aceptacion general del producto. Dentro del cuestionario se puede incluir
una pregunta de intencion de compra para tener una opinion directa del cliente sobre el

producto, posible demanda que tendra el producto (Ramirez - Navas, 2012).

Previo a la entrega de las muestras se deberd presentar un consentimiento
informado a cada uno de los evaluadores para asegurar que el producto (vodka) no
producird ningun tipo de mal estar a quienes desarrollen la prueba y que confirman ser
mayores de edad; en la seccion de anexos se exponen el consentimiento informado y el

cuestionario propuesto (anexo Fy G).
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Jueces Entrenados

Cuando se habla de bebidas alcohdlicas, la bebida més estudiada ha sido el vino
debido a que sus atributos son un indicio de calidad y por lo tanto reconocimiento y costo.
Sin embargo, en la actualidad se realiza cata de cerveza y de bebidas espirituosas donde
se evalla, al igual que en el vino, olor, color y sabor (Carmer, 2011). Para la evaluacién
del producto de estudio se sugiere realizar una prueba descriptiva la cual provee una
descripcion completa del producto y permite determinar correlaciones entre ingredientes
y variables en procesos de produccion mediante el analisis de diferentes atributos. Dado
al tipo de andlisis la evaluacion debe ser realizada por jueces entrenados (Da Silva, y
otros, 2014). Productos como vodka u otras bebidas espirituosas son altamente
purificadas y con pocos aromas, pero por esto mismo el alcohol en el producto puede
afectar la deteccion de las caracteristicas de los atributos. Asi, esta prueba debe ser
realizada por panelistas entrenados y entre mas panelistas participen, se reduce el error
gue puedan cometer sobretodo porque el contenido de alcohol puede cansar a los sentidos
y afectar los resultados (O'Sullivan, 2017). Se sugiere que participen 10 panelistas en este

tipo de evaluaciones (Délérisa, y otros, 2014).

Algunos autores sugieren que al igual que con el vino, se debe evaluar el color del
producto donde lo caracteristico en las bebidas espirituosas es su transparencia. Para
identificar la calidad del producto se inicia oliendo el destilado en un vaso con gran
espacio de cabeza cubierto para retener compuestos volatiles, donde al destaparlo estos
se van a liberar. Después se prueba el producto donde se detecta la sensacion en la boca
y sabores desagradables, los cuales son comunes en destilados de baja calidad. El
producto debe estar a temperatura ambiente (20 °C) dado que el calor puede provocar la
liberacién de compuestos aromaticos, y una temperatura baja puede hacerlos dificil de

detectar (O'Sullivan, 2017). Y las mismas condiciones en cuanto a la temperatura del
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ambiente, cabinas y ventilacién mencionadas en la evaluacion con consumidores, debe

cumplirse.

En particular, para realizar la evaluacion con el olfato la muestra debe la bebida
espirituosa diluida con agua a un nivel de 20-23% abv en copas de vidrio transparentes
tapadas, pero para la prueba de sabor se debe servir 5mL en vasos de 70mL de capacidad
a temperatura ambiente (Délérisa, y otros, 2014). En bebidas como whisky o ron, las
cuales son afiejadas para obtener aromas y color, se evalta la intensidad y el tipo de aroma
presente (O'Sullivan, 2017). Sin embargo, en el vodka dado que es una bebida espirituosa
neutra altamente destilada, el sabor que méas se destaca debe ser el de alcohol (Palmer,
2004). El producto no debe tener ningun olor o sabor desagradable (como acetona,
mantequilla, sudado, etc.), o color ya que después de la destilacion el producto es filtrado
lo cual deja un producto limpio; se puede dar la excepcion cuando el producto es

intencionalmente saborizado o afiadido colorante pero este no es el caso (Hayman, 2003).

En la plantilla de evaluacion (Anexo H) se califica la intensidad de los atributos a
evaluar como la transparencia del producto, el olor a etanol, olores desagradables, el sabor
a etanol, el sabor de sabores desagradables y sensacion en la boca en lo que se refiere a

sensacion que quema; que son los principales atributos de interés.
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CONCLUSIONES

Se elabor6 una bebida alcoholica destilada tipo vodka con grado alcohdlico de 39% abv

a partir de yuca y zanahoria blanca.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de varianza el tratamiento que
proporciona mayor cantidad de grados brix iniciales (mosto) es el que contiene 50% yuca

y 50% zanahoria blanca con un tiempo de coccién de 40 minutos.

El aumento significativo de los solidos solubles después de la adiccion de la enzima
GAMALPHA SPEZIAL (alfa amilasas) estd dado gracias a la gelatinizacion de los

almidones contenidos en la yuca y zanahoria blanca.

En promedio, a losdosdias de fermentacion (48h)la cantidad de solidos
solubles disminuye en 70%; consumo constante de azlcares simples por parte de las

levaduras.

RECOMENDACIONES

Para obtener un producto de mayor calidad se recomienda realizar dos 0 mas
destilaciones del mosto con el objeto de reducir la cantidad de aldehidos y cetonas en el
producto final.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el disefio experimental se recomienda
realizar otro disefio experimental afiadiendo puntos axiales para observar de mejor

manera el comportamiento de los factores con respecto a la variable de respuesta.
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ANEXOS

Anexo A. Flujograma del producto
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Anexo B. Ficha Técnica GAMALPHA SPEZIAL
ABXG Enzymes

an ABF Ingredients company

GAMALPHA SPEZIAL

Thermostable alpha-amylase enzyme for brewing & distilling

PRODUCT DESCRIPTION

GAMALPHA SPEZIAL is a concentrated liquid formulated thermostable bacterial alpha-amylase
enzyme for starch degradation. In most cases of industrial liquefaction, GAMALPHA SPEZIAL
does not require additional calcium. Due to the fast hydrolysis of gelatinised starch and the
formation of water soluble dextrins, a rapid viscosity reduction of starch suspension is achieved.
GAMALPHA SPEZIAL is produced by controlled fermentation of a genetically modified strain of
Bacillus licheniformis.

PRODUCT CHARACTERISTICS

GAMALPHA SPEZIAL has the following characteristics & specifications:

e Liquid formulation.

» Compostion: water, alpha-amylase, sorbitol, potassium sorbate, sodium chloride, calcium choloride,
methyl paraben.

Brown colour and characteristic odour.

Activity:  Minimum 200,000 TAU/g. A method of analysis is available on request.

IUB: 3.211

CAS: 9000-90-2

GAMALPHA SPEZIAL complies with the recommended specifications of the FAOAMWHOQ's Joint
Expert Committee on Food Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC) for food-
grade enzyme preparations.

APPLICATION

GAMALPHA SPEZIAL is used for the rapid viscosity reduction during liquefaction of starch before
hydrolysis with saccharifying enzymes.

In brewing, GAMALPHA SPEZIAL is used for the liquefaction of adjuncts and is added to the
cereal cooker before raising the temperature by 1.5 °C / min until cooking temperature is reached.

In distilling, GAMALPHA SPEZIAL is used at batch or continuous processes. GAMALPHA
SPEZIAL is added at the mill or in the mashing tub. In high pressure procedures, GAMALPHA
SPEZIAL is added after blowing at a temperature of 90-100 °C. Afterwards, the mash is cooled to
the saccharifaction temperature without any specified liquefaction rest.

GAMALPHA SPEZIAL Page 1 of 2

ABF
ingredients
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AB Enzymes

an ABF ngredients company

GAMALPHA SPEZIAL

Thermostable alpha-amylase enzyme for brewing & distilling

PRODUCT DESCRIPTION

GAMALPHA SPEZIAL is a concentrated liquid formulated thermostable bacterial alpha-amylase
enzyme for starch degradation. In most cases of industrial liquefaction, GAMALPHA SPEZIAL
does not require additional calcium. Due to the fast hydrolysis of gelatinised starch and the
formation of water soluble dextrins, a rapid viscosity reduction of starch suspension is achieved.
GAMALPHA SPEZIAL is produced by controlled fermentation of a genetically modified strain of
Bacillus licheniformis.

PRODUCT CHARACTERISTICS

GAMALPHA SPEZIAL has the following characteristics & specifications:

e Liquid formulation.

» Compostion: water, alpha-amylase, sorbitol, potassium sorbate, sodium chloride, calcium choloride,
methyl paraben.

Brown colour and characteristic odour.

Activity:  Minimum 200,000 TAU/g. A method of analysis is available on request.

IUB: 3.2.11

CAS: 9000-90-2

GAMALPHA SPEZIAL complies with the recommended specifications of the FAO/WHO's Joint
Expert Committee on Food Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC) for food-
grade enzyme preparations.

APPLICATION
GAMALPHA SPEZIAL is used for the rapid viscosity reduction during liquefaction of starch before
hydrolysis with saccharifying enzymes.

In brewing, GAMALPHA SPEZIAL is used for the liquefaction of adjuncts and is added to the
cereal cooker before raising the temperature by 1.5 °C / min until cooking temperature is reached.

In distilling, GAMALPHA SPEZIAL is used at batch or continuous processes. GAMALPHA
SPEZIAL is added at the mill or in the mashing tub. In high pressure procedures, GAMALPHA
SPEZIAL is added after blowing at a temperature of 90-100 °C. Afterwards, the mash is cooled to
the saccharifaction temperature without any specified liquefaction rest.

GAMALPHA SPEZIAL Page 1 of 2
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Anexo C. Ficha Tecnica GAMMADEX CAL
AB Enzymes

an ABF Ingredients company

GAMMADEX CAL

Glucoamylase enzyme for brewing, distilling & fruit juice production

PRODUCT DESCRIPTION

GAMMADEX CAL is a liquid formulated fungal glucoamylase (amyloglucosidase) enzyme for starch
degradation. GAMMADEX CAL is an exo-amylase and hydrolyses alpha-1,4- as well as alpha-1,6-
glycosidic linkages from the non-reducing end of liquefied starch and dextrins, thereby releasing
glucose. GAMMADEX CAL is produced by controlled fermentation of a classical strain of Aspergillus
niger.

PRODUCT CHARACTERISTICS

GAMMADEX CAL has the following characteristics & specifications:

Liquid formulation.

Compostion: water, glucoamylase, glucose, potassium sorbate, sodium chioride, sodium benzoate
Brown colour and characteristic odour.

Density: ~1.14 g/ml.

Activity:  Minimum 500 GAU/g. A method of analysis is available on request.

IUB: 3.213

CAS: 9032-08-0

GAMMADEX CAL complies with the recommended specifications of the FAO/WHO's Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC) for food-grade
enzyme preparations.

APPLICATION

In brewing, GAMMADEX CAL may be used both in the brew house and in the fermenter, in order
to reach the desired attenuation, or to reduce the level of residual carbohydrate. If GAMMADEX
CAL is used in the brew house, then a prolonged saccharification is recommended of 2-4 hours at
temperatures of 60-65 °C. When using GAMMADEX CAL in the fermenter, no special measures
need to be taken.

In distilling, GAMMADEX CAL is used to hydrolyse dextrins to fermentable sugars in cereal- and
potato mashes, that have been liquefied. GAMMADEX CAL is added to the liquefied mash at a
temperature of ca. 55 °C. A saccharification rest however is not required as saccharifaction will
continue during fermentation, even at reduced reaction rate.

in fruit juice production, GAMMADEX CAL is used for the starch degradation in pome juices.
Complete degradation of starch prevents hazes and is required for clear apple and pear juice
concentrates. The addition of the enzyme takes place together with the depectinisation after
heating, i.e. essence stripping. Complete starch degradation is measured with the iodine test.

DOSAGE
The dosage of the enzyme depends on raw materials used and reaction conditions such as pH,
temperature and time. The optimal dose rate should be determined in trials.

pH range: 3.5-65
Temperature range: 45-75 °C

GAMMADEX CAL, Page 1 of 2
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AB Enzymes

an ABF ingredients company

GAMMADEX CAL

Glucoamylase enzyme for brewing, distilling & fruit juice production

PRODUCT DESCRIPTION

GAMMADEX CAL is a liquid formulated fungal glucoamylase (amyloglucosidase) enzyme for starch
degradation. GAMMADEX CAL is an exo-amylase and hydrolyses alpha-1,4- as well as alpha-1,6-
glycosidic linkages from the non-reducing end of liquefied starch and dextrins, thereby releasing
glucose. GAMMADEX CAL is produced by controlled fermentation of a classical strain of Aspergillus
niger.

PRODUCT CHARACTERISTICS

GAMMADEX CAL has the following characteristics & specifications:

Liquid formulation.

Compostion: water, glucoamylase, glucose, potassium sorbate, sodium chioride, sodium benzoate
Brown colour and characteristic odour.

Density: ~1.14 g/ml.

Activity:  Minimum 500 GAU/g. A method of analysis is available on request.

IUB: 3.21.3

CAS: 9032-08-0

GAMMADEX CAL complies with the recommended specifications of the FAO/WHO's Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC) for food-grade
enzyme preparations.

APPLICATION

In brewing, GAMMADEX CAL may be used both in the brew house and in the fermenter, in order
to reach the desired attenuation, or to reduce the level of residual carbohydrate. If GAMMADEX
CAL is used in the brew house, then a prolonged saccharification is recommended of 2-4 hours at
temperatures of 60-65 °C. When using GAMMADEX CAL in the fermenter, no special measures
need to be taken.

In distilling, GAMMADEX CAL is used to hydrolyse dextrins to fermentable sugars in cereal- and
potato mashes, that have been liquefied. GAMMADEX CAL is added to the liquefied mash at a
temperature of ca. 55 °C. A saccharification rest however is not required as saccharifaction will
continue during fermentation, even at reduced reaction rate.

In fruit juice production, GAMMADEX CAL is used for the starch degradation in pome juices.
Complete degradation of starch prevents hazes and is required for clear apple and pear juice
concentrates. The addition of the enzyme takes place together with the depectinisation after
heating, i.e. essence stripping. Complete starch degradation is measured with the iodine test.

DOSAGE
The dosage of the enzyme depends on raw materials used and reaction conditions such as pH,
temperature and time. The optimal dose rate should be determined in trials.

pH range: 3.5-6.5
Temperature range: 45-75°C

GAMMADEX CAL, Page 1 of 2
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Anexo D. Resultados Disefio Experimental

Ordgn Coccion o Gragq
Corqda Yuca (%)* (minutos) Brix Inicial | Alcohdlico
(Tratamiento)

1 14,644 32,90 13 13

2 85,356 32,90 10 14

3 14,644 47,07 13 14

4 85,356 47,07 9 14

5 50 39,99 15 13

6 50 39,99 16 16

7 50 39,99 16 13

*Se completd con zanahoria blanca para llegar al 100% de mezcla.
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Anexo E. Comportamiento de Grados Brix en proceso elaboracion producto

Tratamiento

Tratamiento

Tratamiento

Tratamiento

Tratamiento

Tratamiento

Tratamiento

1 2 3 4 5 6 7
Brix
Materia 4 5 4 4 5 5 5
Prima
Brix Inicial
Después 13 10 13 9 15 16 16
Coccidn
Brix 21 19 23 20 17 24 23
Enzima l
Brix 22 20 23 21 24 24 23
Enzima 2
Brix Mosto
(48h) 7 6 9 7 6 4 8
Brix
Después 6 4 6 5 4 3 5
Destilacion
Consumo 68,18 70,00 60,87 66,67 75,00 83,33 65,22

Brix (%)
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Anexo F. Consentimiento Informado

Consentimiento Informado

Quito, 9 mayo del 2018

En la evaluacion sensorial a realizarse se degustara dos tipos de bebidas alcohdlicas destiladas
(wodka).

Yo, acepto participar en la evaluacion sensorial de vodka.

Comprendo que el producto puede contener etanol, por lo cual, afirmo y doy constancia de que
soy mayor de edad y no sufro ningun problema de salud como alcoholismo que me impidan
realizar esta evaluacidn.

Firma
C.l:



Anexo G. Cuestionario para consumidores — Evaluacion
Sensorial

EVALUACION SENSORIAL DE VODKA

Mombre; Fecha:
o) M | I Fi ) Edad: afos

Por favor, pruebe las muestras de izquierds a derecha, e indique cuanto 3 usted le gusta o
disgusta cada uno de los atributos sensoriales descrites a continuacion, dando notas de acuerdo
8 |a siguiente escala heddnica:

hfuestra 373 Muestra 814

1. Me gusta muchisima Sabor

Z. Me gusta mucho

3. Me gusts Olar

4. Mime gusta ni me disgusta

5. Me disgusta Apariencia

6. Me disgusta mucha

7. Me disgusta muchisime Global

5i usted tuviera |a oportunidad de comprar ung de estos productos, cudl seria?
5i No
huestra 373

Muestra B14

Comentarios;

jGRACIAS!
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Anexo H. Cuestionario para jueces entrenados — Evaluacion
Sensorial

Evaluacion Sensorial de VVodka

Nombre: Fecha:

Sexo:M () F() Edad:

Por favor, evalle la muestra segun los atributos indicados a continuacion, marcando
con una X segln corresponda.

Intensidad@le@ercepcion

Atributos 0 1 2 3 4 5
COLOR [Transparencia
Etanol

Oloresrutales
Olores@esagradablesdacetona,

sudor,@nantequilla,etc)
Etanol

SABOR [Sabores@rutales
Sabores@lesagradables?
Sensacionl| Quemazdénll

OLOR

5-Fxtrema
4-grande

3-media

2-ligera
1-casi@mperceptible
0-ausenciafotal

Observaciones:
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Anexo |. Resultados de metanol de la muestra 50% yuca-50%
zanahoria blanca

LAE=lAB

INFORME DE RESULTADOS

Orden de trabajo N* 182427

Hoja | de |
NOMBRE DEL CLIENTE: EMILIA GUERRERO
DIRECCION: Cumbayi
FECHA DE RECEPCION: 16 de abril del 2018
MUESTRA: Destilado de yuca y zanahoria blanca
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Liquido incoloro
FECHA DE ELABORACION: 23 de marzo del 2018
FECHA DE VENCIMIENTO: -
LOTE: -
ENVASE: Botetta de potictiteno
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 16 - 18 de abril del 2018
REFERENCIA: 182427
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 23.5°C 48%HR
ANALISIS QUIMICO:
PARAMETRO METODO RESULTADO
Metanol (mg/100ml) INEN 348 <2.00
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GERENTE GENERAL

El presente mforme o3 vilido solo pars la mucstra analizada.
Este informe no debe reproducinse més que on su totalidad previa sutorizacion escrits do LABOLAB.



