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RESUMEN

En el centro de Investigacion Biotecnoldgica del Ecuador (CIBE) se llevan a
cabo investigaciones con microorganismos que viven en otros climas como la
Antértida, buscando que al estar adaptados a este tipo de temperaturas
extremas puedan llevar a cabo reacciones bioquimicas de interés para la

industria.

Dentro de estas investigaciones que lleva adelante el CIBE, se identifico y
aislé una levadura, la cual presento evidencia de fermentacién alcohdlica. El
presente trabajo buscé determinar los parametros fisicos de temperatura y
pH, donde el agente estudiado maximiza la produccién de CO,, y determinar

si la fermentacién produce alcoholes de grado alimenticio.

La levadura antartica fermenté los azlcares simples a una temperatura
Optima inferior a la temperatura ambiente, y a un pH Optimo cercano a la

neutralidad produciendo alcoholes de grado alimenticio.

En la primera parte se midid la produccién de gas durante la fermentacién
anaerobica a diferentes temperaturas. Luego de esto la levadura se someti6
a un proceso de fermentacion a diferentes valores de pH. Los resultados se

sometieron a un analisis estadistico de regresion no lineal para determinar la



temperatura y pH optimos, finalmente el producto de fermentacion se analiz6
mediante cromatografia gaseosa para determinar la presencia de alcoholes

toxicos.
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INTRODUCCION

El desarrollo de la industria de las bebidas alcohdlicas, estd encaminado a la
identificacion de nuevas cepas que aporten mejoras al desempefio de los
procesos O mejores caracteristicas a los productos sometidos a la
fermentacién alcohdlica. De alli, que la identificacién y caracterizacion de los
microorganismos identificados que posean esta caracteristica bioquimica es

el primer paso de esta empresa.

La dinamica entre los pardmetros de proceso, caracteristicas del sustrato, la
actividad del microorganismo sobre este sistema (proceso —sustrato), aportan
determinadas caracteristicas finales al producto; el sistema completo es
complejo, desde el punto de vista de cuantas variables se tienen que

controlar para obtener una mejora.

El sistema completo aportara una mejora a la industria, cuando toda la
interaccidén de sus partes sea compatible con la ganancia de caracteristicas
deseadas del producto final, y los parametros de proceso sean competitivos

en la industria,

Dentro de este marco, en el que se busca identificar posibles mejoras a la
industria de bebidas se han observado el comportamiento de dos parametros

gue afectan directamente, tanto al proceso, como la actividad del



microorganismo estudiado, asi como una de las caracteristicas aportadas a
un producto final en funcion de los parametros que se determinen como

‘mejora”.

Para el efecto, el presente trabajo consta de 4 capitulos que abarcan
sistematicamente el marco tedrico, la metodologia a seguir para alcanzar el
propésito mencionado para finalmente mostrar los resultados obtenidos

seguidos de la discusion de los mismos.

En el capitulo 1 se describe el uso de la fermentacion en la industria de los
alimentos, el fundamento tedrico de la respiracion celular, y los diferentes
tipos de sustrato y microorganismos usados. Ademas se enuncia las
caracteristicas del microorganismo CIBE 12.1 — 06, que es el centro del

enfoque en el presente trabajo.

En el capitulo 2 se enunciardn los materiales y métodos a seguir en las
diferentes etapas del proceso de experimentacién que busca identificar la
temperatura y pH, donde el microorganismo estudiado ejerce una mejor
actividad fermentativa sobre el sustrato; esto seria caracterizando su
actividad bioquimica sobre un sustrato conocido, mediante la aplicacién de
una regresion lineal y polindmica sobre un conjunto de datos que asocian

generacion de gas con el tiempo; ademas de determinar el tipo de alcohol



que se obtiene de esta actividad bioguimica bajo los parametros de

temperatura y pH identificados como “mejoras”.

En el capitulo 3 se expondran y analizaran los resultados que se obtuvieron a
partir de las metodologias propuestas en las diferentes etapas de

experimentacion.

Finalmente en el capitulo 4 se enlistan las respectivas conclusiones,

observaciones y recomendaciones asociadas al presente trabajo.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

La humanidad emplea la fermentacion alcohdlica desde tiempos
inmemoriales para la elaboracion de cerveza (empleando cereales) y del
vino (empleando el fruto de la vid: la uva en forma de mosto)
fundamentalmente. Algunos procesos similares como el de la destilacion

alcohdlica ya surgen en el afio 1150 de la mano de Arnau de Vilanova

(1).

Otro proceso del cual se tiene un registro mas antiguo es la elaboracién
de pan en el antiguo Egipto, donde también interviene un proceso de

leudamiento de la masa con una fermentacion alcohdlica de por medio

(2)(3).



1.1. Fermentacién Alcoholica en los Alimentos

1.1.1. Ventajas de los alimentos fermentados

El principio para el uso de la fermentacién en los alimentos es que
la materia prima en bruto, que en el caso de los alimentos contienen
proteinas, carbohidratos y lipidos y que provienen de diferentes
tipos de cultivos y animales, por medio del uso de agentes
biolégicos sean estos: bacteria, mohos o levaduras y con ello el
empleo del equipo enzimatico que estos organismos aportan, lleve
a la obtenciébn de un nuevo producto con nueva y mejoradas
caracteristicas organolépticas en sabor, textura, presentacion e
incluso efecto en la salud del consumidor o beneficios a partir del

consumo de los mismos.

Entre los beneficios que aporta la fermentacion en los alimentos se
pueden nombrar algunos:

o Preservacion de los alimentos, alarga su vida util (6).

o Inhibicion de patégenos (7).

o Inhibicion de organismos indeseados.

o La fermentacidbn siempre supone la descomposicion de
nutrientes en partes mas sencillas que el organismo asimila mejor

(38).


http://www.conasi.eu/blog/?p=1211

o Produce vitaminas, sobretodo del grupo B y C, incluso B12 (7).

o La fermentacion destruye parte del acido fitico de la corteza de
los cereales, el cual impide la absorcién de calcio, hierro y cinc
(sobre todo la fermentacién con levadura madre) (39).

o Se trata de una pre-digestion al igual que ocurre con la
germinacién. Los cereales y las leguminosas son alimentos
concentrados de proteinas e hidratos de carbono complejos que
deben ser sometidos a largos tiempos de coccion para poder ser
asimilados. La fermentacién y la germinacion facilitan su digestion y
aportan beneficios que no se puede obtener por métodos de
coccion.

o Restauran y conservan la flora intestinal. Impiden el crecimiento
de microorganismos patdégenos y sus toxinas (40).

o Ayudan a la conservacion de los alimentos, permitiendo que se
conserven mas tiempo (3).

o Los alimentos que han sido sometidos a fermentacion lactica
ayudan a la digestion de otros alimentos con los que se ingieren (7).
o Depurativos y alcalinizantes (aportan muchos minerales)

(3)(41).


http://www.conasi.eu/levaduras-ecologicas/486-levadura-madre-fermento-de-espelta-ecologica-so.html

1.1.2. Sustratos y Ciclos fermentativos

1.1.2.1. Sustratos

Las sustancias que consume la levadura, con el fin de obtener
energia a través de las diferentes rutas metabdlicas, se obtienen a
través de la hidrolisis de la materia organica donde reside el
microorganismo, estas sustancias difunden al citosol a través de la

pared celular.

Las sustancias que atraviesan la membrana plasmatica facilmente
son liposolubles y lo hacen mas lentamente si son hidrosolubles.
Existen tres métodos de acceso: Difusion simple o transporte pasivo
(la de los acidos organicos no disociados), esta depende de un
gradiente de concentracién, el cual difunde de una concentracion
mayor a una concentraciéon menor; difusion catalizada o transporte
activo (como sucede con los azucares y aminoacidos), el cual
consume energia cuando una sustancia se mueve en contra de su
gradiente de concentraciéon ademas de la participacion de enzimas
especificas, permeasas; inclusion de sustancias a través de
vesiculas membranosas por el mecanismo de endocitosis o0
expedidas por la exocitosis, mecanismo que conlleva un gasto de

energia en el proceso (4).



Una vez en el interior de la célula, el consumo de las sustancias por
la levadura es secuencial y l6gica; iniciando con las moléculas mas
simples como los azlcares, ya que pueden ingresar a la via
metabdlica de forma inmediata, moléculas que necesiten algun
“trabajo extra” en el caso de los disacaridos y polisacaridos como la
maltosa y la maltotriosa, estas moléculas seran consumidas una
vez que se lleve a cabo la hidrélisis correspondiente, hasta la
reduccion a moléculas de glucosa mediante el uso del equipo
enzimatico de la levadura y de esta manera pueda ingresar a la via

metabdlica (1).

Los aminoacidos se absorben secuencialmente, primero un grupo
del que forma parte el glutanato, la asparagina y la serina; luego
otro en el que se encuentran la histidina y la leucina, y finalmente,
tras un apreciable retraso, los pertenecientes a un tercer grupo en el

gue se hallan la glicocola y el triptéfano (1).

Respiracion celular aerébica

Los mecanismos para obtener energia no varian en esencia, ya que
los microorganismos deben degradar la materia organica disponible
mediante reacciones bioquimicas a través del equipo enzimatico

gue cada uno conlleva, y asi una vez disponibles estas estructuras



“simples”, pueden entrar a los ciclos metabdlicos para la obtencién

de energia necesaria para el microorganismo.

La materia organica que se interesa analizar proviene de los
alimentos, sean estos de origen animal o vegetal, la composicion
basica de estos son en esencia carbohidratos, lipidos y proteinas.
Cada uno de estos sustratos hasta ser hidrolizados a su forma mas
simple, cada uno de ellos por medio de una ruta bioquimica
diferente, una vez que se obtienen las estructuras simples pueden

hacer uso de la ruta bioquimica de respiracion celular (5).

Proteinas Polisacaridos Lipidos
Proteolisis Traduccion Glucogenolisis Glucogenogénesis Lipolisis Lipogénesis
Aminoacidos Monosacaridos Acidos grasos
y glicerina

4

L Glicolisis Neoglucogénesis
Transaminacion
Restos kiii_,,,,fff—f—b Piruvato
cetoacidos
Descarboxilacion /,/y/
oxidativa // Beta-oxidacién
-

AcetilCoA «—— —

Fuente: (5 Bioguimica de los procesos metabdlicos)

FIGURA 1.1 ESQUEMA PROCESOS METABOLICOS PREVIO A

LA GLICOLISIS
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El recurso energético principal en los diferentes organismos es el
monosacarido glucosa, que en organismos de origen animal se
almacena como glucoégeno y en organismos de origen vegetal se
almacena como almidén. Esta molécula “simple” que se obtuvo por
hidrolisis a partir de materia organica compleja, finalmente entra a
una ruta metabdlica llamada glicdlisis (significa disolucién del
azucar) o también conocida como la via Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) en honor a los cientificos alemanes que la describieron por

primera vez (5).

La glicolisis consta de diez reacciones y cada una de estas es
catalizada por una enzima especifica (FIGURA 1.2), dentro de estas
reacciones el ciclo ADP - ATP sirve como un intermediario comun
en la transferencia del grupo fosforilo y la pareja redox NAD" /
NADH es un intermediario comun de 6xido-reduccion; el fin de estas

reacciones secuenciales es degradar la glucosa a piruvato (4).

La glicdlisis ocurre en 2 etapas. En la primera etapa la glucosa es
fosforilada dos veces para esto se usan 2 moléculas de ATP y luego
escinde en dos moléculas de fosfato triosa. En la segunda etapa
cada molécula de fosfato triosa acepta fosfato inorganico, ambas

moléculas se procesa en la misma via de reaccion, y al final de esta
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via de reaccion se forma el piruvato con la consecuente generacion
de 2 moléculas de ATP por cada molécula de piruvato generada.
Asi, aun cuando se formaran 4 moléculas de ATP al final de la
glicdlisis, la produccion neta es de 2 moléculas de ATP por cada

molécula de glucosa (4).

El piruvato constituye una encrucijada metabdlica, ya que en
condiciones anaerobicas forma etanol o lactato, en cambio en
condiciones aerobicas el piruvato a través de la piruvato
deshidrogenasa forma Acetil CoA y esta molécula entra al ciclo de

Krebs (FIGURA 1.2) (1)(4).

En un metabolismo plenamente aerdbico, ninguna de las dos
moléculas de piruvato se transforma en etanol, su producto
fundamental es Acetil CoA, para alimentar el ciclo de Krebs también
llamado ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) o ciclo del acido

citrico (1).

Aungue la complexién del ciclo de Krebs se ve dificultada por la
sintesis de aminoacidos, la mayor parte del material que participa
en una secuencia de acidos organicos tetracarbonados, hasta que
el ciclo se reinicie (FIGURA 1.3). Lo importante no es el

desprendimiento de dos moléculas de di6xido de carbono, sino la
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Etapal
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de combustible
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Ciclo
de Krebs
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electrones y
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|
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F) Flavoproteina
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Fuente: (4 Biologia Celular)

FIGURA 1.3 CICLO DE KREBS
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liberacion de energia. Estas reacciones tienen lugar en las
mitocondrias y liberan hidrogeniones que, con la participacion de
coenzimas como la nicotinadenindinucledtido (NAD) vy los
componentes de la cadena respiratoria, terminan siendo oxidados

por el oxigeno molecular.

La ruta oxidativa es compleja y en ella participan entre otras
sustancias los citocromos, en cuya composicion interviene el hierro.
En la oxidacién, se libera energia que es eficazmente captada para
la sintesis de ATP. La oxidacion (respiracion) de una molécula de
glucosa por la levadura genera 28 moléculas de ATP (2 en la ruta
de EMP, otras 2 directamente en el ciclo TCA y 24 en la oxidacion
terminal del NADH y compuestos similares), que pueden ser
utilizadas para los procesos biosintéticos y el mantenimiento de la
célula. Una molécula de glucosa, al ser quimicamente oxidada
proporciona 2,9 MJ. Las 28 moléculas de ATP tienen una
equivalencia energética de solo 0,854 MJ, por tanto, so6lo se
aprovecha un 29% de la energia total, el resto se disipa en forma de

calor (1).

El metabolismo aerdébico es mucho méas eficaz en términos

energéticos que el anaerobico. Requiere, menos glucosa para
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satisfacer las necesidades de desarrollo y el mantenimiento del

organismo (1).

No toda la glucosa se metaboliza por la ruta EMP, parte lo hace por
una via diferente, la ruta del monofosfato de hexosa, que no sélo
libera energia sino que produce también pentosas, importantes para
la sintesis de nucleétidos y acidos nucléicos. Algunas levaduras,
como la Candida utilis (la especie utilizada para la produccion de
biomasa para uso alimenticio), usan mas eficazmente esta ruta que
la levadura de cerveza y pueden desarrollarse sobre pentosas, tan

eficazmente como sobre hexosas (1).

1.1.2.2 Ciclos fermentativos en alimentos

En la industria de alimentos los tipos de fermentaciones mas
usadas son: fermentacion alcohdlica y fermentacion lactica. En la
tabla se mencionan otras fermentaciones que también se puede

encontrar en el amiente industrial.
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TABLA 1
ESQUEMA DE LAS PRINCIPALES FERMENTACIONES USADAS

EN LA INDUSTRIA DE LOS ALIMENTOS

Fermentacion alcohdlica

CeH1206 + 2 ADP + 2 H3PO, = 2 H3C-CH,OH + 2 CO, +

2 ATP + 2 H,O
Fermentacion homolactica
H3C-CO-COOH = H3C-CHOH-COOH
Piruvato (Lactato deshidrogenasa) Acido lactico

Fermentacion heterolactica

— Piruvato = Acido lactico
Hexosa =

> Acetaldehido = Etanol
Propiodnica

—» Acido propionico

Acido lactico = Piruvato—

— Acido acético + CO,

Acética

Etanol + O, = A&acido acético + H>O

Malolactica

Acido malico = Acido lactico

Méalico deshidrogenasa

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Fuente:(6 Ciencia bromatoldgica: principios generales de los alimentos).
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Fermentacion alcoholica

En las levaduras y otros microorganismos, el piruvato en
condiciones anaerobias se descarboxila en una reaccion, y el
intermediario se reduce a etanol en el segundo paso de la
secuencia. Cada uno de estos pasos es catalizado por una enzima

especifica.

La conversion de glucosa en etanol es un proceso anaerébico
llamado fermentacion alcohdlica. La reaccion neta de este proceso
es:

Glucosa + 2 HPO,? + 2 ADP = 2 etanol + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0O
La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico de importancia
considerable en la industria cervecera y la del pan. La produccion
de alcohol es la caracteristica deseada para las levaduras usadas
en la produccién de cerveza, vino y licor; el CO; es el producto final

de las levaduras utilizadas para la elaboracion del pan (4).
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CH,3

Piruvato

H* COQ H
\u | o
Piruvato ‘

Descarboxilasa CH;

Acetaldehido

H* H
NADH* NAD* |
~ H— C —OH
Alcohol
deshidrogenasa CHa
Etanol

Fuente: (4 Biologia Celular)

FIGURA 1.4 FERMENTACION ALCOHOLICA

Fermentacion acética

En algunos casos como ocurre con las bacterias del genero

Acetobacter

también conocidas como bacterias acéticas, se

presenta la fermentacién acética donde el etanol en presencia del

oxigeno a través de la accion de las baterias genera acido acético y

agua (12).

C,Hs0H
Etanol

+ O, =
Oxigeno

) CH3;COOH +
Acido acético

H20
Agua
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Fermentacion maloléactica

Otro proceso fermentativo que se presenta principalmente en la
pulpa de frutas es la fermentacion malolactica o conversion
malolactica, en este proceso el acido malico se transforma en acido
lactico por medio de bacterias de origen lactico. Las bacterias que
son capaces de generar este tipo de fermentacion son las del
genero Leuconostoc, se alimentan del acido malico (4cido di
carboxilico) y generan acido lactico (acido mono carboxilico) por

medio de la acciéon de la enzima malico deshidrogenasa (6)(14).

HOOC-CH,-CHOH-COOH = CH3-CHOH-COOH + CO3

Fermentacion lactica

La conversiéon del piruvato en lactato es catalizada por la lactato
deshidrogenasa en muchos microorganismos y en las células de los
organismos superiores, en condiciones relativamente anaerébicas.
El piruvato es reducido por el NADH, la coenzima de la

deshidrogenasa, para formar lactato.

La reaccion neta de la conversion de la glucosa en lactato durante
el proceso anaerébico de fermentacién del acido lactico es:

Glucosa + 2 HPO,? + 2 ADP = 2 lactato + 2 ATP
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o o H* O o}
AN ” NADH* NAD* \\c -
| &, (‘: OH
- H - -
c— © Lactato |
(|3H3 deshidrogenasa CH,
Piruvato Lactato

Fuente (4 Biologia Celular)
FIGURA 1.5 FERMENTACION LACTICA

Fermentacion propiénica

La fermentacion propionica, se produce partiendo de la glucosa,
sacarosa, lactosa e incluso &cido lactico o malico y asi generar
acido propionico bacterias que pueden realizar este tipo de
fermentaciéon son el Clostridium propionicum o Bacteroides

ruminicola (10).

En la industria de alimentos este tipo de fermentacién se observa en
la fabricacion de quesos Emmenthal, la produccion de gas que
genera este tipo de fermentacion es la responsable de los “ojos” del
gueso. Los estudios taxonomicos de Van Niel permitieron definir el
género Propionibacterium este género incluye todas las bacterias
del grupo propionico; estas bacterias estan formadas por una familia
de bacterias corineformes dentro de los bacilos gram positivos no

esporogenos y tienen un perfil intermedio entre el grupo lactico, las
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conibacterias y los actinomicetos. Los miembros del genero
Propionibacterium son anaerobios facultativos, ya que se

desarrollan en medio anaerobio pero tolera la presencia del aire.

La diferencia bioquimica con respecto a las bacterias del acido

lactico, es la capacidad de usar el acido lactico como sustrato (13).

MetiqualoniI-CoA- (‘DOOH
C‘;OOH C‘)H3 tran:églr\i)?:ilasa (-‘70 " (-‘:HB
co + H—— ¢c—COCH - CH, CH,
C‘>H3 (‘Z)O—SfCoA (‘DOOH CO——S——CoA
Piruvato Metilmalonil-CoA Oxaloacetato Propionil-CoA

Fuente: (13 Bioquimica de los microorganismos)
FIGURA 1.6 FERMENTACION PROPIONICA

La via bioquimica que sigue el acido lactico para formar acido
propidnico depende del tipo de microorganismo, en el caso de
Propionibacterium y Veillonella ademas del acido propiénico forma
acetato, succinato y dioxido de carbono. En el caso del Clostridium
propidnicum y Megasphaera elsdenii forma el acido propidnico,
acetato y dioxido de carbono dentro de los productos finales no se

encuentra succinato (13).
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1.1.2.3. Otros ciclos fermentativos

Existen otros ciclos fermentativos que pueden generar alteracion o
incluso produccion de toxinas dentro de la industria de alimentos a
continuacion se describird que tipo de reaccién y que tipo de
metabolitos genera.

TABLA 2

ESQUEMA DE OTROS CICLOS FERMENTATIVOS

Acido mixta (férmica)

Acetil COA = Ac. Férmico (CO2+H2) + Etanol + Ac. Acético

Butanodidlica - acetoinica

Acido piravico = Acetoina + Butanodiol

Butirica

Acetil CoA = Ac. Acetoacético + butanol + acetona +
Isopropanol +CO, + H,

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
Fuente: (9 CNTA Centro Nacional de Tecnologia y Seguridad Alimentaria).

Fermentacion acido-mixta o férmica

Entre otras fermentaciones dentro de la respiracion celular tiene la
fermentacion férmica o acido mixta, existen géneros de la familia
Enterobacteriaceae que ademas de producir &cido férmico, elaboran
otra serie de &cidos entre los grupos de fermentacion ademas de

gases y productos intermedios (10).

CH3;COCOO" + CoA = CH3COCoA + HCOO
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La caracteristica de esta fermentacion es la escision del acido

piravico de la cual se obtiene acido formico.

El acido formico es un producto final mayoritario en esta
fermentacion, pero no se acumula debido a que algunas bacterias
poseen la enzima hidrogenoliasa formica, que a su vez vuelve a
escindir la molécula de acido formico en dioxido de carbono e
hidrogeno; la hidrogenoliasa formica se compone de dos enzimas:

la deshidrogenasa formica y la hidrogenasa.

HCOO = CO, + H»

La formacién de hidrogeno molecular como producto final de la
fermentacion de azulcares, es también caracteristica de muchos
endoesporulados de los géneros Clostridium y Bacillus. Sin
embargo el mecanismo bioquimico es diferente, el hidrogeno se

forma como producto directo de la escision del acido piravico (11).

Fermentacion butanodiolica o acetoinica
La fermentacién butilenglicélica a partir del piruvato forma acetoina
(acetil-metil-carbinol), es la base de la reaccion Voges-Proskauer.

Esta fermentacion la presenta ciertas enterobacterias como
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Enterobacter, Serratia, y Klebsiella también géneros como Bacillus,

Listeria, Staphylococcus, Vibrio y Aeromonas (10).

Fermentacion butirica

La fermentacion butirica es la conversion de los azucares en acido
butirico por accion de bacterias de la especie Clostridium en
ausencia de oxigeno, por ejemplo, el Clostridio kluyveri crece en
una mezcla de etano y acetato como recurso de energia, y los
grupos organicos de fermentacion son el butirato y caproato
ademas de la produccién de hidrogeno. Las reacciones que

representan la sintesis de estos acidos grasos son (11):

CH3;CH>OH + CH3COOH = CH3(CH2)2COOH + H,O

2CH3;CH>,OH + CH3COOH = CH3(CH2)4COOH

1.1.3. Levaduras fermentativas en alimentos

La accién de las levaduras sobre los alimentos produce un cambio
en la composicion de los mismos, este cambio es recomendable por
los beneficios que produce: ya sea que diversifique los recursos
alimenticios mediante la mejora de sus propiedades nutritivas y
sensoriales, o permitir el uso prolongado de materias primas que
inicialmente son mas perecederas en comparacion una vez que son

transformadas por la accién de las mismas levaduras (6).
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La fermentacién de los alimentos aun en estos dias sigue siendo

utilizada por la industria alimentaria; es por eso que a través de la

historia y junto al uso de técnicas biotecnoldgicas modernas, en la

actualidad se ha identificado los microorganismos especificos que

aportan caracteristicas deseables a la materia prima sobre la cual

actua.

TABLA 3

APLICACIONES INDUSTRIALES DE FERMENTACIONES

ALIMENTARIAS

Microorganismos

Materias primas

Alimentos fermentados

Bacterias acido
|acticas.

Carnes

Embutidos

Leches

Quesos Cheddar,
Gouda

Edam vy

Verduras y frutas

Aceitunas de mesa

Choucrout (col fermentada)

Encurtidos de pepinos.

Datiles madurados.

Café tostado

Bacterias acido | Leches Quesos Gruyere y
lacticas, mohos Emmental.
y levaduras Kefir (con levaduras)
Quesos enmohecidos como
Roquefort, Camembert,
Cabrales
Pescados Salsas de pescados
Uvas Vinos
Cebada Cerveza
Manzana Sidras
Melazas Ron
Arroz Sake
Trigo Pan
Soja Salsa de soja

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Fuente: (6 Ciencia bromatol6gica: principios generales de los alimentos).
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1.1.3.1. Alimentos fermentados

Kéfir y Koumiss

El Kefir y el koumiss son bebidas a base de leche sometidas tanto a
fermentacion lactica como alcohdlica, una de las caracteristicas de
esta bebida lactea es el contenido de diéxido de carbono que lo
produce la levadura lo que la diferencia de otros productos
fermentados de origen lacteo. Ambos productos son originarios de

Rusia, republicas soviéticas y paises de Europa del Este (7).

El in6culo utilizado en el kéfir es singular; es una simbiosis de
microorganismos atrapados en una matriz de polisacéarido, lo cual
forma masas pequefias del tamafio de un grano de arroz, asi el
in6culo se encuentra inmovilizado de tal forma que permite su
reutilizacion al ser retirado por filtracién. La matriz sobre la cual se
sujeta el inéculo esta formada por un polisacarido de glucosa y
galactosa llamado kefirano, y la flora dominante es reconocida
como Lactobacillus kéfir (bacteria) y Candida kéfir (levadura),
ademas se han identificado la presencia de Leuconostoc
mesenteroides ss. mesenteroides, L. mesenteroides ss. cremoris,
Lactobacillus brevis, L. casei ss. caseli, L. acidophilus, Lactococcus

lactis ss. lactis, ademas de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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Solo entre el 5y 10% de la poblacion microbiana de los granos de

kéfir son levaduras (7).

El producto se elabora a partir de leche de vaca, entera o
descremada, cabra o borrega, también se usa mezcla de leche y
suero de leche; el producto tiene una acidez de 0,7 a 1% de acido

lactico y contenido de etanol de 1% (7).

El koumiss se diferencia al kéfir en que se elabora originalmente
con leche de yegua o por falta de oferta de este tipo de leche, se
utiliza leche de vaca rebajada con suero lacteo para reducir el
contenido de caseina; otra diferencia es que el inéculo usado no se
encuentra confinado en una matriz sino que se distribuyen

uniformemente, el contenido alcohélico es mayor (7).

Los microorganismos identificados en este producto son
Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus, L. acidophilus vy
Kluyveromyces lactis var. Lactis (levadura), también se puede
encontrar Candida utilis, C. kéfir o S. cerevisiae. Es un producto con

0.6 -1% de acido lactico y 1 -3% de etanol (7).
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Quesos

El codex alimentarius define este producto de la siguiente manera:
“Se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra
duro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el
gue la proporcion entre las proteinas de suero y la caseina no sea
superior a la de la leche, obtenido mediante: (a) coagulacion total o
parcial de la proteina de la leche, leche desnatada/descremada,
leche parcialmente desnatada/descremada, nata (crema), nata
(crema) de suero o leche de mantequilla/manteca, o de cualquier
combinacion de estos materiales, por accién del cuajo u otros
coagulantes idoneos, y por escurrimiento parcial del suero que se
desprende como consecuencia de dicha coagulacion, respetando el
principio de que la elaboracion del queso resulta en una
concentracion de proteina lactea (especialmente la porcion de
caseina) y que por consiguiente, el contenido de proteina del queso
debera ser evidentemente mas alto que el de la mezcla de los
materiales lacteos ya mencionados en base a la cual se elaboré el

queso” (8).

Dentro de esta definicion se menciona la maduracion del producto,
el cuajo, que es sometido a condiciones especificas de salado,

temperatura, humedad y aireacion; tales condiciones favorecen el
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desarrollo de microorganismos naturales o inoculados durante el
proceso que a través de su equipo enzimatico generara cambios

bioquimicos y organolépticos (7).

La variedad de quesos existentes en el mundo (alrededor de 1000)
se debe a la amplia gama de parametros usados en la produccién
de éstos. Aun asi se puede esquematizar de forma general el

proceso de obtencion de quesos (7).

Fuente: (7 Biotecnologia Alimentaria).
FIGURA 1.7 DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO DE

OBTENCION DEL QUESO MADURO

La accion de los microorganismos sobre el cuajo se lleva a cabo en

la etapa de maduracion, donde el desarrollo de estos, la actividad
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enzimatica y la textura estan fuertemente ligado al pH y a Aw del

proceso (7).

Las levaduras y hongos se desarrollan mejor en medios acidos,
mientras que las bacterias prefieren un pH cercano a la neutralidad;
por otro lado las levaduras y hongos resisten mejor medios con Aw

baja no asi las bacterias.

Las levaduras que aparecen en los la produccién de queso son:
Kluyveromices como el género dominante, también se mencionan
los géneros Debaromyces y Saccharomyces. La funcién principal de
las levaduras es subir el pH del queso al consumir el lactato por via
oxidativa y producir compuestos de sabor por su capacidad

enzimatica (proteolitica, peptidasicas, lipoliticas y esterasicas) (7).

Vino

Es una bebida de naturaleza alcohdlica que proviene del jugo de la
uva que se extrae por medio de presion; y que en ausencia de
oxigeno (aire atmosférico) sufre una fermentacion alcohdlica para la

obtencidn del producto final (16) (17).
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La fermentacion alcohdlica se efectua tradicionalmente con la
microbiota presente en el fruto al momento de su cosecha, por lo
general son microorganismos asociados a la Saccharomyces
cerevisiae; esta microbiota es un cultivo mixto que puede afadir un

sabor complejo al producto (17).

En la actualidad se elimina la microflora natural tratando al mosto
con sulfito y afladiendo posteriormente un cultivo puro de una cepa
determinada; en la elaboracion de vino se utiliza la Saccharomyces
ellipsoideus. Aunque tiene una morfologia diferente en la mayoria

de aspectos se parece mucho a la Saccharomyces cerevisiae (17).

Cerveza

La cerveza se elabora por la fermentacion del grano de cereal,
tradicionalmente se ha usado cebada. El grano de cereal se calienta
y se sacarifica con malta, esto quiere decir, la accién de las
amilasas que contiene la malta sobre el almidon de los granos de
cereal para obtener monémeros de azlcar; y asi se obtiene el

mosto cervecero (17).

Para la obtencion de cerveza se utilizan dos tipos de levaduras

Saccharomyces carlsbergensis para las cervezas tipo “lager” y
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Saccharomices cerevisiae para las del tipo “ale”; en ambos casos

por medio de la fermentacion se produce CO; (17).

Sidra

Es el término que se aplica al vino cuando se emplea jugo de
manzana como materia prima. Las diferencias entre los diversos
tipos de Sidras son: El contenido alcohdlico, la presencia o no de
diéxido de carbono, el grado de acidez, contenido de taninos y

contenido de azlcares.

El método europeo para obtener sidra es que el proceso
fermentativo se lleva a bajas temperaturas. Las manzanas se
comprimen para extraer el jugo. Este es tratado con diéxido de
azufre (50-100ppm); también se usan enzimas para mejorar la

clarificacion.

La flora asociada a la fermentacion son: Kloeckera apiculata,
Metschnikowia pulcherrima (levaduras salvajes); el dominio de la
fermentacion la tienen otras cepas como Saccharomyces cerevisiae
SS. uvarum Yy cerevisiae, y también de Zygosaccharomyces

florentinus. Ademas de la produccion de pectinasa por la
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Kluyveromyces marxianus var. marxianus que juega un papel
importante en la clarificacion del producto (7).

La elaboracion de sidra se efectta por una fermentacion
malolactica, esto es la transformacion de acido malico en acido
lactico por medio del uso posiblemente de 3 enzimas: malico

deshidrogenasa, malica y malolactica (6).

Sake

En los paises de la region asiatica, se utiliza la amilasa de origen
fungico como el Aspergillus orizae para sacarificar el arroz, esto es
gue las enzimas amilasas tengan accion sobre el almidén para
generar azucares que puedan ser fermentados por accion de las
levaduras. Conocido en Japon como “Sake” o en regiones de China

como “Vino de arroz” (17).

Soja

La salsa de soja originaria del lejano oriente es cada vez mas usada
en el mundo occidental. Su elaboracion consta de una fermentacion
en dos etapas; la primera es una fermentacion fingica en sustrato
sélido por medio de microorganismos del genero Bacillus y/o
Aspergillus tales como Aspergillus soyae, Aspergillus oryzae,

Saccharomyces rouxii, Candida versitilis, Pediococcus halophilus,
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Lactobacillus delbrueckii, que no sean patdgenos; y la segunda
etapa se inicia agregando una salmuera al producto de la primera
fermentacion en esta etapa actian levaduras y bacterias (15) (17).

Las caracteristicas de este producto es una salsa café, salada de
aroma Yy sabor caracteristicos y con capacidad de potenciar
sabores. De aqui nacid la industria del glutamato mono sédico,
nucleotidos potenciadores de sabor, produccidén industrial de

enzimas (7).

1.1.3.2. Microorganismos Fermentativos en Bebidas

Saccharomyces cerevisiae.

Se la encuentra en la micro biota de las frutas como la uva o la
manzana se la conoce como levadura silvestre, por lo que
corresponde a una especie no cultivada, Produce fermentacion

superficial (17) (24).

Fuente: (24 www.allposters.com)
FIGURA 1.8 SACCHAROMYCES CEREVISIAE
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Saccharomyces carlsbergensis
Tiene como sindnimo la Saccharomyces pastorianus, son células
ovales en forma de salchicha, su actividad fermentativa es de

fondo. Levadura tipica de la industria cervecera. Es resistente a

altas concentraciones de alcohol y anhidrido sulfuroso (27).

Fuente (27 www.wineserver.ucdavis.edu.com)

FIGURA 1.9 SACCHAROMYCES CARLSBERGENSIS

Torulas

Se reproducen por gemacion, de forma esférica u oval de distintos
colores, su presencia en cervezas causa turbidez. No son
Saccharomyces. Su actividad alcoholizante es escasa. Se
encuentran en gran cantidad en mostos de uvas atacadas por

podredumbre (1).
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Dekkera anomala

También llamadas Brettanomyces, son asporégenas, de forma
esféricas, ovales o alargadas; se desarrollan como unidad aislada o
formando cadenas de células; imparte sabores y aromas fuertes en
el vino que se describen como manta de caballo, corral, tirita vy

fecal.

Produce &cido acético en el vino lo que lleva a la perdida de
sabores y aromas. Fermentacion tardia.

Genus/especies (aliases): Dekkera (Brettanomyces anomalus,
anamorph, Brettanomyces/ Dekkera claussensii, Torulopsis

cylindrical, Candida beijinggensis) (28).

Fuente (28 www.wineserver.ucdavis.edu.com)
FIGURA 1.10 DEKKERA ANOMALA
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Saccharomyces ellipsoideus
Es la auténtica levadura del vino, alto poder fermentativo. En la
fermentacion alcohdlica primaria la glucosa y la fructosa del mosto

son fermentadas hasta obtener etanol y CO2.

En la fermentacién alcohdlica secundaria que puede darse en
botellas o en tanques el azlUcar afiadido se convierte en etanol y

CO2 y asi produce vinos espumosos (1).

Hanseniaspora uvarum
Con forma de limon, ovoide o alargada. Se encuentra en las frutas,
especialmente en las uvas, pero también se encuentran en el suelo,

el agua dulce y salada, moluscos y mamiferos.

Tiene actividad temprana en la fermentacién produciendo acetato

de etilo.

Genus/especies (aliases): Hanseniaspora uvarum (Kloeckera
appiculata anamorfa; Kloeckera austriaca, Kloeckera brevis,

Kloeckera lodderi, Hanseniaspora apiculata) (29).
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Fuente: (29 www.wineserver.ucdavis.edu.com)

FIGURA 1.11 HANSENIASPORA UVARUM

Candida stellata
De forma esférica u ovoide, usualmente se encuentra como la
unidad aislada pero también se la encuentra adherida una a otra en

una formacion de estrella, no forma hifa o pseudohifa.

Es un miembro de la flora natural de microorganismos en la
superficie de las uvas, cede en numero frente a otras especies de
Saccharomyces. La C. stellata junto a otras especies de Candida se
han encontrado en los procesos de fermentacion y es capaz de

realizar la fermentacion completa a vino.

Genus/species (aliases): Candida stellata (Saccharomyces stellatus;

Torulopsis stellata; Cryptococcus stellatus; Cryptococcus bacillaris;
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Saccharomyces bacillaris; Troulopsis bacillaris; Brettanomyces

italicus) (25).

Fuente: (25 www.wineserver.ucdavis.edu.com)
FIGURA 1.12 CANDIDA STELLATA

Sacccharomyces beticus
Levadura en flor del vino de jerez, parte del etanol se oxida a

acetaldehido, produciendo el aroma tipico del jerez (17).

Saccharomyces bayanus.

Se encuentra en lugares remotos o aislados de la poblacion
humana, no asi la S. cerevisiae. El patrén de cariotipo de la S.
cerevisiae es reconocido por la banda cromosémica de 1600 kb, asi
como por 3 0 mas cromosomas pequefios en la region de 245-370
kb. A diferencia de S. bayanus que tiene una banda cromosémica

de unos 1300 kb.
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S. bayanus es generalmente galactosa negativo, a diferencia de S.

cerevisiae.
Genus/especies (aliases): Saccharomyces bayanus,
(Saccharomyces uvarum; Saccharomyces globosus,

Saccharomyces intermedius, Saccharomyces heterogenicus,

Saccharomyces joannae, Saccharomyces tubiformis (17) (26)
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Fuente: (26 www.wineserver.ucdavis.edu.com)
FIGURA 1.13 SACCHAROMYCES BAYANUS

1.2 Generalidades de CIBE 12.1-06

Levaduras

La levadura puede crecer como anaerobio facultativo, es decir
puede utilizar oxigeno u otro compuesto organico como aceptor
final de electrones. La levadura en condiciones aerobicas puede

transformar azucar en didxido de carbono, agua y una produccion
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relativamente alta de nueva levadura, mientras que la levadura
crecida anaerobicamente tiene una velocidad relativamente lenta
de crecimiento, que ahora se acopla a una alta conversion de

azucar en alcohol y diéxido de carbono (18) (19).

Reproduccién celular de levaduras

Las levaduras se multiplican por gemacion. Este evento se da
cuando una zona de la pared forma una protuberancia (brote) en la
superficie externa, y este se alarga agregando citoplasma al que se
provee de pared. Al aumentar de volumen el brote, van emigrando a
este los organélos de la célula madre, incluido un nucleo (tras su
division). Finalmente, la gema alcanza su tamafio definitivo, lo que
no implica necesariamente su separacion de la célula madre. Es
bastante frecuente encontrar largas cadenas de levaduras, debido a

la no disyuncion de las distintas células formadas (1) (19).

Pared celular de las levaduras

Las diferencias en la estructura quimica de las capas exteriores de
la levadura son las responsables de que algunas cepas suban a la
superficie hacia el final del proceso fermentativo, estas levaduras
“altas” contrastan con las “bajas”, que se hunden y tienden a

depositarse en la base del fermentador. Las levaduras “altas”
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tienden a ser hidréfobas y a reunirse en el menisco, lo que no hacen

las “bajas” (1)(23).

Las gemas de algunas cepas de levadura se separan con dificultad
de la madre, por lo que forman cadenas constituidas por numerosas

células y sedimentan mas rapidamente (1)(23).

La aglomeracion de las células hace que las levaduras se hagan
visibles en el medio hacia el final de la fermentacion, donde son
llamadas floculantes, sin embargo una floculacién temprana puede
impedir que la fermentacidon se complete; cada una de las células es
atraida por las demas para formar floculos, probablemente
compuesto por miles, o millones de células. Se cree que la
atraccion se debe, al menos en parte, a la formacion de puentes de
calcio entre grupos carboxilicos de células adyacentes, y en parte al
establecimiento de puentes de hidrogeno, la capacidad de flocular

esta determinada genéticamente (1)(23).

La floculacién puede ser inhibida por azucares y favorecida por la
sal; las cepas o razas floculantes sedimentan mas rapidamente que

las no floculantes o pulverulentas (1)(23).
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Aparte de la mayor hidrofobia superficial entre las levaduras altas y
las bajas existe otra diferencia y es que las levaduras altas operan
generalmente en el intervalo de temperaturas de 15-22 °C y las

bajas en el de 8-15 °C (1).

Seleccién de levaduras para su uso en alimentos.
La seleccion de cepas para la elaboracion de bebidas fermentadas
no es una tarea facil ya que no esporulan facilmente y producen

pocas ascosporas viables.

Las tasas de diacetilo que imparten tanto el bouquet como el aroma,
se ven influenciados en principio por las materias primas y las
técnicas de elaboracién, y por otro lado, el metabolismo de las
levaduras; asi se puede concluir que todo parametro relacionado
con la actividad metabdlica de la levadura va a influir directamente
en la formacién de diacetilo, esto es: Materias primas (como
sustrato de la levadura), los métodos y condiciones de produccion
en la fermentacibn y post-fermentacién (temperatura y pH
adecuados a la cepa empleada), y la infeccién de las bebidas por

diversas bacterias y levaduras salvajes (1).
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Otra de las exigencias de la fermentacion es que la levadura crezca
adecuadamente. Es obvio que la fermentacion necesita un inéculo
suficiente para una propagacion eficaz, —ordinariamente una
multiplicacion por un factor de 3 a 5- durante una fermentacién. Un
factor de multiplicacion mas bajo crea dificultades técnicas y una
propagacion excesiva acarrea la incorporacion, a la biomasa de la
levadura de cantidades de hidrato de carbono que debian

transformarse en etanol (1).

Mantenimiento de los cultivos de levadura

El método consiste en sembrar con un asa, el cultivo puro o
contaminado, en un medio sélido y estéril sobre una placa Petri.
Una vez desarrolladas, se seleccionan las colonias, se recogen
algunas y se siembran de nuevo en medio solido; las
posteriormente desarrolladas constituyen la coleccién utilizada para

seleccionar luego la que convenga utilizar (1).

Levaduras salvajes.

A las levaduras causantes de problemas en las fabricas de cerveza
se les denomina salvajes. Algunas razas de Saccharomyces
cerevisiae o de otras especies del mismo género; otras pertenecen

a los géneros Céandida, Pichia, Hansenula o Torulopsis (10).
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El género Candida
El género Candida comprende aproximadamente 200 especies que
son la reunion de aspordogenos anamorficos e imperfectas

levaduras.

Después de la union de los géneros Torulopsis con Candida, este
grupo contiene mas de la tercera parte de las especies de levaduras
(Meyer et al.,1984). Comprende las especies de levaduras que no

han sido asignadas en otro género imperfecto.

Son predominantemente ascomicetos y 25 especies de levaduras
gue son basidiomicetos presentes en la naturaleza. ElI género
Céandida incluye especies con y sin hifas, especialmente debido a la
combinacion del genero Torulopsis, el cual es carente de

pseudomicelio (Yarrow y Meyer, 1978) (30).

Una de las caracteristicas de la especie Candida sake, es que las
proteinas solubles del citoplasma de las células son usadas para la
identificacion y clasificacion de la especie C. sake. Las enzimas que
son utilizadas por los organismos sirven como componentes

estandar para su identificacion (Kurtzman et al., 1983)(30)
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Las especies del genero Candida son cepas que muestran menores
diferencias con respecto a ciertas caracteristicas fisioldgicas, en

gue el nombre genérico indica cierto grado de semejanza. (30)

El nivel de bioseguridad que se le asigna a la C. sake es “nivel de
bioseguridad 1” esto implica que las condiciones de trabajo a
cumplir para el manejo, trabajo en laboratorio y almacenaje del
microorganismo son los siguientes:

e El agente biologico (C. sake) presenta un peligro minimo para el
personal de laboratorio y ambiente.

e El acceso al area de trabajo no es restringido y el trabajo con el
agente puede realizarse en mesas estandar de laboratorio.

e No se requiere equipo especial, tampoco disefio especifico de
las instalaciones; el edificio o el area de laboratorio no necesita
estar aislada.

e Las precauciones tomadas con este nivel de bioseguridad son:
Uso de guantes plasticos y proteccion facial.

e Los materiales de trabajo contaminados se pueden desechar en
recipientes abiertos.

e Los procedimientos de descontaminacion para este nivel de

bioseguridad son: Lavarse las manos con jabén antibacteriano,
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lavar todas las superficies expuestas del laboratorio con los

desinfectantes (32) (33).

1.2.1 Caracteristicas morfoldgicas
La morfologia de las células de esta levadura varia de redonda a
eliptica alargada, incluso podria observarse cilindrica, y presenta

una reproduccion vegetativa por gemacion multilateral.

Fuente: CIBE — Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 1.14 CIBE 12.1-06

Las colonias que forma son de color blanco o cremoso, no presenta
formacion de carotenoides (pigmentos amarillos o naranjas), la
superficie de la colonia puede o no presentar pseudohifas y la

textura de la colonia semejante a la mantequilla (31).
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La clasificacion de la Candida sake se presenta de la siguiente
forma (31):
TABLA 4

CLASIFICACION DEL GENERO CANDIDA SAKE

Clasificacion
Division Ascomycota
Subdivision Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Subclase Saccharomycetidae
Orden Saccharomycetales
Genero Céndida

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Fuente: (31 www.cbs.knaw.nl)

Es importante destacar que la especie C. sake no se ha encontrado
asociada con animales de sangre caliente (Hurtley et al., 1987).
Ademas de la ingestion de las dosis aplicadas en bio-control de la
referida cepa no representa ningun peligro toxicolégico para la
especie humana ya que no puede desarrollarse a temperatura de
37°C (temperatura corporal) y es rapidamente destruida en contacto

con el jugo géstrico simulado.

Esta muy bien adaptada a las bajas temperaturas, obteniéndose un

buen desarrollo de su poblacion a 1°C (30).
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1.2.2. Caracteristicas bioquimicas y moleculares

Los azucares donde presenta actividad fermentativa, es decir

produccion de gas, son (31):

TABLAS
CAPACIDAD FERMENTATIVA DE C. SAKE EN DIFERENTES
AZUCARES
D-Glucosa +/-
D-Galactosa +/-
Maltosa +/-
Sucrosa +/-
a,a-Trehalosa +/-
Lactosa -
Raffinosa -

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
Fuente: (31 www.cbs.knaw.nl)

La capacidad de asimilacibn y los ensayos de crecimiento

presentan los siguientes registros en la literatura (31):

TABLA 6
ENSAYO DE CRECIMIENTO DE C. SAKE A DIFERENTES
TEMPERATURAS
1°C Forma gas
5°C Forma gas
10 °C Forma gas
15 °C Forma gas
19 °C Forma gas
25 °C Forma gas
30 °C Forma gas
37 °C No forma gas
40 °C No forma gas
45 °C No forma gas

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Fuente: (31 www.cbs.knaw.nl)
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La capacidad de asimilacion que tiene la C. sake sobre diversos

sustratos se muestra en la siguiente tabla (31):

TABLA 7

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LA ESPECIE C. SAKE

Glucosa (+) Ribitol (-/+) Ribosa (-/+)
Insulina (-) Galactitol (-) Metanol (-)
Sucrosa (-/+) D-Manitol (-/+) Etanol (-/+)
Rafinosa (-) D-Glusitol (-/+) Glicerol (-/+)
Melobiosa (-) Mio-Inositol (-) Eritriol (-)
Galactosa (+) DL-Lactato (-/+) Etlamina (-/+)
Lactosa (-) Succinato (+) 50% Glucosa (-)

Trehalosa (+)

Citrato (-/+)

Maltosa (-/+)

D-Gluconato (-/+)

Formacioén de almidon (-)

Melisitosa (-/+)

D-Glucosamina (-/+)

Metil-a-D-glucésido (-
I+)

N-Acetil-D-Glucosamina (+)

Licuefaccién de gelatina

()

Almidén soluble (-)

Hexadecano (-/+)

Celobiosa (-/+)

Nitrato (-)

Cicloheximida 0.1% (-)

Salicina (-/+)

Nitrito ()

L-Sorbosa (-/+)

Libre de vitaminas (-/+)

Cicloheximida 0.001% (-)

L-Rhamnosa (-)

2-Keto-D-Gluconato (-/+)

D-Xilosa (-/+)

Xilitol (-)

L-Arabinosa (-)

Cadaverina (-/+)

D-Arabinosa (-)

L-Lisina (-/+)

1.2.3. Uso en laindustria de los alimentos

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Fuente: (31 www.chs.knaw.nl)

Las menciones de Céandida sake en

la literatura consiste en

describirla como una levadura salvaje o que pertenece a la micro

biota de la materia prima procesada; la razén de su presencia en

jugos vinos y cervezas es debido a que se encuentra ampliamente
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distribuida sobre la superficies de la frutas en la mayoria de
regiones a nivel mundial, ademas de estar presente en agua y

suelos también de varias regiones glaciares.

Esta especie ha sido encontrada en el sake-moto que es la pasta de
almidon que se fermenta para la elaboracion del sake, mosto de uva
y palo de salmén congelado en Japon, también en mosto de uva en
Francia, tuberia de mosto en una fabrica de cerveza ademas del
suelo en Suecia y Bélgica, la savia del arbol de haya Fangus sp.,
Chucrut y yema de huevo en los Paises Bajos, agua y sedimentos
de la Bahia de Chesapeake en los EEUU, tierra de pasto en Chile,
agua, suelo y agua de mar de la Antartida, leche, superficie de

frutas, jugo no pasteurizado de naranja (30) (31).

La C. sake ha sido identificada como contaminante del mosto o jugo

de cafia de azucar (30).

Las cepas de la primera especie Candida austromarina, que
Kurtzman y Robnett identificaron en 1997 como C. sake no crece a
temperaturas superiores a 18-21 °C; por otro lado existe una

especie de C. sake que crece en un rango de temperatura que va
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de 1-34 °C y es miembro heterogéneo de la especie Candida

maltosa (30)(31).

1.2.4 Obtencioén de la cepa CIBE 12.1-06

El continente antartico representa un reservorio microbiolégico poco
explorado, en especial respecto de las levaduras que alli habitan.
Estos microorganismos poseen gran importancia ecoldgica y un alto
potencial para aplicaciones biotecnoldgicas. El objetivo del CIBE es
estudiar la diversidad de levaduras presentes en el territorio
antartico, para lo cual en una primera etapa de investigacion se
recolectaron muestras de tierra y de agua procedentes de esta

region.

Utilizando diferentes condiciones de cultivo se logré aislar gran
cantidad microorganismos, los cuales fueron seleccionados vy

agrupados de acuerdo a sus caracteristicas macro morfolégicas.

En la naturaleza los microorganismos Sse encuentran en
comunidades mas o menos complejas. Por ello, una técnica
esencial es la que permite la obtenciébn de cultivos puros o

axenicos, a partir de los cuales es posible un estudio sobre las
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propiedades de un microorganismo concreto, ya que un cultivo puro

es aquel que contiene un solo tipo de microorganismo.

Debido a que el grupo de estudio es levadura, se utilizé un medio
de cultivo selectivo para levaduras como es el PDA (potato dextrosa
agar), en la técnica utilizada en el laboratorio se obtuvo un cultivo

puro por agotamiento por estrias.

Una vez identificada molecularmente se procedié a incubar en
medios diferenciales y comprobar asi sus propiedades bioquimicas;
la cepa Candida sake comprobd su capacidad de fermentacién
alcohdlica en 4 diferentes azucares: Glucosa, fructosa, maltosa,

glicerol, frente a un azucar que no fermento como la lactosa.

1.2.5 Necesidades de investigacion, hipbtesis y objetivos.

Las levaduras son cuantitativa y econdémicamente el grupo de
microorganismos con mas importancia en la industria alimentaria y
fermentativa. Su tradicional aplicacion se centra en la fabricacién de
varios productos como pan, vino, cerveza, cava, bebidas
alcohdlicas, sake, destilados, produccién de biomasa, extractos

autorizados, componentes del sabor y recientemente se esta
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realizando la produccién de recombinados proteicos a través de

expresiones geneéticas.

La hipdtesis del presente trabajo busca demostrar, que la levadura
estudiada fermenta los azlUcares simples a una temperatura optima
inferior a la temperatura ambiente y a un pH Optimo cercano a la

neutralidad produciendo alcoholes de grado alimenticio.

El principal objetivo para ello es caracterizar la actividad
fermentativa de la levadura en estudio, por medio de la
identificacion de temperatura y pH donde la generacién de gas por

fermentacion sea maxima.

El tipo de alcohol que produce la cepa en estudio es un punto mas
de analisis, ya que segun la calidad de alcohol que genera en el
proceso de fermentacion, y la resistencia del microorganismo al
incremento de alcohol en el medio son factores que inciden en la

aplicacién biotecnoldgica del agente en estudio.

Ademas del principal objetivo del trabajo se podra evaluar otras
caracteristicas de la fermentacion tales como:

« Sitiene un alto porcentaje de fermentacion.
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El tipo de resistencia a diversas temperaturas y pH.
Qué tipo de metabolitos producira.

Que habilidad de flocular presenta.
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CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de la fase experimental que determinaron los
parametros éptimos del proceso de fermentacién, como son temperatura
y pH, se ejecutaron una serie de etapas experimentales en secuencia
que buscan consecutivamente la obtencion de informacion para la

conclusioén de lo inicialmente expresado.

El primer paso para llevar a cabo el experimento es la obtencion de la
cepa en estudio por medio de técnicas de laboratorio de microbiologia, y
de esta forma asegurar la pureza de la cepa a utilizar, es decir que exista

un solo tipo de célula en el inoculo (42).

A continuacion se inoculd la cepa aislada en caldo cultivo restringido con
un azucar especifico, el objetivo de esta etapa es evaluar la velocidad de

produccion de gas a diferentes temperaturas (43)(44).
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Una vez que se determind una temperatura optima de crecimiento, se
describe la velocidad de formacidbn de gas a diferentes pH; este
escenario se lo evalla con el parametro de temperatura de incubacion

previamente determinado.

Previo a la lectura por cromatografia de gases, se procedié a destilar la
muestra (la muestra correspondiente al escenario caracterizado por los
dos parametros previamente determinados de temperatura y pH), para
obtener alcohol puro, con el fin de determinar por medio de cromatografia

de gases que tipo de alcohol se generd en el proceso de fermentacion.

Dentro de las necesidades de investigacibn se menciona el uso
tradicional de las levaduras en la industria de alimentos, es asi, que en
una etapa paralela de experimentacion se inocula en jugo de uva la cepa
estudiada y posterior a la fermentacion se destila, esto con el fin de hacer
una comparacion con el tipo de alcohol obtenido ademéas de determinar

la cantidad de alcohol presente al final de la etapa de fermentacién (45).

2.1 Produccién de Gas
Para obtener una muestra que genere fermentacion alcohélica y de
alli analizar la dinamica de generacion de gas se necesita dos

etapas: La primera es la obtencién de una cepa pura, la segunda
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parte es la siembra de la cepa en un caldo de cultivo con un azucar

especifico.

2.1.1 Materiales

2.1.1.1 Materiales aislamiento de la cepa CIBE 12.1-06

Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos utilizados durante
esta etapa de experimentacion fueron los siguientes.
» Materiales
Cepa del banco de levaduras de CIBE.
Cajas Petri
Agar PDA
Aceite de inmersion
Solucion cristal violeta 1%
Solucion de safranina 0,5%
Solucién diluida de yodo (Lugol) (1% I, + 2% IK)
Etanol
» Instrumentos
Porta y cobre objeto
Pinza
» Equipos

Microscopio optico
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Camara de flujo

2.1.1.2 Materiales para la generacion de gas por fermentacion

Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos utilizados durante
esta etapa de experimentacion fueron los siguientes.
» Materiales

Cepa purificada

Tubos con tapa rosca

Tubos de precipitacion de eritropoyetina

Pipeta Pasteur

Pera pipeteadora

Asa de siembra

Plato de pesada

Espatula

Agitador magnético

Tubos de vidrio pequefios

Matraz aforado

Pipeta
» Equipos

Agitador magnético

Estufa agitador

Balanza analitica
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« Lector grados macfarlan
- Céamara

« Autoclave

» Reactivos

« Sulfato de amonio

» Fosfato mono potasico

» Sulfato de magnesio

« Glucosa

» Fructosa

« Agua ultra pura

2.1.2. Métodos

2.1.2.1 Aislamiento de la cepa CIBE 12.1-06

Para la primera etapa del experimento, el método que se siguio
para obtener el aislamiento de la cepa a fin de garantizar la pureza
del in6culo y la correspondencia de los resultados obtenidos fue el
siguiente:

+ Para el efecto de la experimentacibn que se describe a
continuacion, partimos de una cepa del banco de levaduras que se

almacena en el CIBE.
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+ Aunque existen numerosas técnicas de aislamiento, las mas
utilizadas emplean un medio de cultivo sélido sobre el que se
desarrollan colonias macroscopicas como resultado del crecimiento
y division de los microorganismos. Asi el medio de cultivo sélido
empleado fue PDA, y la técnica de aislamiento empleada seria
agotamiento por estrias.

RS

+» Una vez aislada la colonia, se comprobd su capacidad de

K3

tincion mediante observacién al microscopio con la técnica de
tincion de Gram (42).

RS

» Al comprobar la pureza de la cepa a emplear en el experimento,

>

esta se sembré en masa en PDA.

2.1.2.2 Generacion de gas por fermentaciéon

La formacién de gas en la fermentacion estd asociado a la
generacion de alcohol, ya que ambos son producto del proceso de
respiracion anaerobia en la célula; para determinar la velocidad de
generacion de alcohol se mide la generacion de gas en un ambiente

controlado con respecto al tiempo.

Para el efecto se prepar6 un caldo de cultivo con un azlcar
especifico, este se esterilizd en autoclave, previo a la siembra de la

levadura se permite que el caldo de cultivo se enfrié.
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Se sembrd la cepa aislada y comprobada en el medio que se
prepardé y se procedié a realizar las lecturas en el tiempo; esto es,
registrar el tamafio de la burbuja formada durante el proceso de
fermentacion. Para el efecto se realizaron las siguientes acciones:

+ Se preparo el caldo de cultivo con azucar especifico de glucosa
y fructosa; para esto se utilizé la siguiente relacién, para 1 L de
caldo de cultivo se usa:

= Azlcar 20 g

= Sulfato de magnesio 0.5 g

= Sulfato de amonio 0.5 g

Fosfato monopotasico 1 g

*,
o3

Se prepararon 10 tubos con caldo de cultivo de glucosa.
+ Se llenaron 10 tubos de precipitacion de eritropoyetina también
con caldo de cultivo de glucosa usando una pipeta Pasteur.
+ Posteriormente se introdujeron el tubo de precipitacion de
eritropoyetina dentro del tubo de ensayo a manera de campana y

se tapa el tubo de ensayo con tapa rosca.
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Fuente: CIBE — Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 2.1 DISPOSICION DE TUBO CAMPANA DENTRO DEL
CALDO DE CULTIVO

Se repitié el mismo procedimiento mencionado anteriormente;
esta vez se prepara el caldo de cultivo con fructosa.

Los 20 tubos de ensayo debidamente rotulados se llevaron al
autoclave a 120 ° C por 20 minutos.

Una vez enfriados los tubos de ensayo con caldo de cultivo se
procedio a inocular con la cepa estudiada.

De la caja Petri donde se siembra en masa, se toma una
pequefia parte de la biomasa de la superficie y se la disuelve en 20
ml de agua ultra pura.

Se agita hasta disolver la biomasa en el agua y se procede a
leer en el turbidimetro hasta obtener 0,5° Mcfarland (42).

Se Inocula 1 ml de la solucidon con inoculo en cada uno de los

tubos de ensayo, esto como cultivo de iniciacion de la fermentacion.
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Fuente: CIBE — Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 2.2 FORMACION DE GAS EN EL CALDO CON CULTIVO

2.2. Determinacion de temperatura 6ptima

2.2.1. Materiales

Los equipos utilizados en esta etapa de experimentacién fueron:
> Neveraa5°C

> Neveraa 10°C

> Neveraa 16°C

> Nevera a 25°C

> Estufa 30°C
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2.2.2. Metodologia para determinar la temperatura 6ptima de

crecimiento

En el transcurso de los dias se observo la formacion de gas y fue
visible como quedoé atrapado en el tubo a manera de campana. La
razon de crecimiento de la burbuja de gas en el tiempo (un registro
por dia) es lo que genera los datos a evaluar mediante la siguiente

metodologia:

Fuente: CIBE — Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 2.3 MUESTRAS A DIFERENTES TEMPERATURAS

+ Con los datos registrados se realiz6 un analisis de regresion
lineal por el método de los “minimos cuadrados”.

+ El andlisis se realiz6 para cada uno de los escenarios; esto es,
el conjunto de datos generados y registrados por cada temperatura

evaluada corresponde a un escenario.
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*

» Se graficO las lecturas registrada para cada uno de los tubos,
dia vs. pL gas; un grafico para cada una de las temperaturas de
trabajo.

+ Se realizdé una regresion lineal sobre cada conjunto de datos
correspondientes a un escenario a fin de obtener una ecuacion con

la siguiente forma modelo:

y = Bo+ B1(x)
Donde:
X y) - @
T ye o
Bo = Yprom — p1 (xprom)
En el que:

* ... 1@ media de los datos correspondientes desde y; hasta
yn

- Xprom. la media de los datos correspondientes desde x; hasta
Xn

«  X(x;*y): la sumatoria de los productos desde x;-y; hasta
Xn*Yn

« n: el numero de datos correlacionados

= Y x:lasuma de los datos desde x; hasta x,,.

= Y y:lasuma de los datos desde y; hasta y,.
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- Y x?:la sumatoria de los datos desde x? hasta x2
- Y y?:la sumatoria de los datos desde y? hasta y?
+ Se realiza un analisis de varianza en el que se determina la

correlacion de los datos (valor R).

ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION
GRADOS
'\:/LA';';'AT;SE SUMA DE CUADRADOS DE CU@ESQDO Fo VALOR - P
LIBERTAD
REGRESION SCr =By * <ny—m'> 1 cmr=3¢r
n gl
SC CMr
ERROR SCe=S5,,—SCr n-2 cm:g_—f o= e | F@1m=2)
En?
— 2 _
TOTAL Syy = Zy n n-1
5 s _ 2= xpram)’
2=
n
SiFo > F ; el analisis es significativo
S2 . 2 = Yprom)®
Y n
Sey o = 26— orom) + (7= Yprom)
xy — . . .
i Si R es mayor a 0,9 existe buena correlacion de
5 datos
R=—%—

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 2.4 TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA Y

CORRELACION

+ Del modelo lineal desarrollado para cada uno de los eventos,
interesa la pendiente o lo que es lo mismo el valor g1 de cada una
de las ecuaciones. Este valor indica la razén de crecimiento de la
burbuja de gas vs. Tiempo; asi se tendra que la unidad de razén es

uL gas/dia.



68

*

» Con el conjunto de datos p1(uL gas/dia), que se corresponde a
cada una de las temperaturas de trabajo, se realizo un graficé g1 vs
.temperatura.

» Con esta informacion se realizdé una regresion polinébmica, con

*

la intencion de encontrar un polinomio con modelo semejante a:

y =agta;-xt+a,-x®+-ta,x"

Donde:

ay, aq,a, ....a,; Se encuentran mediante el sistema de matriz

Xi z Xi® i E xit ‘Z Yi
a0 n + al L+ a2 + a3 + a4 + a5 =
E & Z xit X i“ xf‘ i Y*
a0 C+ al + a2 + a3 + a4 + a5
2 b 4,20
i i
+ al + a2 + a3 + a4 + a5
R o Rt B
a0 + al + a2 + a3 + a4
6
xit &i E x] i Z Xt Yi
a0 + al + a2 + a3 + a4 + a5 =
SR I peten
a0 + al + a2 + a3 + a4 + a5 =

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 2.5 MATRIZ MODELO PARA DETERMINAR LOS

+
QO
wv
1}

COEFICIENTES DE REGRESION POLINOMICA
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*

» La regresion polinbmica se inicia con el analisis de un polinomio
de grado 2, se determina el factor de correlacion utilizando las

relaciones:

Sr

/e = {mGmrD)
S, =
R =+/R?
R — StS—tSr

«+ Si el valor R es menor a 0.9, se incrementa el grado del
polinomio y se repite el analisis de regresion polinGmica; se seguira
incrementando el grado del polinomio hasta encontrar un valor R
mayor a 0.9.

+ A la ecuacién que se obtuvo de la regresién polinébmica se le
aplicé la primera derivada; esta nueva ecuacion se iguala a 0 y se
encuentran las raices.

+ Los valores encontrados son valores de temperatura.

« El valor “0” indica que no existe una inclinacién de la recta en

ese punto tangente con el polinomio original, es decir que la recta

es una linea constante paralela al eje “X”.
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» Al interpretar graficamente se tiene, que el polinomio tangente
en un punto solo pueden darse en el punto maximo del polinomio o
el punto minimo del polinomio.

+ [Esto quiere decir que al encontrar las raices de la derivada y

estos valores sustituirlos en el polinomio original, se encontrara los
Lo - uL gas
valores maximos o minimos de f; = /dia , que puede

generar el modelo de estimacién que se encuentra por regresion

polinémica.

2.3 Determinacion de pH 6ptimo
2.3.1. Materiales

Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos utilizados durante
esta etapa de experimentacion fueron los siguientes.

> Reactivos

« Sulfato de amonio

« Fosfato mono potasico

« Sulfato de magnesio

« Glucosa

« Agua ultra pura

= Solucion HCI 1 N



Solucion NaOH 1N
Materiales
Tubos con tapa rosca
Tubos de precipitacion de eritropoyetina
Pipeta Pasteur
Pera pipeteadora
Asa de siembra
Plato de pesada
Espatula
Agitador magnético
Tubos de vidrio pequefios
Pipeta
Matraz de Erlenmeyer
Instrumentos
Balanza analitica
Agitador
Lector grados macfarlan
pH meter
Equipos
Autoclave

Camara de flujo

71
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2.3.2. Metodologia para determinar pH 6ptimo de crecimiento.

La metodologia usada para determinar el pH éptimo al generar gas
en la fermentacion se describe de la siguiente forma:

+ Se prepara un caldo de cultivo base con glucosa tal como se lo
indica en el item 2.1.2.2. y se separa en 5 diferentes matraz de
Erlenmeyer.

RS

+ Utilizando el pH metro se ajusta cada una de las soluciones,
con solucion de HCI 1 N, o en caso de subir el pH se utiliza solucién
NaOH 1 N. De esta manera se tendra muestras con 5 diferentes pH.
+ Se preparan los tubos de ensayo junto con los tubos de
precipitacion de eritroproyectina a manera de campanas, para cada
una de las muestras de pH.

+ Las muestras se las identifica debidamente con un cédigo de
muestra, pH, y fecha de inoculacion.

+ Los tubos de ensayo debidamente rotulados se llevan a la
autoclave a 120 °C por 20 minutos.

+ Una vez frios los tubos de ensayo con caldo de cultivo se
procede a inocular con la cepa de ensayo.

+ Se prepara el indculo a partir de la caja Petri donde se siembra

en masa; se toma una pequefia parte de la biomasa de la superficie

y se la disuelve en 40 ml de agua ultra pura.
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» Se agita hasta disolver la biomasa en el agua y se procede a
leer en el turbidimetro hasta obtener 0,5° Mcfarland.

+ Se inocula 1 ml de la solucion con inéculo en cada uno de los
tubos de ensayo, esto como cultivo de iniciacidon de la fermentacion.
+ En el transcurso de los dias se observara la formacion de gas y
como queda atrapado en el tubo a manera de campana. La razon
de crecimiento de la burbuja son los datos que se registran

diariamente para realizar sobre ellos un analisis de esta etapa de

experimentacion.

K3

+» Para esta etapa, la temperatura de fermentacion con que se
trabaja este escenario, sera la que se determind en la fase anterior
de experimentacion.

+ Se registré durante 10 dias las lecturas generadas en los tubos
de ensayo, esto se refiere al tamafio de la burbuja formada en la
campana.

+ Se graficé el conjunto de datos registrados para cada uno de
los eventos; un grafico para cada uno de los pH de trabajo.

+ Se realizdé una regresion lineal sobre cada conjunto de datos
con el fin de obtener la pendiente de cada una de las ecuaciones; el
método para encontrar los valores de interés es el mismo que se
utilizé en la fase de “determinacion de temperatura 6ptima” en el

item 2.2.2.
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» Con cada una de las pendientes halladas y que se corresponde
a cada una de los pH de trabajo se realizd un grafico, pH vs. ;; con
esta informacion se realiz6 una regresién polindbmica, hasta
encontrar un valor R mayor a 0.9; la metodologia para una
regresion polinbmica sera la misma que se utlizd6 en la
“determinacion de temperatura 6ptima” en el item 2.2.2.

RS

+ A la ecuacion que se obtuvo de la regresion polinbmica se le
aplicé la primera derivada.
+ Se encuentran las raices del polinomio de la derivada.

+ Las raices encontradas indican el valor de pH donde B; es

maximo o minimo.

Determinacion de la Calidad de Alcohol Obtenido

El tipo de alcohol obtenido se determiné en dos diferentes tipos de
muestra, por medio de la lectura del cromatdgrafo de gases sobre el

alcohol que proviene de la muestra destilada.

La primera muestra fue el caldo de cultivo de glucosa que
corresponde al pH en que se maximiza la produccion de alcohol; y
para la segunda muestra se utilizé jugo de uva al que se le inoculo

la cepa estudiada y se permitié el proceso de fermentacion.
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Sobre la muestra de jugo de uva fermentado se realiz6 dos tipos de
analisis: La determinacion de tipo de alcohol y determinacion de
porcentaje de alcohol presente en la muestra por método

volumétrico.

Previo a los analisis que se realizan sobre jugo de uva fermentado
se debe preparar la muestra. Para la cromatografia la muestra debe
ser destilada a temperatura controlada de 80°C; para el analisis de
determinacién de porcentaje de alcohol existente en la muestra, se

somete a una destilacién total de la muestra.

2.4.1. Materiales
2.4.1.1. Materiales para la destilacién de caldo de glucosa

Para la primera muestra los equipos, instrumentos, materiales y
reactivos utilizados durante esta etapa de experimentacion fueron
los siguientes.

> Materiales

« Papel filtro

- Beaker 100 ml

- Matraz de destilacién de 100 cm?® de capacidad.

- Trampa de arrastre.
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« Condensador vertical
- Buretade 10 cm®

« Termometro

« Soporte universal

« Jeringa

> Instrumentos

- Platina calentadora

> Equipo

» Cromatografo de gases

2.4.1.2. Materiales para preparacion de muestra jugo de uva

fermentado

Para el segundo tipo de muestra en su primera etapa experimental,
obtencién del jugo de uva fermentado, se requieren los siguientes
reactivos, materiales, equipos e instrumentos:

» Materia prima

« Uva

» Materiales

- Botella de vidrio 2L

» Tapon de caucho

« Tubo de vidrio

- Beaker
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Agua ultra pura
» Instrumentos
Extractor de jugo
» Equipos
Autoclave
Camara de flujo

Nevera a 20°C

2.4.1.3. Materiales para la determinacion de tipo de alcohol en

jugo de uva fermentado

Una vez terminada la fase de fermentacion, los equipos a utilizar en
la etapa de destilacion de la muestra son los siguientes:
» Materiales

Matraz 1000 ml

Balén de destilacién de 1000 cm?® de capacidad.

Trampa de arrastre.

Condensador vertical

Bureta de 100 cm®

Termometro

Soporte universal

Jeringa

> Instrumentos
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« Manta calefactora.

« Cromatografo de gases

2.4.1.4. Materiales para la determinacion de contenido
alcohdlico por método volumétrico y gravimeétrico en el jugo de

uva fermentado.

Los materiales, instrumentos y equipos utilizados en la
determinacién de método volumétrico destilacion son los siguientes:
» Materiales

« Tubos con rosca

- Bal6n de destilacién de 1000 cm?®

- Torre de correccion.

« Condensador vertical

» Soporte universal

- Matraz aforado de 100 cm®
- Pipeta volumétrica de 50 cm?®

- Pipeta de transferencia de 50 cm®
« Picndmetro

» Instrumentos y equipos

« Centrifuga

« Manta calefactora

- Balanza analitica
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« Cromatografo de gases

2.4.2. Métodos

2.4.2.1. Determinacion de la calidad de alcohol en caldo de

glucosa

En esta fase experimental se analiza la muestra que se obtiene en
el escenario de temperatura Optima y pH Optimo, donde la
generacion de gas es maxima. El procedimiento a seguir fue el
siguiente:

+ Se filtré la muestra para retener la biomasa que se generé en el
proceso de fermentacion.

+ Se coloco la muestra en un matraz con cuello esmerilado.

+ Se conecté el matraz al equipo de destilacion y se dispuso una
bureta de 10 cm® para recibir el destilado.

+ La temperatura del vapor de arrastre de la destilacion no debe
exceder los 80°C, que es la temperatura de ebullicién del alcohol

etilico.
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Fuente: CIBE — Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 2.6 EQUIPO DE DESTILACION

Una vez se obtienen 2 cm® de destilado, se identificé por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM) en un equipo marca Agilent Technologies. Se utiliz6 una
columna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm) con fenil
dimetilpolisiloxano como fase estacionaria (0,25 micras de espesor
de pelicula) y helio como gas de arrastre (0,8 mil/min). Las
condiciones cromatograficas utilizadas fueron: Temperatura de
inyeccion (100°C) modo splitless, temperatura del detector (280°C),
la temperatura del horno se mantuvo en 50°C por 2 minutos,

después se incrementd hasta 180°C a un gradiente de 5°C/min.
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2.4.2.2. Determinacion de la calidad de alcohol en una

fermentacién de jugo de uva

Para esta muestra de diferente naturaleza se necesita preparar la
muestra en dos etapas:

e La primera etapa, consiste en inocular la levadura en jugo de
uva y dejar actuar al microorganismo, para que realice el proceso
de fermentacion alcohdlica.

e La segunda etapa, una vez que se complete el tiempo de
fermentacién sobre el jugo de uva, se prepara la muestra con la que
se efectuara dos operaciones: Destilacion de la muestra para
realizar la lectura con el cromatografo de gases y destilar la muestra

para determinar el porcentaje de alcohol de la muestra.

Inoculacion en jugo de uva de la cepa en estudio

= Se desinfectaron las uvas con una solucion de kilol durante 5
minutos y se la separo del tallo.

= Las uvas seleccionadas se les extrajo el jugo con un equipo
extractor que separo el jugo de la pulpa.

= Eljugo de uva se pasteurizo en autoclave 15 minutos a 120°C.

= Una vez frio el jugo de uva pasteurizado, se trabajo dentro de la

campana de flujo para inocular la cepa en estudio en el jugo de uva.
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= Elinéculo se preparé a partir de la biomasa de la caja Petri con
la cepa en estudio verificada y agua ultra pura.

= Se prepardo 5 ml de in6culo con 5 Mcfarland de turbidez.

= Se coloca el cultivo iniciador en la botella de jugo pasteurizado y
se tapa con tapon de caucho al que se le adapta una trampa de
agua, para evitar el ingreso de aire y permitir la salida de gas.

= El jugo de uva ya inoculado con la cepa se dej6é fermentar 20

dias a 20°C.

Fuente: CIBE — Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 2.7 BOTELLAS CON JUGO FERMENTADO Y TRAMPAS

DE GAS
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Determinacion de calidad de alcohol que se obtiene de la
fermentacién del jugo de uva

Una vez terminada la etapa de fermentacion, se prepara la muestra
de jugo fermentado para realizar la destilacion, con la que se
determinara el tipo de alcohol obtenido por medio de cromatografia
de gases:

v' La muestra se calienta y se agita por 5 minutos a 60°C, esto
con el fin de ayudar a precipitar o inactivar la biomasa.

v' Posterior a esto, se somete a centrifuga la muestra para
separar la biomasa, los parametros de trabajo de la centrifuga: 4°C,
12000 rpm durante 20 minutos.

v Se separa el sobrenadante que se obtiene de la centrifuga,
trasvasandolo a otro recipiente.

v' Se repite el procedimiento de destilacion que se practicé con el
caldo de glucosa y se menciona en el item 2.4.2.1.

v' El destilado se identificd por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), en un equipo marca Agilent
Technologies. Se utiliz6 una columna capilar HP-5MS (30 m x 0,25
mm) con fenil dimetilpolisiloxano, como fase estacionaria (0,25
micras de espesor de pelicula) y helio como gas de arrastre (0,8
ml/min). Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron:

Temperatura de inyeccion (100°C) modo splitless, temperatura del
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detector (280°C), la temperatura del horno se mantuvo en 50°C por
2 minutos, después se incrementd hasta 180°C a un gradiente de

5°C/min.

Determinacion de contenido alcohélico por método
volumeétrico y gravimétrico

Para la evaluacion de la cantidad de alcohol presente en el jugo
fermentado de uva, se utilizé el procedimiento de la norma INEN 2
322:2002 y se procedié de la siguiente forma:

= Se centrifugo el jugo fermentado para separar la biomasa, con
los pardametros de 4°C, 12000 rpm durante 20 minutos.

= El liquido separado de la biomasa se calenté a 60°C por 5
minutos.

= Se pipetea 100 cm® de muestra des-gasificada (la muestra
pierde el gas a 60°C) a 20 °C, colocar dentro de un bal6n de
destilacion, a continuacién se afiade 50 cm? de agua.

= Conectar el balon al equipo de destilacion, y disponer de un
matraz aforado de 100 cm? para recibir el destilado.

= Destilar alrededor de 96 cm®, a una velocidad uniforme entre 30
y 60 minutos.

= El destilado obtenido se mezcla bien. Ajustar a la temperatura

de 20°C y completar el volumen con agua destilada.
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= Basandonos en la norma técnica INEN 2 322:2002, se
determina la cantidad de alcohol en la muestra por método

volumétrico. Utilizando las siguientes formulas.

Donde:

Alcohol % en volumen

_ (alcohol % volumen en el destilado)(gravedad especifica de la muestra)
B gravedad especifica del destilado

Alcohol % en volumen

_ (alcohol % masa en el destilado)(gravedad especifica de la muestra)
- (gravedad especifica del alcohol etilico)

O gravimétrico.

gr alcohol por 100 cm3
gravedad especifica de la muestra

Alcohol % en masa =

Se determina la gravedad especifica para el jugo fermentado y para

el producto de la destilacion, asi se tiene que:

mc —mo

Gravedad especifica = ————
ma — mo

Donde:
* mo: masa del picndmetro vacio
* mc: masa del picnometro con muestra a 20 °C

* ma: masa del picndmetro con agua a 20 °C
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= El porcentaje de alcohol en volumen, o el porcentaje de alcohol
en masa asi como los gramos de alcohol en 100 cm?® de destilado,
se determina usando la tabla en el ANEXO 1 A partir de la gravedad

especifica del destilado.



CAPITULO 3

3. ANALISIS DE RESULTADOS

Seguido a cada una de las fases experimentales se analizaron los datos

generados para la caracterizacion del agente en estudio.

3.1 Temperatura Optima
La produccibn de gas se observdO por medio de la accion
fermentativa de la levadura en estudio sobre sustrato de glucosa y
fructosa; teniendo varios escenarios de fermentacion caracterizados
por diferentes temperaturas, de forma que se obtuvieron un

conjunto de datos para cada uno de los eventos analizados.

Los datos se generaron registrando diariamente, el incremento de la
burbuja de gas retenida dentro de los tubos de campana para los

tubos con caldo de glucosa se tiene la siguiente tabla:



MICRO LITROS DE GAS GENERADOS EN CALDO DE

TABLA 8
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GLUCOSA
pH 3,25 pH 4,66

5°C 10°C 16°C 27°C 5°C 10°C  16°C  25°C
1 200 10 20 65 200 100 5 130
2 380 25 80 125 360 260 130 250
3 440 65 420 215 540 400 465 330
4 500 120 520 290 780 600 550 630
5 540 190 780 365 840 840 830
6 700 280 1000 410 1000 1000 1000
7 840 525 450
8 1000 625 490
9 705

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

De la misma forma, el registro diario se dio para la muestra

inoculada en caldo de fructosa, los datos generados se muestran en

la siguiente tabla:




TABLA 9

MICRO LITROS DE GAS GENERADOS EN CALDO DE

FRUCTOSA
pH 3,25 pH 4,66

5°C 10°C 16°C 27°C 5°C 10°C  25°C
1 200 100 30 40 300 80 265
2 280 200 130 120 580 120 515
3 440 340 250 250 680 170 845
4 560 420 390 380 700 320 1000
5 700 600 590 400 740 700
6 860 680 850 450 750 940
7 1000 720 1000 480 1000
8 1000 490
9 500

Con los datos se generd un andlisis de regresion lineal para cada

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

uno de los eventos mostrados en las tablas.
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A continuacion se muestran las tablas de andlisis de varianza con

un nivel de confianza de 95% y se calculé el coeficiente de

correlacion junto a los graficos de tendencia lineal que se

corresponde a cada evento.



TABLA 10
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

GLUCOSA 5°C Y pH 3,25

Regresion | 452609.52 1 452609.52
Error 17590.47 6 2931.74 154.38 1,65*10°
Total 470200 7
52 5.25 Siendo Fo mayor al valor
5§ 58775 P se rechaza la hipotesis
3 545 nula y se concluye ¢
xy existe una relacion lineal
R 0.98111 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

1200

800

600

400

Microlitros de gas

200

GLUCOSA A5°CY pH 3.25

@ 1000

y =103.81x + 107.86
R?=0.9626

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.1 yL DE GAS EN CALDO DE GLUCOSA A5°C Y pH 3,25
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TABLA 11

ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

GLUCOSA 10°C Y pH 3,25

Regresion | 533926.66 1 533926.66

Error 43528.88 7 6218.41 85.8622 3.52*10°

Total 577455.55 8
52 6.66 Siendo Fo mayor al valor
5§ 64161.72 P Ise rechaza la hllp()te3|s

nula se concluye

Sy 628.88 existe yuna relacion )I/inea?l
R 0.9615 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

800
700
600
500
400
300
200
100

Microlitros de gas

-100 0
-200

GLUCOSA A 10°CY pH 3.25

y =94.333x - 188.89
R?=0.9246

6 7 8 9 10

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.2 yL DE GAS EN CALDO DE GLUCOSA A 10°C Y pH 3,25
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

GLUCOSA 16°C Y pH 3,25

Regresion | 720142.85 1 720142.85
Error 16457.14 4 4114.28 175.03 0.0001886
Total 736600 5
52 2.9116 Siendo Fo mayor al valor
s2 122766.66 P Ise rechaza la hilp()tesis
nula y se concluye q
Sy 591.66 existe una relacion lineal
R 0.9887 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

1200

1000

800

600

400

Microlitros de gas

200

-200

GLUCOSA A 16°CY pH 3.25

Dias

1000

y = 202.86x - 240
R?=0.9777

5 6 7

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.3 uL DE GAS EN CALDO DE GLUCOSA A 16°C Y pH 3,25



TABLA 13

93

ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

GLUCOSA 27°C Y pH 3,25

Regresién | 164688.09 1 164688.09

Error 3399.40 6 566.56 290.6769 2.605*10°

Total 168087.5 7
52 5.25 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 21010.93 P Ise rechaza la hllp()te3|s

nula se concluye

Sy 328.75 existe yuna relacion )I/inea?l
R 0.9898 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Microlitros de gas
[l W a2 v [=)]
8 8 8 8 8B

g

GLUCOSA A 27°CY pH 3.25

Dias

6 7 8 9

® 490

y =62.619x + 19.464
R?*=0.9798

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.4 uL DE GAS EN CALDO DE GLUCOSA A 27°C Y pH 3,25
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TABLA 14

ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

GLUCOSA 5°C Y pH 4,66

Regresion | 460891.42 1 460891.429
Error 7908.5714 4 1977.14 233.11 0.00010733
Total 468800 5
52 2.9166 Siendo Fo mayor al valor
s2 78133.33 P Ise rechaza la hilp()tesis
nula y se concluye q
Sy 473.333 existe una relacion lineal
R 0.9915 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

MICROLITROS DE GAS

200

200

GLUCOSA 5°C Y pH 4,66

1000

y =162.29x + 52
R2 = 0.9831

2 3 4 5 6 7

Dias

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.5 uL DE GAS EN CALDO DE GLUCOSA A 5°C Y pH 4,66
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TABLA 15

ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

GLUCOSA 10°C Y pH 4,66

Regresién 592480 1 592480

Error 4053.3333 4 1013.33 584.68 1.73*10°

Total 596533.33 5
52 2.91 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 09422 .22 P Ise rechaza la hllp()te3|s

nula se concluye

Sy 536.66 existe yuna relacion )I/inea?l
R 0.9965 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

GLUCOSA 10°C Y pH 4,66
1200
1000
1000
800

600

Microlitros de gas

400 260
200 100 y - 184)( - 110.67
0 R?=0.9932
0 1 2 3 4 5 6 7

Dias

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.6 pL DE GAS EN CALDO DE GLUCOSA A 10°C Y pH 4,66
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TABLA 16

ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

GLUCOSA 16°C Y pH 4,66

Regresién 194045 1 194045

Error 10980 2 5490 35.35 0.02714

Total 205025 3
52 1.25 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 51256.25 P Ise rechaza la hllp()te3|s

nula se concluye

Sy 246.25 existe yuna relacion )I/inea?l
R 0.972854 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

700
600
500
400
300

200

Microlitros e gas

100

-100

0.5

GLUCOSA 16°C Y pH 4,66

y = 197x - 205
R? = 0.9464

Dias

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.7 pL DE GAS EN CALDO DE GLUCOSA A 16°C Y pH 4,66



TABLA 17
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

GLUCOSA 25°C Y pH 4,66

Regresion | 583315.71 583315.714
Error 15967.61 3991.90 146.12 0.0002686
Total 599283.33
52 2.9166 Siendo Fo mayor al valor
s2 99880.55 P Ise rechaza la hilp()tesis
nula y se concluye q
Sy 532.5 existe una relacion lineal
R 0.9865 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

1200

1000

800

600

400

Microlitros de gas

200

GLUCOSA 25°C Y pH 4,66

@ 330

Dias

y = 182.57x - 110.67
R2=0.9734

1000

5 3 7

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.8 pL DE GAS EN CALDO DE GLUCOSA A 25°C Y pH 4,66



TABLA 18
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

FRUCTOSA 5°C Y pH 3,24

Regresién

521157.14

[EEN

521157.14

Error

2385.71

477.14

Total

523542.85

(e ))é)]

1092.24

4.76*107

LY 4
S§ 74791.83
Sxy 545.71 existe una relacion lineal

R 0.9977 para el modelo analizado
Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Siendo Fo mayor al valor
P se rechaza la hipotesis
nula y se concluye ¢

FRUCTOSA 5°C Y pH 3,24

1200

1000 v = 136.43x + 31.429
- RZ = 0.9954 “u

® 700

® 1000

50 ® 560

i ® 240

Microlitros de gas

® 280
200 ® 200

Dias

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.9 pL DE GAS EN CALDO DE FRUCTOSA A5°C Y pH 3,24



TABLA 19
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

FRUCTOSA 10°C Y pH 3,24

Regresion | 607202.38 1 607202.38
Error 15147.61 6 2524.60 240.51 4.54*10°
Total 622350 7
52 5.25 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 77793.75 P se rechaza la hipotesis
nula y se concluye ¢
Sy 631.25 existe una relacion lineal
R 0.9877 para el modelo analizado
Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FRUCTOSA 10°C Y pH 3,24
1200
— y =120.24x - 33.571 Sl
& a0 R? =0.9757
= o630 *70
E 600 ® 600
5 00 ® 420
= ® 340
200 ® 200
& 100
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dias

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.10 yL DE GAS EN CALDO DE FRUCTOSA A 10°C Y pH 3,24
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

FRUCTOSA 16°C Y pH 3,24

Regresién 785575 1 785575
Error 17767.85 5 3553.57 221.06 2.48*10°
Total 8033.42 6
52 4 Siendo Fo mayor al valor
5§ 114763.26 P se rechaza la hipotesis
3 670 nu_Ia y se cor)f:luy_e q
34 existe una relacion lineal
R 0.9888 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
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400

Microlitros de gas

200

-200

FRUCTOSA 16°C Y pH 3,24

y =167.5x-207.14

R?=0.9779

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.11 yL DE GAS EN CALDO DE FRUCTOSA A 16°C Y pH 3,24
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TABLA 21

ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

FRUCTOSA 27°C Y pH 3,24

Regresién 201840 1 201840

Error 29382.22 7 4197.46 48.08 0.0002243

Total 231222.22 8
52 6.66 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 25691.35 P Ise rechaza la hllp()te3|s

nula se concluye

Sy 386.66 existe yuna relacion )I/inea?l
R 0.9343 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Microlitros de gas

FRUCTOSA 27°C Y pH 3,24

y = 58x + 55.556
R2=0.8729

e 480 @ 4% @ 500

® 450

e 380 ® 400

e 250

® 120

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.12 yL DE GAS EN CALDO DE FRUCTOSA A 27°C Y pH 3,24




TABLA 22
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

FRUCTOSA 5°C Y pH 4,66

Regresién | 108035.71 1 108035.71

Error 37114.28 4 9278.57 11.64 0.0269

Total 145150 5
52 2.9166 Siendo Fo mayor al valor
5§ 24191.66 P Ise rechaza la hllp(')te3|s

nula se concluye

Sy 229.16 existe yuna relacion )I/inea?l
R 0.8627 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
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w 700
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v 500
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5

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.13 pL DE GAS EN CALDO DE FRUCTOSA A 5°C Y pH 4,66



TABLA 23
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

FRUCTOSA 10°C Y pH 4,66

Regresién | 868032.14 1 868032.14

Error 73539.28 5 14707.85 59.02 0.00059574

Total 941571.42 6
52 4 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 134510.20 P Ise rechaza la hllp()te3|s

nula se concluye

Sy 704.28 existe yuna relacion )I/inea?l
R 0.96 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
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Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.14 yL DE GAS EN CALDO DE FRUCTOSA A 10°C Y pH 4,66




TABLA 24
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION

FRUCTOSA 25°C Y pH 4,66

Regresién | 321311.25 1 321311.25
Error 5507.5 2 2753.75 116.68 0.008461
Total 326818.75 3
52 1.25 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 81704.68 P Ise rechaza la hilp()tesis
nula y se concluye q
Sy 316.87 existe una relacion lineal
R 0.9915 para el modelo analizado

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
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Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

FIGURA 3.15 pL DE GAS EN CALDO DE FRUCTOSA A 25°C Y pH 4,66



105

Como se observan en las figuras desde 3.1 hasta la figura 3.15, la

tendencia de los datos generados fue predominantemente lineal.

De las ecuaciones que se obtienen, interesa la contante “f;” o
pendiente del modelo lineal, ya que esta representa la relacion
entre, la generacion de gas con respecto al tiempo, para cada uno
de los eventos analizados; en la siguiente tabla se recoge la

informacién de f3; para los eventos analizados.

TABLA 25

CONSTANTES DE MODELOS LINEALES B (uL/DIA) A VARIAS

TEMPERATURAS
pH Temperatura | B Glucosa PFructosa
(°C)
3,25 5 103,81 136,42
10 94,33 120,23
16 202,86 167,5
27 62,61 58
4,66 5 162,29 78,57
10 184 176,07
16 197
25 182,57 253,5
3,25y 4,66 30 0 0

Elaborado por:

Kattya Zambrano, 2014
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Con los datos se generé un andlisis de regresion polinémica, un
analisis para el caso del caldo de cultivo con glucosa y otro analisis

para el caldo de cultivo de fructosa.

A continuacion se muestran las tablas de determinacion del
coeficiente de correlacion, junto a los graficos de tendencia
polinbmica que se corresponde a cada evento.
TABLA 26
DETERMINACION DE CORRELACION DE g (uL/DIA) VS.

TEMPERATURA PARA GLUCOSA

Sy, 43.77
S, 70,6
R? 0,8558
R 0,9251

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

y =0.0027x" - 0.2348x" + 7.4176x* - 105.98x” + 680.3x - 1407.9
R?=0.8559

184.00 . 182 57

uLgas f dia

-
=1

5 10 15 20 25 30 35

Temperatura (°C)

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 3.16 B (p.L/DiA) VS. TEMPERATURA PARA GLUCOSA



TABLA 27

DETERMINACION DE CORRELACION DE g (uUL/DIA) VS.

TEMPERATURA PARA FRUCTOSA

Sy, 40,20
S, 78,6836
R? 0,9254
R 0,9619

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
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WL gas / dia

i1

R? =0.9254

Temperatura (°C)

y = 0.006x5 - 0.5271x* + 17.136x> - 253.66x? + 1686.1x - 3813.2

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 3.17 B (uL/DiA) VS. TEMPERATURA PARA FRUCTOSA

Los valores R que son los coeficientes de correlacion multiple para

los

modelos

matematicos

de Glucosa y Fructosa

son

respectivamente 0,9251 y 0,9619; ambos valores indican que el

modelo matematico de estimacion es muy proximo a los valores de

experimentacion.



108

Al determinar la confianza de los modelos matematicos, se toma la
primera derivada de cada uno de los polinomios y se encuentran las
raices; las raices del polinomio de la primera derivada indican las
temperaturas donde, al evaluar en el polinomio original se
encuentran los valores méaximos y minimos del valor g (UL gas/dia).
Se muestran los polinomios caracteristicos que modelan la

velocidad de fermentacion en el caldo de glucosa:

Vetucosa = 0,0027x5 — 0,2348x* + 7,4176x3 — 105,98x2 + 680,3x — 1407,9

(

dy

dx )Glucosa

= 0,0135x* — 0,9392x3 + 22,2528x2 — 211,96x + 680,3

Al evaluar en el polinomio original las temperaturas encontradas por

medio de la primera derivada, se tiene los siguientes valores:

TABLA 28
TEMPERATURAS DONDE SE MAXIMIZA Y MINIMIZA LA

PRODUCCION DE GAS EN GLUCOSA

Tem peratu ra (OC) ﬁpolinomio
Maximos 6,8672 187,22
19,2695 222,93
Minimos 12,1876 115,05
31,2461 -733,89

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
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Se muestran los polinomios caracteristicos que modelan la

velocidad de fermentacion en el caldo de fructosa:

Veructosa = 0,006x% — 0,5271x* + 17,136x3 — 253,66x% + 1686,1x — 3813,2

dy — 4 3 2 _
—_— = 0,03x 2,1084x° + 51,408x 507,32x + 1686,1
dx Fructosa

Al evaluar en el polinomio original las temperaturas encontradas por

medio de la primera derivada, se tiene los siguientes valores:

TABLA 29
TEMPERATURAS DONDE SE MAXIMIZA'Y MINIMIZA LA

PRODUCCION DE GAS EN FRUCTOSA

Temperatura (°C) Bpotinomio
Maximos 7,04 275,14
21,4373 423,62
Minimos 12,8514 58,34
28,9427 -55,50

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

3.2 pHoptimo
Del analisis anterior se determiné que la temperatura donde se
maximiza la variable f (UL gas/dia), es 19,27°C para glucosa y
21,43°C para fructosa; la siguiente etapa de experimentacion
incluye la variable pH, esta vez se establece el escenario con

temperatura constante y pH variable. Asi se tendra los siguientes
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escenarios: caldo de glucosa inoculado con la levadura en estudio y
temperatura de fermentacion 20° como parametros estables de los
escenarios estudiados; y pH del caldo de glucosa ajustado a 5

diferentes valores.

Los datos se generaron por registro diario del incremento del
volumen de la burbuja de gas retenida dentro de los tubos de
campana, en la siguiente tabla se observan los registros de esta

etapa de experimentacion.

TABLA 30
MICRO LITROS DE GAS GENERADOS EN CALDO DE

GLUCOSA A 20°C Y DIFERENTES pH

3,18 4,14 5,09 6,28 6,8
1 10 30 40 0 60
2 260 400 140 0 260
3 420 520 330 0 480
4 750 770 510 0 780
5 1000 1000 810 0 960
6 1000 0 1000

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

De los datos generados, se realiza una regresion lineal y un analisis
de varianza y correlacion, para cada grupo de datos que

corresponden a un evento esto con el fin de validar los modelos



matematicos que se obtienen; asi

tablas.

TABLA 31
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se obtendran las siguientes

ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION A

20°CY 3,18 pH

Regresién 610090 1 610090
Error 5790 3 1930 316,11 0,00038
Total 615880 4
52 2 Siendo Fo mayor al valor
s2 123176 P se rechaza la hipotesis
Sy 494 nula y se concluye ¢
xy existe una relacion lineal
R 0,9952 para el modelo analizado
Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
GLUCOSA pH 3,18
1200
1000
1991y =247x- 253 -
800 R? = 0.9906 750
2 &
< 600 )
g 420"
% 400 260 e
= 200 9
10
) o
0] 1 2 3 4 5 6
-200 Dia

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 3.18 uL VS. DIA CON pH 3,18
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION A

20°CY 4,14 pH

Regresién 533610 1 533610
Error 10910 3 3636,66 146,73 0,00121
Total 544520 4
52 2 Siendo Fo mayor al valor
5§ 108904 P se rechaza la hipotesis
3 462 nula y se concluye ¢
xy existe una relacion lineal
R 0.9899 para el modelo analizado
Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
GLUCOSA pH 4,14
1200
y =231x- 149 1000
1000 R2 = 0.98 Q
- 770
& 800 o
g 600 520
] 400 =
= 400 Q
200
30
o Q
0 1 2 & 4 5 6

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 3.19 L VS. DIA CON pH 4,14
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION A

20°CY 5,09 pH

Regresion | 698001,4 698001,4
Error 13481,9 3370,476 207,09 0,0001355
Total 711483,3
52 2,91 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 118580,6 P Ise rechaza la hilp()tesis
nula y se concluye q
Sy 82,5 existe una relacion lineal
R 0,9904 para el modelo analizado
Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
GLUCOSA pH 5,09
1200
oo | Y =199.71x-227.33 1o
R2=0.9811 810
- 800 Q
g 600 510
s o
% 400 330
k=] o
=
200
40
o Q
0} 1 3 4 5 6 7
-200 .
dia

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 3.20 uL VS. DIA CON pH 5,09
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ANALISIS DE VARIANZA Y CORRELACION DE LA FERMENTACION A

20°C Y 6,8 pH

Regresion | 7201429 1 720142,9
Error 22857,14 4 5714,28 126,03 0,0003586
Total 743000 5
52 2,91 Siendo Fo mayor al valor
Sf, 123833,3 P Ise rechaza la hilp()tesis
nula y se concluye q
Sy 591,66 existe una relacion lineal
R 0,9844 para el modelo analizado
Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
GLUCOSA pH 6,8
1200
9e0 990
1000 1y = 202.86x- 120 e
- R?2=0.9692 780 :
=, 800 o
£ 600 480~
S r'e
< 200
260~
0
200 -
60/,/'
o]
0
0 1 2 3 4 5 7

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 3.21 pL VS. DIA CON pH 6,8
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Como se observan en las figuras 3.18 hasta la figura 3.21, la

tendencia de los datos generados fue predominantemente lineal.

De las ecuaciones que se obtienen, interesa la contante “f;” o
pendiente del modelo lineal; ya que esta representa la relacion
entre, la generacion de gas con respecto al tiempo (UL gas / dia),
para cada uno de los eventos analizados; en la siguiente tabla se

recoge la informacién de B, para los eventos analizados.

TABLA 35
CONSTANTE B (uL GAS/DIA) DE LOS MODELOS LINEALES A

20°C Y DIFERENTES pH

pH B (UL gas/dia)
3,18 247
4,14 231
5,09 199,71
6,2 0

6,8 202,86

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

Con los datos se gener6 un analisis de regresion polinébmica, dentro
de los eventos se registré que a pH 6,2 no hubo formaciéon de gas

en absoluto, se toma el dato como 0 para incluirlo en el andlisis.
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A continuacion se calculo el coeficiente de correlacion junto a los
coeficientes de tendencia polindmica, que corresponde a esta etapa

de experimentacion.

TABLA 36
DETERMINACION DE CORRELACION DE pH VS. B (UL/DIA)

PARA GLUCOSA

Sy/ 43.77
X
Sy 70,6
R? 0,8558
R 0,9251
Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
Glucosa a 20°C
300
247
250 ° 231
B 2 19971 202.86
_ 200 ° °
© " :
g
4150
=Ts]
-
=
100
y = 44.617x*-851.13x% + 5932.4x2 - 17942x +20119 -
50 R2-1 i
._“ 0 .:.'
0 K2
0 1 2 3 4 5 6 7 8
pH

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 3.22 B (p.L/DiA) VS. pH EN CALDO DE GLUCOSA A

20°C
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El valor R que es el coeficiente de correlacion multiple para el
modelo matematico de produccion de gas por la fermentacion de la
levadura en estudio, en caldo de Glucosa a 20°C es “1”; este valor
indica que el modelo matematico de estimacion es muy proximo a

los valores de experimentacion.

Al determinar la confianza del modelo matemético, se toma la
primera derivada del polinomio y se encuentran las raices. Las
raices del polinomio de la primera derivada indican los pH donde, al
evaluar en el polinomio original se encuentran los valores maximos

y minimos del valor g (uL gas/dia).

Se muestra el polinomio caracteristico que modela la velocidad de

fermentacion en el caldo de glucosa a 20°C.

Vetucosa = 44,617x* — 851,3x% 4+ 5932,4x2 — 17942x + 20119

dy
= 178,46x3 — 2553,9x2 + 11864,8x — 17942

Al evaluar en el polinomio original los valores de pH encontrados

por medio de la primera derivada, tiene los siguientes valores:
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TABLA 37
pH DONDE SE MAXIMIZA Y MINIMIZA LA PRODUCCION DE

GAS EN GLUCOSA

pH ﬁpolinomio
Maximos 3,602 187,39
4,483 232,17
Minimos 6,225 -41,20

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

3.3 Calidad de alcohol
Del andlisis de cromatografia gases acoplada a espectrometria de

masas se detecto lo siguiente:

3.3.1 En el destilado de caldo de glucosa

Los compuestos enlistados en la siguiente tabla son los que se
identificaron: metano deuterado, etanol, 2-metil-butanal, 1-butanol-
3-metil e Iso amil alcohol. Todos compuestos presentes en la

fermentacion alcohdlica.
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COMPUESTOS ENCONTRADOS POR CROMATOGRAFIA DE

GASES EN EL DESTILADO DE CALDO DE CULTIVO DE

GLUCOSA
TIEMPO DE
PICO COMPUESTO RETENCION
1 Metano deuterado 1.653
2 Etanol 1.741
3 Etanol 2.068
4 Etanol 2.138
5 Etanol 2.327
6 2-Metil-butanal 2.719
7 1-butanol, 3-metil 3.41
8 Iso-amil-alcohol 3.461
9 Iso-amil-alcohol 3.5339

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

La formaciobn de metano en la fermentacion esta asociado a la

formacion de sulfuro de hidrogeno y estos son oxidados a di

sulfuros durante la manipulacion aerébica, en el momento que el

jugo es expuesto a ambiente aerdbico (34).

La presencia de etanol en la fermentacion anaerobia es lo que se

espera, ya que es un producto directo de la fermentacién alcohdlica

por medio de microorganismos que usan esta via metabdlica, para

la respiracion celular en medio anaerobio (4).
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El 2-Methylbutanal es producto de la oxidacion de alcoholes

pesados (34).

1-butanol, 3-metil es un alcohol que se presenta en bebidas
destilada y se forma por la hidrolisis de su acetato correspondiente,

ademas de ser responsable del aroma en el destilado (34).

El Iso-amil-alcohol es parte de los productos de la destilacion del
mosto, es arrastrado en este proceso como uno de los ultimos

compuestos extraidos e imparte caracteristicas no deseables (34).

3.3.2. En el Destilado de Jugo de Uva Fermentado

Los compuestos enlistados en la siguiente tabla son los que se
identificaron: didxido de carbono, acetaldehido, carbazato de etilo,
etanol, 1-propanol, 2-metil, N-metil-2,2,2-trifluorocetamina, 1-
butanol, 3-metil, isoamilalcohol. Todos compuestos presentes en la
fermentacion alcohdlica a excepcion de dos compuestos
procedentes de los pesticidas en campo que son carbazato de etilo

y N-metil-2,2,2-trifluorocetamina.
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TABLA 39

COMPUESTOS ENCONTRADOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES EN

EL DESTILADO DEL JUGO DE UVA FERMENTADO

PICO COMPUESTO TIEMPO DE RETENCION
1 Dioxido de carbono 1.526
2 Acetaldehido 1.593
3 Carbazato de etilo 1.856
4 Carbazato de etilo 1.891
5 Carbazato de etilo 1.965
6 Carbazato de etilo 2.006
7 Carbazato de etilo 2.043
8 Carbazato de etilo 2.057
9 Carbazato de etilo 2.089
10 Etanol 2.329
11 Etanol 2.364
12 1-Propanol, 2-metil 2.574
13 1-Propanol, 2-metil 2.886
14 N-Methyl-2,2,2-trifluoroacetamida 3.528
15 1-Butanol, 3-metil- 3.583
16 Iso-amil-alcohol 3.624
17 Iso-amil-alcohol 3.952
18 1-Hexanol 6.402

Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014

El diéxido de carbono se encuentra como parte del producto en la
reaccion de conversion de azucares a alcohol por parte de los

microorganismos que fermentan alcohdlicamente (4).

El acetaldehido es un intermediario de la conversion de piruvato a
etanol, y se puede encontrar en las bebidas fermentadas o en sus

destilados. No siempre es deseado en altos niveles ya que las
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caracteristicas que imparte no son apreciadas por todos los

mercados. (4)(34).

El carbazato de etilo es un pesticida usado en los tratamientos de
cosecha, el hecho que es soluble en etanol para su uso, puede
explicar por qué sufrié el arrastre en la extraccion de los alcoholes

(35).

El 1-Propanol, 2-metil se encuentra en bebidas destiladas y
diferentes vinos, y es uno de los volatiles mas abundantes que se

forman en el proceso de cocido de productos como el tequila (34).

N-Methyl-2,2,2-trifluoroacetamida es un intermediario en la sintesis

de quimicos para la agricultura (36)(37).
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Elaborado por: Kattya Zambrano, 2014
FIGURA 3.23 CROMATOGRAFIA DEL DESTILADO DE CALDO DE

GLUCOSA FERMENTADO
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3.3.3. Determinacion de porcentaje de alcohol presente en el

jugo fermentado

La determinacion se realiza por medio volumétrico y gravimétrico; asi

se tienen los siguientes calculos:

Picnobmetro vacio 32,3850

Picnébmetro con agua 82,2667

Picnémetro con jugo fermentado 84,2557
Picndmetro con producto destilado 82,01

84,2557 — 32,3850 51,8708

CTor = 822667 — 32,3850 _ 49,8817 03987
c _82,01-32,3850 _ 49,625 099485
Tdest = 82,2667 — 32,3850 49,8817
Asi se tiene:
Gravedad especifica producto 1,03987

Gravedad especifica destilado 0,99485
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Sabiendo la gravedad especifica del destilado, por tabla se tiene las

siguientes constantes:

% alcohol VIV 3,6
% alcohol m/m 2,86
Gr alcohol/100 cm?® 2,84
Gravedad especifica del alcohol etilico a 20°C 0,791

Segun la norma INEN para determinacion de alcohol se tiene:
% masa = 2,84/0,99485 = 2,85
%VvV= 2,86 * 1,03987/0,791 = 3,76

%V= 3,6 *1,03987/0,99485 = 3,76



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
v' Se establecioé que la actividad éptima fermentativa de la cepa CIBE
12.1-06 se alcanz6 a 19.2°C y pH 4.48, siendo el sustrato fructosa el

gue presentd mayor generacion de gas.

v" En el sustrato jugo de uva se obtuvo un 3.76% V/V de alcohol. Por
sus caracteristicas morfolégicas y comportamiento pulverulento de la

cepa CIBE se catalogdb como levadura de fermentacion “alta”.

v En la determinacion de tipos de alcoholes por cromatografia de
gases no se detectd alcoholes nocivos. Se identificé etanol como
alcohol predominante en el destilado obtenido de cada sustrato y

butanol en el destilado de caldo de glucosa. El destilado de jugo de
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uva fermentado se percibié notas aromaticas frutales, lo cual se

debe a la presencia de alcoholes de 3, 4 y 6 carbonos.

Recomendaciones

» Se sugiere evaluar las causas por las que no se dio la conversion
completa a etanol, considerando la presencia inhibidora del alcohol u
otros metabolitos producto de la fermentacién; asi también la edad

del in6culo.

» El aspecto turbio del jugo de uva fermentado obtenido con la cepa
CIBE 12.1-06 se puede mejorar mediante la aplicacién de un auxiliar
tecnolégico como enzimas o agentes floculantes, también por la

aplicacién de métodos fisicos como filtracibn por membranas.

» Se recomienda realizar una evaluacion fisico-quimica y sensorial del

jugo de uva fermentado.

» Se recomienda analizar la actividad fermentativa de la cepa CIBE

12.1-06 en otros sustratos (carbohidratos complejos).
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» Durante la experimentacion se observé a pH 6 un incremento
significativo de la produccion de biomasa. Segun estudios reportados
esta puede ser aprovechada como agente de bio-control a bajas

temperaturas.
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CDOLU: §63.41:558 DE chu: 33

ICE. E7.1B0.10 AL D4.02-325
Morma Técnica BEEIDAS ALCOHOLICAS. NTE INEN
Ecuatoriana CERVEZA 2 JFF-2002
Voluntaria DETERMINACION DE ALCOHOL. 200212
1. OBJETO

1.1 Esta norma establecs los métodos de ensaye para determinar el contenide de alcohal en ks cerveza

2. PREPARACION DE LA MUESTRA

2.1 Bliminar &l O, para lo cusl, |s musstra se transfiere 3 un edenmayer cuyo volumen debs ser mayor
3l de Iz muestra y llewar 3 una temperatura d= 15°C a 20°C.

2.2 Eliminar =l gas. agitar & recipient=. al principio suavemente y después vigorosamende, hasta gue no ==
ohzerve desprendimiento de gas de la cenvera.

2.2 5i la muestra contiens materiales en suspensicn, filtrar el liquido libre de CO, 3 través de papal de
filtro, cubriendo el embudo con un vidrio de reloj para reduc la evaporacion.

3. DISPOSICIONES ESPECIFICAS
3.1 La determinacién del contenide de alcohol s2 puede efectuar por cusbguiera de los métodos
establecidos. Los métodos Volurnétrco y Gravimédnco deben ser usados como dinmentes en caso
de diwergencia.

4. METODOS DE ENSAYD

4.1 Método Volumétrico
4.1.2 Equipos
4.1.2.1 Baldn de destilacidn, de 500 cm® de capacidad.

41.2.2 Trampa de amasirs que conecta el baldn de destilacion (wer 4.1.2.1) v el condensador vertical
{4£.1.2.3). Se recomienda una trampa tipe Kjeldahl esférica o cilindrica.

4.1.2.3 Condensador verticsl, tipo Graham, Lisbig o Allhn, con una camisa de 400 mm de longitud comao
minimo. El tubo de condensacion interior debe terminar en un adaptador lo suficientements larpo de
manera que llegus justo detajo de la nea de aforo del recipients recolector.

4.1.2.4 Baldn wolumétrico, de 100 em® £ 0,1 cm® de capacidad, para ser destinado como recipients
recolector ded desfilado.

4 1.2 5 Equipo necesario para determinar la gravedad especifica (ver anexo &).
4 1.2 6 Pipeta volumétrica, de 100 cm™

4.1.2.7 Pipeta de transferencia, 100 cm™+ 0,1 o’ .

{Continiis)

CEECRFTORES: Bebides sspirfucsess, alzohoies, fermmeniacidn, bebida alcohdiics, behida, coreeza, métodc, ensayc, conienido de sicohol
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4.1.3 Frocedimientio

4.1.3.1 Pipetear exactamente 100 cm® de cerveza desgasificada a 20°C, colocsr dentro ded baldn de
destilacion; a continuacion afadr 50 cm® de agua. (Se puede utilizar un baldn volumeétrico de 100 cm®
para meadir |z cerveza que s2 vierte en & baldn de destilacidn). Los 50 cm® de agua se pueden afadir 2n
pequefias porciones para enjuagar 2 balén volumetrico, los que se ahaden tambien al bakdn de destilacicn.

4.1.3.2 Conectsr &l balkén sl equipo de destilacidn, v disponer de un balén volumétrico de 100 cm™ pars
recibir &l destilsdo. | Mo 5= debe colocar un embudo en el recipiente recolector).

4.1.3.3 El baldn empleado coma recolector se rodea con hislo o hielo con agua.
4.1.3.4 La tempsratura del agus de refrigeracion que sale por & condensador no debe ser supenor 3 Z25°C.
4.1.3.5 Destilar slrededor de 98 em® 3 una velocidad uniforme y en un tiermpo entre 30 y 50 minwios.

4.1.3.6 El destilsdo cbtenido =e mezda bien. Ajustar |a temperatura 3 20°C y complstsr 3 volumsen con
sgua destilads.

4.1.3.7 A confinuacidn determinar la gravedad especifica a 20°CI20°C.

4.1.3.8 De scuerdo al méiodo seleccionado para evalusr la gravedad especifica (ver Anexo &), en la tabls
1. leer los gramaos de alcohol por 100 cm® que comesponden a la gravedad o3 del destilado.

4.1.4 Ciloulos
4.1.4.1 El porcentaje de alkcohol por masa en cervera == calcula madiante las ecuaciones siguisniss:
3} Alcohol, porcentaje en volumen, en cerveza = alcohol, 5% en volumen en el destilado.

b} Alcchol. porcentaje =n masa. en cenveza = g de aleohol por 100 cm® de desti-lado/gravedad
especifica de |3 carveza.

41.42 B contenido de slcohal se reporta como porcentsie en masa o en volumen, con dos cifas
decimales.

4.1.4.3 Ejamplo.

- Grawvedad especifica de la cerveza = 1,00824

- Gravedad especifica del destilado = 029311

- Porcentsje de aloohol, en volumen de |3 cerveza = 478 (a parir de I3 gavedad especifica
=quivalents del des=filado de |3 t=bia 1)

- Gramos de alcohol en 100 em” de destilade = 377 (d= s tabls 1.)

- Porcentaje de slocohol en masa de |a cerveza = ATTMDE24= 3174

42 Método Gravimétrico
4.2 1 Equipos
4.7 1.1 Balanza analitica de precisidn, con sensiblidad £ 0,1 g

4.2 1.2 Baldn de destilzcion, de 500 cm® de capacidad.

(Continia)
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4.7 1.3 Recipiente recolecior tarado (balon) de 100 cm® a 125 em” de capacidad.

4.2 1.4 Trampa de arastre y condensador vertical como en el método 4.1,

4.2 1.5 Equipo necesanio para detemminar la gravedad especifica (ver Anexo A).

4.2 2 Frocedimisnto

4.2 2.1 Pesar 100 g de cerveza desgasificada v transferir al bakin de destlacion.

4.2.2.2 Afadr 50 cm” de agua al recipiente de pesada para lavara y anadir £sta al baldn de dessilacion.
42 2 3 Conectar & baldn al condensador wertical y destilar el aleohol de acuerdo con el metodo 4.1,
4.2 2 4 Recibir & destilado =n =l recipiente recolector tarado.

4.2 2.3 Mezclar bien &l destilado y completar a 100 g con agua destilada.

4.3 2 & Determinar la gravedsd especifica ded destilado 3 20°C/20°C de acuerdo con el método empleads
rara evaluar |3 gravedad especifics (ver Anesoo &)

4227 En Iz tabla 1 leer el porcentsje de alcohol en masa (y en volumen) comespondients 3 3 gravedsd
espacifica ded destilada.

4.2 3 Caloulns

4.2 31 Alcohol, 2n porcentaje en mass. en la cerveza = sloohol, porcentsje =n masa, en =l destilado.

{micohol, 3 =n masa xgravedad sspecHica de la ceneza)
Alcohod, en 3% =n wolumer, en & carvexn =00 000000000000 D0D0O0O0DOOD0O0OOO0OODDO
prarseriad especifica del aicohol etilco 20°C20°C

(aicohcl, % an mi X
-=-go000QoOonoon
a,

(=icchol, % en volumen =n el destilade: x graved nd especifiica de la cenezs)
Alcohaol, en % en wolumen, en & Dervezn =0000000OO0000OCO0O00O0OCOO0OO0O0O0CODOO0OO0OQOOO
orEvedan mspar Hice ol desHndo

4232 B contznido de slcohol se repora como porcentsje en miasa o en wolumen, con dos cifras
decamales.

4.2 3.3 Ejemplo.

- Gravedad especifica de la carveza = 1,01041

- Gravedsd especifica del destilado = 0,993323

- Alcohiol, %5 en mass ded destilado = 371 tabla 1}

- Alcohal, %2 en volumen del destilado = 4,86 (tabla 1)

- Alcohaol, %2 en volumen en la cenveza = BT1x1.0MM40TH = 474 4
- Alcohol, %6 en volumen en la cenveza = (4,662 1,0104100,89328 = 474

(Continis)
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AMEXO A
METODO S PARA DETERMINAR LA GRAVEDAD E SPECIFICA DE LA CERVEZA
A1 Método picnométrico
A1 Resumen

A111 Empleando =l picnometro, comparar la masa de un wolumen determinado de ocerwera,
previaments preparads. con Ia masa del misma volumen de agus a la temiperatura de 20°C20°C.

A.1.2 Procedimienio

A 121 Pesar un picnometro vacio y seco, previamente lavado con mezcla sulfocrdmica, lvego con agua y
secar en una estufa 3 100°C por una hara.

A.1.2.2 Uenar &l picnémetro con agua y colocar en un bafo atemperador a 20°C, por media hora.
A 1.2.3 Retirar del bafo, s=car cuidadosamente, ajustando =l volurmen, =i es necesario, y pesar.
A1.2.4 Verter 2l agua, lawar el picndmetro unas tres weoes con |3 muestra de cerveza v,
A.1.2.5 Uenar con la musstra de cerveza , colocar en el bafio atemperador por media hora .
A1.28 Sacar =l picnometro del hafio, secarke cuidadosamente y pesar.
A3 Calowos
A.1.2.1 La gravedad especifica de la cenveza se calcula mediante k3 ecuacion siguismnbs:
mc - mo
Gravedad especifica 20°C/20°FC=0000C
ma - ma

En donde:

mo = Masa del picndmetno vacio.

mic = Masa dal picndmetro con la muestra de cernveza a 20°C.

ma = Masa del picnometno con agua a 20°C.
A.2 Método del densimetro digital
A2 1 Resumen
A.2.1.1 El densimstro digital simplifica la determinacion de la densidad de una mansra precisa de
liquidos y pases reduciendo el pracedimiento & |3 medida electronica de un periodo de tiempo en el
que la densidad s= calcula automaticamenta mediante un processdor anitmetico.
A.212 La medida se basa en &l cambio de |a frecusncia natural d= un oscilador vacio cuando se
llena con diferentes liguidos o pases. Su uso para determinar la gravedad especifica de la cerveza (o

g2l mosto) ha sido reportado ¥ demusstra ser comparable 3l uso del picnameatro.

A.2.2 Equipos
A2 2 1 Densimetro digital calibrado a 20°C con agua y aire.

(Continis)
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