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“PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE SUERO DE LECHE
HIDROLIZADO”

RESUMEN

El propésito del presente trabajo fue obtener etanol con un alto grado alcoholico,
buscando optimizar las condiciones de hidrolisis en el suero, utilizando f-
galactosidasa; se cuantificd las moléculas de glucosa convertidas en alcohol. Se
desarroll6 un disefio factorial, en donde se plantean variables: azicar, porcentaje de
levadura y tiempo, en relacion a los °Brix, cantidad de CO2 y °GL como variables

de respuesta.

Ademas del aprovechamiento del suero, el etanol cumple con los requisitos
para consumo humano; razén por la que fue ingrediente principal en la elaboracion
de la bebida alcohdlica sabor a maracaya, contiene 15°GL. Mediante técnicas de
catacion fue de buena aceptacién por los consumidores. Se logré la disminucion de

la contaminacién ambiental que este desecho produce.

Palabras Clave: hidrdlisis, suero, B-galactosidasa, °Brix, etanol
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"ETHANOL PRODUCTION FROM HYDROLYZED WHEY"
ABSTRACT

The purpose of this study was to obtain ethanol with high alcohol content
to optimize the hydrolysis conditions in whey by using B-galactosidase. The
glucose molecules converted to alcohol were quantified. A factorial design, where
the following variables: sugar, yeast percentage and time were proposed in relation

to °Brix, CO2 and °GL amounts as response variables.

In addition to the use of whey, ethanol meets the requirements for human
consumption; being this the reason why it was the main ingredient in the
production of a passion-fruit flavored alcoholic beverage which contains 15°GL.
Through cupping or tasting techniques, it was determined that the product was
well-accepted by consumers. Moreover, this contributed to reduce the

environmental pollution produced by this waste.

Keywords: Hydrolysis, Whey, B-Galactosidase, °Brix. Ethanol
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INTRODUCCION

La industria lactea alrededor del mundo es una de las principales de la industria
alimenticia de origen animal. Genera grandes recursos, y su forma de produccion depende
de las tecnologias utilizadas, produciendo leche y derivados. En el marco ecuatoriano, la
leche es producida principalmente por pequefios ganaderos, quienes venden su produccion

lactea a las marcas de expendio y procesamiento de lacteos.

De esta manera, se ha establecido en el desarrollo de este trabajo, que el suero de
leche es el producto residual més abundante de la industria lactea, y por ende, un residuo
que puede causar dafios al ambiente. Su desecho, representa un serio impacto ecoldgico,
entre los mas grandes de la industria lactea. Por este motivo, se ha propuesto obtener etanol
apto para el consumo humano, el cual servira como un producto alternativo que puede
servir para el desarrollo de pequefias industrias lacteas; se presenta las condiciones 6ptimas
para obtener un alto grado alcohdlico por medio de un proceso biotecnolégico, la obtencion
de este, es de uso especifico para el desarrollo de una bebida alcohdlica.
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SUERO LACTEO

1.1. DEFINICION Y ANTECEDENTES

Es uno de los residuos mas abundantes en las industrias lacteas. Se define como “un
subproducto liquido obtenido después de la precipitacion de la caseina y de la grasa durante
la elaboracion del queso (Parra Huertas, 2009, pag. 4967)”; lo cual quiere decir que es un
residuo que queda de la elaboracion de quesos, el mismo que “(...) representa del 80% a
90% del volumen total de leche procesada (Superintendencia de Industria y Comercio,
2013, pég. 10)”.

En el documento emitido por la Superintendencia de Industria y Comercio de
Colombia (2013) se sefiala que el suero lacteo “(...) contiene el 50% de los nutrientes de la
leche y una alta proporcion de proteinas hidrosolubles”. Ademas de esto, por la aplicacion
de nuevas tecnologias, “se obtienen concentrados de proteina de suero con un 40% a 80%

de proteinas, y aislados de proteinas de suero con porcentajes proteinicos mayores al 80%
(...) (pag. 9)”.

Pueden existir tres clases de lactosuero, las cuales dependen del producto primario con el
que fue elaborado el producto; estas son: el suero dulce, el suero semiécido y el &cido. Los
primeros pueden ser reutilizados por su alta concentracion de proteinas, que va de un 25 a
80% (Garcia-Morales, Alvarez Gallego, & Paredes Gil, 2014), para elaborar alimentos de
consumo humano o animal; lo que no puede ocurrir con el suero acido, que necesitaria un

proceso adicional para regular su pH por lo que es desechado, generalmente.

Existe una caracterizacién positiva del suero como para explorar y experimentar en la
busqueda de productos alternativos. Sin embargo, el desecho del suero lacteo ha sido y
sigue siendo uno de los grandes problemas de la industria alimentaria, ya que éste
representa una ingente fuente de recursos que simplemente son desechados a las
alcantarillas en la mayor parte de los casos, llegando también a sumar en el impacto

causado por la contaminacion ambiental.
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El vertido directo de estas aguas residuales a las redes de saneamiento urbanas suele
ocasionar problemas graves en el funcionamiento de las estaciones depuradoras. En estos
efluentes se pueden encontrar elevadas concentraciones de sales, por ejemplo en las
salmueras de las industrias del aderezo o en el caso del lactosuero de las queserias,
pesticidas no degradados (...). Por ello, se suele exigir un tratamiento in-situ en las
instalaciones que las generan que suelen ser sometidas al correspondiente control y
regulacion por las autoridades competentes. (Garcia-Morales, Alvarez Gallego, & Paredes
Gil, 2014)

Se crearon nuevas tecnologias. Estos aspectos son abordados en la siguiente cita:

Identificamos la evolucidon de las tecnologias del suero y sus aplicaciones en alimentos y
encontramos que desde 1977 y hasta 1982 esta tecnologia estuvo en una etapa emergente.
Desde ese afio y hasta la actualidad la tecnologia se encuentra en una etapa de crecimiento,
caracterizada por una alta actividad de patentamiento, un alto impacto competitivo de las
tecnologias que se desarrollan y un gran nimero de competidores (Superintendencia de
Industria y Comercio, 2013, pag. 16).

1.2. EXTRACCION

Se puede obtener la proteina, de la mejor calidad a través de procesos quimicos, como es
el intercambio iénico y la microfiltracion. Es posible aislarla de otras formas; sin embargo,
las formulas resultan muy elevadas en lactosa, grasa y ceniza. Las medidas para su
tratamiento, (Moya Mora, 1995):

e Oxidacién de la materia organica suministrando grandes cantidades de
oxigeno.

e Produccidn de biocombustible por fermentacion anaerobica.

e Utilizacion directa de la materia organica como alimento.

e Coagulacion/floculacion de particulas en suspension.

El queso, ademas de proteinas, contiene entre un 20 % a 30 % de grasa dependiendo
del tipo de queso elaborado, sin embargo, ain queda grasa remanente en el suero de leche.

Por altimo, la concentracion de lactosa que permanece en el suero de leche es igual o muy
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similar a la concentracion de lactosa presente en la leche de partida para la elaboracion del
queso (Franchi M., 2010).

1.3. COMPOSICION Y VALORES ENERGETICOS

Tabla N° 1. Requisitos fisico-quimicos del suero de leche liquido

Requisitos Suero de leche dulce Suero de leche acido Método de ensayo
Min. Max. Min. Max.

Lactosa, % (m/m) -- 5,0 -- 4,3 | AOAC 984.15

Proteina lactea, %

(m/m) (1) 0,8 - 0,8 -- | NTE INEN 16

Grasa lactea, % - 0,3 - 0,3 | NTE INEN 12

(m/m)

Ceniza, % (m/m) - 0,7 - 0,7 | NTE INEN 14

Acidez titulable, %

(calculada como -- 0,16 0,35 -- | NTE INEN 13

4cido lactico)

pH 6,8 6,4 5,5 4,8 | AOAC 973.41

(1) el contenido de proteina lactea es igual a 6,38 por el porcentaje de nitrégeno total determinado.

FUENTE: INEN 2594: 2011

1.4. TIPOS DE LACTOSUERO

Acidos y los dulces. Su origen y caracteristicas se describen a continuacion:

Tabla N° 2. Origen y principales caracteristicas de los lactosueros derivados de la elaboracion de

quesos

LACTOSUEROS ACIDOS

LACTOSUEROS DULCES

ORIGEN

Provienen de la fabricacién de
quesos fresco y de pasta blanda

Provienen de la fabricacion de
guesos de pasta cocida y prensada

Una parte de la lactosa se ha

CARACTERISTICAS | transformado en 4cido lactico y

son ricosen Cay P

Pobres en 4cido lactico y en calcio
y fésforo

FUENTE: Revista AIDIS, 2012

1.4.1. Suero dulce de leche

Posee mayor concentracion de lactosa respecto al contenido de acidez. En la siguiente

cita se describe la forma en que se produce: “Si en la coagulacién de la leche se utiliza
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enzimas de lactosuero se denomina dulce (Parra Huertas, 2009, pag. 4967)”. Se acota sobre
el tipo de enzimas utilizadas que: “(...) se obtiene de la elaboracion del queso mediante el
uso de enzimas proteoliticas o cuajo, las cuales acttan sobre las caseinas de la leche y las
fragmentan, haciendo que éstas se desestabilicen y precipiten (Hernandez-Rojas & Vélez-
Ruiz, 2014, pag. 14)”.

En otra cita, se dice que el suero de leche “(...) se obtiene en el proceso de elaboracion
del queso cuando a la leche liquida, previamente pasteurizada, se la afiade el cuajo,
fermento natural contenido en el estomago de los rumiantes que posee una enzima que hace

coagular la leche (Discovery Salud, 2001)”.

El suero dulce en su composicion “estd basado en la coagulaciéon por la renina a pH
6,5 (Parra Huertas, 2009, pag. 4968)”, aunque la temperatura ambiente baja hasta un pH
4,5. Como se indic6 anteriormente, el suero dulce “tiene mayor lactosa y mayor proteina

respecto al acido (ibid.)”.

1.4.2. Suero acido de leche

A diferencia del suero dulce, tiene mayor cantidad de acidez con referencia al
contenido de lactosa, y se deriva de la elaboracion de “(...) queso, caseina o productos

similares (INEN, 2594:2011, p. 1)”. Se anota en la siguiente cita:

(...) se genera mediante la precipitacion &cida de la caseina, la cual se logra
disminuyendo el pH de la leche a un valor de 4.5 0 4.6. A este pH se alcanza el
punto isoeléctrico de la mayoria de las caseinas presentes; en este punto, la carga
eléctrica neta de la proteina es igual a cero, lo cual produce que la micela de
caseina se desestabilice y precipite, dejando en solucion solamente las proteinas

de tipo séricas (Hernandez-Rojas & Vélez-Ruiz, 2014, pag. 14).
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1.4.3. Suero de leche concentrado

Su composicion basica se define de la siguiente manera: “Es el producto obtenido por
la remocion parcial de agua de los sueros, mientras permanecen todos los demas

constituyente en las mismas proporciones relativas (INEN, 2594:2011, pag. 1)”.

1.5. COMPOSICION VALORES ENERGETICOS Y ALIMENTICIOS

Las proteinas aportan nutricionalmente, es asi que son parte de la alimentaciony dieta

de las personas.

Contiene mas de la mitad de los s6lidos presentes en la leche original, incluyendo
alrededor del 20% de las proteinas (lactoalbiminas y lactoglobulinas), la mayor
parte de la lactosa, minerales (calcio, fosforo, sodio y magnesio) y vitaminas
hidrosolubles (tiamina, acido pantoténico, riboflavina, piridoxina, &cido

nicotinico, cobalamina y acido ascorbico) (Hernandez-Rojas & Vélez-Ruiz, 2014,

pag. 15).

Distribucion de los componentes que se encuentran en el suero:

Tabla N° 3. Composicion de lactosuero dulce y acido

COMPONENTE SUERO DE LECHE DULCE | SUERO DE LECHE ACIDO
(9/L) (9/L)

Solidos totales 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactosa 46,0 - 52,0 44,0 - 46,0
Grasa 0,0-5,0 0,0-5,0
Proteina 6,0 -10,0 6,0-8,0
Calcio 0,4-0,6 12-1,6
Fosforo 0,4-0,7 0,5-0,8
Potasio 14-16 14-1,6
Cloruros 2,0-2.2 20-22

FUENTE: Hernandez-Rojas y Vélez-Ruiz, 2014*

1 Fuente que a su vez cita el cuadro de Panesar (2007) y Callejas (2012).
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Este gran contenido de nutrientes genera aproximadamente 3,5 kg de demanda
biol6gica de oxigeno (DBO) y 6,8 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO) por
cada 100 kg de lactosuero liquido (Mudi et al., 2005), siendo la lactosa, el
principal componente de sélidos que contribuye a la alta DBO y DQO (Cahuasqui,
2013, pag. 12).

Tabla N° 4. Contenidos en vitaminas del lactosuero

VITAMINAS CONCENTRACION (mg/ml) ?'rfggES'DADES BUaR e

Tiamina 0,38 15
Riboflavina 1,2 1,5
Acido nicotinico 0,85 10-20
Acido pantoténico 34 10
Piridoxina 0,42 1,5
Cobalamina 0,03 2
Acido ascorbico 2,2 10-75

FUENTE: Parra Huertas, 2009

1.5.1. Proteinas

El contenido proteinico que es presentado en la Tabla N° 5, es el méas alto en volumen
después de la lactosa, siendo el principal componente nutricional presente en este liquido,
como ya se ha mencionado anteriormente. El suero dulce contiene entre 6 g/L y 10 g/L de
proteinas, mientras que el suero acido tiene entre 6 g/L y 8 g/L. El tipo de proteinas que
contiene el lactosuero se absorben de manera inmediata, se argumenta en la siguiente cita:
“Las proteinas de suero de leche son proteinas rapidas, llegan al yeyuno casi
inmediatamente después de entrar en el estbmago (Hernandez-Rojas & Vélez-Ruiz, 2014,
pag. 16)”, es decir, son bastante aprovechadas por el cuerpo humano. Ademas, estas
proteinas tienen un alto valor bioldgico, como se anota a continuacion: “Debido a su
contenido de amino&cidos esenciales, el valor bioldgico de las proteinas de suero de leche
es alto comparado con el de otras proteinas (Hernandez-Rojas & Vélez-Ruiz, 2014, pag.
16)”.

Las cuatro proteinas principales que aporta el suero de leche a la nutricion son: -
lactoglobulina (B-LG), a-lactoalbumina (a-La), aloumina de suero sanguineo (BSA) e

inmunoglobulina (Ig). Ademas otras proteinas que se presentan en menor proporcion, las
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cuales se enumeran en la siguiente cita: “lactoferrina, transferrina y la fraccion lactolin
proteosa-peptona (PP) (Hernandez-Rojas & Vélez-Ruiz, 2014, pag. 16)”. Funciones

que cumplen estas proteinas:

Tabla N° 5. Composicién proteinica de lactosuero dulce y acido

PROTEINA FUNCION BIOLOGICA
Transportador (retinol, palmitol, &cidos grasos, vitamina D y
colesterol)

B-Lactoglobulina Aumento de la actividad esterasa pregastrica

Transferencia de inmunidad pasiva
Regulacion de la glandula mamaria en el metabolismo del fésforo

Prevencién del cancer
a-Lactoalbumina Sintesis de lactosa
Tratamiento de la enfermedad inducida por el estrés crénico

Funcién antimutagénica
Alguminas del suero Prevencién del cancer
Inmunomodulacion

Prevencién y tratamiento de diversas infecciones microbianas
Inmunoglobulinas (infecciones de las vias respiratorias superiores, gastritis, caries
dental, diarrea, entre otras)

Actividades antibacterianas, antivirales, antifingicas
Lactoferrina Evita varias infecciones microbianas y varios tipos de cancer
Actividad prebética

Biosidas y actividades biostaticas

Prevencién de céncer de colon y cancer de piel

Interaccidn con toxinas, virus y bacterias (mediada por la fraccién de
carbohidratos)

Control de la formacién de 4cido en la placa dental
Actividad inmunomoduladora

Osteopontina Mineralizacion 6sea, se utiliza para el tratamiento del cancer
Efectos inmunoestimulantes

Prevencién de la caries

Lactoperoxidasa

Glicomacropéptidos

Proteasas peptonas

FUENTE: Hernandez-Rojas, Vélez-Ruiz, 20142

2 Adaptado por los autores por Mendes da Silva, 2011.
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1.6. APLICACION DEL SUERO LACTEO

Varias empresas y organizaciones educativas de diversos paises han desarrollado
maultiples aplicaciones al suero. Muchas de estas, han sido ya patentadas para su uso legal

en diversos productos.

Las aplicaciones mas comunes pueden encontrarse en la elaboracion de alimentos
como “bebidas, el yogur, los quesos untables, en la industria carnica en embutidos, la
panificacion, la confiteria e, inclusive, en la industria farmacéutica (Superintendencia de

Industria y Comercio, 2013, pag. 10)”.

1.6.1. Lactosuero como producto post desecho

Casi la mitad del liquido se desecha hacia drenajes, a través de los cuales se llega a
contaminar los rios, considerado entre los productos alimenticios mas contaminantes. Por
ejemplo, representa un gran desgaste para los suelos por la presencia de nitroégeno el cual
es soluble en agua, por lo cual este “disminuye el rendimiento de las cosechas, pero ademas
se observa el fendmeno de lixiviacion (Valencia Denicia & Ramirez Castillo, 2009, pag.
27)”, pudiendo llegar a descomponer varios minerales y filtrdndose en las aguas

subterraneas, un verdadero peligro para la salud y los ecosistemas.

Para reducir el impacto se sugiere un tratamiento in situ anterior a la eliminacion en

el alcantarillado normal.

1.6.2. Aplicaciones industriales

“Los productos del suero, incluyendo la lactosa, mejoran la textura, realzan el sabor
y color, emulsifican y estabilizan, mejoran las propiedades de flujo y muestran muchas
otras propiedades funcionales que aumentan la calidad de los productos alimenticios (Parra
Huertas, 2009, pag. 4967)”.
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Entre los usos que se han podido investigar, se enumeran: concentrados, hidrolizados,
aislados, formulas infantiles, produccion de etanol, biomasa, levadura para panificacion,
produccion de exopolisacéridos, acidos orgéanicos, acido acético, acido propidnico, acido

lactico, quesillo, quesos, bebidas fermentadas, bebidas refrescantes, etc.

a) Concentrados.

Puede ser aplicado en varios productos alimenticios, dependiendo del porcentaje de
proteina que contenga; entre los mas comunes, estan: sustituto de leche descremada,
yogurt, queso procesado, algunas bebidas, salsas, fideos, galletas, helados, pasteles,
derivados lacteos, panaderia, carne, formulas para el consumo infantil (siendo este Gltimo
aspecto bastante util debido a las propiedades proteinicas y nutricionales del suero de
leche). Por otra parte, el concentrado con un 80 % de proteina, es utilizado “como
gelificacion, emulsificantes y formacion de espuma (Parra Huertas, 2009, pag. 4971)”. Asi,

se define al concentrado de proteina de suero de leche en la cita a continuacion:

(...) es definido por el Codigo de Estados Unidos de Regulaciones Federales como
la sustancia obtenida por la eliminacién de suficiente constituyente no proteico a
partir de lactosuero para que el producto seco final contenga no menos del 25%
de proteina (Parra Huertas, 2009, pag. 4970).

b) Hidrolizados.

Sirven en varios casos, “como suplementacion dietética o necesidades fisiologicas,
para personas de la tercera edad, bebés prematuros, atletas que controlan el peso a traves

de dietas y nifios con diarrea (Parra Huertas, 2009, pag. 4972)”.

En esta otra cita, se define sobre los beneficios de la hidrolisis: “Las proteinas de
suero hidrolizadas contienen un alto nivel de péptidos bioactivos y complejos minerales de
leche. Estos dos ingredientes muestran ciertos componentes promisorios para el desarrollo
de alimentos funcionales, destinados a mejorar la salud cardiovascular (Hernandez-Rojas
& Vélez-Ruiz, 2014, pag. 20)”.
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c) Aislados.

Este contiene “por lo menos un 80% de proteina, es extremadamente bajo o libre de

lactosa y no contiene grasa (Sevilla Chavez, 2005, pag. 11)”.

d) Etanol.

Debido a las caracteristicas propias del lactosuero, es posible a través de un proceso
quimico, la produccién de etanol, utilizando tratamientos de diferentes indoles, entre los
cuales, se utiliza la fermentacion del liquido (Araujo, y otros, 2015, pag. 305):

e Fermentacion por carga con microaereacion.
e Fermentaciones contindas a diferentes tasas de dilucion.
e Métodos de inmovilizacién de levaduras termotolerantes.

e “Cultivos por lote alimentado con ciclos repetidos”.

Sobre el tipo de preparacion de este producto, la siguiente cita sefiala que “la
produccion de etanol es una alternativa viable, tanto si se utiliza suero con dilucién normal
como concentrado, aunque con esta Ultima el proceso es mas eficiente (...) (Garibay,
Ramirez, & Munguia, 2004, pag. 199)”. En cambio, sobre el tipo de suero, hay algunos que
consideran que “es imprescindible trabajar con suero concentrado para evitar destilar
grande volimenes de caldo con baja concentracion de etanol (Garibay, Ramirez, &
Munguia, 2004, pag. 199)”.

Sobre el margen de ganancias, para que una planta de produccion de etanol las genere
de manera significativa y sustentable, se deberia por lo menos procesar 500000 litros de
suero de leche diarios, por lo que se necesitaria de una inversion considerable para este fin
(Garibay, Ramirez, & Munguia, 2004).
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Tabla 6. Propiedades funcionales de la leche y lactosuero.

PROPIEDADES

CASEINAS

PROTEINAS DE
LACTOSUERO

Muy alta capacidad de retencion

CRA incrementandose con

Hidratacion de agua (CRA) con formacion T .
- desnaturalizacién de proteina
pegante a alta concentracion
- Insoluble a punto isoeléctrico Insoluble a pH 5 si es termo
Solubilidad i
(p) desnaturalizado
No gelificacion térmica excepto
e en presencia de calcio. Gelificacion térmica desde 70°c:
Gelificacion LT ) ;
Gelificacion micela por influencia de pH y sales
quimosina
Soluciones muy viscosas a pH Soluciones no muy viscosas
Viscosidad basico y neutral. Viscosidad mas | excepto si son termo

baja a pH

desnaturalizadas

Propiedades emulsificantes

Excelentes propiedades
emulsificantes a pH bésico y
neutral

Baja estabilidad espumante

Buenas propiedades
emulsificantes excepto a pH 4-5
si es termo desnaturalizada

Retencién de sabores

Buena retencién de sabores

Retencion muy variable con la
desnaturalizacién

Propiedades espumado

Baja estabilidad espumante

Excelente estabilidad espumante

Fuente: Hui (1993)

1.7. PROTEINA UNICELULAR

Sirve para que los componentes puedan aumentar su composicién quimica. Para su

produccion se requiere alglin tipo de microorganismo que sirva como “agente biologico”

para que sea posible producir proteinas mediante la fermentacion (Taron Dunover, Pérez

Mendoza, & Martinez Zambrano, 2012). En la siguiente cita, se conceptualiza:

Se denomina proteina unicelular o bioproteina (Molk et al. 2002), a aquella

obtenida de la biomasa microbiana de algas, bacterias, levaduras y hongos

filamentosos, cultivados en condiciones fermentativas apropiadas y controladas

gue garanticen una adecuada tasa de crecimiento, por medio del aprovechamiento

de sustratos baratos compuestos por o enriquecidos con carbono, nitrégeno y
fosforo (Chacon Villalobos, 2004, pag. 94).
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1.7.1. Fermentacioén alcohdlica

En términos generales “indica la degradacion aerdbica o anaerdbica de un substrato
organico a diversos productos, por la accion de levaduras y algunas bacterias que producen
enzimas para realizar dicha funcion y obtener energia en forma de ATP (Garzén Castarfio
& Hernandez Londofio, 2009, pag. 30)”. Se requieren diferentes lapsos de fermentacion,
los cuales dependen del microorganismo utilizado en la experimentacion y del resultado
que el investigador espera (Taron Dunover, Pérez Mendoza, & Martinez Zambrano, 2012,
pag. 190).

Entre las fermentaciones de mayor uso esta la fermentacion alcohdlica, “que permite
degradar azUcares en alcohol y diéxido de carbono (...) (Garzon Castafio & Hernandez

Londofio, 2009, pag. 30)”. Se presenta conforme a la siguiente reaccion quimica:
C6H1206 —>2C2H50H + 2C0O2

Para llegar a este tipo de degradacién, se utilizan diversos tipos de levadura, siendo
la més utilizada la Saccharomyces cerevisiae. Acerca del nivel estequiométrico de la

fermentacion, se cita:

“(...) la secuencia de transformaciones para degradar la glucosa hasta dos
moléculas de alcohol y dos de didxido de carbono es un proceso muy complejo,
puesto que al mismo tiempo la levadura debe utilizar la glucosa y otros nutrientes
adicionales para poder reproducirse (Garzén Castafio & Hernandez Londofio,
2009, pag. 31)”.

1.7.2. Biomasa

Descrita en su uso y funcion, es el incremento de la masa celular, la cual sirve para la
reproduccion de proteina a partir de un sustrato (como lo es en este caso la levadura. A
través de un proceso de reaccion bioquimica entre células y lactosa, se producen las células

microbianas, y depende de varios factores para que esta aumente, entre estos: el uso de
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microorganismos, condiciones de ambiente, entre otros (Parra Huertas, 2009). La ecuacion
a través de la cual se expresa la biomasa es, segin Chacén Villalobos (2004) citando a su
vez a Rojas (1995) y Suharto & Redyowatu (2003):

Tabla 7. Reaccion general para la produccién de biomasa microbiana

C(H20) (fuente carbonada) + H20 + NH4(amonio) + Sustrato mineral P.S K Na Mg Ca(minerales)

4

CHNO (biomasa, SCP) + CO2 + H20 + AT (energia de reaccion)

FUENTE: Chacén Villalobos (2004)

Para la obtencion de biomasa se “requiere de una fuente de carbono a fermentar® (...)
Algunas de estas fuentes suelen ser pobres en nitrogeno y minerales, por lo cual es
necesaria una suplementacion con sales de amonio 6 otras fuentes de nitrégeno (Chacon
Villalobos, 2004, pag. 102)”. La misma cita sefiala que “se libera energia y gases como el
CO2~. Requiere ademas de una fuente de oxigeno para que pueda incrementarse la masa

del cultivo. La masa final tiene un mayor valor proteico.

1.7.3.  Microorganismos

Existen diversas especies de bacterias, actinomicetes, mohos y levaduras, los cuales
pueden utilizar el carbono y la energia existentes para su crecimiento. Entre los

microorganismos capaces de fermentar el disacarido estan (Parra Huertas, 2009):

e Candida lipolytica (cuyo sustrato de conversion son los n-alcanos)
e Candida novellus (cuyo sustrato de conversion son los n-alcanos)
e Candida utilis (cuyo sustrato de conversion es el etanol y licores sulfiticos)

e Fusarium graminearum (con un sustrato de glucosa de calidad alimentaria)

3 Los cuales son una serie de sustratos, como los descritos en el presente trabajo

investigativo.
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e Gliocladium deliquenscens (con un sustrato de licores de maiz)
e Kluyveromices fragilis (cuyo sustrato de conversion es el suero de queseria)

e Saccharomyces cerevisiae (cuyo sustrato son las melazas)

1.7.4. Sustratos para la obtencién de biomasa

Para los procesos metabolicos, es necesario encontrar fuentes de carbono, por ser
materias primas de bajo costo. “Dentro de las fuentes de carbono fosiles se encuentran los
hidrocarburos o compuestos petroquimicos que han sido empleados y/o estudiados para la
produccion de proteina unicelular, algunos de estos son los n-alcanos que contienen el

metano, metanol, etanol, entre otros (Zumbado Rivera, 2005, pag. 15)”.

1.7.5. Pretratamiento del suero

Es necesario tomar en cuenta que se debe esterilizar el suero de leche para luego pasar
a la fermentacion del mismo para eliminar todo vestigio de microorganismos que pudieran
contaminar el producto. En la etapa de pretratamiento, normalmente se realiza la
clarificacion, el desnatado y el pasteurizado “para que el suero que sera utilizado luego
como materia prima de productos de mayor valor agregado cumpla con las condiciones y
caracteristicas requeridas por los distintos procesos a los que serd sometido (Parzanese,
2011, pag. 5)”.

“El fraccionamiento del suero lacteo proporciona una interesante posibilidad

comercial en la fabricacion de productos alimenticios (Parzanese, 2011, pag. 1)”.

Con la finalidad de “eliminar al méximo las sustancias grasas presentes en forma de
microagregaciones de manera que no perjudiquen el proceso de UF posterior”, para luego
acondicionar el suero, “de tal manera que se hayan removido los finos de caseina (...) y las
sustancias grasas’; en otras palabras, puede declararselo como “libre de grasa (Parzanese,

2011, pag. 6)”.
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Se sigue con la ultrafiltracion, donde “las membranas de ultrafiltracion son capaces
de retener las proteinas mientras que las sales y lactosa se eliminan junto con el agua que

atraviesa la membrana” (Parzanese, 2011, pag. 6)”.

1.7.6. Saccharomyces Cerevisiae

Es una levadura, un hongo unicelular, del grupo de los ascomicetos. En la naturaleza
se encuentra sobre sustratos ricos en azucares o en los exudados y savias dulces de algunas
plantas. El término "levadura™ (de"levare" en la acepcion de subir o levantar) remite a la
experiencia visual de la masa del pan que se "levanta” cuando se afiade levadura a la harina.
Su nombre alternativo de "fermento" viene del latin fervere, que quiere decir hervir y
proviene del movimiento del mosto durante la produccion de vino o cerveza. Los nombres
anglosajones y germanicos (yeast, heffe) también se refieren a la accion de hervir o hacer
espuma. El conocimiento y percepcion de la levadura esta absolutamente condicionado por
sus propiedades de fermentacion del pan, el vino o la cerveza. Se entiende por levadura
seca a aquella cultivada y separada del liquido nutritivo, sometida a prensado para quitarle
el exceso de humedad.

Segun la cita, Saccharomyces cerevisiae “(...) ha sido ampliamente estudiada, pero se
conoce poco acerca de su capacidad como microorganismo probidtico, ya que las
investigaciones se han enfocado en otros microorganismos de mayor uso (Ortiz, y otros,
2008, pag. 139)”. Por ser un producto natural, durante muchos afios esta especie de
levadura ha formado parte de la dieta del hombre, y es utilizada en muchos alimentos y
bebidas fermentadas debido a que mejora el perfil nutricional de los mismos. Su contenido
en treonina e isoleucina no es superado por ningln otro alimento vegetal. Sélo tiene niveles

relativamente bajos de metionina y cisteina. (Pérez, 2010).
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1.8. ENZIMOLOGIA

Las enzimas tienen la capacidad de producir reacciones quimicas, ademas cumplen
funciones como catalizadores bioldgicos y son de naturaleza proteica, influyendo en ciertas

ocasiones sobre la calidad del suero

1.8.1 PRODUCCION DE ENZIMAS POR FERMENTACION

La biosintesis de la enzima b-galactosidasa (conocida también como lactasa) se produce
gracias al uso de la levadura Kluyveromyces fragilis, la cual permite utilizar la lactosa como

fuente de carbono y energia. Asi, estas enzimas pueden ayudar a obtener lactosa.

19. LALACTOSA

La lactosa es un disacarido, abundante en la naturaleza. Esta presente en la leche de los
animales y su nivel depende de la especie, por ejemplo su concentracion en la leche de vaca
esde 4.7% a5.2% y en la leche humana es de 6.5%. (Garibay, Ramirez, & Munguia, 2004)
Se la conoce como azUcar de la leche. (Ege, 2004) La lactosa esta formada por “glucosa y
galactosa, es practicamente el Unico carbohidrato presente en la leche (Garibay, Ramirez,
& Munguia, 2004)”.

1.9.1 ENZIMA B-GALACTOSIDASA

Conocidas como lactasas su sustrato es la lactosa, y son capaces de separarla en los
dos azucares que la componen. Al momento de ser hidrolizada se desdoblan sus azlcares
que son glucosa y galactosa, los productos poseen mayor dulzor. Los factores, Figura N°
1, que influyen son la temperatura y el pH, sus rangos Optimos varian. (Bustamante
Gavilanes, 2014, pag. 13)”.
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Las primeras presentan una actividad 6ptima en un pH entre 3 a 5 y una temperatura
entre 46 y 55 °C, mientras que las otras tienen rango de pH de 6,5 a 7,3 y temperaturas
entre 35y 40 °C.

La principal levadura utilizada para la obtencion de lactasa es la Kluyveromyces
lactis.(McSWEENEY.2000)

Figura 1: Propiedades de diferentes f-galactosidasas.

Fuente pH éptimo | T (*C) P. Molecular i Activadores
A. niger 3.0-40 55-60 124 KD Mg™*
A. oryzae 50 50-55 90 Mg*
K. fragilis 6.6 37 201 Mn™', Mg, K’
K. lactis 69-713 35 135 Mn®', Na’
E. coli 7.2 40 540 Na~, K" Mg™
|
L thermophilus | 6271 | 55-57 530 j
S.thermophilus 1.5 55 500-600 -

Fuente: McCSWEENEY. Dairy Chemistry and Biochemistry. Thomson Science, 2000.

1.9. HIDROLISIS DE LA LACTOSA

Proceso en el cual; el agua actta como disolvente. Es producida por la enzima lactasa (-
galactosidasa) que se encuentra de manera natural en el intestino delgado de los mamiferos.
Actia mediante “la inclusion de una molécula de agua que rompe el enlace glucosidico que

une los dos monosacéaridos (Garibay, Ramirez, & Munguia, 2004)”.

Se puede afadir enzimas B-galactosidasas a la leche para lograr la hidrdlisis. El
problema con este proceso es la obtencién, aislamiento, inmovilizacién y transporte de
lactasa desde hongos, levadura y bacterias. Angela Moya presenta dos procesos por los
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cuales se puede inmovilizar y aislar de manera efectiva y econdmica dichas enzimas: “se
ha conseguido hidrolizar la lactosa mediante lactasa inmovilizada. También ha sido posible
la hidrolisis inmovilizando B-galactosidasa sobre silocromo C-80 (Moya Mora, 1995)”.
Concluye sefialando que se pudo, mediante el Gltimo proceso, conseguir una efectividad
del 80%.

Figura 2: Proceso de Hidrdlisis de lactosa.

/au Y /»;
J | H ) | 4
I o O B
'\ 4 \ - ; r
: H H 4 H
CHOH H OH H ' HO Ve
| |
H OH H -
B-D- Galactosa  a-D- Glucosa

p-D- Galactosa a-D- Glucosa

Fuente: GOSTA BYLUND, Manual de industrias lacteas, 2003.

1.10. GLUCOSAY GALACTOSA

Son azucares simples o monosacaridos formados por seis &tomos de carbono, el momento
de ser ingerido se convierte en glucosa en el higado como aporte energético, su principal
fuente proviene de la ingesta de lactosa de la leche.

Su férmulas molecular C6H1206, igual para estos dos azucares, la galactosa difiere de la
glucosa por ser un epimero de esta en el Carbono nimero 4, es decir, que el grupo de

alcohol de este carbono esta dirigido hacia la izquierda.

Para lograr un proceso éptimo con la mayor produccion de glucosa y galactosa es necesario

un tiempo largo de reaccion lo que encarece su produccion.
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1.11. Ruta Metabodlica

Inicialmente, la galactosa es fosforilada por la galactoquinasa para formar galactosa-1-
fosfato. La epimerizacion de la galactosa-1-fosfato a glucosal-fosfato requiere la
transferencia de UDP desde la uridinafosfoglucosa (UDP-glucosa) catalizada por la

galactosa-1-fosfato uridiltransferasa, esto genera UDP-galactosa y glucosa-1-fosfato.

La UDP-galactosa es epimerizada a UDP-glucosa por la UDP-galactosa 4 Epimerasa y el

resultado es aumento de la sintesis de glucogeno.

En ayunas la UDP-glucosa formada se utiliza para metabolizar a la galactosa dando

glucosa-1-fosfato, que entonces es convertida a glucosa6-fosfato por la fosfoglucomutasa.

La epimerasa cataliza una reaccion reversible la glucosa puede convertirse en galactosa,
para la sintesis de lactosa (en glandula mamaria), proteoglicanos, glicolipidos y

glicoproteinas.( Stephanopoulos G, Aristidou A , Nielsen J. 2006)

Figura 3. Representacién de la ruta metabdlica de sintesis de glucosa y galactosa

Galactose =——> Gal-1-P UDPgal
DIRECT PATHWAY
/Glucose —= Glu-6P e&—2Glu-1-P e—= UDPglu — Glyct

2 H
C Fru-6-P >
Fru-1,6-P
Glyceraldehyde-3-P €———= DHAP

H5

\r Pyruvate Glycerol

RECT PATHWAY T T

Fuente: Stephanopoulos G, Aristidou A, Nielsen J, 2006.
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1. METODOS Y TECNICAS

Los métodos que son los que guian los procedimientos para la presente investigacion
son: por un lado el cuali-cuantitativo y por otro el experimental. Esto porque en el trabajo
se procesan datos especificos (estadisticos, numéricos) sobre una base experimental propia
del tema, la cual estd determinada en cierto punto por la calidad del producto final (tanto
en estructura como en sabor) que serd tomado en cuenta. Con esta finalidad, se realizaron
los experimentos conforme se indica en los apartados correspondientes para que los

catadores pudieran degustar y discriminar qué productos son los que mas aceptacion tienen.

2.1.1 Metodologia general del trabajo

Para alcanzar los objetivos que se han trazado en este estudio, ha sido necesario aplicar una

metodologia general basada en los siguientes pasos:

e Desarrollo de estudios dirigidos a la produccién de etanol por via
fermentativa.

e Sometimiento a un tratamiento térmico para su pasteurizacion, pudiendo de
esta manera activar las proteinas.

e Inoculacion de la muestra con la enzima B-galactosidasa en un tiempo y
temperatura adecuados, donde la cantidad de enzima esté relacionada con el

volumen del suero.
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DIAGRAMA 1. ESQUEMA GENERAL DEL TRABAJO
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A 4 720 * 15 segundos

Adicion de enzima
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~
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40° C * 120 min.

INACTIVACION Det.%
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mol
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Cuantificacion

mol
lactosa

mol
galactosa
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Acidez
Suero enzimatico Grados Brix
Cco2

l Adicidn Levadura (UFC/g)

Aspectos microbiologicos diag. 2

Fermentacion Bectificacion del sustrato
lDis efio Experimental
Destilacidn
B-OH Pureza del alcochol
Cromatografia = Parametros comparados segin NTE
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!

Elaboracion bebida
alcoholica

ki

Pruebas sensonales=
aceptacion del
producto

ELABORACION: ChimboVanessa

2.2. UBICACION

2.2.1. Toma de muestras

Las muestras del suero fueron tomadas de la Planta de Lacteos Vasquez de la ciudad
de Cuenca (Avenida Don Bosco y Avenida 12 de Octubre). El cultivo utilizado en la
fermentacion fue la levadura Saccharomyces cerevisiae, cuyas células fueron mantenidas

en refrigeracion a -15° C.
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2.2.2. Estudio de laboratorio

El estudio de las muestras fue realizado principalmente en los laboratorios de la
Universidad del Azuay.

2.3. DESARROLLO

2.3.1. Control microbioldgico de crecimiento de cepas LAB

Para que se lleve a cabo el control bioldgico, fue necesario que las muestras que fueran
envasadas en un frasco completamente estéril. Con esta condicion dada, se planificaron dos

controles:

Control de crecimiento de cepas LAB (probioticas).- Se prepar6 para esto agua
peptonada, con la cual se realizd diluciones de entre 10! hasta 108. El medio en el cual se
sembraron las muestras fue el agar MRS, el cual sirve para el crecimiento de

microorganismos.



2.4. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 8. Operacionalizacion de variables
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VARIABLE
INDEPENDIENTE

VARIABLE
DEPENDIENTE

DESCRIPCION

INDICADOR

Analisis del suero
de leche

Analisis de los minimos requeridos de acido lactico para la

Porcentaje, que puede

Acidez experimentacion mediante titulacién volumétrica con sosa alcanzar un maximo de
0,1y como indicador fenftaleina 0,16 %
Anélisis de la glucosa siguiendo el método Glucose Liquidor | Porcentaje de glucosa
Glucosa . i
Human medido en miligramos
Determinacion de la lactosa mediante la disminucion del Porcentaje de lactosa,
Lactosa ., o . . . -
punto de congelacion, utilizando un crioscopio medida en miligramos
Porcentaje de pH:
pH Determinacion del pH inicial calidad entre 6 y 6,7

grados Brix

Pretratamiento del suero de

Esterilizacion

Realizacion de clarificacién, desnatado y pasteurizado

Se eliminan los
microorganismos
patdgenos

Cuantificacion del REP

Recuento de placa de la muestra para disefiar mezclas y para
determinar la distribucion de las variables para los
experimentos

Comportamiento de las
levaduras en sus etapas
de crecimiento

Tiempo: 4 horas

2 2 Inoculacion de la muestra con la enzima p-galactosidasa con . P
=} Inoculacién . ; Porcentaje de hidrolisis
K una cantidad relacionada con el volumen del suero
_ o Temperatura: 72° C Ge,ne_ramon de productos
Dos tratamientos térmicos para la ; . quimicos, tales como:
e Tiempo: 15 seg. .. AR
. A esterilizacion del suero de leche de acido acético, acido
Tratamientos térmicos . ) . , AP o
posibles microorganismos patdégenos . 1Mo férmico, &cido piravico,
0 contaminantes Temperatura: 40° C ademas de alcoholes
Tiempo: 2:30 horas . y
adehidos
. . . . Temperatura: 40° C .
% €S &2 < | Siembra de levaduras Empieza la fermentacion P Generacion de CO2
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Propagacion de levaduras

Propagacion de levaduras sobre la muestra, donde se
determinan las variables

Grados Brix, grados GL,
temperatura, pH, CO2y
presion

Hidrolisis durante la
fermentacion

Hidrdlisis para la disolucién con agua que rompe el enlace
glucosidico dada en varios lapsos

Porcentaje de hidrdlisis

Control microbiolégico de
crecimiento de cepas

Control de crecimiento de cepas LAB y de microorganismos
patgenos

Tiempo y temperatura

Determinacion del
porcentaje de hidrdlisis

Lectura por duplicado de las muestras en el crioscopio,
aplicando férmula

Determinacion de
porcentaje de error

Determinacidon del contenido
de glucosa

Determinacion del contenido de glucosa mediante la prueba
GOD-PAD

Concentracién de
glucosa de 400mg/dI

Si es mayor a 400mg/dl,
diluir la muestra 1 + 2
con agua destilada

Desarro
llo del grado
alcohdlico

Produccion del acohol

Determinacion de la produccion de Temperatura: de
alcohol 27°Ca28°C

Variaciones segln
fermentacién

Produccién del CO2

Variaciones del comportamiento del CO2 dependiendo de su
comportamiento en el proceso de fermentacion

Vollimenes

Produccién de etanol,
furfural entre otros

Cromatografia de gases

Segun la Norma NTE-
INEN 1837:2015

Disefio experimental

Factorial

Optimizacion de la mayor produccion y alto grado
alcohdlico de etanol

Matrices experimentales

Elaboraciéon: Vanessa Chimbo
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2.5. MATERIA PRIMA Y TRATAMIENTO TERMICO DEL SUERO DE
LECHE

Como se anoto con anterioridad, fue utilizado como cultivo para la fermentacion la
levadura Sascharomyces cerevisiae, con unas células mantenidas en refrigeracion a -15° C.
De esta manera, se procederia a dar los tratamientos térmicos, los cuales se desarrollan a

continuacion:

2.5.1. Primer tratamiento térmico

Antes de la fermentacion, es necesario esterilizar el suero de leche previo a la
fermentacion para eliminar cualquier tipo de posibles microorganismos patdégenos o
microorganismos contaminantes que puedan dificultar el éxito en el experimento por
alterarse la reaccion enzimatica. De esta manera, se da lugar a la separacion de proteinas y
a la activacion enzimética. La temperatura y tiempo de pasteurizacion fue de 72° C / 15
seg. Luego de esto, se dejoé reposar el suero para realizar mas adelante una filtracion al
vacio utilizando papel de filtro (Wathman N° 1) para poder conservarlo refrigerado.

Adicién e inoculacion de la enzima.

Aplicados los tratamientos descritos, se mantuvo en refrigeracién las muestras. De
esta manera, fue posible dar paso a la adicion de la enzima liquida B — galactosidasa (Ha —
Lactase 5200), con un tiempo de inoculacion de dos horas y media a 40° C, por lo cual se
pudo obtener suero hidrolizado con un contenido de glucosa de 20 g/L. La cantidad de

enzima utilizada se describe en la siguiente tabla:



Tabla 9. Hidroélisis de la lactosa

Chimbo Pefaloza 28

Dosis de Ha- Tie_rppo de Temper_gtura de Grado de Hidrélisis
Lactase (ml/L) Reaccién (horas) reaccion (°c)
0.3-0,5 10 5 20 %
05-0.8 4 30 50 %
29-44 40 80 %

FUENTE: Disefio experimental

Estas dosis son las recomendadas por el proveedor, y probadas con anterioridad en el

presente estudio para el respectivo proceso de hidrdlisis de la lactosa, el cual es previo al

proceso de fermentacion.

2.5.2. Segundo tratamiento térmico

Ya realizada la hidrdlisis, se procede a dar un tratamiento térmico para inactivar a la

Ha —Lactase 5200, pues refrigerada, la lactosa continla trabajando. En este caso, el proceso

térmico del suero se daa 72 o C por el lapso de 15 segundos.

Reaccion

La lactosa es sensible al calor, dandose un proceso de generacion de productos acidos

como el &cido acético, el acido férmico y el acido piravico, asi como de alcoholes y

aldehidos.

2.6.  ANALISIS DEL SUERO DESPROTEINIZADO

Al momento de analizar el suero desproteinizado, se determinaron los siguientes

resultados:
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Tabla 10. Resultados del analisis del suero desproteinizado

DENOMINACION DESCRIPCION
Acidez Mediante titulacién volumétrica con sosa 0,1 N y como indicador fenoftaleina.
4Brix Lectura directa del brixometro (marca Atago, modelo Pocket Refractometer).

H Lectura directa del potenciometro (marca Mettler Toledo, modelo Seven
P Compact).
CO2 Lectura directa del equipo (modelo Can Need, modelo Beverage KXJ-BCC 200)
Cantidad de glucosa | Segun los métodos descritos (Glucose Liquidor Human).

FUENTE: Disefio experimental

2.6.1. Determinacion del porcentaje de hidrolisis

El grado de hidrdlisis se determind mediante el anlisis de descenso en el punto

crioscapico.

Este método se fundamenta en la disminucion del punto de congelacion, momento en que
se da la hidrolisis de la lactosa, esta se desdobla formandose, glucosa y galactosa
incrementando el contenido solutos en la solucién. (Bustamante Gavilanes, 2014, péag.
13)”.

Se utiliz6 un crioscopio de la marca Funke Gerber, modelo Cryostar I, el cual fue
calibrado antes de ser utilizado. En este equipo fue posible leer cada una de las muestras
por duplicado, evitando de esta manera alterar el resultado en cuanto a porcentaje de error.
se determind el porcentaje de hidrdlisis aplicando la siguiente férmula (Bustamante
Gavilanes, 2014):

Porcentaje de hidrolisis alcanzada= 3350,77 * Crioscopia final - (Crioscopia
Inicial/0,00285)
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2.6.2. Determinacion del contenido de glucosa

Para llegar a conocer el contenido de lactosa, se tomé como referencia la normativa
mexicana NMX-F-219 (Direccion General de Normas, 1972)*, aunque no pudo cumplirse
este procedimiento a cabalidad por no haber contado con el nitrato de cobre, el cual no fue

facilitado por los laboratorios donde se realizo el estudio.

Por este motivo, se procedio a aplicar una técnica diferente: se determind el contenido
de glucosa mediante GOD-PAD (prueba enzimética colorimétrica por glucosa). Asi se
aplico una técnica de espectrofotometria con un compuesto enzimatico denominado
glucoperoxidasa, utilizando el espectrofotometro de marca Thermo Scientific, modelo

Espectroco.

Método.

El reactivo utilizado se denomina Glucose Liquicolor, y a continuacion se expone una

ficha con las especificaciones del método utilizado:

Tabla 11. Ficha del reactivo utilizado

Nombre Glucose Liquicolor

Método GOD-PAD

Denominacion Método sin desproteinizacion

Tipo de prueba | Prueba enzimética colorimétrica por glucosa

Fuente: HUMAN Diagnostics

En el instructivo que se muestra adjunto en el empaque de este reactivo de marca
comercial Liquicolor?, se cita la manera en que se desarrolla el método: “La glucosa se
determina después de la oxidacion enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. El peroxido

de hidrogeno formado reacciona bajo la catalisis de peroxidasa con fenol y 4-

4 Esta es la normativa que determina un “Método de Prueba para la determinacion

de lactosa en leche”.
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aminofenazona formando un complejo rojo-violeta usando quinoneimina como indicador
(HUMAN Diagnostics, 2012)”. El principio la reaccion refleja la manera en que se
desarrolla este método:

Glucosa + O2 + H20 GOD —> Acido glucénico + H20

2 H202 + 4-aminofenazona + fenol POD —>  quinoneimina + 4 H20

Caracteristicas de la prueba.

Este método facilita realizar varios procesos importantes para determinar los valores
buscados para un 6ptimo producto y asi desarrollar un sirope para bebidas alcohdlicas de
buena calidad. De esta manera, se desarrolla como parte de la informacion del producto la

siguiente descripcion:

La prueba es lineal hasta una concentracién de glucosa de 400 mg/dl 6 22.2 mmol/l. Si la
concentracion de glucosa en la muestra es superior a estos limites, diluir la muestra 1+2
con agua destilada y repetir la determinacion. Multiplicar el resultado por 3 (HUMAN
Diagnostics, 2012).

Preparacion de reactivos.

Fueron preparados en el laboratorio de biotecnologia los reactivos RGT y STD, haciendo

una muestra patron, utilizando el siguiente esquema de pipeteo:

Tabla 12. Esquema de pipeteo

ACCION MACRO SEMI-MICRO
E&%Zﬁzzr o e STD 6 muestra Blanco de reactivo | STD 6 muestra Blanco de reactivo
STD 6 Muestra 20 pl 10 pl
RGT 2000 pl 2000 pl 1000 pl 1000 pl

Mezclar, incubar por 10 minutos de 20 a 25° C ¢ 5 minutos a 37° C. Medir la absorbancia del STD y las
muestras frente a un blando de reactivo antes de 60 minutos (AA).

FUENTE: HUMAN Diagnostics (2012)
ELABORACION: Vanessa Chimbo

Ademas, se utilizaron en este proceso los siguientes componentes:
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Tabla 13. Uso de reactivos en laboratorio

RGT MEDIDA

Buffer fosfato (pH 7,5) 0,1 mol/1
4-aminofenazona 0,25 mmol/1

Fenol 0,75 mmol/1
Glucosa oxidasa > 15 KU/1
Perosidasa >15KU/1

STD 3 ml estandar
Glucosa 100 mg/dl 0 5,55 mmol/1

FUENTE: Disefio experimental

Muestras a cuantificar.

En las cubetas se colocaron dos diferentes tipos de muestras para ser cuantificadas: 20 pl
de suero lacteo hidrolizado y 20 pl de suero lacteo sin hidrolizar. Cada una de estas
muestras fueron mezcladas e incubadas en un lapso de 10 minutos, a una temperatura de
15° C. Se midi6 asi mismo la absorbancia para determinar la glucosa residual, el cual fue
posible leerse en el espectrofotometro (un Thermo Scientific de modelo Espectrocom), a

una longitud de onda de 500nm.

A continuacion, se describe la preparacion de estas por cada una de las cubetas:

Tabla 14. Lectura en el espectrofotdémetro

] o MUESTRAS
NUMERO DE
CBBETA SUERO SIN SUERO RGT STD
HIDROLIZAR HIDROLIZADO

1 20ul 2000ul
2 2000ul 20ul
3 20ul 2000ul
4 2000ul 20ul
5 2000ul de agua destilada 0 0

FUENTE: Disefio experimental

Una vez tomadas las lecturas del espectrofotometro, se procede a desarrollar el

calculo de concentracion de glucosa, siguiendo la formula que se anota a continuacion:

AAmuestra
AASTD

C= 100 (mg/dl)
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Determinacion cuantitativa de la glucosa.

Una vez determinado el contenido de glucosa en cada una de las muestras, serad
posible obtener la cantidad de galactosa por inferencia segin moles de glucosa. Estos estan

desarrollados en la siguiente tabla, en la cual se muestran las respectivas equivalencias:

Tabla 15. Equivalencias

1 mol de lactosa 4 moles de acido lactico
340,64 g de lactosa 360,4 g de acido lactico
69,5 mg de lactosa 50 mg de glucosa

7 mg de glucosa

Elaboracion: Vanessa Chimbo

2.7. SUPLEMENTACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se hizo un suplemento con la adicion de 1 gramo de la enzima Ha-Lactase, asi como 3 %

de levadura.

2.7.1. Inéculo

Para preparar el indculo se necesitaron como muestra 1000 ml de suero desproteinizado y
suplementado, ajustandose el pH de este a 5; de esta manera, se fracciona en diferentes
muestras en matraces de 500 ml de Erlernmeyer con tapén de algodén, a la mitad de los
cuales les fue adicionada sacarosa comercial en cantidad suficiente para alcanzar los 16
°Brix. Estas fueron utilizadas en diferentes intervalos de tiempo, las cuales fueron
agregadas al contenido celular. De esta forma, se mantiene esta mezcla durante 24 horas a
una temperatura de 30° C en cufia de agar/sabourad combinando con agua peptona. Para la
rectificacion de este parametro, fue utilizada la siguiente formula:

m(A-B)
0-A

Rectificacion

De estos valores, se describen a continuacion:

e m= masa del suero en gramos
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e A= Brix al que deseamos llegar

e B=Brix inicial del suero

Se incubaron a 28 +/- 2° C, en condiciones estaticas, a fin de que se produzca una
fermentacion espontanea predominantemente anaerobica, efectuandose los analisis
microbioldgicos en tres momentos diferentes, como se ha venido anotando. Estos lapsos

fueron:

a. Transcurridas 24 horas, que es cuando empieza el desprendimiento del COz. En
este momento, las condiciones aerdbicas declinaron por consume del Oz disuelto
en el suero.

b. Transcurridas las 48 horas, que es cuando se da el proceso denominado como
fermentacion tumultuosa.

c. Alos 5 dias, que es cuando termina la fermentacion.

2.8. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

2.8.1. Aislamiento de levaduras

Fueron tomadas alicuotas de 1 ml de cada suero natural examinado, y se sembraron por
triplicado con el método de cultivo por extendido en placa. EI medio de cultivo utilizado
para este procedimiento fue el agar Sabouraud con un 4 % de glucosa. Las placas
inoculadas se incubaron a 25 +/- 2° C con lapsos que oscilan de tres a cinco dias. Finalizado
este periodo, se procedié a examinar macro y microscopicamente a las colonias
desarrolladas, que presentaron alguna diferencia entre ellas (por ejemplo: tamafio, formay

color de colonias, forma, tipo de agrupacion.

El objetivo es desarrollar un recuento de ceélulas viables de levaduras, practicando
diluciones sucesivas de la muestra para sembrar un determinado volumen de agar
Sabouraud. Conociendo el nimero de colonias que crecen en el medio, el indculo utilizado

y la dilucion, es posible determinar las UFC/mI de la muestra inicial-separadas.



Chimbo Pefaloza 35

DIAGRAMA 2. DILUCIONES DE MUESTRAS PARA CUANTIFICACION DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Suero hidrolizade (1000 ml) +
aricar hasta 16° B

300 ml 500 ml
1dia /25+-2°C 2 dias /25 +/-2°C
10z 10 g
a
Aguapeptona Apguapeptona
80 ml 90 ml
Lml (109 w o lml (109
1 2 3 4 3 6 7 8 9
1 ml
— | > —> |||

+ @ ml de peptona
DILUSIONES

(10) (10%) (104) (10%) (10%) (107 (10%) (10%) (10
‘l,lml ‘Lml ‘lel ‘lel ‘lel \l,lml ‘l,lml ‘lel ‘lel

Fuente: Ferreyra, 2006
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2.8.2. Condiciones del cultivo

Las variables utilizadas fueron: COz2, grados Brix y tiempo de fermentacion. Ademas, se
realiz6 un disefio factorial de tres niveles para los tres factores antes mencionados; es decir,

un factorial 23.

2.9. DESTILACION

Una vez obtenido el liquido previo a su destilacidn, se utilizé el evaporador rotatorio marca
Buchi R 210/215, junto a un controlador de vacio, el cual ayudd con sus aspiraciones. De
esta manera es posible tener certeza de obtener las soluciones completas. Al momento de
encender y hervir este liquido, los vapores ascendieron para recorrer un tubo con forma de
cuello de cisne hacia el serpentin, el cual estuvo sumergido en un depdsito de agua fria,
donde se condensan estos componentes. En este proceso, se ha tomado en cuenta las colas

de destilacidn, las cuales se describen a continuacion:

e Cabezas (55 %): esta primera fraccion fue desechada, ya que habia estado
constituida por los compuestos mas volatiles que el etanol, ya sea acetato de
etilo, el etanol y acetales. Ademas, aqui se pudo también encontrar restos de
SOz de soluciones inadecuadas. Cabe recalcar que en esta fase se arrastran las
colas procedentes de la ultima destilacion realizada.

e Flemas (26 % — 28 %): llamado también “corazon”, es la proporcion de
alcohol puro, pues la temperatura a la que se destila es de alrededor 78,5° C,
basada en los valores de punto de ebullicion para algunos disolventes
comunes. Estas representan alrededor del 40 % del volumen recogido.

e Colas (2 %): esta es la ultima fraccidn, la cual contiene bastante agua. Las

colas representan 1,5 % del volumen recogido.
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Tabla 16. Valores de punto de ebullicién

COMPUESTOS PUNTO DE EBULLICION
Eter etilico 34,6°C
Metanol 64,7° C
Hexano 69,0°C
Acetato de etilo 77,0°C
Etanol 78,4°C
Ciclohexano 80,7° C
Heptano 98,4° C
Tolueno 110,6°C
Etilbenceno 136°C

Fuente: Enriquez Garcia, Raquel

Luego de realizada esta destilacion, en todas las muestras se puede percibir un olor
caracteristico, el cual es sumamente profundo. Estas muestras fueron guardadas en envases
de vidrio para evitar la evaporacion hasta que haya sido posible determinar su

concentracion en cuanto al grado alcoholico.

2.9.1. Determinacion de la pureza de la disolucién (grado alcohdlico)

Para poder determinar la pureza de la disolucidn, es necesario analizar la densidad de la
mezcla, para lo cual se requirié de un picndmetro donde se alojé la muestra. De esta

manera, se aplica la siguiente formula para determinar el volumen en el picnémetro:

(m.pictobmetro + aguadestilada — m.picnémetro)
p.agua(215°C)

v.pictobmetro =

Asi, aplicando a la muestra una temperatura de 21,5° C, se determind que existié un
volumen de 998,2 kg/m3. Se midi6, asi mismo, la masa del picnémetro con agua destilada,
dando unos 23,933 g, cuando la masa del picndmetro vacio es de 16,179 g. Esto dio como

consecuencia, luego de aplicada la formula, que el volumen del picnémetro es de 7,768 ml.

Entonces, desde este punto, se obtienen ya con dos elementos importantes para continuar
con el estudio: el volumen del picndmetro y la masa del etanol. Ahora, hace falta obtener
con estos datos la densidad del etanol, la cual se la ha determinado mediante la aplicacion

de la siguiente formula:
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(m.pictoémetro + aguadestilada) — m.picnémetro

p-disolucion = v.picnémetro
Como se puede deducir de la formula presentada, la masa del etanol se obtiene de la resta
de la masa del picnémetro, mas la disolucién, menos a masa del picnémetro. De esta
manera, se obtiene una densidad de 804,3 kg/m?3. Este dato es contrastado con la tabla anexa
(¢?) (tomada de Perry), y asi se puede determinar la concentracion en masa del grado

alcohélico.

2.9.2. Determinacion de metanol y alcoholes superiores en el etanol destilado, por
cromatografia de gases

Tras la obtencion de etanol luego del proceso de hidrolisis del suero, se administré un
estricto control en el proceso de destilacion y produccion del compuesto que se deseaba
obtener, con la finalidad de que las posibilidades de contaminacion fueran minimas, de que
no existan adulteraciones en el resultado final, ni que se produjera metanol. El metanol es
un compuesto cuya deteccién en los productos para el consumo humano resulta
inconveniente ya que tiene una alta toxicidad. Se ha registrado casos en los que, testeando
productos de consume humano, se ha encontrado metanol en su composicion; esto ha
derivado en la manifestacion de varias complicaciones organicas como intoxicaciones,
ceguera y, en casos extremos, se ha producido la muerte por insuficiencia respiratoria. Es
necesario tomar en cuenta estas consecuencias al momento de desarrollar cualquier tipo de

bebida. A continuacion, se dice en la siguiente cita:

La toxicidad por ingestion es de 0,1g metanol/kg peso corporal 0 mas, es
considerada como grave, la ingestion de més de 1 g metanol/kg peso corporal
siendo potencialmente letal. La exposicién por inhalacién de una concentracion
de mas de 1309 mg/m3 (1000 ppm) o el contacto prolongado o extenso de la piel

puede causar también toxicidad sistémica (Luna, 2012)

Por estas razones se ha tomado las debidas precauciones durante el proceso llevado a cabo,

asegurando que la presencia del metanol y de los alcoholes superiores se encuentre por
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debajo del limite tolerado de acuerdo a las Normas INEN 1837:2015 (Martin, Burggraff,
Dyer, & Buscemi, 1981).

Fundamentos del método.

La cromatografia de gases hace uso de temperaturas altas para volatilizar compuestos, los
cuales se separan conforme pasan a traves de la fase estacionaria de una columna y son
detectados para su cuantificacion. La cromatografia de gases se define y caracteriza de la

siguiente manera:

Es una técnica analitica que permite separar mezclas de compuestos facilmente
volatilizables y térmicamente estables en sus componentes individuales. En todas
las separaciones cromatogréaficas la muestra se desplaza con una fase movil, a
través de una fase estacionaria con la que es inmiscible fijada a una columna o a
una superficie solida. Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de
la muestra se distribuyan de modo distinto entre ambas. (...). (Abellé Linde, S.A.,
2006)

Cabe resaltar que esta técnica permite separar los componentes de una muestra debido a la
diferente afinidad entre dos fases que resultan inmiscibles entre si: una estacionaria (liquida

0 sélida) y otra movil (gas o liquida).

Reactivos.

Las disoluciones anotadas a continuacion requieren que su preparacion se lleve a cabo de

una manera precisa y con las precauciones pertinentes:

e Etanol del 16 % (v/v) en agua desionizada destilada (dd), 100 ml.
e Etanol de 50 % (v/v) en agua (dd), 500 ml.
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Disoluciones de reserva

Las siguientes disoluciones necesitan ser preparadas con cantidades conocidas de etanol y

de alcoholes de fusel o metanol:

e 10 g de metanol completados a 1000 ml con etanol del 50 % (v/v).
e 5 gde alcohol n-propilico, completados a 1000 ml con etanol de 50 % (v/v).

e 5 gde alcohol isobutilico, completados a 1000 ml con etanol del 50 % (v/v).

Disoluciones patrones de trabajo.

Estas son preparadas a partir de las disoluciones de reserva con la finalidad de que
contengan distintas cantidades de cada uno de los alcoholes de fusel; se utiliza alicuotas de
estas para obtener las curvas de calibracion. Es asi que se procede a preparar cuatro

disoluciones de patrones de trabajo, a saber:

e 0,5 ml de las disoluciones de reserva 1, 2 y 3 con 4,5 ml de etanol del 50 %
(v/v) y completada a 100 ml con etanol del 16 % (v/v).

e 1 ml de las disoluciones de reserva 1, 2 y 3 con 3 ml del 50 % (v/v) y
completada a 100 ml con etanol del 16 % (v/v).

e 1,5 ml de las disoluciones de reserva 1, 2 y 3 con 1,5 ml de etanol del 50 %
(v/v) y completada a 100 ml con etanol del 16 % (v/v).

e 2 ml de las disoluciones de reserva 1, 2 y 3, completado a 100 con etanol del
16 % (v/v).

Materiales.

e Pipeta mecanica de 1 pul, con sus puntas.
e Matraz de fondo redondo de 500 ml.

e Jeringuilla para el cromatografo de GC.
e 6 matraces aforados de 100 ml.

e 4 matraces aforados de 1000 ml.
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Equipos.
e Balanza analitica.
e Una unidad de destilacion con un elemento de calefaccion que se ajuste al
matraz de fondo redondo de 500 ml.

e Un refrigerante de agua fria.

e Unaunidad de cromatografia de gases.

Se requiere ajustar el cromatografo bajo las siguientes especificaciones:

Tabla 17. Ajuste de cromatégrafo

Temperatura del inyector 200°C
Temperatura de columna De 70 a 170° C/min
Gas portador de las columnas He a 2 ml/min®
Detector: lonizacidn de llama
Atenuacién: 8 (para todos los desarrollos)

Elaboracion: Vanessa Chimbo

Proceso de preparacion de la muestra.

1) Llenar hasta el enrase un matraz aforado de 100 ml. con la muestra de alcohol
destilado que se debe analizar.

2) Vertir el alcohol en un matraz de fondo redondo de 500 ml. y enjuagar varias
veces el matraz aforado con agua destilada, para completar la transferencia. Si
resulta necesario, se puede afiadir mas agua para alcanzar un volumen de la
muestra mas agua destilada de aproximadamente 150 ml.

3) Destilar la muestra y recoger el destilado en un matraz aforado de 100 ml. que
esté limpio. Se continuara con la destilacion hasta que el matraz volumétrico esté

lleno hasta la linea de aforo.

> N2 a 20 ml/min en el caso de empaquetadas
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4) Adicionar 1 ml de la disolucion de reserva de alcohol bencilico, a los 100 ml. de
cada una de las disoluciones de trabajo patrones y de la muestra de alcohol que va

a ser analizada.

Analisis de la muestra y de las disoluciones de trabajo en patrones.

1) Inyectar 1pl. de la disolucién de la muestra y de cada una de las disoluciones
patrones de trabajo, en desarrollos separados, en la columna de cromatografia GC
(con una relacion de separacion 1:20). En el caso de las columnas empaquetadas,
inyectar 5ul.

2) Obtener los cromatogramas y los datos de la integracion de los picos.

2.10. DISENO EXPERIMENTAL

2.10.1. Disefio factorial 23

Los tratamientos a los que se someteran las muestras utilizadas en el presente estudio, seran
analizados experimentalmente mediante un disefio factorial, a través del cual se busca
investigar el comportamiento derivado de la interaccion de las variables (azucar, porcentaje
de levadura y tiempo) contrastandolos con los factores de respuesta (CO2, grados Brix,
grados GL). Estas acciones ayudaran a determinar cuéles son las condiciones 6ptimas que

se deben implementar para la produccién de etanol.

Por otro lado, cabe sefialar que el disefio factorial 23 sirve para estudiar el efecto de tres
factores en dos niveles cada uno. Consta de 23 =2 * 2 * 2 = 8, es decir 8 tratamientos
diferentes. Los tratamientos del disefio 23 y su representacion geométrica pueden ser

apreciados en la figura 4.

La regidn experimental ahora es un cubo regular centrado en el origen (0, 0, 0), cuyos
vertices son los ocho tratamientos. La matriz de disefio se construye facilmente alternando

el signo menos y el signo mas en la primera columna, dos menos y dos mas en la segunda
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columna, y cuatro menos en la tercera. El disefio resulta dispuesto en el orden estandar o
de Yates.

Figura 4. Disefio factorial 23y su representacién geométrica

A B C
-1 -1 -1 /

1 -1 -1

-1 1 -1
1 1 -1 |:> g

-1 -1 1 i /
1 -1 1

-1 1 1
1 1 1

Factor A

ELABORACION: Vanessa Chimbo

Con este disefio se pueden estudiar 7 efectos que corresponden a la ecuacion: 23-1=7. De
esto se deriva tres efectos principales: A, B, C; tres interacciones dobles: AB, AC, BC, y

una interaccion triple ABC.

De manera general, la parte que es de mayor interés para el estudio, se enfoca en los efectos
principales y las interacciones dobles. Sin embargo, aunque de antemano se puede
considerar la interaccion triple ABC en el disefio 23 como un efecto que se puede ignorar,
resulta recomendable asegurarse de que su valor sigue siendo de una mindscula cantidad.
Se debe tomar en cuenta que incluirla en el analisis puede ayudar a mejorar la perspectiva

e interpretacion de algunos graficos, como se podra apreciar mas adelante.
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2.10.2. Desarrollo experimental

Para iniciar el disefio experimental se inocularon en cada una de las muestras de suero
hidrolizado, determinadas cantidades de azUcar, levadura y tiempo. El desarrollo de este
proceso experimental se llevo a cabo, en el laboratorio de biotecnologia UDALAB de la

Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Azuay.

Variables.

Se determin0 las variables para el disefio de las mezclas, con el cual fue posible establecer
la distribucion de las variables para las respuestas de los experimentos. Todos estos datos

se pueden ver en las siguientes dos tablas:

Tabla 18. Variables del disefio experimental

Azlcar X1
Porcentaje de levadura X2
Tiempo X3

Elaboracion: Vanessa Chimbo

Tabla 19. Respuestas del disefio experimental

X1 CO2
X2 Grados Brix
X3 Grados GL

Elaboracion: Vanessa Chimbo

Partiendo del experimento 0, y segun las cantidades cuyo soporte consta en la
argumentacion bibliografica del presente trabajo, se derivan las cantidades estandar de las

variables. Estas cantidades constan en la Tabla 20 que se muestra a continuacion:

Tabla 20. Cantidades estandar respecto de las variables

x1 | Az(car 99
x2 | Cepa 3%
x3 | Tiempo 5 dias

Elaboracion: Vanessa Chimbo
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Las variables fueron ubicadas en la primera matriz experimental tal y como lo muestra la

Tabla 21 a continuacion:

Tabla 21. Matriz del disefio experimental de mezclas con las variables identificadas

x1 X2 X3

Experimento Azucar Cepa Tiempo
1 1 1 1
2 1 1 -1
3 1 -1 1
4 1 -1 -1
5 -1 1 1
6 -1 1 -1
7 -1 -1 1
8 -1 -1 -1
0 0 0 0

Elaboracion: Vanessa Chimbo

Por otro lado, en la tabla 22 se exponen los in6culos para cada una de las 8 muestras, de
acuerdo al disefio experimental propuesto. Es asi que, por ejemplo, en el experimento 1, se
adiciona 80 g de azucar y un 4 % de levadura; este producto requiere ser fermentado
durante 6 dias en 1000 ml de sustrato. EI mismo proceso aplica al resto de muestras,

teniendo en cuenta las distintas especificaciones para cada caso.

Tabla 22. Indculos de acuerdo al disefio experimental

x1 X2 x3

Experimento | Azdcar (g) | Cepa (%)| Tiempo (dias)
1 80 4 6

2 80 4 4

3 80 2 6

4 80 2 4

5 78 4 6

6 78 4 4

7 78 2 6
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78 2
0 0 0

Elaboracion: Vanessa Chimbo

Una vez adicionados los indculos en cada una de las muestras (suero hidrolizado) y
de acuerdo al disefio factorial propuesto, estos fueron incubados y posteriormente

fermentados una temperatura de 38° C.

Consecutivamente, pasado el tiempo requerido, se llevo a cabo distintos analisis respecto
al COz, grados Brix y grados GL. Las variables de respuesta constan en la siguiente tabla
23:

Tabla 23. Variables de respuesta en los diferentes experimentos

x1 X2 X3 Variables de respuesta
Experimento| Azucar (g)| Cepa (%) | Tiempo (dias) CO2 Brix °Gl
1 80 4 6 0,35 3,9 40,04
2 80 4 4 0,38 5,9 21,00
3 80 2 6 0,33 41 28,00
4 80 2 4 0,34 6,6 39,00
5 78 4 6 0,37 3,7 15,00
6 78 4 4 0,36 6,0 28,70
7 78 2 6 0,31 3,3 48,70
8 78 2 4 0,40 6,2 33,80
0 0 0 0 0,41 6,1 40,00

Elaboracion: Vanesa Chimbo

2.11. ANALISIS SENSORIAL

Para determinar la aceptacion del producto, se reclutara un grupo de personas que realicen
la catacion del producto, este panel seran jueces semientrenados, es decir personas que han
recibido un entrenamiento teorico similar, las cuales no requieren de una definicion muy
precisa de terminos y escalas (Anzaldia-Morales, 2005). Para realizar la catacion, se

elaborara una ficha de cata que consistié en dos puntos principales: un analisis olfativo y
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de sabor, en la que se aplique una escala heddnica del 4 al 1, la cual mida el grado de

satisfaccion del catador en cuanto a aspecto, olor y sabor del producto
Ver Anexo 6. Ficha de catacion

Finalmente se desarrollaron tablas que muestran los resultados obtenidos después de la

valoracion del mismo.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Es necesario realizar varias tablas y graficos, los cuales son complementarios a los graficos,
tablas y diagramas que han sido presentados en los capitulos anteriores, los cuales han
facilitado interesantes resultados, los cuales permiten poder trabajar en la elaboracién de
bebidas alcohdlicas partiendo del lactosuero, dandole a este producto que cominmente
desechado, un uso practico. Todos estos recursos visuales permitiran al lector e

investigador comprender los datos numéricos que ayudan a entender todo el proceso.

Es asi que se encuentran a continuacion datos iniciales de las muestras, o aquellos
procesuales, asi como los terminales de todo lo desarrollado, determinando asi valores que
pueden ser contrastados para el estudio. De la misma manera, se desarrollan los respectivos
comentarios de la autora, quien lleg6 a varias conclusiones por la informacion de tipo
cuantitativa que se dio de estos procedimientos del trabajo experimental, en funcién de las
férmulas, de la teoria y de las herramientas y suplementos que fue posible utilizar gracias

a los laboratorios de la Universidad del Azuay.

3.1. RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS DE PROPIEDADES FiSICO-
QUIMICA DEL SUERO DE LECHE

En primer lugar los datos iniciales, corresponden a las propiedades fisico-quimicas, datos
que fue necesario determinar antes del analisis y experimentacion para contrastar estos
datos con los del resto del trabajo experimental. Estas lecturas fueron realizadas por
triplicado para asi obtener resultados de mayor fidelidad, los cuales estan basados en un
calculo promedial. En otras palabras, los datos que a continuacion se presentan son un
promedio de los que fueron anotados al momento de que dio por iniciada la

experimentacion. De esta manera, se anota en la siguiente tabla:
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Tabla 24. Datos del suero antes del proceso de hidrolisis

Grados Brix 6,80
pH 5,84
Acidez 0,16

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

Se presentan los resultados desarrollados en el diagrama 1, de planificacion de trabajo.

Estos son presentados en las siguientes tablas:

Tabla 25. Porcentaje de hidrolisis alcanzado

Punto Punto .
. L L Porcentaje de
Tiempo Temperatura crioscopico crioscopico final hidrolisis
inicial °H °H
3 horas 25°C -0,544 0,780 82,72 %

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

3.1.1 Suero hidrolizado durante el proceso de fermentacién

A continuacion, se presentan las tablas correspondientes a los datos de fermentacion
tomados con el medidor de CO2; presenta los datos observados y anotados que
correspondieron al dia 0, es decir, el dia en que se llevo las muestras al laboratorio para ser
examinadas; tabla 26. En cambio la tabla 27 muestra los valores que se obtuvieron durante

el proceso de fermentacion correspondiente a 7 dias.
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Grados Medidor de CO2
Grados - Grados
Brix L GL UGtz Gl PH CO2 Presion
rectificado
6 16,2 0 28°C 5,6 0,14 vol -4,1 psi
Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracién: Vanessa Chimbo
Tabla 27. Proceso de fermentacién
Grados Grados Temperatura oH Medidor de CO2
Brix GL CO2 Presion
Dia 1: Propagacion de levaduras 15,7 2 27°C 5,3 0,38 vol -4,3 psi
Dia 2: Propagacion maxima de levaduras 10,5 3,5 27°C 4,8 0,42 vol -4,6 psi
Dia 3: Producci6n de alcohol 8,5 8 27°C 4,64 0,36 vol -4,9 psi
Dia 4: Produccién de alcohol 7,1 9 28°C 3,47 0,28 vol -5,3 psi
Dia 5: Producci6n de alcohol 5,1 10,5 27°C 3,24 0,21 vol -5,7 psi
Dia 6: Produccion de alcohol 4,8 13 27°C 3,1 0,18 vol -6,0 psi
Dia 7: Produccién de alcohol 3,3 15 27°C 3,04 0,16 vol -6,3 psi

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboraciéon: Vanessa Chimbo
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El gréafico 1, se indica la variacion del porcentaje de solidos solubles, se observa un
descenso continuo-rapido hasta el dia 5 de la fermentacion alcoholica con un valor
de 5.1; y a partir de este un descenso lento terminando la fermentacion con un valor

de 3.8 en el séptimo dia.

Gréfico 1. Variacion de los °Brix durante la fermentacion
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Fuente: Estudio de laboratorio

Elaboracién: Vanessa Chimbo
Por otra parte, en el grafico 2 se observan dos resultados del estudio: el incremento del
volumen y la produccién del alcohol. Conforme pasaron los siete dias de la fermentacion,
se pudo contrastar algunos de estos datos, presentes en el grafico sefialado: por ejemplo,
hasta el dia 2 no se habia notado un incremento significativo de volumen, mientras que ya
en el tercer dia, las muestras experimentaron un incremento de un 8° G, considerado
elevado en comparacion de la reaccion anterior. Al finalizar la fermentacion, esta termind

en unos 15° GL; esto es en el septimo dia.
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Gréfico 2. Desarrollo del grado alcohdlico en relacion a sus dias de fermentacién

35 ® .7

2 o y=6,0798x+1,8583
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Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracién: Vanessa Chimbo
A continuacidn, en la tabla 3 se presenta la variacion del pH; este gréafico arroja, entre otros,

los siguientes datos:

e Lavariacion del pH muestra un descenso hasta el dia 2, manteniéndose por 2
dias con un valor de 4.

e Continda bajando hasta el dia 4 con un pH final de 3,5.

Esto podia indicar que la acidificacion del medio producido por la fermentacién que
realizan las Saccharomyces al producir etanol, ya que es evidente la relacion directa entre

la produccion de este y el descenso en el pH.
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Gréfico 3. Variacion del pH
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Fuente: Estudio de laboratorio

Elaboracion: Vanessa Chimbo
Siendo el diéxido de carbono (COz2) un indicador del proceso de fermentacion (cuando la
fermentacion es proporcional a la rapidez del COz2), se debi6 anotar las variaciones de su
comportamiento, segun lo que se muestra en el grafico 4. Se puede notar, por ejemplo, que
hasta el dia 2 del proceso de fermentacion se da el incremento mas alto y, aunque empiece
a descender levemente el volumen, nunca deja de producirse fermento. Esta produccién se

termina en el dia 7, con 0,18 vol de COa2.
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Gréfico 4. Produccion de CO2
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Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

3.2. RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS DE PORCENTAJES DE

LACTOSA INICIAL Y FINAL

Tabla 28. Datos de lactosa inicial y final

Suero sin hidrolizar

Suero hidrolizado

164,45 mg glucosa

322,52mg glucosa

228,58 mg lactosa

448,30mg lactosa

23,022mg galactosa

45,15mg galactosa

0,2418g de &cido lactico

0,4743g &cido lactico

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo
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Figura 5: Contenido de lactosa inicial, &cido lactico, lactosa y glucosa producida luego del proceso de
hidrolisis en el suero dulce

M suero sin hidrolizar suero hidrolizado
[
glucosa galactosa lactosa acido lactico

3.3. DESARROLLO Y COMPORTAMIENTO DE LAS LEVADURAS

En el estudio realizado en el dia 0, se determind la presencia de 7 log de levadura,
indicando que hubo un incremento por la rectificacion de sustrato. Al cabo de 24 horas,
estas experimentan un decrecimiento, llegando hasta 4,5 log de levadura; sin embargo, al
dia siguiente empieza una etapa de crecimiento que termina al final del dia con una etapa
estacionaria que dura hasta el cuarto dia. Empieza un descenso, llegando a 2 log de
levadura.
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Gréfico 5. Comportamiento de las levaduras durante el proceso de fermentacion

Produccién de levaduras
N

3 4

Tiempo en dias

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS EN CUANTO A LA PUREZA
DEL GRADO ALCOHOLICO

Tabla 29. Pureza de grado alcohdlico

Experimento | Densidad (kg/l) | Grados GL
1 935,10 40.04
2 969,01 21,00
3 958,80 28,00
4 938,86 39,00
5 976,87 15,00
6 956,69 28,70
8 916,09 49,70
8 948,90 33,80
0 936,84 40,00

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo
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3.5. RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS EN CUANTO A
CUANTIFICACION DE MOLECULAS DE ALCOHOL

El rendimiento estequiométrico teorico para la transformacién de glucosa en etanol es de

0,165 g de etanol y 0,158 g de dioxido de carbono por 0,32252 g de glucosa.

3.6. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE DETERMINACION

Se aplicd un calculo para la determinacion de metanol, furfural, aldehidos, alcoholes

superiores y alcohol etilico a través de una férmula, que se reproduce a continuacion:

Porcentaje de metanol= 5-2326LaMUEStTa o ) 01 mg/ ml * 100 * 100 %
AreadelEstandar

Gréfico 5. Concentracion de metanol

Porcentaje de
Muestra Area de muestra Area Patrén concentracion de
metanol
M1 0,6002 4241,2543 0,014 %v/v
M2 0,8121 4241,2543 0,019 %v/v

Fuente: Estudio de laboratorio

Elaboracion: Vanessa Chimbo
Las muestras, que presentd un grado superior de metanol fue la muestra 2 (M2), mientras
de la muestra 1 (M1) presenté menor grado de metanol en comparacion. Aun siendo la mas
alta de las dos muestras analizadas, ninguna sobrepaso el limite aceptado, el cual determina
como minimo el 0,1 %, y como maximo el 0,2 % (NTE INEN 1837:2011). Estos datos se
reproducen en el siguiente grafico, donde se evidencia el hecho que ni la barra mas alto

correspondiente a M3, no supera los limites sefialados:
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Gréfico 6. Contenido de metanol presente en las muestras

0,35
Max: 0,3%

0,3
0,25
0,2
0,15

0,1

0,014 0,019

0,05

ml m2 m3

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

En cuanto a la concentracion de furfural, en la bebida alcohdlica, no presenta ninguna area
de muestra razon por la que se considera 0 en cuanto a su concentracion cumpliendo con
un requisito de 0% segin NTE INEN 1837:2015

Tabla 31. Concentracion de aldehidos

Porcentaje de
Muestra Area de muestra Area Patrén concentracion de
aldehidos
M1 0,5017 43,513,000 0,011 %v/v
M2 0,6039 43,513,000 0,013 %v/v

M1 y M2, presentd una concentracion de aldehidos baja, al limite permitido, el cual
determina un minino de 0% y como maximo 0.05% respecto a NTE INEN 1837:2015.
Estos datos se reproducen en el siguiente grafico, donde M1= 0.011 Y M2 = 0.013 se

evidencia la presencia de estos, pero en muy baja cantidad; no supera los limites sefialados:
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Gréfico 7. Contenido de aldehidos presente en las muestras

m2 0,0013
ml I 0,0011
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

Tabla 32. Concentracion de alcoholes superiores

Porcentaje de

Muestra Area de muestra Area Patréon concentracion de
alcoholes superiores

M1 0,8912 40,000,000 0,0022 % v/v
M2 0,9011 40,000,000 0,0023 % v/v

Las muestras, que present6 una concentracion superior de alcoholes fue la muestra 2 (M2),
mientras de la muestra 1 (M1) presenté menor concentracién aun que la diferencia es
minima. Aun siendo la mas alta de las dos muestras analizadas, ninguna sobrepaso el limite
aceptado, el cual determina como minimo el 0 %, y como méximo el 0,05 % de acuerdo a
la norma 1837:202. Estos datos se verifican en el siguiente grafico, donde se evidencia el

hecho de presencia de estos, pero, no supera los limites:
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Gréfico 8. Contenido de alcoholes superiores presentes en las muestras

m2 0,0023
ml l 0,0022
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

Como se indic6 anteriormente, tampoco se obtuvo una concentracion cuantificada de etanol
en ninguna de las muestras que hubiera sobrepasado el limite aceptado de 50 %, respecto
a NTE INEN 1837:2011. En el siguiente gréafico, es posible observar en las barras los

limites de contenido de etanol, pudiendo observar claramente que estan por debajo.
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Gréfico 9. Contenido de etanol presente en las muestras

100%
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Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

3.7. RESULTADOS DE LAS INTERACCIONES DOBLES Y TRIPLES
ENFOCADAS EN EL DISENO FACTORIAL

Luego de haber realizado los estudios ya descritos, se procedi6 a analizar elementos
como el CO2, los grados Brix y los grados GL. Como se puede apreciar en la siguiente
tabla, que existio un alto porcentaje de alcohol en el experimento nimero 7, donde se
trabajo con menor cantidad de cepa, una cantidad minima de azucar y el maximo tiempo

obteniendo un porcentaje alto entre estos.
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El efecto entre las variables se presenta en la siguiente tabla, donde se determina que
existe un efecto negativo en la variable B: si existen mayor cantidad de esta variable, esta
puede causar efectos nada deseables para los objetivos del experimento; sin embargo, la
variable A aporta con buenos resultados con respecto a C, que es la variable que menos

interferencia presenta. En donde: A= azUcar B= cepa de levadura C=tiempo

Tabla 33. Resultado del disefio factorial y su efecto de interés

Coeficiente | Probabilidad
X Y

B -44,76 14,21
BC 1,44 28,43
A 1,84 42,64
AC 6,84 56,86
C 9,24 71,07
AB 32,84 85,29
ABC 58,64 99,50

Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboracion: Vanessa Chimbo

Grafico 10. Normal Plot

120 +
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Fuente: Estudio de laboratorio
Elaboraciéon: Vanessa Chimbo
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3.8. ELABORACION: SYRUP

3.8.1 Preparacion de un jarabe a una densidad deseada

Concentrado de maracuyéa
%AT=4.7
% Brix=7

Bebida
°Bx=6.5
%AT=0.5

laaz= 22

3.8.2 Célculo factor de dilucion
Para obtener una concentracion de muestra distinta se requiere realizar una dilucion

de la misma para esto se emplea el factor de dilucion, el cual se presenta en la siguiente
ecuacion. Considerando que de 1 litro de suero se obtiene 120ml de etanol:
v" Célculo dilucion:
Vi€ =V,C,

x(42) = 1.51(15)

_ 150(15)
YT

X =0.535 litros de agua

v Volumen total:
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vol = 1.5lalcohol + 0.535lagua

vol = 2.035litrosdealcoholdiluido

3.8.3 Célculos de dilucion del jarabe a una densidad y grados alcoholicos requeridos

v" Kd= coeficiente de dilucién

acidezl 4.75

kd = = = 6.33
acideztotaldeljugo 0.75
Kd=1-x
Kd= concentrado + 5.33 de H20
v Determinar la cantidad S1 (jugo)
51—100—100—1578d tradodepul
= Kd = 633 = . econcentraaoaepulpa

100% = 84.20% jarabe + 15.79% pulpa

5, _ 100+ Kd ~100 _ 100 +6.33 100
€= Kd - 6.33

84.20Syrup(jarabeincluidoacidoyazucar)

v Determinar brix del syrup

laaf = indicedeacidezfinal
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laaf * A] —°Brixinicial 22 x4 — 60

°Brixdelsyrup = Kd—1 =%a3_-1 " 5.2°Bx
60°Brix 100%
5.2°Brix X

X=8.6ml jarabe + 91.4 ml H20 + etanol (alcohol diluido)

Relacion 8.6 pulpa

91.4 agua + etanol

Volumen total 100ml

v" Cantidad de azucar

100ml(12 — 6.5)
100 — 12

= 6.25gazucaren100mldebebida

3.9. ANALISIS DE LA BEBIDA ALCOHOLICA

Interpretacion de resultado y analisis sensorial: Syrope con maracuya para

bebidas alcohdlicas.
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Tabla 34.Resultados, segun la ficha de catacion en relacion al sentido olfativo
Olfativo

Malo

Regular

Bueno
I

MUy Do ey
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Muy bueno Bueno Regular Malo
Acido 70 20 0 0
H Frutal 60 30 0 0
H Propio 90 0 0 0
W Agradable 80 10 0 0

Fuente: Estudio de laboratorio

Tabla 35: Resultados y estadistica, segun la ficha de catacion en relacion al sentido del sabor
Sabor

Malo
Regular —

Bueno

MUy bueno

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Muy bueno Bueno Regular Malo
Picante 90 0 0 0
Amargo 90 0 0 0
H Acido 80 0 10 0
M Dulce 80 10 0 0

Fuente: Estudio de laboratorio

Obtenidos los resultados, acorde a las fichas de catacion permiten evaluar la
aceptacion del producto, siendo necesario destacar que la bebida obtuvo una
aceptacion de un 92 % en un total de personas = 50 que fueron evaluadas; 10
personas por 5 dias.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Con el desarrollo de este proyecto, se establecio las condiciones Optimas para la
estandarizacioén y produccion del proceso de etanol, tomando como variables de
estudio: porcentaje de levadura, cantidad de azUcar y tiempo; y que mediante la matriz
experimental junto al andlisis, en cuanto a sus efectos de interés. Se establece las
variables que influyen de manera positiva en el proceso que son: tiempo y cantidad de

azulcar.

Con las variables relevantes, del disefio factorial compuesto y en funcion de
deseabilidad se establecio el punto y condiciones éptimas para la produccion de etanol,
resultando que tanto la menor concentracion de azucar y la menor cantidad de levadura
y por el lapso méaximo de tiempo son las mejores condiciones de elaboracion en cuanto

a la obtencion de etanol.

La fermentacion se realiz6 con éxito, es decir se llevo a cabo la siembra, propagacion
de las levaduras en condiciones éptimas, produciéndonos al final un 8% de alcohol,
suficiente para dar paso a la destilacion, donde se obtuvo 40% de alcohol etilico ya

destilado, todo esto esta dentro de las condiciones que se plantearon.

Los porcentajes de rendimiento fueron buenos, y el tiempo empleado fue acorde al

utilizado a nivel industrial.

Se garantiza, que el etanol obtenido cumplio con los requisitos, en tanto es considerado
apto para el consumo humano sin causar dafos a la salud para ello se efectu6 un analisis
cromatografico que nos permite cuantificar las cantidades de metanol, furfural,
alcoholes superiores y aldehidos; con cantidades minimas y se encuentran dentro de la

norma, lo que garantiza también la inocuidad del mismo
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Por medio de la técnica GLUCOSE LIQUICOLOR, se lograron determinar en ambas
muestras cuantitativa e individualmente la glucosa en suero por medio del Kit,
especializado para esta finalidad con la técnica de espectrofotometria, en donde la
reaccion en la cual la glucosa del suero fue oxidada a acido glucénico por medio del
catalizador contenido en el reactivo R2 del mismo kit que contenia glucosa oxidasa;
esta reaccion ademas de obtener como producto al &cido glucénico, se tiene un color
rojizo en la solucidn el cual era proporcional a la concentracion de glucosa presente en

el suero.

La figura 5, Muestra que el medio hidrolizado tiene mayor disponibilidad inicial de
glucosa con 322,52 mg/L en comparacion con el suero entero con un valor inicial de
164,45 mg/L, esto debido a la accién de la enzima lactasa (Ha-Lactase), la cual
desdobla la lactosa en glucosa y galactosa. En ambos casos se ve disminuida la glucosa.
Para el suero entero se puede inferir que a medida que el microorganismo desdobla la
lactosa, la convierte de inmediato en acido citrico, ya que no se observa una lectura

alta de la glucosa para ninguno de los dias.

Se puede concluir que las levaduras Saccharomyeces cerevisiae, €s un microorganismo
adecuado para la produccion de etanol a partir del suero lacteo, observando diferencia
entre el suero entero e hidrolizado, es decir que este microorganismo es capaz de
sintetizar de forma eficiente la lactosa y tomar la glucosa como fuente de energia para

su crecimiento; y asi realizar la fermentacion para producir alcohol etilico.

La grafica que muestra el comportamiento en cuanto a las levaduras, se observa como
se aclimatan, es decir como su presencia es aglomerada y cuantitativa, duran pocas
horas y a partir de este se da la competencia del alimento (azlcar), entonces se da un
decrecimiento ya que la temperatura afecta directamente el crecimiento de la levadura.
A continuacion estas se empiezan a reproducir perfectamente debido a temperaturas
de hasta 32°C, se da un crecimiento desmedido, En esta etapa casi no se produce etanol,
por lo que tampoco se produciran ésteres, ya que los ésteres se empiezan a producir

cuando se tiene cantidades considerables de etanol.
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A partir del tercer dia se observa la suficiente reproduccion de levaduras, y con el pasar
de los dias van a llegar mas “cansadas” dando sefial de un final de la fermentacion; se
da paso a la fase de decline en donde no existe desarrollo y se presencia el rompimiento

enzimatico (lisis).

RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos durante la realizacion del presente trabajo servirdn como
base para continuar con una serie de investigaciones de interés actual,
diversificando asi el uso del suero; evitando la contaminacion y dejando de lado el

uso de consumo animal. Entre las investigaciones se destacan las siguientes:

v Aplicacién de componentes bioactivos de las proteinas del suero para su
aplicacién en tratamientos medicos, como es para el control de la
hipertension arterial usos que se han reportado pero que no han sido a la

fecha ampliamente estudiados, como es también el control del cancer

v Se requiere mas investigacion en el ambito fisiol6gico y conocer el
beneficio que aportan las proteinas del suero en los productos
nutraceuticos que proveen un beneficio para la salud mas alla de la

nutricién bésica.
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ANEXQOS
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ANEXO 1: SUERO DE LECHE. REQUISITOS NTE INEN 2594:2011

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION
Cwito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2594:2011
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Morma Técnica SUERD DE LECHE LiQumDno. NTE IKEH
Ecuatoriama REGUISITOS. 25543011
T T T . v A

5. AEQESTOS

5.1 PReguisitos fisicos y gquimicos

5.1.1 El susro de kechs liguido, ensayada de acusrds con las nomnas corespondierties, debs
cumplir con o esmblecida en la mhis 1.

TABLA 1. Asguisitos fisico-guimicos dol susro do lacho liquidos
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5.1.2 HAoguisios miorobicidpioos. El suemo da leche lguido ensayado de scuerdo con las normaes
oormespondientes, dabe cumplir con o establscido en la tabla 2.

TABLA 2. Aoquisitos miorobioldgicos para o swero de leche liguido.

A ecpsiwitc n m L] & Bldioaie ey

e e £ T O Tl TR

s Db it LA £ i v 100 1 NTE IHEM pEak s

Foprr s s o P v ol il & = 18 - [=] AT IhEM o=
| Sitmpdrpleesc ol e Wbl £ = T 1] 1 MNTE IKEN nE2si 14

il smilla Ly & SLESEN EE - [=] KNTE IWEM rEonk 15

Chitezsds't e L b

e T Y] £ oy ey - [=] B U a1

Dorde

= MOmen de muesstras a esaminar

m = indica méxdmo pemisible pera identificar nivel de busna calidad.

M = infice miximo parmisibls para identficar nivel aceptablis de calidad.

o = Nimamn de musstras permisibles oon resulados entre moy M.

51.3 Adivos Sa parmibe el s de los aditivos enlstados en la NTE INEN 2074,

51.4 Comaminalas. El imte mbximo no dabe superar o establecido en al Codex Alimeniarios
CIODEY SETAKN 193-1595, en su Oima esdicsen.

5.2 Roguisitos complemoeniarics. B suero de lechs liquido debe mamenes la cadera de fio en el
amaceramiano, ¥ dstibucidn a una femperatura de 4 T 2 T vy su rarsporte debs ser realizdo en
oondiciones iddneas qua garantiosan & mamanimiermo del producio.

7. IMSPECCIHON
7.1 NMussbtroc. El muesireo deba realizrse de scuerdo oon ke establecido an la NTE IMEM 4.

T2 Acepiscitn o rechazo. Se soapia al ote si cumpls con os reguisics astablecidos an esta
rENTN®; Caso oontrario se rechaza.

T21 El producto recharado debs identficarse daraments pera evitar e mal wso.

("Cortiraa)
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APENDICE &

Z1 DOCUMENTOS NHORMATIVDE A CONSULTAR

Hormma Téonica Ecustonars NTE INEN 4 Loohe y producins doeos. Mussiroo

HMormma Téonica Ecustonars NTE IMNEM 12 Locohe, Dedermainaciin dod conlanido de groass
Mormma Téonica Ecustornars NTE IMEM 13 Loohe. Cetenminaciin do s aoldor fmante.
HMorma Téonica Ecustornars MTE IMEM 14 Loohe. Detenminaciin do sdidos iohies p oontzs.
Moma Téonica Ecustoriars MTE INERM 16 Loofw., Doteermairacitn do prodainess,

Wormna Téonica Ecustoriars NTE INEN 182585 2 Conimd  mioobioidpor doe os afmanios
Horma Técnica Eouatoriana KTE INEN 15826-8  Comrod .-:-rhnbnﬂdgtu de ios  miimonos
Horma Técrica Ecuatoriara NTE INEN 1529-14 Comroy microhioifgios =) o aivmoTiics.

Hormma Téonica Ecustonars NTE INEN 1825816  Conimd microbioidgion de ios afmanics.  Saimonaifn.
Horma Técnica Eouatoriana MTE IKEN 2074 Adithvos  miimerderios  povmiticos  pars  oorswmo

CACMAL 1 Listr i fimies mdenimo pure rosducs do plaguioides

CACMEAL 2 (rew. 2008) Listy oo Limies Médmos para Aesidos  de
FATNS

CIE 168-185 (Enm. 20048 florma ganeral dal Codex para ios comarsmanios i

s foxinas prasonins on Aos EVTRTIoS ) DAVIRos
Aeglamenio de Busnas Practices de Mamufactura para aimentios procesados. Decreto  Ejecutvo
32583, Regstro CHicial 598 da 4 da Noviemnbee del

2002,

ADAC Cificial Method S84 15 Lacinse in mil. Enspmanc mothoo! Final socion. T8
Edo.

ADAC Onfficial Mathod 97347 pi of watar. 18 Edo.

IS0 11260-1:1595 idicrobiclogy of lbod and animal boding seiffs -

Horizonial mathod for the dedection and enumanstion
of Lisforia monocpogenos - Port 2 Enumarabon
ratfod

Z2 BASES DE ESTUDID

CFHA Code of Federal Regulstons Tithe 21, chapter |, subchapier B, part 184 Direct Food Substances
Affirned as Generally Becognized as Safe, subpart B, page 118, Sec. 184 1679 Whey.

U.&. Departmeant of Health and Human Services, Public Health Serdce, Food and Drug Adminsstraton,
SRADE “A" Pasteurzed Mik COrdinance, 2008 Revisicn.

Aeplblica da Cofombin. MinEferio de la Proteocidn Social.  Rescolucidn Mo, 29397 dal 29 do agosio ool
2007, Modificado por Besclucidn 1031 de 2010 ded 1% da marzo del 2010

CIDDEY STAN 285 1585(Rew. 2004, Ermn. 2006). HORMA DEL CODEY PARA SLIERCS EN POLVO
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ANEXO 2: FICHA TECNICA AGAR SABOURAD

Britania®

BOZ15005 BOEO0E

Sabouraud Glucosado Agar

S50
Madio ublzado para @ alshumkentin, dentificacion y conseracion

da hongos paltigenos y sapniffios. Tamblan o oIl para o culthe
oo kvaduas

FUNDAMEMT

Moo g cultheo recomendano e o alshmionin y desamolio de
hongos, parSculamenia ks asnciados con imeociones

Ccutdncas (ol palo}

Eni @ mesdio da culthen, 12 papiona, 2 tipioina y la gluoosa son los
nuiranies para o desanoilo de mcrooeganismos. B alln conimnido
o glucnss la presanda do coranienicod y e pH &cido, inhibon g8
desamolio laciorano y favorocon of credimianio de hongos i lkeva-
durzes El agar a5 of apenic solkdfonio

Pugds = suplamaniado con olmos agonies sclerivos de ored-
mignio.

CONTEMIDD ¥ COMPOSICION
Ciidiga BOF1 B0 amwass x 100 g
Ciidiga BOF1 BO0G: arvasa x 500 g

FORMULA (=0 gramos por I
FRFTCRA ]
TRIFTERA ]
[~ N wia L Ao 0
CLOSH PEMIDOL ]
BIER 7m0

pHFHAL-BE + 05

IHNSTRUCCIONES

Suepandar B8 [ del poo an 1 o de agua purficada. Reposar B
minuices y mercir hasia unfomarn. Calaniar agiando freouanie-
mania yhenvir 1 minuio hasia disover complatamenio

Disiribur an ubos 0 N oS recipinnmics aorophaioes Y ctol o
en ariocime 2118121 *C duranbe: 15 minuins.

Codocar los tubas en posicidn Incinada para: mddificar o mada
o culthes [pica dia fiawta) Tambisn pueda dsiibuirsa en placas da
Feirl asldries

Hola: manimnes @n lugar Fesoo, pues by mposicidn a calor ar-
mania ia hidndi=s de los Componanins

CARKCTERISTICAS DEL PRODUCTD

Wodo de Cullvn deshidraiaon: cokor Bedge dang, homoganao, Tone
desiamicma.

Wedio da culthe preparado: oolor Ambar Caro, ligerameants opakes-
cRMe Sn precpiabo.

ALMACEHAMIENTO
Wado da culth deshidratado a 10-35 %0
Wedio da culthen preparado a 5-8 "0

FROCEDIMIEMTO
SiEmban
Esiriar direciamentn la suparficie del medo da culthvo,

| e ke

En agsoblosls a 20-00 "

El Sampo oepancasd tal onga Y Kvaduia qua 56 Juissa: mcw-
perar Como egla genaral, Incutayr an s condcongs descripias
duranie 5 a 7 das En @ caso de investigar dermainifios, incubar
duranie & a 20 das y eeamina o culthvo cada 4 2 5 dias.

INTERPRETACIIN DE LOS RESULTADDS
Diesoribi las coraciastices tipices da las oolonkas y subcuffvar en
medos aproplances pra kdentificackin.

COMTROL DE CALIDAD

MR RGRER IS LR M ENTE
Ao L =] Sy baciorin
AT 1G4

Cancion sbcmrs Sy baciorin
AT 133

Trohopiyicn renisrTcirim Sy baciorin
AT BSEE

CACTTIATT TR ST Sy baciorin
AT e

DOHTEDL. Dk 5T FELICALT: SR SUITALTT
Mincfic BN InocLs SN cambioa
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ANEXO 3: DETERMINACION CUANTITATIVA DE GLUCOSA

Grucose liguicolor

mMStodo COD-PAP

Prueba enzimética colorimétrica por glucosa

Pressstaciis del stucdes

T Lo3Ea & & L2 il Db b sorm phess.
| Ebra Lo0a] = Entuchs complefic:
§ Eoebras | Fxdml Ewidrsdas

[ TR

L glucosin we defermme cheypu i o 5 caadsacn srummsbos e presenon
de plucous cxxdaes [ peroedio de Sade forrads reamicra B L
coidbiny de peosdaa mn fenad v formarsdda un
ol e o e s e | i Ll e Tl T C T el
Friecipic 2 la reacd én

[
Clucoua = 0y = FyT —

L=
= 1o + GRS - feract >

mcido g iucdnms + Hals

panoreiT e + 4 byl

e f—

200 mpElS 5 memadil
BTy wwtiin |l pars o

Eafatilded de lon reecivas

Lo resdress son mtsbiss fasis s fecha de cadusided son dempasis de
wbrir, cusrdo v slmecnen de Z_8°C.

Coupudn. de sberio evife b corfaminecen. [FEE] = mdsbis por
Famrroenas 2 15 _J5C.

Fassdran

Flaums, sosro.
uumﬂ_ulm]‘-mndl"_.tll-ﬂmﬂﬂ.l.ﬂlﬂ
wapm o derisc: de 10 misuics despusin de s s de b ot de
nampT

Eroarp=

Lonpitud deonds. 500 e, Mg S48 ne.

Fans de ur Leom

Temperiurs 2033 CaiTc

Mencdoie Fremries & wn bleroc de eacifo 59 reguiess un

Blanm de resctieo por e

Maos L -
=T o =mdtl j=Thq o _Ihn-:ndnl
L resctrao A remchres
= | — i
=] 000 il =] =]
mirafor de 3_33C 4 § mnuioa 2 17 C. Sada ls
¥ las rrasesiran frents & un blarco G resctivo
anten de S0 mrmotos |A48].

ikl du | de
B i
w0 |rmgiell]
Al rm
=
A marrw
L% 1L [rroroiy)
Ad.rm
Carscdsrivica da la prosta
Lmsandsd

La prowbs = lnesl hnba uns cecerfrecsn de guonas de 400 mgtd 6
I Immciil Sl mrreTirsceE T oe gl ucous e le TToeEi e e upeTeT .
i Bt didops ls mossis 13 oon sgus dediisds v repests e
dwtmrmm necisn Mol ipligus o resufado por 1.

Lm carsrisrhbicmn de sjecundn 2o s proshs pusden comuiare e el
i e de e cesiin, oo e e

e b dey de b e fus-pllin pel S

e s an-de oo e bbb e plin e

Waiorss norrmales
Sumrs, plauma ben aynanas |
Coavtrod che el ke

fumden aer emplesdon fodoa loaw mesron con valcres de  plonows
Swtwrm nados por e e mecdo.

Nowolion recireandaman ® uso S orueirs wsesc de orsgen amassl
HURKETEDL & mussfsc womro de crgen Fumano SEECDDE oome corriecd
e cmb cimd

TE-LITmgtdl a & 23— 3 memnad i1

S prrat L atn

fopmciorss P |a saphceasn de on resci o widn
dnponibiss wobre demards Cads mbcrsiors fere gus valds s
Al RS T U PrDPE I ren Pt eied.

. contareen arkds de edo (SO NL Mo ingerrkc Dvriar @ contecio
o (e pil 5 e branas Srarcas s

J.mmmmnﬁmmumyrﬂm:n uRedoN CoITO
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S0 mgidl y = deide necrbien s 30 g e inSerfmren en i

1.Un lpso sdomesric manonkcesc  pusds  foomame deran@e sl
amacernamente de gus o bens Sy ifioercis en in
funcionalicesd del No smemcire svie sedimenis dorarie sl
Pt anio

Herature
1. Barham O and Trindes P, Sy 8T (L#T2)
I. Tepcher &, and EBEch@ench P, Sdewsic mied Wiachr, 100, 35 y 180
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ANEXO 4: PROPIEDADES DE LAS SOLUCIONES ACUOSAS DE
ETANOL

grams
%wt  %vol ethanol freezing
d10°C/4°C d20°C/4°C d25°C/4°C d30°Cl4°C d20°C/20°C d 25°C/25°C
ethanol ethanol per100 cc temp.
15.56°C

00 0.0 00 099973 099823 099708  0.99368 1.00000 1.00000 0°C

1.0 099785 099636 099320 099379 099813 0.99811

20 099602 099453 09933 099194 099629 0.99627

25 313 0.99363 -1°C
30 099426 099275 099157 099014 099451 0.99447

40 p00 39 0.99228 0.99103 0.98984 0.98839 0.99279 0.99274

48 600 476 0.98971 -2°C
20 0.95098 0.96938 038617 096670 1 0.99113 0.99106

205 630 500 0.98930

6.0 0.98946 0.98780 098636 098307 098955 0.98945

6.8 B.47 0.98658 -3°C
1.0 0.986801 0.98627 098500 058347 098802 0.98738

6.0 0.98660 0.96478 096346 056189 098653 0.96634

9.0 0.98524 0.98331 098193 | 0.98031 0.98503 0.98481

100 1240 934 0.98393 0.98187 0.98043 0.97575 0.98361 0.98330
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1.0 096267 096047  0orear (097723 0982 096184

13 140 1M 0.96006 -5°C
120 096145 097910 097733 (097373 (.98084 096039

13.0 096026  09r77a 097611 (097424 0.97948 097897

1378 1700 1349 -61°C
140 097911 097643 097472 (097218 0.97816 097737

13.0 097800 09714 0973 |09T33 097687 097619

13.02 1830 1468 097511

16.0 097692 097367 097199 (096990  0.97360 097484

64 202 097336 -15°C
7.0 097383 097239 097062 (09844 09743 097346

73 1213 097194 -87°C
180 2210 1754 09173 09729 096923 03657 | 0.97301 097207

188 231 097024 -94°C
19.0 097363 096997 096782 (096347 0.97169 097063

200 097232 096864 096639  |0963%5  0.97036 096922

001 430 194 0.96863

03 U8 0.96823 -106°C
10 097139 0%729  0964% (09242 096301 096778
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20 097024 096392 09348 096087 036763 0.96630

211 2700 2143 0.96578 -122°C
20 09507 036433 096199 093929 096624 0.96481

40 0%787 096312 096048 093769  0.96483 0.96329

42 12835 0.96263 -140°C
20 3040 2412 096665 096168 09589 093607 096339 0.96176

260 09539 096020 095738 093422 096190 0.96018

61 324 095514 -160°C
210 096406 092867 095376 093272 096037 0.93836

280 390 2690 096268 095710 093410 095098  0.95880 0.93689

290 09125 092548 095241 094922 093717 0.93520

299 361 0.95400 -183°C
00 3620 2873 093977 093382 093067 094741 093591 093345

10 093823 095212 094850 094537 095381 0.93168

320 093665 093038 094709 094370 095207 094956

330 093502 054860 094325 094180 093028 0.94802

38 403 0.94M15 -236°C
340 093334 054679 094337 093986 094847 0.94613

350 093162 094434 094146 093790 094662 0.94422

304 450 325 0.94486
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36.0 094366 054306 | 093%52 093391 09473 094207

310 094805 054114 (053736 093390 094261 0.34031

3.0 094620 053919 093356 093186 094086 0.93830

90 463 094431 053720 093383 092919 09386 093626  -287°C
400 094236 053518 (033146 092170 093684 053N

004 14740 3761 0.93310

{0 054042 053314 (052940 092356 094713 053212

420 093842 053107 052729 092344 0% 053001

430 093639 052697 (092316 (092126 093062 092787

440 093435 052685 032301 091910 092843 0.520M

40 093226 0524712 (052085 091692 09263 09235

3 15300 4207 0.92406

460 093017 052257 (091868 094712 0944 0.52137

63 538 0.92193 -339°C
470 092806 052041 (091649 091230 092204 091917

480 092393 051623 (091429 091026 091986  0.916%7

450 092379 051604 (091208 090805 091766 0.91473

300 092162 091384 030985 090380 091346 0.91201

01 B0 4604 0.91349
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51.0 091943 0.91160 0.90760 0.90353 0.91322 0.91026
52.0 091723 0.90936 0.90524 090125 0.91097 0.90799
53.0 0.91502 090711 0.90307 0.89896 0.90872 0.90571
24.0 0.91279 0.90485 0.90079 0.89667 0.90645 0.90343
550 0.91055 0.90258 0.89850 0.89437 0.90418 090113
5516 63.0 50.00 0.90220

56.0 0.90831 0.90031 0.89621 0.89206 0.90191 0.89833
561 B3.6 0.90008 —41.0°C
57.0 0.90607 0.893803 0.89392 0.88975 0.89962 0.89654
58.0 0.90381 0.89574 0.89162 088744 0.89733 0.89423
59.0 090154 089344 088931 0.88512 0.89502 089191
&0.0 0.89927 0.89113 0.88699 0.88278 0.89271 0.88959
B60.33 68.0 53.938 0.89038

61.0 0.89898 0.88882 0.88466 088044 0.89040 0.88725
62.0 0.89468 0.88650 0.88233 0.87809 0.88807 0.85491
63.0 0.89237 0.88417 0.87993 0.87574 0.88574 0.88256
&64.0 0.89006 0.85183 087763 0.87337 0.88339 0.88020
65.0 0.85774 0.87948 0.87527 0.87100 0.88104 087783
66.0 0.88541 087713 0.87291 0.86863 0.87869 0.87547
B67.0 0.88308 087477 0.87054 0.86625 087632 0.87309
B6E.0 0.88071 087241 0.86817 0.86387 087396 087071
B69.0 0867839 0867004 086579 0866148 087138 0866833
70.0 0867602 086766 0.86340 085908 086920 0866593
71.0 087365 086527 086100 085667 0.86680 086352
1.9 T8.3 086311 -51.3°C
720 087127 0.86287 085859 0.85426 086440 0.86110
T30 086888 086047 0.85618 085184 0.86200 0.85869
74.0 086648 0.85806 0.85376 084941 085958 0.85626
75.0 0.86408 0.85564 0.85135 0.84693 0.85716 0.85383
76.0 0.86168 0.85322 0.84891 0.84455 0.85473 0.85140
770 0.85927 0.85079 0.84647 084211 0.85230 0.84895
780 0.85685 0.84835 0.84403 0.83966 0.845985 0.84650
79.0 0.85422 0.84590 0.84158 0.83720 0.84740 0.84404
50.0 0.85197 054344 0.83911 083473 0.54494 084157
51.0 0.84950 0.84096 0.83664 083224 084245 083909
52.0 0.84702 053848 083415 0562974 0863997 083659
83.0 0544353 083599 083164 062724 0.83747 083408
84.0 0.84203 083348 0.82913 082473 083496 0.83156
85.0 083951 0.83095 0.82660 0.82220 0.83242 082902
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820 08391 06309 082660 062220 08342 (0.582902
86.0 083697 062840 082405 081965 08297  (0.82646
870 083441 062554 08148 081708 082729 | (0.62369
8.0 083161 082323 081668 061448 082469 082128
83.0 082919 082062 081626 081186 082207  0.81865
900 082634 081797 081362 060922 081942 0.81600

9100 9400 (7462 082366 081329 081094 080633  O%67d 08133

520 082114 081257 080823 060364 08101 O.81060
930 081839  060%63 080343 0ottt 08M27T 08078
9.0 081561 080703 080272 079835 08048 0.80507
9.0 081278 080424 079931 079380  080%67  0.8022%
%.0 08091 080136 079706 079211 08020 079939
970 0806% 079846 079415 O7B981 07998 0.79648
9.0 080399 07947 07917 O786B4 07988 079349
9.0 080094 079243 076614 078382 079383 07904

1000 1000 7539  O7i7e4  O7B%34 078306 (078075 079074 QTETHE  -143°C

grams
fwt  %vel ethanol freezing
d10°Cl4°C d20°CI4°C d25°CI4°C d30°CI4°C d20°CI20°C d25°CI25°C
ethanol ethanol per100 cc termp.

15,956 °C
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ANEXO 5: NORMA TECNICA INEN 1837:2015 SOBRE BEBIDAS
ALCOHOLICAS (LIMITE MAXIMO DEL CONTENIDO DE
ETANOL METANOL, FURFURAL, ALDEHIDOS Y ALCOHOLES
SUPERIOREYS)

INEN

Servico Ecumioriano de Mormesoecion
——

Ciuito — Ecuadaor

NORMA NTE INEN 1837
TECNICA Segunda revision
ECUATORIANA 2015-2X

BEBIDAS ALCOHOLICAS. LICORES. REQUISITOS

ALOOHOLIC BEVERAGES. LIQUWORS. REQUIREMENTS

DESCRIPTORES: Bebidas alcohalicas, licones, loores de fntes, requisiios B
BCS: BT.1Z0090 P apgiras]
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5. REQUISITOS
5.1 Pueden ser ransparentes o coloresdos de acuerndo & las caracteristicas de aus ingredientes.
5.2 Deben tenar las caracieristicas crganoléplicas propias de SUS COMponeniss.
5.3 Los licores deben cumpdir con los requisitos establecidos en la tabla 1.

TABLA 1. Requisitos de los licores

REQU ISITOS UMl DA D . B c METODO
DE
Min. Mg Min. | Max. | Min. |Mé:x. ENSAYO
Grado slcohdlico a 15°C GL 15 45 15 A5 15 45 INEM 340
Acider total, como Acido acstico * - 1.5 - 15 - 40 INEM 341
Esieres, cmo aCatato de
ehlo - - 2.0 - 5 - 30 INEM 342
Aldehidos, como etansal - - 0.5 - 2 - 10 INEM 343
Furfural - - o - 0.5 - 1A INEM 3484
Alcoholes superniones = - 0.5 - 5 - 150 INEM 345
hdetanol - - 2 - =] - 10 INEM 347
& Licores fabricedos en basse de alcohol etilico rectificado extra neutro, INEM 1 675,
B Licores fabricados en bass de alcobod etilico rectificado, INEN 375
C Licores febricados en base de eguardiente de cana rectificado, IMEM 362
* mgMoo em®

G. INSPECCION

5.1 El muesirea debe realizarns de acusrdo & la Moma IMEM 339,
6.2 En la muesira exiraida s= efectusran los enssyos indicadaos en el numeral 5 de esta nomma.

6.3 5i la muesira ensaysda no cumple con und o MEs de los requisites establecidos en & numeral 5
de esta NOME, Se exirasrd una NUeva mussira, s repetirén los ensayos.

6.4 Si alguno de los ensayos repetidos no cumpliera con los requisiios esieblecidos, se rechazara =1
lole correspondients.
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7. ENVASADO ¥ ROTULADO

7-1 Envasado

T.1.1 Los licores deben envasarse en botellas de vidrio o de ceramica, de forma, color, dimensiomss
w capacidad, que s& estableceran en las normas comespondientes.

T-1.2 Los envases deben estar perfectamente limplos antes del llenado.

T-1.3 Los envases deb=n disponer de un adscuado ciermre o tapa y sellads, de mMmansra que se
garantice la inviclabilidad ded recipiente y las caracteristicas del producto.

T-1.4 El espacio libre debe estar comprendido entre 2l 2 v 5% del volumsn ded envase comercial (ver
INEM 359).

T.2 Rotulado

T.21 Enm todos los ernvases deben constar, con caracieres legibles e indelebles. las indicaciomnss
saguienies:

&) razdn social de la empresa,

) demominacitn del productac Licor._.

) comenido meto, en centimstros clbloos o libros
dj gredo alcohdlico del producho

=) norma INEMN de referamcia,

1) lista de ingredisntes.,

gl ndmero de Registro Sanitaria,

) ndmera ded lote y fecha de fabricacidn,

i} leyenda Industria ecuatoriana,

I} direccidn del fabmicante, ciudad y pais.

k) las dem&as egpecificaciones exigidas por ley.

T.2.2 Mo deben tener leyendas de significedo ambiguo ni descripcidn de les caracteristicas del
producio gue no pueda comprobarse debédaments.

T.3 La comercializacidn de este productos cumpliréd con o dispuesto en las Fegulscionss y
Resoluciones dictadas con sujecion & la Ley de Pesas y Medidas.




Chimbo Pefaloza 89

ANEXO 6: FICHA DE CATACION

UNIVERSIDAD DEL AZUAY
FACULTAD DE CIENCIA ¥ TECHNOLOGIA
INGEMIERIA EN ALIMENTOS
5rf Sra consumidor

La presents &5 ung ficha decatacion dirigida para la evaluacion ssnsorial de una nueva bebida
alcoholica, razon por la gue sus respuesta acompatiada de su sinceridad; sera de gran utilidad.

i Bebe aloohol actualments?

5l O

Wargus con una X I3 calificacion de acusrdo 3 sucriterio. Los valores 3 considerar son los
siguientss:

4- Muy Bueno 3- Busno 2- Regular 1-malo

OLFATIVGD

Calificacion

JLOR 4
Azradable
Propio
Frutal
Acido
Otro [especifigus)

(M1
el
=

SABOR

Calificacion
SABOR 4 3 2 1

Dulce
Agido
Amargo
Ficants

Otro [especifigus)
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ANEXO 7: IMAGENES

Pasteurizacién: Suero dulce Filtracion al frio

W,

Hidrolisis Incubacién
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Preparacion Agar Sabourad - Autoclave

Determinacion de Glucosa

Siembra de levaduras
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Potencidmetro

Crioscopio

Titulacion volumétrica






