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RESUMEN

Se realiz6 el presente trabajo de investigacion, con el objetivo de obtener una bebida alcohdlica
por hidrolisis enzimatica en arroz cocido al vapor inoculando Aspergillus oryzae (cepa nativa) con

accion simultanea de Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763).

Se procesaron como muestra 2000 g de arroz marca “Casserita”. Para el aislamiento de la cepa
se tomaron 5 granos de arroz cocido al vapor; la identificacion del moho Aspergillus oryzae (cepa
nativa) se realiz6 mediante la técnica del Bioensayo (prueba confirmativa) y técnica del cubre —
objetos con KOH para su observacion en el microscopio y para la ubicacion taxonomica;

empleando las claves de identificacion para mohos.

Para la hidrélisis se empled el método Fehling, que determind el porcentaje de azucares
reductores y azucares totales. En la fermentacion se obtuvo 5 L de mosto filtrado con 16 °G.L.
determinado por método fisico; después del proceso de destilacion se obtuvieron 850 ml de
bebida alcohdlica destilada con 55 °G.L. determinado por método fisico (método por
alcoholimetria) y métodos quimicos (Acidez Total, Acidez Volatil, Metanol en bebida alcohdlica,
Esteres y Aldehidos).

Se determiné la presencia minima de metanol en la bebida alcohdlica destilada presentando un
resultado de 1.0533 mg metanol/100 ml alcohol anhidro. El género y la especie identificada fue

Aspergillus oryzae.

Concluimos en el presente trabajo experimental que la hidrdlisis y la fermentacion son los
procesos biotecnoldgicos mas importantes que permitieron la obtencién de una bebida alcohdlica
destilada por hidrdlisis enzimatica de arroz cocido al vapor inoculando Aspergillus oryzae (cepa
nativa) con accion simultanea de Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763), ademas que ésta
cumplié con la mayoria de parametros y estandares establecidos por las Normas Técnicas de
INDECOPI para bebidas alcohdlicas destiladas.

Palabras claves: moho, hidrélisis, fermentacion, destilacion

Area de Investigacion: Biotecnologia de los Alimentos
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SUMMARY

He was this work of research, with the aim of obtaining an alcoholic beverage by enzymatic
hydrolysis in rice steamed by inoculating Aspergillus oryzae (native strain) with simultaneous

action of Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763).

They were processed as sample 2000 g of rice marked "Casserita". For the isolation of the strain
were taken 5 grains of rice steamed; the identification of rust Aspergillus oryzae (native strain)
was performed by the bioassay technique (confirmatory test) and technique of the cover - objects
with KOH for observation under the microscope and for taxonomic placement; using the mould

identification keys.

Fehling method, which determined the percentage of reducing sugars and total sugars was used
for hydrolysis. In the fermentation was obtained 5 L juice filtered with 16 ° G.L. determined by
physical method; 850 ml of alcoholic beverage distilled with 55 ° G.L. determined by physical
method (alcoholimetria method) were obtained after distillation and chemical methods (Total

acidity, volatile acidity, methanol) in alcohol, esters and aldehydes.

Determined the minimum presence of methanol in the distilled alcoholic beverage by presenting
a result of methanol 1.0533 mg / 100 ml anhydrous alcohol. The genus and species identified

was Aspergillus oryzae.

Conclude in this experimental work that hydrolysis and fermentation are the most important
biotechnological processes that allowed the obtaining of an alcoholic beverage distilled by
enzymatic hydrolysis of steamed rice inoculating Aspergillus oryzae (native strain) with
simultaneous action of Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763), in addition that this met the
majority of parameters and standards set by the technical standards of INDECOPI for distilled

alcoholic beverages.

Key words: hydrolysis, fermentation, distillation and rust

Research area: food biotechnology
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El etanol es obtenido por fermentacion de diversos sustratos, principalmente de la
industria agro-azucarera, aunque es posible obtenerlo de otras fuentes ricas en almidon
o celulosa. Los principales responsables de la fermentacion de estos sustratos son las
levaduras como Saccharomyces cerevisiae, aunque existen estudios que demuestran
produccién de alcohol empleando bacterias como Zymomona mobilis. (Vasquez y
Dacosta, 2007).

Anidlisis de Bebidas Alcohdlicas (2015). Las bebidas alcohdlicas, son bebidas que
contienen etanol (alcohol etilico). La dependencia de las bebidas alcohdlicas se
denomina alcoholismo. Atendiendo a la elaboracién se pueden distinguir entre bebidas
producidas por fermentacion alcohdlica (vino, cerveza, hidromiel, sake), donde el
contenido alcohdlico no supera los 18 - 20 °GL, y las producidas por destilacion,
generalmente a partir de un producto de fermentacion (whisky, vodka, ron, etc.), estas
son aptas para el consumo humano que provienen de la mezcla de fermentacion,
destilacion de materia prima vegetal. (Seccién de Introduccién, parr. 1 — 3).

El presente trabajo de investigacion busca aplicar un tratamiento biotecnolégico con la
finalidad de obtener una bebida alcohdlica de igual o mejor calidad que las bebidas
comerciales. Para lograr la posibilidad de que esta bebida sea obtenida, esta
investigacién tiene que ser de naturaleza experimental, ademas de conocer el nivel de
toxicidad como resultado de la hidrélisis enzimatica de la materia prima.

Con este trabajo experimental se pretende aportar nuevos conocimientos sobre hongos
filamentosos, que sirvan de referencia para otros trabajos y facilitar investigaciones
futuras en el campo de la microbiologia de los alimentos y en el desarrollo de trabajos

de investigacion de biotecnologia desarrollado por los alumnos.
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1.1 Planteamiento del Problema

En la elaboracion de sake, una parte de arroz se destina a la elaboracion de koji, malta
de arroz de donde se extrae la enzima necesaria para la obtencién de azucar. El arroz
inicial, el koji transforma el almidén de arroz en azucar y la levadura fermenta el azucar
en alcohol. (Garcia, 2010)

Las enzimas industriales son de origen animal, vegetal y microbiano, pero las mas
abundantes son las Ultimas. Los microorganismos que se emplean para este fin,
presentan muchas ventajas, ya que incluso se les puede alterar genéticamente para

convertirlos en sobreproductores de una determinada enzima. (Badui, 2006)

1.2. Justificacion e Importancia del Estudio

En la actualidad las bebidas alcohdlicas se encuentran entre los productos de mayor
demanda a nivel mundial, consiguiendo de esta manera una gran influencia a nivel
economico, social y sanitario, generando beneficios a las empresas nacionales y
extranjeras de licores, pero trayendo incalculables consecuencias para la sociedad en
general, por su uso desmedido. (Los Autores, 2015).

El empleo de las enzimas de algunos mohos tiene muchas ventajas, como ser
especificas en su manera de actuar por lo que no producen reacciones secundarias
indeseables, funcionan en condiciones moderadas de temperatura y de pH, actian en
bajas concentraciones, su velocidad es controlada al ajustar el pH, la temperatura y el
concentrado, se inactivan facilimente una vez alcanzado el grado de transformacion
deseado. Otra ventaja que ofrece la obtencidon de enzimas por fermentacion es que
muchos microorganismos las producen extracelularmente, es decir la segregan de la

célula, lo que hace que su recuperacion sea sencilla. (Badui, 2006).
1.3. Formulacion del Problema
¢ Cudles son los parametros fisicoquimicos para obtener una bebida alcohdlica por

hidrolisis enzimatica del Aspergillus oryzae (cepa nativa) con accidén simultanea de

Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) sobre arroz cocido al vapor?
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1.4. Antecedentes

Para la elaboracion del sake se precisan dos elementos basicos: Arroz y agua. El arroz,
de tipo sakamai, no es el mismo que el utilizado para cocinar, se trata de un cereal mas
blanco y opaco, y con almidon menos denso en el centro del grano. La calidad del agua
también resulta basica. En la antigliedad se utilizaba agua de los rios o lagos, pero en la
actualidad se ha optado por agua subterranea bien filtrada. Por ello, las regiones
japonesas con mejor arroz y mejor agua, situadas al norte del pais, son también las que
producen mejor sake.Su complejo proceso de elaboracion se empieza por extraer la
cascara del arroz y raspar el grano hasta llegar al centro. A continuacion, el arroz se lava
con agua, se mantiene un tiempo en remojo, se cuece al vapor y se deja enfriar. Una
parte de este arroz se destina a la elaboracién de Koji, malta de arroz de donde se extrae
la enzima necesaria para la obtencién de azucar. El arroz inicial, el “Koji” transforma el
almidoén del arroz en azucar (etapa de hidrolisis o sacarificacion) y la levadura fermenta
el azucar en alcohol. La sustancia obtenida se filtra, se deja reposar para eliminar los
pozos y se calienta a 60°C para eliminar las bacterias. (Garcia, 2010)

La degradacion del almidon es por parte del Aspergillus oryzae, ya que ninguna de las
otras levaduras puede degradarlo. Este proceso, también llamado sacarificacién, es
llevado a cabo por dos enzimas: la a-amilasa, la enzima liquefactora, y la glucoamilasa.
Estas se hallan entre las amilosacaridasas mas estudiadas dadas su alta actividad y sus
muchas aplicaciones industriales.También se emplean con frecuencia preparados de
enzimas microbianos como amilasas bacterianas y amilasas fungicas. Las amilasas
bacterianas se obtienen principalmente del Bacillus subtilis. Otros microorganismos
productores de amilasas como el Bacillus coagulans, Bacillus stearothermophilus y el
Streptomyces diastaticus, difieren del Bacillus subtilis en lo que se refiere a estabilidad
térmica. La a-amilasa bacteriana se caracteriza por sus propiedades fluidificantes debido
a que produce dextrinas especiales de 6 a 10 unidades de glucosa. Por el contrario, la
a-amilasa fangica produce esencialmente maltosa y glucosa. La amilasa fungica se
obtiene de Aspergillus oryzae y de Aspergillus niger, cultivados a 33°C sobre macerado
de trigo. A las 48-72 horas de cultivo se obtiene malta fungica. La malta fangica da un
rendimiento mayor que la malta de cebada. En el caso del Sake, consiste en una serie
de pasos bien diferenciados, tanto por las condiciones en las que cada uno se lleva a
cabo, como por los microorganismos que participan en cada una de ellas. En la
elaboracion del Sake, se usa como microorganismo iniciador que participa en la hidrolisis

del arroz al Aspergillus oryzae. (Garcia, 2010).
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

v Obtener una bebida alcohdlica por hidrélisis enzimatica en arroz cocido
al vapor inoculando Aspergillus oryzae (cepa nativa) con accion

simultanea de Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763).

1.5.2. Objetivos Especificos

4 Identificar y aislar la cepa que producira la hidrdlisis en el arroz cocido al
vapor.

v Determinar el rendimiento alcohdlico por hidrdlisis enzimatica inoculando
Aspergillus oryzae (cepa nativa) con accidon simultanea de
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) sobre arroz cocido al vapor.

4 Determinar los parametros adecuados para la coccion al vapor del arroz,
que facilitara la hidrdlisis y de esta manera genere el grado de alcohol
deseado.

4 Determinar los parametros fisicoquimicos del producto obtenido a través
de los procesos de hidroélisis y fermentacion.

4 Establecer el proceso biotecnolégico para la obtencién de una bebida

alcohdlica teniendo al arroz como materia prima.
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CAPITULO I

FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Microorganismos como Catalizadores

La actividad de los microorganismos se manifiesta como su capacidad para convertir sustratos
en productos de alto valor agregado. Los procesos mas conocidos en la industria alimentaria son
la hidrélisis yla fermentacion.

Durante estos procesos una pequefia cantidad de microorganismos crece y se multiplica
tomando nutrientes del medio en donde se encuentran .Los microorganismos al desarrollarse
forman una serie de sustancias como resultado de su metabolismo. La formacion de estas
sustancias, asi como la transformacién de los nutrientes, se lleva a cabo a través de una compleja
red de reacciones bioquimicas, catalizadas todas ellas por enzimas. Por lo anterior, se pueden

considerar las células como biocatalizadores. (Betancourt, 2003).
A. Factores que influyen en el Crecimiento Microbiano

Las funciones de los microorganismos se ven modificadas por las sustancias quimicas y
condiciones fisicas de su medio ambiente tales como: temperatura, actividad del agua, pH,

presion hidrostatica, entre otras.

(a) Temperatura: La temperatura es uno de los factores mas importantes a tener en
cuenta, ya que influye en la proliferacion y vida de los microorganismos afectandose en
cualquiera de los sentidos .Cuando se aumenta la temperatura, las reacciones
enzimaticas y quimicas se aceleran, aumentando su crecimiento, pero las proteinas,
acidos nucleicos y otros componentes celulares se inactivan o se destruyen
irreversiblemente por su sensibilidad. Esto por esto, que los microorganismos presentan
temperaturas minimas por debajo de la cual no hay proliferacion, y temperaturas

optimas en las que el crecimiento es mas rapido.

(b) Necesidades Hidricas: Todos los microorganismos requieren agua para vivir .La
cantidad de ella varia segun el ambiente, pero su disponibilidad no depende solo de su

contenido, sino que es una funcion compleja de factores de adsorcion y solucion.

(c) Actividad del Agua: La actividad del agua se relaciona con la presion de vapor de agua
en el aire sobre una solucion o sustancia .Cuando un microorganismo se encuentra en
un medio con baja actividad de agua, este debe realizar un trabajo para poder obtener
agua de dicho medio; este gasto energético hace que se reduzca la velocidad de

crecimiento del microorganismo.
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(d) pH: El pH es un factor esencial para el crecimiento de los microorganismos, es por eso
que se determina el pH minimo, 6ptimo y méaximo. La mayoria de las especies. La
mayoria de las especies crecen a valores casi neutros, pero algunos se ven muy
favorecidas por una reaccion acida, aunque muy pocas especies pueden crecer a

valores de pH menores de 2 o mayores de 10.

(e) Potencial de Oxido Reduccién: En las diferentes reacciones bioldgicas de los

microorganismos, hay que tener en cuenta el aprovechamiento del oxigeno del aire.

(f) Presion Osmética: En la membrana celular que es permeable y permite el paso de
agua y algunas moléculas, el microorganismo establece un equilibrio con su medio,

estableciéndose una presién osmoética (variable segun el tipo de microorganismo).

(g) Oxigeno: El oxigeno ademas de ser una sustancia vital para los organismos
respiratorios, es también capaz de formar derivados téxicos aun para los organismos
que lo respiran y lo necesitan (el peréxido de hidrogeno es uno de ellos).Sin embargo
los microorganismo han desarrollado enzimas que lo destruyen, tal es el caso de la

catalasa y la peroxidasa.

El conocimiento de lo anterior ayuda a explicar la distribucion de los microorganismos en los
alimentos y hace posible disefiar métodos para controlar las funciones microbianas o destruir

organismos que puedan alterar un producto deseado. (Betancourt, 2003).

B. Generalidades de los hongos del género Aspergillus

Los hongos constituyen un complejo y fascinante grupo de organismos tan grande que se
calculan mas de 300000 especies. Los hongos mejor conocidos por todos son los macroscépicos
denominados también setas o champifiones, con tamario, forma y color de lo mas variado. Los
hongos del género Aspergillus se dan en gran variedad de habitats en tierra, en productos
almacenados y en vegetacion decaida. Son abundantes en la regidn tropical y subtropical ya que
son habiles para florecer en situaciones de baja y alta humedad y altas temperaturas.

Los hongos tienen como caracteristica comun la ausencia de clorofila, por tanto no pueden
realizar fotosintesis y deben nutrirse de materias organicas ya elaboradas.

Pueden descomponer organismos muertos o sus productos y obtener nutrientes de otros

organismos vivos o huésped.
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Las caracteristicas de los hongos son:

» Todos son heterétrofos por lo que tienen que alimentarse de materia organica
preformada que utilizan como fuente de carbono y de energia.

» Son eucariotas, es decir, presenta nucleo diferenciado con membrana bien organizada.

» Tienen una pared celular formada por quitina. Esta pared es rigida, por lo que no pueden
fagocitar alimentos sino absorben nutrientes simples y solubles que obtienen al
desintegrar polimeros mediante enzimas extracelulares llamadas despolimerasas.

» La estructura fungica consta de un llamado talo o micelio, que a su vez esta constituido

por multiples filamentos o hifas (hyphomycetes o mohos).

Estructuralmente el hongo Aspergillus consta de un conidiéforo, una vesicula, métulas, fialides y
conidias. Las hifas son multinucleadas, el conidiéforo se desarrolla de una hifa vertical, a partir
de una célula horizontal Ilamada célula pie.

Sobre la vesicula pueden desarrollarse las métulas y las fidlides, formando una segunda capa.
Las fialides pueden crecer directamente sobre la superficie de la vesicula. Los hongos del genero
Aspergillus son hongos filamentosos que se ven influenciados en su crecimiento y biosintesis
como factores extrinsecos como agua, temperatura, pH y composicion gaseosa del medio. Para
su identificacion cuando crecen en medios como agar de malta, las colonias se presentan
extendidas, con colores que van desde el blanco al amarillo verdoso o al café maduro o negro ,
ocasionalmente dominadas por escleréticas duras , blancas al principio , transformandose a café
maduras o negras con el tiempo y alcanzando un tamafio entre 400 a 700 micras .Las cabezas
conidiales son tipicamente radiadas , separadas por varias columnas ,a veces poco definidas
.Los conidioforos son paredes gruesas, incoloras, ordinariamente rugosas con 1 mm de largo y
10 a 20 micras de diametro por debajo de la vesicula. Las vesiculas jévenes son alargadas,
transformandose de sub - globosas a globosas en el tiempo y presentan fialides de 6,5 x103 - 5
micras. Los hongos deben encontrar en los medios de cultivo lo necesario para su crecimiento
y desarrollo: materias nitrogenadas como la peptona, azucares como glucosa o maltosa que son
indispensables, un soporte solido como la gelosa que permite a los hongos filamentosos
desarrollar el micelio aéreo con hongos de fructificacion, un pH mas acido (de 5 a 6) es mas
conveniente. Por si mismos, los hongos sirven como alimento o se utilizan en la elaboracién de
otros: pan, vino cerveza, quesos Roquefort y Cammembert. Se usan para producir salsa de soya,
fermentar la mandioca y producir tapioca. También sirven para elaborar antibidticos como la
penicilina, las cefalosporinas, griseofulvina y acido fusidico, asi como hormonas y enzimas. Por

sus usos en la industria se ha desarrollado mucho la ingenieria genética. (Betancourt, 2003)
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2.1.1. Aspergillus oryzae

Caracteristicas y Morfologia del Aspergillus oryzae

Al comenzar su desarrollo, las colonias son de color blanco, y luego se convierten en amarillo
verdosas. Los conidiéforos son estructuras formadas a partir de hifas, que porta células

conididgenas productoras de conidios o esporas. Produce amilasas, proteasas y acido kojico.

Figura 1: Partes del moho Aspergillus oryzae
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Fuente: http://www.telmeds.org/atlas/micologia/hongos-contaminantes/aspergillus-2

Perel (2013) dice que “el moho Aspergillus oryzae, llamado koji se inocula sobre arroz cocido al
vapor, y es incubado de 3 a 4 dias a 42°C. Cuando el koji se desarrolla se observa una lana
blanca como el algodén cubriendo completamente el arroz”. (Secciéon de Caracteristicas y

morfologia de Aspergillus oryzae, parr. 4)

Figura 2: Morfologia de la especie Aspergillus oryzae

A.oryzae
. L
Fuente: http://s1.downloadmienphi.net/file/downloadfile9/222/1331339.pdf
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2.1.2. Bioquimica del proceso de Hidrélisis del almidén de arroz

Las hifas fungicas penetran, mediante enzimas liticas, en el grano de arroz hasta alcanzar los
estratos de tejido donde se encuentra el almidén en el grano de arroz. El hongo entonces libera
las amilosacaridasas para que degraden el almidén. En primer lugar, la glucoamilasa empieza
atacando por los extremos y a las cadenas ramificadas, mientras que la a-amilasa ataca a las
cadenas por el medio, creando productos intermedios, que a su vez son atacados por la a-
amilasa. Al final, solo quedan maltosas que la a-amilasa rompe, obteniendo asi glucosa.
Finalmente, esta glucosa puede ser absorbida por Aspergillus, o permanecer en el arroz y
participar en su sacarificacion. Debido a su gran actividad hidrolitica, la a-amilasa de Aspergillus
oryzae, es muy utilizada en gran variedad de procesos industriales, y ha sido extensamente
estudiada.

La produccion de amilosacaridasas en el género Aspergillus, es mayor en fermentaciones en
medio solido (como es el caso del Sake) que en medio liquido, ya que al parecer las
fermentaciones en estado solido reproducen las condiciones naturales de crecimiento, creando
variaciones locales de la concentracion de sustrato que estimulan la producciéon de enzimas
hidroliticas por parte del organismo. No obstante, el ratio entre a-amilasa y glucoamilasa es
diferente para cada cepa. Asi, la cantidad de a-amilasa es mas elevada en Aspergillus oryzae
mientras que la produccidon de glucoamilasa es mas elevada en Aspergillus niger pero el

mecanismo de accién es el mismo. (Garcia, 2010)

Este proceso, también llamado sacarificacion, es llevado a cabo por dos enzimas: la a-amilasa,
la enzima liquefactora, y la glucoamilasa. Estas se hallan entre las amilosacaridasas mas
estudiadas dadas su alta actividad y sus muchas aplicaciones industriales. El almidon es uno de
los mayores glucopolimeros, y su estructura basica es la de una cadena central compuesta de
a-D-glucosas unidas mediante enlaces a-1,4 y cadenas ramificadas mediante enlaces a-1,6. La
cadena lineal no ramificada recibe el nombre de amilosa mientras que las cadenas ramificadas
se denominan amilopectinas. Estas cadenas difieren no solo en cuanto a sus propiedades fisicas,
sino también en cuanto a proporciones ya que la amilosa representa entre el 17 y el 25% del
almidén, mientras que el resto son principalmente amilopectinas. La estructura de estos dos
polimeros en solucién sigue siendo todavia objeto de debate. No obstante si se ha observado
que la distancia media entre ramificaciones de amilopectina y la cadena principal es variable. La
a-amilasa es una endosacaridasa (por lo tanto no puede atacar a un polimero por sus extremos)
que rompe exclusivamente enlaces de tipo a-1,4, mientras que la glucoamilasa es una
exosacaridasa, que no solo puede atacar al almidon por los extremos de sus cadenas, sino que
puede romper enlaces o-1,4 y a-1,6. Esto deja entender claramente que la a-amilasa actua
principalmente sobre la cadena principal, mientras que la glucoamilasa tiene una funcion
desramificadora que puede colaborar en la ruptura de cadenas lineales.

La presencia de almidén y de maltosa son inductores de la actividad de la a-amilasa, mientras
que altas concentraciones de glucosa tienen un efecto inhibidor de su actividad.

Afortunadamente, en la elaboracion del sake esto no es un problema, ya que a medida que
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Aspergillus oryzae va generando glucosa, las levaduras fermentadoras la van utilizando para
producir etanol, por lo que nunca se alcanzan concentraciones de glucosa suficientes para inhibir
la actividad hidrolitica de la a-amilasa.

La a-amilasa, alcanza una actividad maxima para un pH de 4 — 6 y una temperatura de 55 °C.
Para la glucoamilasa, por el contrario, el pH 6ptimo es de 4, teniendo a 4,7 una actividad
equivalente al 70% de la actividad maxima, y la temperatura éptima 75 °C, aunque puesto que
se trata de una enzima inestable a altas temperaturas, el limite para aplicaciones practicas se
halla entre los 40°C — 60 °C. Estos datos resultan aun mas interesantes si se tienen en cuenta
las condiciones de elaboracion del koji y del moromi, ya que durante la elaboracion del koji la
temperatura nunca sobrepasa los 36 °C. (Garcia, 2010)

2.1.3. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levaduras utilizada por excelencia para la obtencion
de etanol a nivel industrial puesto que es un microorganismo de facil manipulacion y
recuperacion, no es exigente en cuanto a su cultivo, no presenta alto costo, tolera altas
concentraciones de etanol, en la fermentacion produce bajos niveles de subproductos, es
osmotolerante, capaz de utilizar altas concentraciones de azucares, presenta alta viabilidad
celular para el reciclado y caracteristicas de floculaciéon y sedimentacién para el procesamiento
posterior. Saccharomyces cerevisiae es una levadura cuya colonia es color crema o blanco,
apariencia humeda y brillante de bordes irregulares. La temperatura 6ptima de crecimiento es de
25 a 47 °C. (Garzén y Hernandez, 2009)

Figura 3: Vista macroscopica de Saccharomyces cerevisiae en medio YPG
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Fuente: Garzon y Herndndez, 2009

El nombre de Saccharomyces cerevisiae significa azicar de hongos. Producen una fermentacion
vigorosa y es conocida como la levadura de la cerveza, sirve como fuente de enzimas, como
extracto de levadura autolisado para sustituir los sabores naturales del extracto de carne, hace
fermentar masa de pan, interviene en la fabricacion del vino y como fuente de proteina, vacunas,
acidos grasos y aceites.

Sus dimensiones son: 2.5-10 micras de ancho y 4.5-21 micras de largo. Microscépicamente se
observan redondas y ovoides, elipsoides a veces cilindricas y filamentosas. Fermenta glucosa,

galactosa, sacarosa y maltosa y no fermenta la lactosa. (Garzén y Hernandez, 2009).

Saccharomyces cerevisiae pertenece al grupo de las levaduras de la familia
Saccharomycetaceae. La reproduccion vegetativa ocurre por mecanismos multilaterales: los
pseudomicelios pueden ser formados por algunas especies pero presentan ausencia de hifas
verdaderas. En presencia de oxigeno las cepas pueden metabolizar oxidativamente sustratos
como glicerol, etanol y lactato.

Requerimientos nutricionales: Saccharomyces cerevisiae requiere ciertos nutrientes vy
condiciones ambientales para su apropiado crecimiento y reproduccién. Algunos elementos son
basicamente necesarios como por ejemplo carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y fésforo.

El carbono sirve como fuente de energia y como material constitutivo de la masa celular. El
nitrégeno se encuentra en la célula formando parte esencial de las proteinas, aminoacidos y
acidos nucleicos; el fosforo se encuentra en los acidos nucleicos en la lecitina y en diversos
compuestos fosforilados que participan activamente en los procesos de degradacién oxidativa y
de intercambio energético (ATP, ADP, AMP, NADP). Para que las fuentes de nitrogeno, fosforo
y carbono presentes en el sustrato sean aprovechados por la levadura se requiere que se
encuentren en forma asimilable.

Requerimientos fisicoquimicos. El crecimiento de Saccharomyces cerevisiae se ve favorecido
por un pH aproximado de 4.0 a 5.0 y no se desarrollan bien en medio alcalino a menos que se
hayan adaptado al mismo. A pesar de la tolerancia bastante amplia de esta para las variaciones
de pH a partir de los sustratos habitualmente usados en los medios de cultivo forman productos
en especial acidos que influyen en el crecimiento celular, produccion enzimatica y utilizacion de
glucosa. Asi por ejemplo, algunas investigaciones han observado que con un pH inicial del medio

a valores entre 4.0 y 4.5 se obtiene mejor crecimiento. (Garzén y Hernandez, 2009).

2.1.4. Bioquimica del proceso de Fermentacion

Cuando el medio es rico en azucar, la transformacion del mismo en alcohol hace que la presencia

de una cierta concentracion (generalmente expresada en grados Brix) afecte a la supervivencia

de levaduras no pudiendo realizar la fermentacion en tal medio (las altas concentraciones de
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azucar frenan los procesos osmaoticos de las membranas de las células). Aunque hay distintos
tipos de levaduras con diferentes tolerancias a las concentraciones de azucares y de etanol, el
limite suele estar en torno a los 14°GL de alcohol para las levaduras del vino, por ejemplo. Los
azucares empleados en la fermentacion suelen ser: dextrosa, maltosa, sacarosa. Los
microorganismos atacan especificamente a los hidratos de carbono, siendo la maltosa la mas
afectada por las levaduras. Otros factores como el numero de levaduras (contadas en el
laboratorio, o la industria, a veces mediante camaras de Neubauer). Las propias levaduras se
han empleado a veces en la alimentacién humana como un subproducto industrial. Se ha
descubierto que en algunos casos es mejor inmovilizar (reducir el movimiento) de algunas
levaduras para que pueda atacar enzimaticamente mejor y con mayor eficiencia sobre el
substrato de hidratos de carbono evitando que los microorganismos se difundan facilitando su
recuperacion (los biocatalizadores suelen ser caros), para ello se emplean “fijadores“ como agar,
alginato de calcio, astillas de madera de balsamo, etcétera.

(Garzoén y Hernandez, 2009).

2.1.5. Reaccion bioquimica de Fermentacion

La glicdlisis es una ruta catabdlica en la cual la glucosa es convertida a dos moléculas de
piruvato, las cuales dependiendo de las condiciones, pueden tomar rutas diferentes, en la figura

4, se muestra la ruta que toma el piruvato en condiciones anaerobias.

En el caso de las levaduras, cuando éstas toman el aztcar del medio, se inicia toda una serie de
reacciones intermedias, conocidas como la ruta glicolitica. A través de este proceso bioquimico,
las levaduras rompen los azucares en energia, intermediarios utiles para el crecimiento de las
células, y una gran cantidad de productos finales (etanol, diéxido de carbono y calor), los cuales

son excretados por las mismas. (Garzén y Hernandez, 2009).

Figura 4: Ruta catabdlica del Piruvato obtenido mediante Glicdlisis
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Fuente: Garzon y Herndndez, 2009
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Posteriormente el piruvato se descarboxila debido a la presencia de la enzima piruvato
descarboxilasa que se encuentra en todos los organismos que metabolizan alcohol, para formar
acetaldehido el cual se reduce a etanol por la presencia de NADH como agente reductor, a través
de la accion de la enzima alcohol deshidrogenasa, la cual esta en todos los organismos capaces
de dar lugar a la fermentacion alcohdlica. La conversion del piruvato a etanol se muestra en la

figura 5. (Garzén y Hernandez, 2009).

Figura 5: Conversion del Piruvato en Etanol y Diéxido de Carbono
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Fuente: Garzon y Herndndez, 2009

En las levaduras, la produccion de etanol se realiza principalmente sobre sustratos sacarosados,

jugos de remolacha, jarabe, aguas residuales o melaza de azucar. (Garzén y Hernandez, 2009).

2.2. Enzimas Microbianas

Aspergillus oryzae, fue aislado sobre el arroz y ha sido muy empleado, junto con A. awamori,
para producir amilasas y proteasas en las fermentaciones tradicionales del Asia oriental (China,
Corea, Japon). El cultivo de estos hongos sobre arroz cocido al vapor, se llama koji.

El koji es la materia prima para la transformacién del arroz cocido en azucares para producir el
vino, llamado en Japdn, sake. O para producir los hidrolizados de pasta de soya cocida, llamados
miso, que son muy utilizados para producir sopas vegetarianas con sabor a caldo de pollo. Estas
tres especies son las mas empleadas para producir enzimas porque no producen toxinas como
las aflatoxinas, que son caracteristicas de los cultivos A. parasiticus, o de A. flavus.

Las aflatoxinas son compuestos cancerigenos muy potentes cuya tolerancia en los granos

alimentarios debe ser menor a 10 mg por tonelada (ppb). Afortunadamente, estas especies
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patogénicas pueden distinguirse de las no toxicogénicas, debido a que tienen un color verduzco
muy caracteristico y porque es relativamente facil medir la presencia de aflatoxinas, usando
técnicas inmunoldgicas disponibles en los laboratorios especializados para el control de los
alimentos. El ciclo biolégico de Aspergillus comprende la germinacion, a partir de esporas, el
crecimiento miceliar, es decir como arboles microscépicos ramificados y la esporulacion, que
incluye la formacion de micelio aéreo que son la base de las estructuras llamadas conidioforos,
de las cuales se desprenden las fialides o racimos de esporas. Muchas de las enzimas
industriales producidas por Aspergillus estan asociadas a la produccion de micelio, durante la

fase llamada vegetativa. (Viniegra, 2003)
2.2.1. Estructura y Actividad Catalitica

La a-amilasa de Aspergillus oryzae es una metaloproteina formada por una cadena polipeptidica
que consta de 478 residuos. La estructura primaria se ha determinado mediante secuenciacion
directa de la cadena polipeptidica; y también por deduccion a partir de la secuencia nucleotidica
del gen que codifica para la proteina. La molécula puede contener hasta 10 iones Ca*2, aunque
solamente uno de ellos no es disociable, siendo esencial para mantener la actividad catalitica y

para estabilizar la estructura tridimensional de la proteina. (Bautista ,1997)

Figura 6: Diagrama de flujo de las principales operaciones para la produccién de

Glucosa y Fructosa

Alimidon
{maiz, arroz, trigo, etc.)

| LICUEFACCION - Alfa-amilasa

Daxtrinss - "almidon licuado™

SACARIFICACION L Amilaglucosidasa

Jarabe de “Iu::usa.

[
| SEPARACION I maltosa o mezcla de
l jarabas
Glucosa, i E i
maltosa, I ISOMERIZACION - Glucoisomearasa

dextrosa

Jarabe de fructosa
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Fuente: Salvador Badui Dergal, 2006

La a-amilasa (1,4, a-glucanohidrolasa) es una enzima extracelular que hidroliza los enlaces a 1-
4 glicésidicos de polisacaridos, tales como el almiddn, glicégeno o productos de degradacién de
los mismos .Tiene una actividad enzimatica que oscila entre 53-129 U/L su peso molecular va de
los 40 000 a 50 000 Da, su actividad requiere de la presencia de iones cloruro. Esta enzima tiene
importancia en la industria alimentaria como en cerveceria, dulceria, cereales y panaderia, y
especificamente en la sacarificacion maltogénica, sin embargo, su produccion es limitada y es
un producto de exportacion. La a-amilasa que es producida de manera natural por Aspergillus
oryzae tiene un peso molecular de 52 x103. Las enzimas de origen microbiano presentan ventajas
técnico-econdmicas: poseen tiempos de generacion menores, tienen requerimientos de espacio
menor por unidad de enzima producida y una potencialidad ilimitada en cuanto a la disponibilidad

de nuevas enzimas. (Guadarrama, Orozco y Morales, 2007).

La a-amilasa es una enzima presente en practicamente todos los organismos vivos. Se han
identificado y estudiado a-amilasas desde células procariotas de los géneros (Bacillus,
Streptomyces, Aeromonas, Escherichia, Saccharomycopsys, Strepcococcus) y eucariotas
(Aspergillus, Saccharomyces, Mucor, Candida, Rhizopus), hasta plantas superiores (maiz, trigo,
cebada), artropodos (Drosophila) y mamiferos (cerdos, ratones ,ratas, humanos), posiblemente
por ser un mecanismo quimico general para la obtencidon de glucosa para el metabolismo
energeético de estos organismos.

La mayoria, sino todas, las proteinas secretadas por hongos filamentosos se encuentran
glicosiladas. En particular, la a-amilasa de A. oryzae contiene una sola cadena de oligosacarido
unida a un residuo de asparragina (Asn-197). Se han propuesto diferentes estructuras constando
todas ellas de varias subunidades de manosa unidas a la proteina a través de dos restos de N-
acetil glucosamina.

La temperatura de actividad éptima de la a -amilasa producida por el hongo filamentoso A. oryzae
varia entre 35 y 55 °C, en funcién de la cepa que lo produce. La actividad hidrolitica de la a-
amilasa procedente de bacterias del género Bacillus es 6ptima, generalmente, a valores mas
altos de temperatura, llegando hasta los 100 °C en algunas cepas de B. licheniformis.

La a-amilasa de A. oryzae es una enzima extremadamente estable en el intervalo de pH 5 - 8,
no detectandose desactivacion, de forma significativa, tras largos periodos de tiempo en estas

condiciones. (Bautista, 1997)

2.3. Almidon:

Exactamente no se sabe desde que época es conocido el almidon, los griegos lo llamaron Anylon
quizas debido a que al contrario de lo que sucede con la harina, se obtenia no por el molino, sino

por el lavado (Ullman, 1954).
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Segun rastros arqueoldgicos hallados en las tumbas de los reyes egipcios, presentan muestras
de pegantes a base de almiddn, los cuales datan aproximadamente del afio 3500 AC.

En la industria del almidon se conoce muy poco acerca de su aparicion. Se admite probablemente
que los holandeses en el siglo XVI habian fabricado almidén a gran escala, pero usando como
materia prima el trigo; el desarrollo debié efectuarse muy lentamente al igual que en otros paises.
Después de la celulosa, el almidon es la sustancia organica mas ampliamente distribuida en la
naturaleza, la celulosa forma parte del armazéon de las plantas, mientras que el almidon
representa su reserva de carbohidratos, transformandolos por hidrolisis en glucosa la cual es
transformada por medio de la savia, aprovechando su solubilidad. En las plantas existen 3 clases
de almidoén: almiddn de asimilacion, transitorio y de reserva. El almidén de asimilacion es aquel

que ha de servir en la nutricién de la planta y el cual se encuentra en forma de almidén soluble.

El almidon en el interior de la planta, es transformado en azucares por medio de enzimas
diastasicas, pasando primero por la fase de almidon soluble, el cual puede transformarse algunas
veces en granulos muy finos, formando asi al almidén transitorio. El resto del almidon es
transportado a los sitios de almacenamiento donde tiene como funcién servir de alimento para
los brotes jovenes; este es llamado almiddn de reserva.

Las amilasas actiuan muy lentamente sobre el almidén, por lo que debe ser sometido a un
proceso de coccidn para obtener una buena dispersién y rompimiento de los granos de almidén

llevandose a cabo una hidrolisis rapida.

La accion de la amilasa sobre el almidon depende del origen del mismo, ya que el almidén consta
de una mezcla de 75-80% de amilopectina y el resto de amilosa. Esta ultima se compone de
cadenas longitudinales que contienen unidades de glucosa unidas por enlaces a-1,4 glucosidico.
Una cadena lineal puede contener de 70 a 100 unidades de glucosa aproximadamente. (Linden,
1996).

Desde el punto de vista quimico, el almidon es una mezcla de dos polisacaridos muy similares,
la amilosa y la amilopectina; el primero es producto de la condensacién de D-glucopiranosas por
medio de enlaces glucosidicos (a1-4), que establece largas cadenas lineales con 2000-2500
unidades y pesos moleculares hasta de un millon; es decir, la amilosa es una a-D-(1,4) glucana,
cuya unidad repetitiva es la o-maltosa. Tiene la facilidad de adquirir una conformacion
tridimensional helicoidal (figura 7).

El almidon es el carbohidrato mas importante en la actividad humana por su funcién alimenticia.
Este polisacarido sirve de reserva energética en el reino vegetal, es una mezcla de 2
polisacaridos amilosa y amilopectina. Este carbohidrato ha sido parte fundamental de la dieta del
hombre desde la prehistoria, ademas de que se le ha dado un gran numero de usos industriales.
Después de la celulosa, es probablemente el polisacarido mas abundante e importante desde
el punto de vista comercial. Se encuentra en los cereales, los tubérculos y en algunas frutas

como polisacaridos de reserva energética.
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Su concentracion varia segun el estado de madurez de la fuente; el caso del platano es una
sefial muy clara en este sentido: en estado verde o inmaduro constituye la mayor fraccion de los
hidratos de carbono, ya que los azucares son muy escasos; a medida que la fruta madura, el
polisacarido se hidroliza por la accion de las amilasas, y mediante otros sistemas enzimaticos
se sintetizan la sacarosa y la fructosa que se encuentran cuando llega a la plena maduracion.
(Badui, 2006).

2.3.1. Amilosa

Es un polimero lineal formado por cadenas de glucosas unidas por enlaces a-1,4, que
constituyen el 20-30% del granulo de almidén en los 6rganos de almacenamiento y 4-20% en los
granulos provenientes de las hojas. Su peso molecular se encuentra en el orden de 250000 a
1000000 Da. (Bernal y Martinez, 2006)

Por su parte, la amilopectina se diferencia de la amilosa en que contiene ramificaciones que le
dan una forma molecular similar a la de un arbol; las ramas estan unidas al tronco central
(semejante a la amilosa) por enlaces a-D-(1,6), localizadas cada 15-25 unidades lineales de
glucosa (figura 7 - 1b). (Badui, 2006).

Figura 7: (a) Enrollamiento helicoidal de la Amilosa; (b) Estructura quimica de la
Amilopectina
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Tabla 1: Caracteristicas de algunos almidones usados en la Industria Alimentaria

Maiz 69-74 26-31 62-72 5-25
Maiz rico en
amilosa 20-45 55-80 67-80 5-25
Papa 73-77 18-27 58-67 5-100
Arroz 83 17 65-75 2-5
Tapioca 82 18 51-65 5-35
Maiz céreo 99-100 0-1 63-72 5-25
Sorgo céreo 99-100 0-1 67-74 5-25
Trigo 76 24 58-64 11-41

Fuente: Salvador Badui Dergal, 2006
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Algunos cereales, como el maiz, el sorgo y el arroz, tienen variedades llamadas céreas que estan
constituidas casi unicamente por amilopectina; hay otras que tienen hasta 90% de amilosa. La
concentracion relativa de estos dos polimeros esta regida por factores genéticos tipicos de cada
cereal. El yodo reacciona con la amilosa y genera un fuerte color azul caracteristico debido al
complejo que se establece entre una molécula de este con cada 7-8 glucosas; para desarrollar
adecuadamente la coloracién se requiere un minimo de 40 residuos de monosacarido, las
cadenas muy cortas de amilosa, en lugar de azul producen un color rojo. Aparentemente el
complejo amilosa-yodo se establece por inclusion del Iz en la hélice, mecanismo semejante al
que se observa en los monoglicéridos que se usan en la elaboracion del pan. Por otra parte, la
amilopectina solo forma complejos con una pequefia cantidad de Iz y desarrolla una coloracion
roja. Tanto la amilosa como la amilopectina influyen de manera determinante en las propiedades
sensoriales y reoldgicas de los alimentos, principalmente mediante su capacidad de hidratacion
y gelatinizacién. En ciertos casos, cuando una de estas fracciones esta en exceso, puede traer
consigo algunos inconvenientes; esto se observa en el arroz cocido, cuya calidad mejora cuando
se reduce el contenido de amilosa, pues resulta menos pegajoso. El almidon sirve de reserva
energeética en el reino vegetal, y se encuentra en pequefios corpusculos discretos que reciben el
nombre de granulos; en el tejido vegetal, estos ejercen una presion osmoética muy baja, con lo
que la planta almacena grandes cantidades de glucosa de una manera muy accesible sin romper
el balance de agua interior.

El tamafio y la forma del granulo son caracteristicos de cada especie botanica; esto se ha
aprovechado en el desarrollo de diferentes métodos microscopicos para identificar el origen de
los distintos almidones de la tabla 1. En un mismo cereal se distinguen varios tipos de granulos;
en general, los que se encuentran en la zona mas exterior del endospermo son poliédricos,

mientras que los del interior son redondos. (Badui, 2006).

2.3.2. Amilopectina

La amilopectina es un polisacarido altamente ramificado, con un esqueleto de enlaces a-1,4 y 4-
5% de puntos de ramificacion a-1,6. La amilopectina es una molécula de mayor tamafio que la
amilosa y su peso molecular se encuentra entre 100-200 millones Da. El peso molecular y el
grado de ramificacion de la amilopectina varia ampliamente y esta variedad estructural contribuye
a las diferencias en las propiedades quimicas y fisicas del almidén proveniente de diferentes

fuentes. (Bernal y Martinez, 2006)

La estructura rigida de los granulos estd integrada por capas concéntricas de amilosa y de
amilopectina (distribuidas radialmente) que permanecen inalterables durante la molienda, el
procesamiento y la obtencion de los almidones comerciales.

En términos generales, los almidones contienen aproximadamente 17-27% de amilosa, y el resto

de amilopectina, como se muestra en la Tabla 1. (Badui, 2006).
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2.3.3. Materia Prima: “Arroz”

El arroz es un cereal de origen asiatico que actualmente esta difundido en todo el mundo,
constituyéndose en uno de los productos mas consumidos. El arroz (Oryza sativa) es una planta
herbacea anual que se caracteriza por necesitar riegos intensos. Su grano se encuentra en una
vaina de color castafio compuesto por un pericarpio, un endospermo voluminoso y un germen
pequeno. El acondicionamiento del arroz para su consumo consiste en la eliminacion de la
cascara o vaina, del salvado o pericarpio, de la capa aleurdnica y del germen. El valor comercial
de los granos enteros es mayor por lo tanto hay que cuidar que no se rompan en este

procesamiento.

¢ Composicion del grano de Arroz

v'  Carbohidratos

El almidon es el compuesto que se encuentra en mayor cantidad en el arroz: el 90%
aproximadamente del peso seco del arroz elaborado. Entre otros hidratos de carbono
se encuentran la celulosa y lignina. El arroz elaborado contiene un 88 - 90% de
almidon, el 0,3 - 0,6% de pentosanas, el 0,2 - 0,6% de azucares libres y el 0,2 - 0,5%

de celulosa vy lignina.

v' Compuestos Nitrogenados
El contenido de proteinas es el segundo en importancia, después de los hidratos de
carbono, en el arroz descascarillado y en el elaborado. Las proteinas se encuentran
en el arroz en sus multiples fracciones de aminoacidos.

v'  Lipidos
Las grasas, en el arroz descascarillado, representan aproximadamente el 2% del
peso seco; se encuentran en mayor proporcion en el germen, pericarpio y capas de
aleurona, cerca de un 80%.; casi un tercio se extrae del germen.

v' Otros componentes organicos
En el pericarpio, y fundamentalmente en las capas de aleurona y en el germen, se
concentra la mayor parte de las vitaminas presentes en el arroz. El arroz sancochado

tiende a mantener altos los valores de las vitaminas porque durante el proceso de

precocion se difunden en el endospermo amilaceo.
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v Minerales

Los constituyentes inorganicos presentes en el arroz, ordenados segun la proporcion
en que se encuentran son: fésforo, potasio, magnesio, silicio, calcio, cloro, sodio,

hierro, zinc, manganeso y aluminio. (Medin y Medin, 2003).

2.4. Bebidas Alcohdlicas

Las bebidas alcohdlicas tienen su origen en el proceso de fermentacion alcohdlica. Todo liquido
azucarado sufre esta fermentacion de manera espontanea debido a la accién de las levaduras
que, en ausencia de aire, destruyen la glucosa y otros azucares produciendo diéxido de carbono

y etanol.

La vida de las levaduras en los liquidos es distinta a la de los mohos ya que, mientras estos
ultimos viven en la superficie, las levaduras crecen en la masa del liquido. En algunas ocasiones
suben a la superficie creando una pelicula llamada velo. La levadura del vino, por ejemplo, se
encuentra sobre las vides en el periodo de maduracion, pasa al mosto en la fase de estrujamiento

y posteriormente inicia la fermentacién del mosto para transformarlo en vino.

Dado que la mayoria de las levaduras solo actuan sobre la glucosa mientras que, muy pocas lo
hacen sobre la maltosa y la dextrina, en la obtenciéon de alcohol a escala industrial hay que
recurrir a hongos ricos en amilasas que hidrolizan el almidon y la dextrina. Algunos de estos
hongos prosiguen la transformacion descomponiendo los azucares obtenidos en alcohol, como

el Aspergillus oryzae que produce el sake. (Carretero, 2008).

En la fermentacion alcohdlica las levaduras utilizan los azucares, sacarosa, fructosa, maltosa y
maltotriosa en este orden. La sacarosa es hidrolizada primeramente por la invertasa localizada
en el espacio periplasmico extracelular. Aunque las fermentaciones alcohdlicas son en gran
medida anaerobias, las levaduras necesitan algo de oxigeno para sintetizar algunos esteroles y
acidos grasos insaturados. Muchas cepas de Saccharomyces cerevisiae pueden producir
concentraciones de etanol de hasta el 12% al 14%. Existen cepas seleccionadas capaces de
producir hasta un 18% a 20% de alcohol, aunque la velocidad de fermentacion se ve fuertemente
reducida cuando la concentracion de etanol aumenta. En las levaduras los valores de pH
comprendidos entre 3 y 6 son la mayoria de las veces favorables al crecimiento y actividad
fermentativa. La velocidad de fermentacion aumenta generalmente con la temperatura entre los
15 °C y 35°C y los niveles de glicerol, acetona, gliceraldehido y piruvato se elevan en los medios
de fermentaciéon. La formaciéon de niveles elevados de alcohol también depende de la
temperatura. En la produccion de bebidas alcohdlicas deben controlarse las fermentaciones de
forma que, por un lado se asimilen los carbohidratos y otros nutrientes y se conviertan en alcohol

y en compuestos con aromas caracteristicos y deseables, y por otro lado, se minimice la
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formacion de aromas y sabores indeseables. Entre los compuestos del aroma y sabor se
encuentran otros alcoholes diferentes del etanol, esteres, compuestos carbonilicos, acidos
organicos, compuestos azufrados, aminas y fenoles. A medida que la riqueza alcohdlica
aumenta, la poblacion de otras levaduras que se encuentran en el medio a fermentar decrece y
va siendo sustituida como poblacion dominante por la Saccharomyces cerevisiae. Este patron
de sucesion esta fuertemente influenciado por las condiciones de fermentacion como son la
temperatura y el pH; por ejemplo, a una temperatura de 25°C —47°C y pH de 3.0 a 3.5, las cepas
de Saccharomyces cerevisiae dominan la fermentacion y las otras especies mueren. Como
también la adicion de SO2 reduce la poblacion de levaduras silvestres en el medio y de esta
manera favorece la preponderancia de Saccharomyces cerevisiae, ya que esta especie es mas

resistente a este biocida. (Ramirez y Pedroza, 2010).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
A. Materia Prima:
v Arroz marca “Casserita”
B. Material Microbiologico:

v Levadura Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763)

v' Cepa de moho Aspergillus oryzae (cepa nativa)
C. Materiales:

1 Pipeta graduada 2 ml (PYREX U.S.A.)

1 Pipeta graduada de 5 ml (MC, LBT Germany)

1 Pipeta graduada de 10 ml (PYREX U.S.A))

1 Pera de jebe para pipetear (MILAB)

2 Fiolas de 1 L con tapa esmerilada (PYREX México)
1 Fiola de 250 ml (PYREX México)

1 Fiola de 100 ml (PYREX México)

6 Fiolas de 50 ml (PYREX México)

1 Probeta de 50 ml (PYREX VISTA)

1 Probeta de 250 ml (PYREX VISTA)

1 Embudo de vastago largo (PYREX MADE IN U.S.A.)
1 Porta embudos

1 Espatula plastica (BEL ART)

1 Luna de reloj

Vaso de precipitacion de 200 ml (Premium U.S.A., Boro 3.3)
Matraz aforado de 100 ml (PYREX México)

Matraz Erlenmeyer de 250, 300 y 500 ml (Kintel)
Placas Petri (Normax)

Picnometro (BRAND)

Perlas de vidrio

Mechero de alcohol (PYREX MADE IN U.S.A.)
Bureta graduada de 50 ml (LMS Made in Germany)
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Tubos de ensayo (KIMAX)

Soporte universal y anillo

Pinzas para refrigerante, bureta y matraz

Rejilla de asbesto

Asas bacterioldgicas

Papel filtro (Whatman)

Piceta (BEL ART)

Bagueta (PYREX VISTA)

Manguera (1.5m)

Frascos de vidrio

Caja conservadora plastica de 8 L (BASA)

Caja térmica tecnopor

Termometro de alcohol (escala de -10 — 150 °C)
Alcoholimetro (escala de 0 — 100 °GL)

Balde plastico de 8 L (BASA)

Tocuyo (1m)

2 Rollos de papel tissue (Scott)

4 pares de guantes desechables de latex (CAREPLUS)
Marcador indeleble (Artesco)

Tijeras

Pegamento (Super Glue)

Bolsas plasticas de polietileno, 7 x 10 x 2 (Kristal)
Olla de acero inoxidable de 5 L (Premier Germany)
4 Cuberas de plastico (Pamolsa)

Colador metélico

Foésforos (Llama)

D. Equipos:

N N N O N NN

Equipo de destilacién (PYREX ENGLAND)

Cémara cuenta colonias (SOL-BAT)

Cocina eléctrica (BOECO Germany)

Cocina ecologica (RAFPIN)

pH-metro (HANNA)

Refractometro (escala de 0 — 60% Brix, SPER SCIENTIFIC)
Estufa (memmert, CIMATEC S.A.C.)

Balanza analitica (Sartorius)

Bafio Maria con control Digital de temperatura (Luda Aqualine,
AL 12)

Espectrofotdometro (Baush & Lomb, Espectronic 20)
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v" Microscopio con aumento 4X, 10X y 40X (BOECO Germany)
E. Insumos y Reactivos:

Bisulfito de sodio (25 g — prueba de metanol)
Bisulfito de sodio 0.05 N (prueba de aldehidos)
Tiosulfato de sodio 0.05 N

Solucion alcohdlica de fenolftaleina al 1%
Solucién de Hidréxido de Sodio (NaOH) 0,1 N
Acido citrico

Solucién Fehling Ay B

v

v

v

v

v

v

v

v Solucién de glucosa anhidra al 0.5%
v Solucion de Yodo 0.05 N

v" Ron de quemar

v" Medio de cultivo “Agar Sabouraud”

v Caldo: lactosa, maltosa, Sabouraud, Hipersacarosado, nutritivo.
v" Agua embotellada sin gas “San Luis” (11 L)

v 225.5 ml de Alcohol Etilico Absoluto Anhidro (al 5.5 %)

v" 2 ml de Metanol (99.9 %)

v Acido sulfirico 0.1 N y 105 ml de &cido sulfarico concentrado (al
98%)

Solucion de Acido Sulftrico 0,1 N

14 ml de Permanganato de Potasio (KMnO4) 0,1 N

7 ml de Acido Cromotrépico (al 5 %)

Acido Clorhidrico 1:1

Hipoclorito de sodio (lejia)

ISR N N NN

Detergente (Opal)

3.2. Métodos

3.2.1. Métodos Microbioldgicos. (Segun AOAC)

Siempre que trabajemos con un cultivo de hongos debemos tener en cuenta
que estos se reproducen por medio de esporas, y que estas se dispersan
muy facilmente por el ambiente, contaminando el laboratorio. Por tanto,
debemos tomar precauciones en la manipulacién de los cultivos, de tal

forma que se evite, en lo posible, la contaminacioén, para lo cual:

e Debemos tener las placas abiertas el menor tiempo posible.
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e Las placas con crecimiento fungico siempre se abren boca abajo,
dejando la tapa en la mesa y manteniendo el cultivo hacia abajo con el

fin de que las esporas no se diseminen.

¢+ OBTENCION DE UNA CEPA CON ACTIVIDAD HIDROLITICA

a. Toma de Muestra y Aislamiento de mohos

Bajo la denominacion de muestra se incluye cualquier elemento organico, natural o
patolégico, procedente del animal vivo, del cadaver, o de su entorno, que sea
susceptible de contener microorganismos. Son muestras por tanto, liquidos
fisioldgicos (sangre, orina, saliva, heces), liquidos patolégicos (exudados, pus,
esputos, vomitos) y soélidos como biopsias o piezas procedentes del cadaver;
también son muestras los alimentos, camas y el propio ambiente en el que se
encuentran situados los animales. Para la realizacion experimental del proyecto, la
muestra (arroz) fue sometida a un tratamiento con calor (coccion al vapor),
previamente para permitir la dextrinizacion del almidén del arroz y facilitar la hidrélisis

por el moho identificado e inoculado.

b. Método de Siembra

A Técnicas para medios de cultivo solido

Cuando el medio de cultivo a sembrar es sélido, se puede sembrar en superficie,

por toques y estrias.

4 En Superficie:

- Método de siembra por toques: Introducir el asa en punta o pinzas con
elinoculo (arroz cocido al vapor) a sembrar sobre la superficie de la placa
Petri conteniendo el medio sdlido de agar Sabouraud, formando un
cuadrado con los granos de arroz colocados en las esquinas, al final en
el centro un grano de arroz para completar la siembra. Se lleva a incubar
a temperatura y periodo 6ptimos dependiendo del tipo de problema en

estudio.
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c. Método de ldentificacion de hongos aislados sobre medio de cultivo y

Caracterizacion de las colonias

.
EX3

Caracteristicas macroscopicas

Color (anverso y reverso), tonalidad y distribucion.
Textura superficial, surcos y/o estrias.
Exudados y pigmentos.

Tamafo.

Caracteristicas microscoépicas

Conidioforos de paredes rugosas, hialinos.

Conidioforos de pared rugosa, vesiculas globosas con masa de esporas
en forma de columna o radiada, en algunas cabezas las fialides nacen
directamente de la superficie de la vesicula y en otras nacen métulas.
Vesiculas subglobosa 40-80 um de diametro.

Las fialides a menudo crecen sobre las vesiculas o sobre las métulas
midiendo 10-15 pym x 3-5 ym, métulas 8-12 ym x 4-5 ym.

Conidios globosos a subglobosos 3.5-4 de color verde.

+ Caracteres que presentan valor Taxonémico: En la identificacion

de hongos miceliares.

¢ Criterios de Identificacion para Hongos Miceliares:

» Caracteristicas de Cultivo: A partir de las colonias desarrolladas
en medios de cultivo sélidos, ejem: agar extracto de Malta, agar

Sabouraud, Czapex — Dox, etc.

» Caracteristicas de las Hifas:
- Diametro.
- Color: (hialino, dematiaceo = oscuro, marron).
- Presencia o ausencia de septos.
- Presencia de determinadas formaciones caracteristicas: hifas
en raqueta, hifas en espiral, hifas peptinadas, formacion de

clamidosporas.
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» Caracteristicas de las Estructuras Reproductoras Asexuales:

Hongos no Septados:

- Presencia o ausencia de conidioforo.

- Morfologia del conidiéforo.

- Morfologia y tipo de célula conidiégena.
- Tipo de conidiogenesis: talica o blastica.

- Estructura y caracteristicas de los conidios.

3.2.2. Métodos Fisicos

OBTENCION Y DETERMINACION DE CARACTERISTICAS SENSORIALES Y
PARAMETROS FiSICOS

. Determinacion de Caracteristicas Organolépticas. (Método Sensorial segtin
Norma Técnica Peruana INDECOPI 211.010)

El color, sabor, olor y aspecto son propiedades sensoriales subjetivas que se
miden con los sentidos como son: la vista, gusto, y el olfato. Segun esta norma,
se toma una muestra para poder apreciar todas las caracteristicas de la bebida

alcohdlica.

. Determinacién de Grado Alcohdlico °GL. (Método por Alcoholimetria segtin
Norma Técnica Peruana INDECOPI 211.005

Es el grado de una mezcla hidroalcohdlica pura, indicado por el alcoholimetro
centesimal de Gay Lussac en una temperatura diferente a la de referencia. La
lectura de un grado aparente debe darse siempre indicando la temperatura a la
cual dicha lectura fue tomada. También se considera grado aparente la lectura
alcoholimétrica de una mezcla que no sea pura, debido a la adicién de sustancia
que altera la densidad de la mezcla. En este caso, para determinar el grado
alcohdlico real, debe someterse a un proceso de destilacion, hasta obtener una
mezcla hidroalcohdlica pura.

En el mosto de una bebida alcohodlica, debido a la presencia de otros
componentes, no se puede medir directamente el grado alcohdlico midiendo su
densidad, por lo que es necesario someter a la bebida alcohdlica a un proceso

de destilacion.
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La destilacion, es la operacion que se realiza para separar una mezcla de dos
liquidos miscibles. Consiste en el calentamiento a ebullicion de la mezcla, y la
posterior condensacion de los vapores formados. El liquido que se obtiene en la
condensacion sera mas rico en el componente mas volatil, que el liquido que
permanece en el matraz.

En este momento el alcoholimetro es introducido lentamente en el liquido
hasta que flote libremente.

Tomar la medida en el punto donde el liquido intersecta al vastago. En otras
palabras en el nivel de la superficie del liquido .Para ver la medicion del

alcoholimetro se debe estar en paralelo con el nivel del liquido.

. Determinacion de la Densidad. (Método por Picnometria segiin AOAC).

El picnometro es un recipiente calibrado con el que se puede pesar un volumen
de liquido con mucha precisién. Por comparacion entre la masa del picnédmetro
lleno de agua destilada de la que se conoce con gran precision su densidad a la
temperatura del ensayo y la masa del picnémetro lleno con un liquido problema,
se puede calcular la densidad de este ultimo.

El método es general para el caso de compuestos solido/liquido que no

reaccionan entre si.

3.2.3. Métodos Quimicos

OBTENCION DE PARAMETROS QUIMICOS Y EVALUACION DE PRODUCTO
TERMINADO

Determinacion de Azucares Reductores y Azicares Totales. (Método de
Fehling).

Este ensayo pone de manifiesto la presencia de azlicares reductores (aldosas:
glucosa, ribosa, eritrosa, etc.). Se trata de una reaccion redox en la que el grupo
aldehido (reductor) de los azUcares es oxidado a grupo acido por el Cu2* que se
reduce a Cu*. Tanto los monosacaridos como los disacaridos reductores
reaccionan con el Cu?* dando un precipitado rojo de éxido cuproso. La reaccion
tiene lugar en medio basico por lo que es necesario introducir en la reaccion
tartrato sddico-potasico para evitar la precipitacion del hidréxido cuprico. La
prueba de Fehling no es especifica; otras sustancias que dan reaccion positiva
son los fenoles, aminofenoles, benzoina, acido urico, catecol, acido férmico,

hidrazobenceno, fenilhidrazina, pirogalol y resorcinol.
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FUNDAMENTO DE LA REACCION DE FEHLING

Se utiliza como reactivo para la determinacién de azucares reductores. Sirve
para demostrar la presencia de glucosa y fructosa. El reactivo de Fehling consta
de:

e Fehling A : CuSOq4 disuelto en H20
¢ Fehling B: NaOH y tartrato de Na — K disueltos en agua.

Fundamentos de la reacciéon: En medio alcalino el cobre procedente del CuSO4
se encuentra en forma de hidréxido cuprico, y se forma la correspondiente sal
NazS04.Cuando el Cu (OH)2 (de color azul) se calienta en presencia de un

compuesto reductor se forma oxido cuproso (de color rojo ladrillo).

CuSO04 + 2 NaOH------ A------ Cu(OH)2 + Na2S04

Cu(OH)2 +RCHO--=---A----- Cu20 + RCOOH + H20 (Rojo ladrillo)

Si hay un compuesto reductor, el Cu cambia su estado de oxidacion de (+2 a

+1), lo que se evidencia por el cambio de color.

Determinacion de Acidez Total. (Método por Titulacion segun Norma
Técnica Peruana INDECOPI 211.002)

La acidez de una sustancia se puede determinar por métodos volumétricos, es
decir, midiendo los volimenes. Esta medicion se realiza mediante una titulacion,
la cual implica siempre tres agentes o medios: el titulante, el titulado y el
colorante. Cuando un &cido y una base reaccionan, se produce una reaccion;
reaccion que se puede observar con un colorante. Un ejemplo de colorante, y el
mas comun, es la fenolftaleina (C20H1404), que vira (cambia) de color a rosa
cuando se encuentra presente una reaccion acido-base. El agente titulante es
una base, y el agente titulado es el acido o la sustancia que contiene el acido.

Este método se basa en determinar el volumen de NaOH estandar necesario
para neutralizar el acido contenido en la alicuota que se titula, determinando el
punto final por medio del cambio de color que se produce por la presencia del

indicador acido-base empleado.
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C.

Determinacion de Acidez Volatil (Método por Destilacion-Titulacion segun
Norma Técnica Peruana INDECOPI 210.017)

La acidez volatil estd constituida por los acidos organicos pertenecientes a la
serie acética que se encuentran en las bebidas alcohdlicas: acido acético,
férmico, propidnico y butirico, siendo alrededor de un 98% acido acético. Se
expresa en g acido acético/L.

El método de andlisis de la acidez volatil esta basado en la destilacion directa
para separar los acidos volatiles de la bebida alcohdlica que se cuantifican
globalmente por valoracién &cido-base con una solucién patrén de hidréxido

sodico.

Determinacion de Metanol en Bebida Alcohodlica. (Método por

Espectrofotometria segiin Norma Técnica Peruana INDECOPI 210.002.)

El método se basa en la oxidacion del metanol a aldehido férmico por accién del
permanganato de potasio en medio acido. El formaldehido reacciona con el
acido cromotropico para dar un compuesto colorido violeta que se lee en el
espectrofotometro a 575 nm. El metanol es un alcohol que se encuentra presente
en todas las bebidas alcohdlicas en mayor o menor proporcion incluso en trazas.
Proviene de la hidrdlisis de las pectinas (pectinas solubles), de las materias
primas vegetales que se fermentan. La pectina que es una cadena de nucleos
galacturénicos (acido péctico), se esterifica con el alcohol metilico, por esta
razon, la fermentacién se acomparia de la hidrélisis de este éster, donde se
libera el metanol y el acido péctico se insolubiliza. Por lo tanto el contenido de
metanol esta en funcion del contenido de pectinas de la materia prima vegetal

que se fermenta.

Determinacion de Esteres. (Método Analitico segin Norma Técnica
Peruana INDECOPI 211.003)

Los ésteres forman el grupo mas interesante y numéricamente mayor de
compuestos aromaticos de las bebidas destiladas y aunque algunos pueden
provenir de las materias primas, éste origen no se considera el mas importante.
Su cantidad y proporciones entre los diferentes tipos, son de gran importancia
para el aroma de una bebida. Al determinar el contenido de ésteres como acetato
de etilo, se ha encontrado en rones pesados mas de 600 mg/L. Los ésteres
presentes en una fermentacion se encuentran distribuidos entre los solubles en
el medio y los que estan dentro de la célula de levadura. La proporcion de los
ésteres etilicos de acidos grasos transferidos al medio, disminuyen con el

aumento de la cadena carbonada. Asi tenemos que el etil caproato se encuentra
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todo en el medio, el etil caprilato de 54-68 %, el etil caprato 8-17 % y el etil laurato
permanece todo en la levadura. La distribucion de los ésteres depende de la
cepa de levadura y la temperatura de fermentacion, por lo que se transfieren
cantidades mayores al medio a temperaturas mayores. Experimentos realizados
han mostrado que el nivel de ésteres en una bebida alcohdlica no depende
solamente de la concentracion de estos formados durante la fermentacion. En
presencia de levadura el nivel puede cambiar en dependencia de la temperatura,

el pH, la concentracion de alcohol y el tipo de levadura.

Determinacion de Aldehidos. (Método segun Norma Técnica Peruana
INDECOPI 210.020)

Este método se basa en que se aprovecha la reactividad quimica del grupo
carbonilo del acetaldehido para combinarse facilmente con un exceso de
agentes sulfatados y formar el acido etanol sulfarico; el contenido de aldehidos
se puede determinar por el procedimiento indirecto con bisulfito de sodio, en el
cual se valora mediante una titulacion el exceso de yodo con tiosulfato de sodio.
Los aldehidos son compuestos carbonilicos que se encuentran en la mayoria de
las bebidas alcohdlicas, se forman como productos de oxidacion secundaria en
los procesos de afejamiento de las mismas y durante los procesos de
fermentaciéon y destilacion de los mostos para obtener bebidas alcohdlicas,
mediante una reaccion en que cada molécula de aldehido se adiciona a una
molécula de alcohol para formar un hemiacetal, que es un compuesto inestable,
el cual se combina con una segunda molécula de alcohol y produce un acetal,
la reaccion es reversible y el acetal formado puede ser hidrolizado a aldehido y
alcohol en soluciones alcohdlicas diluidas. Ambas reacciones son catalizadas
por acidos, debido a esto, aunque estén presentes ambas sustancias es mas

frecuente la formacion de aldehidos que de acetales.

3.2.4. Metodologia Experimental

3.2.4.1. Métodos Microbiologicos

A. AISLAMIENTO PRIMARIO EN LA MATERIA PRIMA

» Se realiz6 una siembra de arroz cocido en medio de cultivo Agar Sabouraud

(especifico para crecimiento de mohos y levaduras) con la finalidad de aislar

la cepa.
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COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO SOLIDO “AGAR
SABOURAUD”

Peptona 1g

Glucosa 1g

Agua destilada.100ml
Agar-Agar 1,59
AjustarelpHa6-6,2

NN

=  Se evidencio el crecimiento de colonias de mohos (a 26 dias de la siembra
primaria).

= Se identificd por medio de un microscopio (BOECO Germany con aumento
4X, 10X y 40X) la cepa de moho que producira la hidrdlisis (ver con detalle
siguiente punto).

= Posteriormente se realizé una siembra secundaria (repique) con la finalidad

de aislar la cepa identificada.

DIAGRAMA 1: SIEMBRA PRIMARIA DE MATERIA PRIMA EN AGAR SABOURAUD

Fuente: Elaboracion Propia
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Figura 8: Siembra de muestra de arroz cocido al vapor en Agar Sabouraud (Aislamiento

Primario por toques/0 horas)

Figura 9: Arroz cocido al vapor en Agar Sabouraud (Aislamiento Primario/72 horas)
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Figura 10: Arroz cocido al vapor en Agar Sabouraud (Aislamiento Primario/12 dias)

Figura 11: Micelio Vegetativo de las colonias sobre arroz cocido al vapor en Agar Sabouraud

(Aislamiento Primario/26 dias)

B. IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE GENERO Y ESPECIE DE LA
COLONIA (CEPA)

La identificacion se realiza siguiendo las pautas:

+ Analisis Macroscépico: Por el aspecto de la colonia podemos saber si

se trata de una levadura o de un hongo miceliar o filamentoso.
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Los caracteres macroscopicos de la colonia que presentan interés

taxondémico son:

+«+ Colonias en agar Sabouraud.

« Superficie densamente aterciopelada.

% Micelio vegetativo (blanco, con presencia de textura algodonosa
blanca alrededor de la colonia); reverso de la placa es color blanco -
crema, no presenta exudacion.

.

+ Micelio aéreo (verde — amarillo, crecimiento del velamen).

+ Analisis Microscopico.

Para Hongos Miceliares: Las preparaciones para la observacion
microscopica se montan normalmente utilizando los siguientes elementos:
- KOH (hidréxido de Potasio) al 40% como agente de montaje.

- Asa microbioldgica como instrumento de recojo de la muestra.

Técnica del Cubre — objetos

v La placa de cultivo se abre sobre la mesa.

v' Con el asa microbiolégica se recoge la muestra que va a ser
depositada sobre la lamina porta objetos.

v Se adiciona una gota de KOH al 40% sobre la Idamina porta objetos que
contiene la muestra.

v" Se coloca una lamina cubreobjetos sobre la preparacién y se deja en
reposo por 5 minutos.

v Se observa la preparacion en el microscopio a distintos aumentos (4X,
10X y 40X).

Figura 12: Vista microscopica con aumento 10X que muestra una hifa reproductiva
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Figura 13: Vista microscépica con aumento 40X que muestra una hifa reproductiva con

su respectivo esporangio

Figura 14: Vista microscépica con aumento 40X que muestra una hifa reproductiva con
ausencia de septos

Figura 15: Vista microscopica con aumento 4X que muestra hifas entrelazadas con

ausencia de septos
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Figura 16: Vista microscopica con aumento 40X que muestra hifas entrelazadas con

presencia de nucleo

CLASIFICACION CIENTIFICA DE LA CEPA AISLADA

Figura 17: Clasificacion Cientifica

DOMINIO Eukaryota

REINO Fungi
PHYLUM Ascomycota
CLASE Eurotiomycetes
ORDEN Eurotiales
FAMILIA Trichocomaceae
GENERO Aspergillus
ESPECIE Oryzae

Fuente: Elaboracion Propia
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Figura 18: Placa con presencia de micelio aéreo (esporas de moho

Aspergillus oryzae)

C. AISLAMIENTO SECUNDARIO DE COLONIAS DE Aspergillus Oryzae

PROCEDIMIENTO:

- Posterior a la identificacién de la cepa por el bioensayo y con la técnica del cubre —
objetos con KOH, se procedera a anotar las caracteristicas morfoldgicas de la colonia a
nivel de microscopio.

- Se empleara como medio de cultivo (medio sélido) Agar Sabouraud en una nueva placa.

- Anadir 15 — 20 ml del medio previamente diluido (Agar Sabouraud), dejar solidificar por
20min.

- Tomar la placa inicial y realizar un repique en el medio soélido, teniendo cuidado de
escoger la colonia mas completa y uniforme, por medio de asadas (aprox. 102 UFC), al
azar a través de toques en la nueva placa.

- Se procede a la esterilizacion del asa microbioldgica y posteriormente al flameo de la
placa.

- Se realiza el repique manteniendo la placa inicial (donde se encuentra el moho) por la
parte posterior del mechero encendido y, con ayuda de una asa microbioldgica se

realizan las asadas, con la finalidad de recoger la cantidad suficiente de la cepa.
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- Se flamea la placa que contiene el medio sdélido nuevo, abriendo lentamente la placa se
procede a realizar el repique a través de la técnica “por toques” con el asa cargada de la
cepa, se repite tantas veces hasta que la superficie del medio sélido quede cubierto con
la cantidad suficiente de la cepa.

- Finalmente se cierra y flamea la placa, luego se esteriliza el asa.

- Llevar a incubacion la placa a 37°C por 72 — 96 horas para su observacion.

- Expresar el resultado como unidades formadoras de colonias UFC/g de alimento.

Figura 19: Micelio aéreo de colonias en Agar Sabouraud (aislamiento de la cepa identificada)

Figura 20: Siembra secundaria (repique) de la colonia en Agar Sabouraud (aislamiento de la

cepa identificada)
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Figura 21: Siembra secundaria por toques en Agar Sabouraud para aislamiento de la cepa

Figura 22: Micelio vegetativo de colonia aislada
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Figura 23: Comparacion de placas: superior (arroz cocido, micelio aéreo); inferior (micelio

vegetativo de colonias aisladas)

Figura 24: Micelio aéreo de colonias aisladas
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3.2.4.2. Metodologia del Proceso

DIAGRAMA 2: OBTENCION DE UNA BEBIDA ALCOHOLICA POR HIDROLISIS
ENZIMATICA DEL Aspergillus oryzae (CEPA NATIVA) CON ACCION SIMULTANEA DE
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) SOBRE ARROZ COCIDO AL VAPOR
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1.

METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE UNA BEBIDA ALCOHOLICA POR
HIDROLISIS ENZIMATICA DEL Aspergillus oryzae (CEPA NATIVA) CON
ACCION SIMULTANEA DE Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) SOBRE
ARROZ COCIDO AL VAPOR

ACONDICIONAMIENTO DE MATERIA PRIMA

< ANALISIS FiSICO DEL ARROZ
Se analizé 100 gr del arroz escogido para el proceso y se separé las impurezas que
este tenia como granos oscuros, rojos y rotos para que no altere de ninguna manera

al producto final.

< ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL ARROZ
No se realiz6 porque la materia prima iba a ser sometida a un tratamiento de coccién

el cual elimina microorganismos patégenos de la materia prima.

a. Seleccion
Se escogieron debidamente los granos rotos, oscuros y se separaron las

impurezas de la materia prima.
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b. Lavado
Se lavé 3 veces para quitar residuos de almidon o polvo. Entonces se cubrieron

los granos de arroz con agua para prepararlos para el siguiente proceso.

c. Remojo
Se dejé el arroz en remojo por 10 horas con la finalidad de que los granos se

hidraten completamente y ablanden su estructura.
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d. Escurrido
Pasadas las 10 horas de remojo se elimina el agua y se deja escurrir por espacio

de 30 minutos.

e. Coccion al Vapor

Los 500 g de materia prima (580 g después de escurrido) se sometieron a coccion
al vapor sobre un colador cubierto para evitar pérdida de calor y por debajo del
mismo hay vapor generado por el agua caliente, obteniéndose 750 g de arroz
cocido al vapor (ACV 1); lo mismo se realiz6 para la segunda coccion al vapor,
empleandose 1500 g de materia prima (1590 g después de escurrido),
obteniéndose 2250 g de (ACV 2). Los tiempos de cocciéon para ACV 1y ACV 2
fueron de 50 minutos y 1 hora con 15 minutos respectivamente.

La coccidn al vapor genera dextrinizacion (facilita la hidrdlisis).
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2,

f. Enfriamiento
El arroz cocido al vapor es retirado de la fuente de calor para ser enfriado hasta
una temperatura aproximada de 40 °C por espacio de 25 minutos, debidamente

tapado evitando que se contamine.

INOCULACION DEL MOHO

Luego de enfriar el arroz, este es colocado en un recipiente térmico de plastico en el
cual se va a inocular el moho identificado que producira la sacarificacion; la etapa de
inoculacion se realiza a una temperatura de 40°C.

Se inocul6 de 10 a 12 asadas (1 asada = 102 UFC).
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3. HIDROLISIS (SACARIFICACION)

Después de 2 dias de inocular o sembrar el moho sobre el arroz se evidencia el
crecimiento de velamen blanco sobre la superficie del arroz (inicio de micelio
vegetativo), posteriormente la masa inoculada tiene que mezclarse completamente a
diario para evitar que el moho llegue a desarrollar un velamen verde, que significa el

maximo desarrollo del moho (micelio aéreo: etapa reproductiva, esporas). Esto se llevo

a cabo durante 10 dias con 12 horas desde la inoculacién del moho alcanzando un pH
de 4.35 y un Brix = 45%.

4. MEZCLADO

e Se adicioné 5 g de acido citrico en 2.5 L de agua.

¢ A la solucion anterior adicionar el arroz hidrolizado obtenido (940 g) y remover
completamente.

e Después de 30 minutos agregar la masa de arroz cocido al vapor (ACV 2) que ha
sido enfriado hasta una temperatura de 60 — 62°C, a la solucion anterior y
homogenizar completamente.

e Se completaron 500 ml de agua a la mezcla anterior.

e Se realiz6 la activacion de la levadura, tomando un volumen de 20 ml de la mezcla
anterior y calentando entre 40 a 42°C, se adicionaron los 5 g de levadura a los 20
ml de mosto extraido, se dejo en reposo por unos minutos para activar la levadura,

esto se adicion6 al mosto agitando hasta homogenizar completamente la mezcla.
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5. FERMENTACION

Las enzimas amiloliticas actian mejor a un pH entre 4 — 5.

Se adicionan al bioreactor los ingredientes: agua, acido citrico, arroz hidrolizado. La
mezcla debe estar a un pH inicial de 4.5, se verifica de que a un pH de 4.7 las enzimas
amiloliticas actian mejor, debido a que el acido citrico adicionado producira una mejor
accion de la enzima sobre el arroz cocido al vapor, seguidamente se adiciona la masa
de arroz cocido al vapor (ACV 2) enfriada hasta una temperatura de 62 °C. Con todo
esto la levadura tendra suficiente sustrato para iniciar la reacciéon de fermentacion. El

tiempo de fermentacion fue de 14 dias.

(Cuarto dia fermentacion) (Décimo cuarto dia fermentacion)

6. FILTRACION

Se llevé a cabo usando como material para filtrar (tocuyo), filtrando un total de 6.2 L de
mosto; se obtuvo 5 L de mosto filtrado y 1200 g de afrecho de arroz.
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7. DESTILACION

Se realizaron 10 ciclos de destilacion recogiéndose 850 ml de bebida alcohdlica al 55%

de volumen en alcohol de un total de 5 L de mosto filtrado (bebida alcohdlica filtrada).

8. EMBOTELLADO/ETIQUETADO

Se esterilizé y desinfectdé adecuadamente una botella de vidrio transparente con
capacidad de 125 ml para su posterior embotellado y etiquetado; en la cara frontal y
tapa de la botella (nombre de la bebida), cara posterior (descripciéon de la bebida). La

etiqueta ha sido elaborada en papel couché seguido de un proceso de plastificacion.

9. ALMACENAMIENTO

Nuestra bebida alcohdlica fue almacenada en un lugar fresco y seco a temperatura

ambiente.
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3.2.4.3. Métodos Fisicos

A. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS. Segun Norma Técnica Peruana INDECOPI
211.013.

Cuadro N° 1: Caracteristicas Organolépticas

ASPECTO AROMA

Liquido cristalino,

. , Caracteristico, Caracteristico,
sin particulas en - .
s, . libre de olores libre de sabores Incoloro
suspension, ni - .
extrafios extrafios

sedimentos

Fuente: Elaboracion Propia

B. DENSIDAD. Método por Picnometria segin AOAC.

En primer término es necesario conocer el peso del picnémetro vacio, luego el peso
del mismo con agua destilada asi como también el peso con la muestra.

El peso obtenido del picnémetro con agua y con la muestra quitar el peso del
picnémetro vacio obteniéndose asi el peso del agua y muestra respectivamente.

La densidad se obtiene por la relacion siguiente:

Dm = 22 TPy

Pa—Pp
Donde:
Dm = densidad de la muestra (g/ml)
Pm = peso del picnédmetro con muestra en (g)
Pa = peso del picndmetro con agua destilada (g)
Pp = peso del picnédmetro vacio (g)
da = densidad del agua (1 g/ml)

4039 — 17.14 (1g>
m

T 41.96 — 17.14 \ml

[ Dm = 0.93674 g/ml J
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C. GRADO ALCOHOLICO EN °GL. Seguin Norma Técnica Peruana INDECOPI 211.005.

- Se tomaron aproximadamente 150 ml de la muestra, se dejaron enfriar hasta 10 °C
durante 30 minutos en un frasco plastico bien tapado.

- Luego se depositd la bebida alcohdlica en una probeta de 100 ml completamente
seca y se introdujo el alcoholimetro controlando la temperatura hasta que llegue a los
20 °C, momento en el cual se tomo6 la lectura que marcaba el alcoholimetro. Se
efectuaron por lo menos tres lecturas.

# Grado alcohdlico del mosto filtrado: 16%Vol.Alc.

% Grado alcoholico de bebida alcohdlica “Diablo Blanco”

[ °GL = 55% Vol. Alc. J

D. RENDIMIENTO DE BEBIDA ALCOHOLICA. Segun férmula:

Volumen del destilado
%R = x 100
Volumen del mosto

%R = 850 ml 100
= 5000 ml ~

%R =17%

3.2.4.4. Métodos Quimicos
A. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES Y AZUCARES TOTALES
4 Estandarizacion de la Solucion de Fehling:

1. Colocar 5 ml de la soluciéon A 'y 5 ml de la solucion B en una fiola de 250 ml. Ahadir 20
ml de agua destilada (por duplicado).

2. Enunabureta de 50 ml colocar la solucion de glucosa al 0.5%. Dejar caer desde la bureta
solucién de glucosa y lleve a ebullicion. Dejar calentar durante 2 minutos.

3. Continuar agregando pequefias cantidades de solucién de glucosa y calentar después
de cada adicién hasta que observe un precipitado rojo indicando el término de la
titulacion.

4. Tomaren cuenta el volumen de solucion de glucosa gastado en la titulacion final y calcule
el titulo del licor de Fehling expresado en mg de glucosa anhidra.

Calculos:
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f=(ml de sol. glucosa/10ml sol. Fehling) * (0.5 sol. glucosa/100ml sol. glucosa) * (1000mg

glucosa/1g glucosa)

Para los siguientes experimentos se necesitara el valor del titulo del licor de Fehling (1),

para ello calcular un valor promedio con los valores obtenidos.

CALCULANDO FACTOR

f = [(ml solucion Gasto)*(% solucién Glucosa)*(10 ml solucién Fehling)]/1000

G1=4.0ml sol. glucosa

G2 =4.7ml sol. glucosa

f1 = (4.0ml sol. glucosa/10ml sol. Fehling) * (0.5g glucosa/100ml sol. glucosa) * (1000mg
glucosa/1g glucosa) = 2mg glucosa/ml sol. Fehling

f2 = (4.7ml sol. glucosa/10ml sol. Fehling)*(0.5g glucosa/100ml sol. glucosa)*(1000mg

glucosa/1g glucosa) = 2.35mg glucosa/ml sol. Fehling

f=2.175mg glucosa/ml sol. Fehling

Determinacion de Aztlicares Reductores:

Colocar en una bureta la solucién problema.

2. Colocar en una fiola de 250 ml, 5 ml de la solucién de Fehling A y 5 ml de solucion de
Fehling B, agregar 20 ml de agua destilada (hacerlo por duplicado).

3. Llevar a ebullicion y vierta rapidamente la solucion problema, con la ayuda de la bureta.
A medida que la coloracioén (azul) cuprica se debilita, indica que la titulacién esta llegando
a su fin. Continuar la titulacién hasta que se observe un cambio de coloracion azul a rojo
ladrillo.

4. Anotar el volumen de la muestra problema consumido en la titulacion.

Célculo: %A.R. = (f/vol. Solucion gastados) * 100

=  %AZUCARES REDUCTORES (ARROZ COCIDO AL VAPOR)
G1=50ml sol. muestra
G2 = 48.5ml sol. muestra
%AR1 = (2.175mg glucosa/50ml sol. muestra) * 100ml sol. muestra = 4.35% =
4.35mg glucosa/100ml sol. muestra = 4.35 g/L
%AR2 = (2.175mg glucosa/48.5ml sol. muestra) * 100ml sol. muestra = 4.48% =
4.4835mg glucosa/100ml sol. muestra = 4.48 g/L

[ %AR = 4.415mg glucosa/100ml sol. muestra J
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= %AZUCARES REDUCTORES (ARROZ HIDROLIZADO)
G1=19.6ml sol. muestra
G2 = 19ml sol. muestra
%AR1 = (2.175mg glucosa /19.6ml sol. muestra) * 100ml sol. muestra = 11.10%
= 11.10mg glucosa/100ml sol. muestra
%AR2 = (2.175mg glucosa/19ml sol. muestra) * 100ml sol. muestra = 11.45% =

11.45mg glucosa /100ml| muestra

[ %AR = 11.28mg glucosa/100ml sol. muestra J

Determinacion de Azuicares Totales:

1. Medir 50 ml de la solucion problema con una pipeta y colocarlos en un matraz aforado
de 100 ml.

2. Anadir 5 ml de HCL 1:1 y caliente a 70 °C durante 15 minutos. Enfriar a temperatura
ambiente.
Neutralizar con NaOH usando fenolftaleina como indicador.
Completar el volumen a 100 ml con agua.
Filtrar y determinar los azucares totales, siguiendo los paso del 1 al 4 del experimento

anterior.

Célculo: %A.T. = (f/vol. Solucion gastados) * 100

Calculos Tipicos:

- Para el titulo del licor de Fehling:
Si 10 ml de licor de Fehling reaccionan por completo con 10 ml de solucién de
glucosa al 0.5%; el titulo de la solucién de Fehling es de 50 mg de glucosa.
Si se gasta 11 ml de solucién azucarada, el titulo de su solucion sera 55 mg de
glucosa. Si el titulo del licor de Fehling es diferente debe ajustar los calculos al

titulo real.

=  %AZUCARES TOTALES (ARROZ COCIDO AL VAPOR)
G1=22 ml sol. muestra
G2 = 20.9 ml sol. muestra
%AT1 = (2.175mg glucosa /22ml sol. muestra) * 100ml sol. muestra = 9.89% =
9.89mg glucosa/100ml sol. muestra
%AT2 = (2.175mg glucosa/20.9ml sol. muestra) * 100ml sol. muestra = 10.41%

= 10.41 mg glucosa/100ml sol. muestra

[ %AT = 10.15mg glucosa/100ml sol. muestra J
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= %AZUCARES TOTALES (ARROZ HIDROLIZADO)
G1=6.2 ml sol. muestra
G2 = 6.0 ml sol. muestra
%AT1 = (2.175 mg glucosa /6.2ml sol. muestra) * 100 ml sol. muestra = 35.08%
= 35.08mg glucosa/100ml sol. muestra
%AT2 = (2.175 mg glucosa /6.0 ml sol. muestra) * 100 sol glucosa = 36.25% =

36.25mg glucosa/100ml sol. muestra

[ %AT = 35.67mg glucosa/100ml sol. muestra J

B. ACIDEZ TOTAL. Segun Norma Técnica Peruana INDECOPI 211.002

- Se colocaron 25ml de muestra en un matraz de 200ml, se agregaron 4 gotas de
solucion de fenolftaleina 1%.

- Se titulo la acidez en la solucion de NaOH 0,1N hasta la aparicion de un color rosado
persistente. (ESTO SE HIZO POR DUPLICADO).

- Se anotaron los ml gastados y se realizaron los calculos, la acidez total se expreso

en acido acético en g/L.

T G x N(NaOH)x PE
B Vm

Donde:

AT = acidez total, como acido acético en g/L
G1 = gasto de volumen 1 de NaOH (0.3ml)
G2 = gasto de volumen 2 de NaOH (0.3ml)

N = normalidad de la solucion de NaOH (Eq/L)
PE = peso equivalente del acido acético (60g/Eq)
Vm = volumen de la muestra (ml)

(0.3mlx 0.1Eq/L x 60g/Eq)

ATL = 25ml

Conversioén de unidades: 1L = 1000ml
1g = 1000mg

|- (0.0003X x 0.1Eq/Kx 60g/EQ)
B 0.025L

AT1 = 0.072g/L
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e 100ml
B 0.0072g<1000mg)
~ 100ml 18

0.3ml x 0.1Eq/L x 60g/E
ar2 = & q/Lx 60g/Eq)

25ml
AT = (0.00031. x 0.1Ed/L x 60g/Eq)
- 0.025L
AT2 = 0.072g/L

0.072g — — —— — — 1000ml

X ———=——— 100ml

3 0.0072g’<1000mg)

~ 100ml 18

. ACIDEZ VOLATIL. Segun Norma Técnica Peruana INDECOPI 210.017

- Se midieron 110ml de la muestra, colocandose en un balén de destilacion de 500ml,
que se llevo al equipo de destilacion conectandose al tubo refrigerante, se instalaron
las mangueras de agua (una para la entrada de agua y otra para la salida).

- Se colocdé un mechero cerca para calentar la muestra y que por destilacion se
desprendan los acidos volatiles presentes, se recibié el destilado en un Erlenmeyer
de 250ml (aprox. hasta100 ml).

- Seftituld el destilado con NaOH 0,1N hasta la aparicion de un color rosado claro (antes
de titular se agreg6 3 a 5 gotas de fenolftaleina al 1%).

- Se realizaron los calculos respectivos, la acidez volatil se expresa en acido acético

en g/100ml de alcohol anhidro.

v G x N(NaOH)x PE
B Vm
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Donde:

AV
G1
G2
N
PE
Vm

= acidez volatil, como acido acético en g/L

= gasto de volumen 1 de NaOH (0.6ml)

= gasto de volumen 2 de NaOH (0.6ml)

= normalidad de la solucién de NaOH (Eqg/L)
= peso equivalente del acido acético (60g/Eq)

= volumen de la muestra destilada (ml)

(0.6ml x 0.1Eq/L x 60g/Eq)

AVl = 100ml

_ (0.0006)x 0.15q/L x 60g/Ed)

AV 0.1L

AV1 = 0.036g/L

B 0.0036g<1000mg)
~ 100ml 1¢

(0.6ml x 0.1Eq/L x 60g/Eq)
100ml

AV2 =

_ (0.0006K'x 0.1E€/L x 60g/EQ)

Avz 0.1L

AV2 = 0.036g/L

B 0.0036g<1000mg)
~ 100ml \ 1g
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Despejando Acidez Fija (AF):

AF = AT - AV

Donde:

AF = acidez fija (mg Ac. Acético/100 ml alcohol anhidro)
AT = acidez total (mg Ac. Acético/100 ml alcohol anhidro)
AV = acidez volatil (mg Ac. Acético/100 ml alcohol anhidro)

Reemplazando:

AF = 3.6mg Ac.acético/looml alcohol anhidr

D. METANOL EN BEBIDA ALCOHOLICA. Segin Norma Técnica Peruana INDECOPI
210.002

Preparacion de la Curva Estandar:

1. Medir 0,2 ml de metanol puro y colocarlos en una fiola de 1 L y aforar con
alcohol etilico al 5.5% vy tratarlos de la misma forma que a la muestra.

2. Hacer lo mismo que en el paso 1 para 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 ml de metanol puro.

Preparacioén del Blanco:

- Usar como blanco alcohol etilico a 5.5% tratado de forma similar a la

muestra.

Preparacion de la Muestra:

- Medir 2 ml de solucion de KMnO4 0,1 N y colocarlos en una fiola de 50 ml y
dejarlo en bafio con hielo.

- Adicionar 1 ml de la muestra helada y dejar reposar 30 minutos en bafo de
hielo.

- Agregar una pequefia cantidad de bisulfito de sodio hasta decolorar.

- Anadir 1 ml de solucion de acido cromotrépico al 5%.

- Anadir 15 ml de acido sulfurico concentrado (98%) lentamente por las

paredes y mantener la fiola en bafio de hielo por 3 minutos.
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- Colocar la fiola en bafio Maria a 60 °C por 15 minutos y enrasar con agua

destilada, mezclar bien, enfriar y leer a 575 nm.

NOTA:

e Acido Cromotrépico al 5%:

- Pesar 5 g de Acido cromotrépico y colocarlos en una fiola de 100 ml,

aforar con agua destilada.

e Alcohol Etilico al 5.5%:

- Medir 5.5 ml de Alcohol Etilico Absoluto Anhidro y colocarlos en una fiola
de 100 ml y aforar con agua destilada (preparacion del blanco).

- Para la preparacion de la curva estandar; medir 55 ml de Alcohol Etilico
Absoluto Anhidro, colocarlos en un fiola de 1 L y aforar con agua

destilada (repetir este paso 5 veces).
Calculos:

& V1 =0.2 il metanol x (1 L/1000 ml) = 0.0002 L

Calculando la cantidad de metanol en gramos (densidad metanol 790g/L)

P£S I —— 1L
 Q— 0.0002 L
X = 158 mg/L

% V2 =0.4 mi metanol x (1 L/1000 i) = 0.0004 L

Calculando la cantidad de metanol en gramos (densidad metanol 790g/L)

790 g ------—--m-—m-m-- 1L
X e 0.0004 L
X =316mg/L
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% V3 =0.6 Ml metanol x (1 L/1000 nrﬁ) =0.0006 L
Calculando la cantidad de metanol en gramos (densidad metanol 790g/L)

AR R — 1L
G ——— 0.0006 L
X = 474 mg/L

% V4 = 0.8 sl metanol x (1 L/1000 mf) =0.0008 L
Calculando la cantidad de metanol en gramos (densidad metanol 790g/L)

AR R — 1L
P ——— 0.0008 L
X = 632 mg/L

% V5 =1l metanol x (1 L/1000 rl) = 0.001 L
Calculando la cantidad de metanol en gramos (densidad metanol 790g/L)

P4V P —— 1L
G —— 0.001 L
X = 790 mg/L

v' CURVA DE CALIBRACION

Cuadro N° 2: Curva de Calibracion

158 0.019
316 0.015
474 0.012
632 0.005
790 0.002

Fuente: Elaboracion Propia
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Grafica N° 1: Curva de Calibracion (Absorbancia Vs. Concentracion de Metanol)

Curva de Calibracion
0.025
y =-3E-05x + 0.0238
R2=0.9817
0.02
<
% 0.015
<
& °
2 oo01
4]
<L
0.005 [ )
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
CONCENTRACION DE METANOL (mg/L)

Fuente: Elaboracion Propia

v LECTURA DE ABSORBANCIA DEL BLANCO:

A=0.004

Restando la lectura de absorbancia del blanco, a cada valor de absorbancias obtenidas para las

diferentes concentraciones de metanol, empleados para elaborar la curva estandar.

Cuadro N° 3: Absorbancia de Metanol para la Curva Estandar — Absorbancia del Blanco

158 0.015
316 0.011
474 0.008
632 0.001
790 -0.002

Fuente: Elaboracion Propia

Reemplazando la absorbancia de la muestra en la ecuacion de la recta de la curva estandar

para obtener P:

y = -3x10°x +0.0198

Donde:

Yy = Absorbancia de la muestra
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La bebida alcohdlica al 55% (muestra), tiene una absorbancia de 0.008, restandole el blanco
seria 0.004

Cuadro N° 4: Absorbancia de la Muestra — Absorbancia del Blanco

0.008 0.004 y = 0.004

Fuente: Elaboracion Propia

Grafica N° 2: Curva de Calibraciéon restando Absorbancia del Blanco

Curva de Calibraciéon restando Absorbancia del Blanco

0.018

0.016 y =-3E-05x + 0.0198

R?=0.9817
0.014

0.012
0.01
0.008
0.006
0.004
0.002
0
-0.002

(Abs. Metanol - Abs. Blanco)

0 100 200 300 400 500 600 700 0 900

-0.004 A
CONCENTRACION DE METANOL(mg/L)

Fuente: Elaboracion Propia
Reemplazando:
0.004 — 0.0198/-3x10® = x
x = 526.67mg/L
=P P = 526.67mg/L
M=Px1073xD
Donde:
M = metanol en mg/L
P =mg/L leidos en la curva estandar de la muestra

D = Factor de dilucién de la muestra

M = (526.67) X (10-%) X (1/50)

M = 0.010533g/L
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R0k ) P—— 1000 ml

X 100 ml

X = 1.0533x10-3g/100ml x (1000mg/1g)

Interpretacion:

= La pendiente de la curva de calibracion es negativa, debido a que la relacion entre sus
variables presentan una relacion inversa; es decir que: a mayor absorbancia, hay menor
concentracion metanol y a menor absorbancia, existe mayor concentracion de metanol.

= El coeficiente de correlacién R? es 0.9817, significa que mientras mas préximo al valor 1,
existe mayor correlacion entre ambas variables.

» La mejor curva de calibracién (curva estandar) es la generada por la resta de la
absorbancia del blanco a las diferentes concentraciones de metanol empleadas para
elaborar la curva estandar. Esto es debido a que puede haber presencia de algunas
sustancias diferentes a metanol en la curva estandar y al restar la absorbancia del blanco,

obtenemos las absorbancias reales de metanol.
E. ESTERES. Segun Norma Técnica Peruana INDECOPI 210.020

- Se colocaron 50ml de muestra en un balén de 300ml.

- Se agregaron 4 gotas de la solucion de fenolftaleina 1%.

- Se neutralizd exactamente la acidez con la solucién de NaOH 0,1N.
- Se agregd un exceso de 20 ml de NaOH 0,1N.

- Se hirvio con un refrigerante de flujo en bafio Maria por 30 minutosy;, .
- Se dejo enfriar con el refrigerante colocado.

- Se agregaron 20 ml de solucion de ac. Sulfurico 0,1N.

- Se valoro el exceso de acido con la solucion de NaOH 0,1N.

- Se anotaron los ml gastados y se realizaron los calculos para la formula:

E=Nx0.176
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Do

nde:

esteres expresados como acetato de etilo en g/L

N1 = mililitros de NaOH empleados en la valoracion del exceso de acido
(0.2ml).

N2 = mililitros de NaOH empleados en la valoracion del exceso de acido
(0.1ml).

0,176 = factor de conversion del acetato de etilo.

Reemplazando

E1=0.2x0.176

E1 = 0.0352g/L

00352g——————— 1000 ml
X———————= 100 ml
3 0.00352g/(1000mg>
~ 100ml 1g

E2=0.1x0.176

E2 =0.0176g/L

00176g —————— 1000 ml
X ————=——- 100 ml
B 0.00176g/(1000mg>
= 100ml \ 1¢

2 =_1,76 mg Acetato de etilo/100ml alcohol anhidro!

|E promedio = 2.64mg Acetato de etilo/100ml alcohol anhidrol
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ALDEHIDOS. Segun Norma Técnica Peruana INDECOPI 210.020.

- Se determind el grado alcohdlico de la muestra (55°GL) en un matraz de 500ml de
capacidad, se colocaron 200ml de muestra y se agregdé 35ml de agua destilada y
unas perlas de vidrio.

- Se destild lentamente, y se recibi6 el destilado en un matraz aforado de 200ml hasta
que llegara cerca de la marca.

- Se transfirié el destilado medido a un matraz aforado de 500ml.

- Se agrega 25ml de bisulfito de sodio 0,05N, se deja 30 minutos, agitandosele
ocasionalmente.

- Se adiciona solucion de lodo 0,05N hasta que el color de la muestra que se observa
es anaranjado, agregandole 1ml en exceso.

- Se procede inmediatamente a titular la muestra con tiosulfato de sodio 0,05N.

- Se realiza de modo similar una prueba en blanco utilizando agua destilada.
Célculo de Resultados:

_VXNX22X100 100

M X G.A.R.
Donde:
A = aldehidos expresados en mg de acetaldehido por 100ml de alcohol
anhidro
\ = diferencia de volumenes de tiosulfato en las titulaciones
N = normalidad de la solucién de tiosulfato en las titulaciones
22 =m.eq. de acetaldehido expresado en mg

G.A.R.= grado alcohdlico real de la muestra en escala Gay-Lussac

M = ml de la muestra utilizada
Reemplazando:

Ao (5ml — 3ml) x (0.05Eq) x 22mg/Eqx 100 _ 100
B 200ml 55ml

Ao (2ml) x (0.05E4) x 22mg/Eq x 100 _ 100
- 200m( 55ml

= ARV TG
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CAPITULO IV

RESULTADOS

> SIEMBRA PRIMARIA :

Cuadro N° 5: Siembra Primaria (26 dias a 35-37 °C en estufa)
DURACION

26 dias

35-37°C

Fuente: Elaboracion Propia

Cuadro N° 6: Caracteristicas Macroscopicas y Microscépicas de la colonia

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Superficie densamente aterciopelada

Conidioforos de paredes rugosas, hialinos

Borde irregular

Conidioforos : de pared rugosa , vesiculas

globosas con masa de esporas en forma de
columna o radiada, en algunas cabezas las
fialides nacen directamente de la superficie

de la vesicula y en otras nacen métulas

De tamaino mediano

Vesiculas subglobosas, 40-80 ym de

diametro

Micelio vegetativo (velamen blanco),
presencia de textura algodonosa blanca.
Reverso de la placa es color blanco-crema,

no presenta exudacion

Las fidlides a menudo crecen sobre las
vesiculas o sobre las métulas midiendo 10-15

Mm x 3-5 ym, métulas 8-12 ym x 4-5 ym

Micelio aéreo (amarillo verduso) y minima
presencia de velamen blanco alrededor de la

colonia

Conidios globosos a subglobosos 3.5-4 ym

de color verde

Fuente: Manual de clave determinativa de las especies del género Aspergillus

Cuadro N° 7: Resultados de Camara cuenta colonias en arroz cocido al vapor

SEGUN: ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for Foods)

Menor a 30 colonias

(APTO)

Entre 30-300

(175 UFC/g; CONTABLE, APTO)

Mayor a 300

(INCONTABLE, NO APTO)

Fuente: Elaboracion Propia
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Figuras 25 y 26: Recuento de colonias en placas en Camara cuenta colonias

Fuente: Elaboracion Propia

HIDROLISIS ENZIMATICA:
Duracién: 10 dias con 12 horas.
Analisis fisicoquimicos: pH, Brix, azucares reductores (%AR), azucares totales (%AT).

Otras pruebas: Andlisis sensorial.

Cuadro N° 8: Resultados de pH y °Brix de la hidrélisis enzimatica del arroz

Lectura Factor Brix Brix Muestra
Brix dil. correg. directa

0 horas

(ACV) 28.2 | 7.14 0 5 0 0
60 horas 28.4 | 6.58 3 5 15 18
84 horas 28.3 | 6.11 4 5 20 21
132 horas | 28.6 | 5.89 5 5 25 29
156horas | 28.2 | 5.65 6 5 30 32
180 horas | 28.3 | 4.96 6.6 5 33 36
252 horas | 28.2 | 4.35 8.8 5 44 45

Fuente: Elaboracion Propia
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Cuadro N° 9: Resultados de analisis de Aziucares Reductores y Azucares Totales

ARROZ COCIDO AL

MUESTRA

VAPOR (2.05g)

por el método Fehling

4.415 mg glucosa/100ml

sol. muestra

10.15 mg glucosa/100mi

sol. muestra

ARROZ HIDROLIZADO

(2.11g)

11.28 mg glucosa/100mi

sol. muestra

35.67 mg glucosa/100ml

sol. muestra

Fuente: Elaboracion Propia

Cuadro N° 10: Resultados de Analisis Sensoriales

Aspecto

Observacion

caract. arroz, granos La inoculacién se
o . caract. arroz, | blanco - .
0 horas | 40°C sin olor ; enteros y llevo a cabo a 40
. sin sabor Ccremoso o
residual graneados C
. resenci Igun ran
Ligeramente presencia algunos granos
. . velamen tienen presencia
60 R acido, ligeramente blanco -
33°C . blanco en de humedad, se
horas residual dulce cremoso e .
superficie de homogenizaron
afrutado
los granos los granos
presencia de
liquido . .
84 blanco - consistencia
33°C | olor afrutado dulce lechoso en
horas Ccremoso pastosa
algunos
granos
. se removieron los
olor dulce sin .
132 o . : blanco - Semi granos
32°C | ligeramente residual :
horas . . cremoso pastoso homogenizando la
a sillao acido
pasta
incrementa presencia de un
156 o caracteristico acidez, blanco - liquido
32°C . L pastoso .
horas a sillao disminuye el | cremoso ligeramente
sabor dulce amarillo
incrementa
e sabor dulce, muy pastoso | se percibe un olor
180 R caracteristico . . blanco - yp P
32°C . la intensidad (arroz con a fermentado
horas a sillao . cremoso
de la acidez leche) (alcohol)
se mantiene
la mayoria de
228 o caracteristico incremento blanco - | consistencia ranos estan
31°C
horas a sillao sabor dulce | cremoso | semi-batida digeridos o
batidos
e incremento . .
252 R caracteristico blanco - Batido olor intenso a
30°C ) de sabor o
horas a sillao . cremoso (digerido) alcohol
dulce y acido

Fuente: Elaboracion Propia
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> FERMENTACION:

Cuadro N° 11: Resultados de Sélidos Solubles y pH en Fermentacion Alcohdlica

FERMENACION DEL MOSTO

Dia pH Brix
0 4.5 13
1 4.5 13
2 4.2 11.8
3 4.0 10.3
4 3.9 9.8
5 3.8 8.6
6 3.6 8.2
7 3.5 7.8
8 3.4 6.8
9 3.3 5.9

10 3.2 5.2
1 3.1 4.7
12 3.1 4.0
13 3.1 4.0
14 3.1 4.0

Fuente: Elaboracion Propia

Grafica N° 3: Variacion de pH durante la Fermentacion Alcohdlica

Variacion de pH —e—pH
5
4.5
4
3.5
3
3 25
2
1.5
1
0.5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de Fermentacion (dias)

Fuente: Elaboracion Propia
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Grafica N° 4: Variacion de % Soélidos Solubles durante la Fermentaciéon Alcohdlica

% Solidos Solubles

—@— Brix

Sdlidos Soubles

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo de Fermentacidn (dias)

Fuente: Elaboracion Propia

> DESTILACION:

Cuadro N° 12: Resultados de la Destilacion
VOLUMEN DE BEBIDA

VOLUMEN DE MOSTO

CICLOS SITARE ALCOHOLICA
DESTILADA
1 500 mi 85 ml
2 500 mi 80 ml
3 500 ml 85 ml
4 500 mi 90 ml
5 500 ml 90 ml
6 500 ml 90 ml
7 500 ml 85 ml
8 500 ml 85 ml
9 500 ml 80 ml
10 500 ml 80 ml

Fuente: Elaboracion Propia
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» CONTENIDO DE ALCOHOL: Se obtuvo una bebida alcohdlica con 55% de volumen en

alcohol.

> ANALISIS FISICOQUIMICOS DEL PRODUCTO TERMINADO:

Cuadro N° 13: Resumen de resultados Fisicoquimicos del Producto Terminado

RESULTADOS FISICOQUIMICOS

DENSIDAD: Método por picnometria Dm=0.93674 g/ml
GRADO ALCOHOLICO °GL = 55% (55ml de alcohol en 100ml de

bebida alcohdlica)

ACIDEZ TOTAL %AT =7.2%

METANOL %M = 1.0533%
ESTERES %E = 2.64%
ACIDEZ VOLATIL %AV = 3.6%
ALDEHIDOS %A = 2%

Fuente: Elaboracion Propia
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CAPITULO V

DISCUSIONES

Durante el desarrollo de la parte experimental de esta investigacion; se aplico el
método Fehling para determinar azucares reductores y azucares totales en arroz
cocido al vapor y arroz hidrolizado obteniéndose los siguientes resultados: ACV =
4.415% (AR) y 10.15% (AT); AH =11.28% (AR) y 35.67% (AT), la presencia de estos
azlcares se debe a la hidrdlisis; es decir las enzimas liquefactoras actuan licuando
el almidén generando una ruptura de enlaces glucosidicos con la generacién de
glucosa y con la formacién de agua observandose una ganancia de peso de la masa

de arroz.

Lo citado en la pagina 20 (inoculacién del moho) fundamentado tedricamente por
Garcia (2010), quien afirma lo siguiente: “El sake se produce a partir del grano del
arroz; pero a diferencia de otras bebidas producidas por fermentacion, las enzimas
que rompen las moléculas del almiddn y lo transforman en azucares fermentables,
se encuentran en el moho Aspergillus oryzae, ninguna de las otras levaduras puede
degradarlo. Este proceso, también llamado sacarificacion, es llevado a cabo por dos
enzimas: la a-amilasa (enzima liquefactora), y la glucoamilasa (enzima
Deshidrogenasa)”. Confirmandose lo dicho por la autora, mediante los analisis

fisicoquimicos como azucares reductores, azlcares totales y sélidos solubles.

En la grafica N°3, podemos observar cuantitativamente que la variacion de pH en la
fermentacion alcohdlica muestra un descenso de 3.5 hasta el dia 7, contintia bajando
el pH a 3.2 al décimo dia y termina la fermentacién con un pH de 3.1 el dia 14, lo cual
fue controlado para evitar la acidificacion del mosto y con respecto al porcentaje de
solidos solubles en la fermentacion (grafica N°4); se observa un descenso rapido
hasta el dia 12 de la fermentacion alcohdlica, terminando con un de 4% de soélidos el
dia 14, lo cual segun Benavides y Pozo (2008) en su trabajo de investigacién llamado
“ELABORACION DE UNA BEBIDA ALCOHOLICA DESTILADA (Vodka) A PARTIR
DE TRES VARIEDADES DE PAPA (Solanum tuberosum) UTILIZANDO DOS TIPOS
DE ENZIMAS”, los datos de pH y porcentaje de solidos solubles obtenidos se
encuentran dentro del rango de 3.02 — 4.5 y 3.45% — 14% respectivamente.
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Algunos autores consultados como Garcia 2010, dan mayor énfasis al grado
alcohdlico del sake destilado que se encuentra entre un rango de 45 - 65 °GL, ademas
lo compara con una bebida alcohdlica destilada como el whisky y no precisamente
con el vino; ya que su grado alcohdlico es aproximado al del sake filtrado: entre 17 —
20 °GL. Por lo cual, con respecto a los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacion y segun la autora encontramos que el grado alcohdlico de la bebida
obtenida (55 °GL), se encuentra dentro del rango establecido para una bebida

alcohdlica destilada.

Los andlisis fisicoquimicos realizados a la bebida alcohdlica (tomando cabeza y
cuerpo del destilado), como densidad, acidez total, metanol, ésteres, aldehidos y
acidez volatil fueron comparados con los requisitos establecidos para bebidas
alcohdlicas destiladas (Vodka) segun la Norma Técnica Peruana (NTP 211.013 —
2004/revisada el 2014), debido a que la materia prima empleada en ambas bebidas
alcohdlicas son cereales y son destiladas. Obteniéndose resultados que se
encuentran dentro de los requisitos establecidos por la Norma Técnica, excepto para
acidez total; ello es debido a que para la obtencion de la bebida alcohdlica se debid

descartar la cabeza del destilado tomando unicamente el cuerpo del mismo.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se obtuvo una bebida alcohdlica destilada con 55 °GL, por hidrdlisis enzimatica del
Aspergillus Oryzae (cepa nativa) con accion simultanea de Saccharomyces

cerevisiae (ATCC 9763) sobre arroz cocido al vapor.

La técnica del cubre — objetos con KOH al 40% confirmé taxondémicamente al
compararse con el “Manual de claves determinativa de las especies del género
Aspergillus” que el microorganismo usado en la parte experimental del trabajo
pertenecio al género Aspergillus y a la especie oryzae. El bioensayo (prueba
cualitativa) permitié determinar la capacidad del microorganismo para hidrolizar y

fermentar los azucares presentes en los caldos.

La bebida alcohdlica present6 un rendimiento del 17% tomando las dos partes del

destilado (cabeza y cuerpo).

Durante la coccion al vapor (ACV 1 y ACV 2), se observd que los parametros
adecuados de temperatura y tiempo para la coccién al vapor del arroz no superaban
los 100°C (65 — 70 °C del vapor de coccion); esta etapa se llevo a cabo por un periodo
de 50 minutos y 1 hora con 15 minutos respectivamente, esto facilitd la hidrolisis

generando dextrinizacion en el almidon del arroz.

La bebida alcohdlica destilada a base de arroz (“Diablo Blanco”) cumplié con la
mayoria de los requisitos fisicoquimicos y sensoriales de la Norma Técnica Peruana:
NTP 211.013.2004 (BEBIDAS ALCOHOLICAS-Vodka/2004 — revisada el 2014);
siendo de mayor relevancia el andlisis de metanol, cuyos niveles en nuestra bebida
alcohdlica estuvieron por debajo de los niveles establecidos por la Norma Técnica
Peruana para Vodka, en el caso de la acidez total, no cumplié con la Norma,
elevandose ligeramente el parametro debido a que se tomé la cabeza del destilado;
en cuanto a las propiedades organolépticas, cumplié con los parametros establecidos

por la Norma.
Se logro establecer la hidrélisis enzimatica por Aspergillus oryzae sobre arroz cocido

al vapor y la fermentacion como los procesos biotecnoldgicos para la obtencion de

una bebida alcohdlica.
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RECOMENDACIONES

Esta investigacion recomienda que el repique (siembra secundaria) y la inoculaciéon
de la cepa en el arroz cocido al vapor sea lo mas cuidadosa posible, garantizando la
esterilidad de los materiales de laboratorio y posible contaminacién por otros

microorganismos.

Es recomendable que desde la aparicién de velamen blanco (micelio vegetativo) se
mezcle completamente a diario la masa de arroz cocido al vapor, permitiendo que las

enzimas del moho actuen completamente sobre el arroz.

En la etapa de fermentacion se recomienda utilizar agua potable para bajar los costos

de produccion.

Después de la filtracion se recomienda dejar reposar el mosto por al menos siete dias
con el propésito de concentrar mas los olores y sabores caracteristicos del producto

que permite mejorar las caracteristicas organolépticas en la bebida.

Se sugiere descartar el 5% del destilado total (inicio de destilacién) que forma parte
de la “cabeza” del destilado con la finalidad de eliminar la posible presencia de

metanol.

Se recomienda evitar recoger las cabezas del destilado durante el proceso, debido a
la presencia de sustancias toxicas en esta fraccion del destilado y también porque
afectaria el resultado de los analisis fisicoquimicos, en especial los resultados de

acidez total y metanol.
Se recomienda evitar recoger las colas del destilado durante el proceso, debido a que
esto afecta el color (transparencia) y demas caracteristicas organolépticas; asi como

también el grado alcohdlico de la bebida.

Se recomienda destinar los residuos obtenidos en la etapa de filtracion a la

alimentacién de aves de corral.
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CAPITULO VI

ANEXOS

METODO MICROBIOLOGICO (IDENTIFICACION MICROSCOPICA DEL MOHO)

ANEXO N° 1: MATERIALES PARA LA IDENTIFICACION MICROSCOPICA DEL
MOHO Asperygillus oryzae

ANEXO N° 2: ADICION DE MUESTRA SOBRE LAMINA PORTA OBJETOS
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ANEXO N° 3: ADICION DE KOH AL 40% SOBRE LA MUESTRA

ANEXO N° 4: COLOCACION DE LAMINA CUBRE OBJETOS SOBRE LA MUESTRA
ACONDICIONADA

ANEXO N° 5: VISUALIZACION MICROSCOPICA
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“BIOENSAYO”

IDENTIFICACION BIOQUIMICA — DEGRADACION ANAEROBICA DE CARBOHIDRATOS

Objetivo: Determinar presencia de metabolismo anaerobico de degradacion del moho
aislado para comprobar evidencia de fermentacion, usando caldos: Hipersacarosado,

Maltosa, Lactosa, Sabouraud y Nutritivo.

Procedimiento:

1. Lavar los frascos con abundante agua y detergente

2. Esterilizar los frascos a 120°C/20min en autoclave.

3. Dejar enfriar los frascos

4. Distribuir los caldos aproximadamente 200 ml por cada frasco

5. Realizar 2 asadas de cada placa y sembrar en los frascos conteniendo los caldos

COMPOSICION CALDO HIPERSACAROSADO

Extracto de levadura 0.5 g
Triptona 1 g

Citrato de sodio 0.1 g
Glucosa 0.5g

Gelatina 0.2 g

Sacarosa 10 g

Agua destilada100ml

pH: 7.2

COMPOSICION CALDO MALTOSA

Peptona 1g

Maltosa 1g

NaCl 0.5g

Extracto de carne 0.3 g
Rojo de fenol 0.002 g
Agua destilada 100 ml
pH: 7-7.2
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COMPOSICION CALDO LACTOSA

Lactosa 1.2 g

NaCl 0.5 g

Extracto de carne 0.3g
Agua destilada 100 ml
Rojo neutro (sol. acuosa)
pH: 7.0

COMPOSICION CALDO SABOURAUD

Peptona 1g

Glucosa 1g

Agua destilada 100 ml
Ajustar pH: 6 — 6.2

COMPOSICION CALDO NUTRITIVO

Triptona 1g

Triptosa 1g

NaCl0.5¢g

Extracto de carne 0.3 g
Agua destilada 100 ml
pH: 7

v BIOENSAYO
El Bioensayo se llevé a cabo durante aproximadamente (10 dias), con la finalidad de
verificar la degradacion de carbohidratos y la identificacion bioquimica de la cepa del

moho aislada en caldos que contenian soluciones de carbohidratos.

Se inoculd por duplicado la cepa Aspergillus oryzae, para verificar cualitativamente la

degradacion del sustrato en los medios propuestos (caldos).
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ANEXO N° 6: INICIO DE BIOENSAYO

(CALDO (CALDO (CALDO
(CALDO MALTOSA) ( CALDO NUTRITIVO)
LACTOSA) SABOURAUD)

HIPERSACAROSADO) pH=6.2)

4a (cepa de A.
1a (cepa de A. oryzae) 2a (cepa de A. oryzae) B
3a (cepa de A. oryzae) 4b (cepa de A.
1b (cepa de A. oryzae) 2b (cepade A. oryzae) 5a (cepa de A oryzae)
oryzae)

Fuente: Elaboracion Propia

ANEXO N° 7: TERCER DIA ANEXO N° 8: FINAL DE
DE BIOENSAYO BIOENSAYO
MUESTRA T°C pH MUESTRA ‘ T°C ‘ pH
C.HIPERSACAROSADO C.HIPERSACAROSADO
1a (cepa de A. oryzae) 231|715 1a (cepa de A. oryzae) 23 | 6.96
1b (cepa de A. oryzae) 23 | 6.76 1b (cepa de A. oryzae) 22.8 | 5.37
C.MALTOSA C.MALTOSA
2a (cepa de A. oryzae) 23.1 | 7.00
220 | 6.93 2a (cepa de A. oryzae) 229 | 6.27
2b (cepa de A. oryzae) . : 2b (cepa de A oryzae) 231 | 6.10
C.NUTRITIVO C.NUTRITIVO
3a (INCREMENTO DE BIOMASA) | -- - 3a (INCREMENTO DE BIOMASA) | -- -
C.LACTOSA C.LACTOSA
4a (cepa de A. oryzae) 231 | 7.20 4a (cepa de A. oryzae) 23.0 | 7.25
5a (cepa de A. oryzae) 22.8 | 7.25 5a (cepa de A. oryzae) 229 | 7.25
C.SABOURAUD C.SABOURAUD
4b (cepa de A. oryzae) 23.0 | 6.03 4b (cepa de A. oryzae) 229 | 5.51
Fuente: Elaboracion Propia Fuente: Elaboracion Propia
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ANEXO N° 9: ANALISIS SENSORIAL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO EN BIOENSAYO
ATRIBUTO

MEDIO DE CULTI

COLOR / OBSERVACION

OLOR / OBSERVACION

Ligeramente

Anaranjado,
. marron; . . Olor intenso
turbidez , . Caracteristico | Olor a chicha i
. . incremento . i . a chicha
1a. Ambar formacion i a azucar de (evidencia de . i
: turbidez, ~ . (evidencia de
de pelicula . cafia fermentacion) .
. sedimentos, fermentacién)
superficial
espuma
C. HIPERSACAROSADO
. Ligeramente
Anaranjado; A
. marrén; L . Olor intenso
turbidez, . Caracteristico | Olor a chicha .
. . incremento . i . a chicha
1b. Ambar formacion i a azucar de (evidencia de . i
) turbidez, B y (evidencia de
de pelicula . cafna fermentacioén) .
. sedimentos, fermentacion)
superficial
espuma
i Anaranjado
Anaranjado . . Olor muy
. rojizo; mayor o Olor intenso i
rojizo; . Caracteristico . intenso a
. presencia a chicha .
2a. Rojo presenta . a cebada X . chicha
i sedimentos, (evidencia de . i
turbidez y . malteada . (evidencia de
. formacion de fermentacion) .
sedimentos fermentacion)
espuma
C. MALTOSA
. Anaranjado;
Anaranjado; . Olor muy
mayor o Olor intenso i
presenta . Caracteristico . intenso a
. i presencia a chicha .
2b. Rojo turbidez y . a cebada i . chicha
y sedimentos, (evidencia de . i
formacion . malteada y (evidencia de
. formacion de fermentacion) »
sedimentos fermentacion)
espuma
Rojo; Rojo; mayor L L.
. . i . Casi sin Casi sin
4a. Rojo turbidez, turbidez, Ligeramente i .
i . cambio de cambio de
intenso muy pocos | formacién de a leche
. olor olor
sedimentos espuma
C.LACTOSA
Rojo; Rojo; mayor L L.
. . i . Casi sin Casi sin
5a. Rojo turbidez, turbidez, Ligeramente i .
i . cambio de cambio de
intenso muy pocos | formacién de a leche
. olor olor
sedimentos espuma
Amarillo; Amarillo; i
. . Olor intenso
presenta incremento . Olor a chicha i
4b. i i Ligeramente i . a chicha
C. SABOURAUD i turbidez y turbidez, (evidencia de . i
Amarillo i . a algas » (evidencia de
sedimentos, sedimentos, fermentacion) i
fermentacion)
espuma espuma
Amarillo
ligeramente
Amarillo Ligeramente Olor intenso
oscuro; . . .
3a. oscuro, . Ligeramente a chicha a chicha
C. NUTRITIVO incremento
Amarillo turbidez y i a algas (evidencia de | (evidencia de
turbidez,

sedimentos

sedimentos y

espuma

fermentacion)

fermentacion)

Fuente: Elaboracion Propia

pag. 86




Leyenda:

Do: Dia de inicio de bioensayo (dia 0).
D.l.: Dia quinto de bioensayo (dia 5).
D.F.: Dia final de bioensayo (dia 10).

ANEXO N° 10: DiA DE INICIO DE BIOENSAYO

ANEXO N° 11: DiA QUINTO DE BIOENSAYO
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NORMA TECNICA PERUANA - INDECOPI
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ANEXO N° 13
NORMA TECNICA NTP 211.013
PERUANA : 2004 (revisada el 2014)

Camixidn die Mormaliaaciin v de Fhcaliscbin de Rarerns Comerciales mo Ambcslisias - INBECOM

Lalle dle Lo Pross DO, San - Boejo {LEma 418 Aparineli 145 lima, Ml

Norma Técnica
Peruana

l' Indecopi
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ANEXO N° 14

NORMA TECNICA ' NTP 211.013
PERUANA 2004 (revisada el 2014)

Comiside de Normalumcion v de Fiaculiackbn de Barreras Comerciales vo Amncelarins - INDECTIPI
Cplle deé Lo Prosa 104, IL'm__n [_i-ri:n lf.l__i_l:l'_l_._l__l_l_fl_:'\rnrlalu 14% L, Perd

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Vodka. Requisitos

ALCOHOLIC BEVERAGES. Vodks Requirements

2014-12-11
" Ediciin
BOIAT- 2014 UNB-INDECOPL Palilicads el 2014-12-28 Precio basado en (7 paginas
LES: 07 16010 T1O80.60 ESTA NOBEMA ES RECOMENDABLE

Blescriptores Bebida aleabdlicn, wdkei, requising, aspecificacidon

O INDECOPT 2014
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ANEXO N° 15

iNDICE

INDICT
PROLOGO (de revisidn 2014)
FREFACIO

ORJETO

REFERENCIAS NORMATIVAS
CAMPO DE APLICACION
DEFNICIONES

SIMBOLOS Y ABREVIATUHAS
REQUISITOS

MUESTRED

ROTULADO Y ENVASADO

ANTECEDENTES

© INDECUHT 2004 - Todos bow direchns son Tescrvados

eiging
i

b
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ANEXO N° 16

PROLOGO
(de revision 2004)

Al La Norma Téenin Peruana (NTP) NTP 211.013:2004 BEBIDAS
ALCOHOLICAS. Vouka. Requisitos, 2' Edicion, se enciientra nclidda en el Plan de
Revisitn v Actinlizacin de Mormas Técnicns Peruanis fue cumplieron 10 afos de
wigenci

Al La NTF referidn, uprobada medinnte fesnlugion
N (N23-2004/INDECOPICRT, por ks Comisiin de Reglimentos Técnicos ¥
Comercmles. (CRT), fue sometida o consulta en ¢l 2014 al Comité Técnico de
Normallzacion (CTN) de Bebidas aleohilicas a fin de ratificar su vigencia,

Al El CTN de Bebides aleohd lhcas recomendd mantener ln vigencia de la NTP
sin modificaciones ¥ la comisiin aprobd 1o versin revisada, ef 11 de dichembre de 2014,

Al Las métodos de ensuyo ¥ de muesiren cambion periddicamente con &
avinge de In Weniva, Por b cual, recomendamos consultar en ¢l Centro de Informacion
Documentacion del Organismo de Normalizacitn, bnvigencia de los métodos de ensavo v
de muestres e esia NTP.

B, INSTITUCIONES QUE PARTICIPARON EN LA ELABORACION
DE LA NORMA TECKICA PERUANA

Sedretarin Socedsd Nacwnal de Industrias-
Comitd de la Industria de Bebiday
Akokilicas v Destilados

Presidente Mercedes Vildivin Barreda
Cartivio Rum Company S.AC.

Séctetaria Clarmen Chives Juldres

i
CINDECOP 20014 — Todos ks durechos son ressrvidos
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ANEXO N° 17

PREFACIO
A HESESA HISTORICA
Al La presemte Norma Técnica Peruana fue clabomda por el Comité Técnico

de Nomalizackin de Bebidas Alcobdficss, mediante el Sxtema 2 u Ordinario, durante
bos mecses de mayo a julko del 2004, wiilimndo como antecedents a bos que se indican cn
el capitulo cormespondiente.

A2 El Comié Técnico de Nomalizaciin de Bebidis Alcohdlicas presentd a
la Comisiin de Reglumentos Téonicos ¥ Comerclales <CRT-, con fecha 2004-07-15, <]
PNTP 21100532004, parn su revision 'y aprobacion, sicndo sometxdo a b clapa de
Dicusiin Poblica o 2004-09-13. No habiéndoswe presentndo observaciones fue
ofictalizado como Nomma Téonica Peruana NTP 21L.013:2004 BEBIDAS
ALCOMOLICAS. Vodka. Requisitos. 2* Ediciin, el 02 de diciemiwe de 2004,

A3 Esta Norma Téonica Ponuma reemplars a ka NTP 21101521995, La
presente Norma Técnica Peruana ha sido edtrocturada de scuerdo a lay Gulas Perusnas
GP 0011995 y GP 21995

B. INSTITUCIONES QUE PARTICIPARON EN LA ELABORATION DE
LA NORMA TECNICA PERUANA

Secretaria Socdsd Necwoml d¢ Indussras-
Comae de b |ndustrin de Bobides
Algohifica y Destiladn

Prosidente Mario Maggi Pacheoo

Secretario Lufs Taipe Pakuars

© INDECOP 2004 — Todow lon dorechon som reservados
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ANEXO N° 18

MNORMA TECNICA NTP 211013
PERUANA 1de 7

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Vodka. Requisitos

L. OBIETO

Esta Morma Técnice Perugna establece kis definiciones, requisitos, mélodos de muestren y
nniklists, rotulado v envasedo, que debe cumplir 1 bebida alechdlica denominada vodka,

X REFERENCIAS NORMATIVAS

Las sigufentes normas contlenen disposiciones que @l sor citadas en oste lexto, constituves
requisitos de esty Nomme Téenica Peruana, Las edicines indicadas estaban en vigencia en
el momemo de esta publicacion, Como tods MNorma estd sujeia a revision, se recomivnda o
aguellos que realicen acuerdos én base u ellas, que amslicen lu conveniencin de usar lns
ediciines recientes de [is oormas citndas segoidamente. Bl Organismo Peroano de
Mormalizacikim poses, en todo momento, I informacitn de las Normas Téenicas Peruanas
B vigenc,

11 Normas Técaoicus Peruanas

13

NTP 21 1.020:2008 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Alcohol etifico.
Defimciones

212 NTP 2100152003 BEBIDAS ALCOHOLICAS, Definicicnes

213 NTP 2140.001:2003 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Exiraccidn  de
MUESTEAS

214 NTE 21 L0200 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Méondo de ensayo.

Determinacion de grado sleohdlico volumégrico

O [NIECOP] 2004 —Todes e derechos son reservidos
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ANEXO N° 19

NORMA TECNICA

FERUANA

NTP 210013
Zde7

21T

19

11.10

1.1

Z1.14

NTP 21 L0 2003

NTP ZILINNE

TP 210.022-2003

NTP I1L.0052003

TP 27000252003

NTP ZHLIES:2003

NTP 21 L0 1:2003

NTF 211.035:205

NTP 21000032103

WNIF 23100072003

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Méodo de ensavo
Determinaciin de scidey

BEBIDAS ALCOUOLICAS. Mé&odo de ensavo.
Determinacie de aldehidos totdles

BEBIDAS ALCDHIOLICAS, Méodo de ensayo,
Determiinac iin de. metunol

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Métodn de ST,
Determimaciim de Sseies iotalks

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Méwodo de essayo
Determinackin de aleohoies superionss

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Méodo de ensayn
Determinacion de forfumal

BERIDAS ALCOHOLICAS. Méodo de ensayo
Desterminackin de extracio seoo todal

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Méiodo de easayo.
Determinecion de metanol ¥ de conglneres en
behidas alcohbilicas v aleohol ctifico emploade @n

‘su elaboracitn. medianic cromatografia de gaces

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Méwndo dz ermm
Determinacidn de grado alkkobdlico volumétrica
Picaometria

BEBIDAS ALCOHCHLICAS. Akohol elifico.
Rectificadn, Neotra (Rectiffcado fina),
Exirancutro (Rectificado eximafion). Regumssios.

O INDECTDPT 2004 — Todo s dorocim Sl Fosorvsdon
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ANEXO N° 20

NORMA TECNICA NTP 211,013

PERUANA lde?
F AR NTP 210.027:2004 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Rotulads

1.1 Normas Metroligicas Peraanas

221 M D1 1905 PRODUCTOS ENVASADOS. Rotulsdo

222 NMIP 002 1905 PRODUCTOS ENVASADOS, Contenido neto

3 CAMPO DE APLICACION

Eitn Norma Técnica Peruana se aplica en todas las actividades productives vio comerciales
que Involucren a la bebida sleohdbica denominnda vodie.

4. DEFINICIONES

Para los propdaitos de estn Morma Téonics Poruans s aplican lis definiciones dades en las
NTP 200,019 y STP 21 1.020 ¥ I sigubemy:

4.1 vodka: Producto obienido & parir de akohol crilico roctificado bicn por
rectificaviin (aloohol etilico neutre o skeohol etllico evtrmmeutro), bien por adsorcion a
truvés de carbin activado o bien por un tretsmienio equivalente que lenga por electo
wenuar sclectivamenty ks caraclieres orpanolépticos inhercules a las malerias primus
emplendis, de munera que el products oo lengs rasges dstimivos de inoma, sabor u olor.

5 SIMBOLOS Y ABHEVIATURAS

Viase o NTP 211,020,

O [NIEDDHY 2074 - Tisdou Jos detochis s pescrpdos
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ANEXO N° 21

NORMA TECNICA NTP 2111013
PERLIANA 4de 7
6. REQUISITOS

.l Disposiciones generales

.11 El alcohel etificn empleado #n la elaboruciin del vodka debe cumplir con

s requititos indicidos en o capiialo 6 de la NTP 211007,

612 Se-puede uillizar wditivos alimenturios pormitidos por el organismo de
contro| correspondienti, mari mejorar la patatabilidad del prodocm; mo s permite 2] uso de
edulcomntes nrtificinles para estos fines

6.2 Requisitos del process tecnoldgico

Las fabricas pora clabarachin wo envasado de vodica. deben cumplir con los dispositives

sanitaris vipentes, ¥ hacer uso de buenas pricticas de manufactury

63 Requisitos srganolépticos (reguisitos sensorizkes)

631 Aspecto: Liguido eristaling, sin particdlas en suspension, ni sedimentos.
632 Aroma y sabor: Caracteristico, libre de nlores y sshoares extrafios.

633 Color: Incoloro,

© INDECDPI 2004 - Todos los deocehs. son résenaddos
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ANEXO N° 22

MORMA TECNICA

NTP 211413

PERUANA Side 7
fid Tequisitos fisicoguimicos
Requisito I Vitlores Lin : 0% e ensayo

Cirado akeohdlico Min, 38 NTP 211,004

5,20 50, % Ade, Val, | i, SO0 NTF 210403

Acides otk Mk 2 NTT 211,040

com deidy aedtico, (%) y | o

Metanol Mix. 10 NTP 210,022 0
_LE_I':I_'I_'I!..'IH:I'ITI_L'IT._'I'I'II'IIJ ™) NTP 211,035

Fsteres totaley Mix. 3 NP 20003 &

goma acetilo de enito, (7) — NT!' 21 |.i|:‘_‘_|_ — 4
Alioholes superiores W detectahle NTP 210,021 &
ﬂlll_:u;u.:lt_iuh-:l. {*) ) NTP 211465
Furfural Mo detednble NTE 210,023 &

eomu furfural, (). ; _ NIP2ILDAY
Extricto sech ot Wiin. 10 NTP 211041

a 100 °C, (g /1)

Sumin de companepies s 1 NTP 2110440, NTP 210,020,
volitiles diferantes al MTE 210022, NTE 211,003,
heohol etilico, * (*) NTP 211021, NTP 210,025

ONTP 211035

l‘TEJ{LII["_.‘:‘I‘!i'" i D el AA

' Uy gugmda wl |.'1'4.|l|| ibephdlicn indicads gn el refuilids, e pelminirg uma toleranicia de ;'l.':
EI'J.dhll- wicohodinsdivicas

' i deierminasiin de compaiemies velathles se reallea con ls misna de los resiliados de
aldehidis, deteres, metunol, aleohibes supeniones y scides valatd |

MUESTREO

Vidase Jo NTP 210,001,

© INDECDPE 2014 - Totes s dlerechon son fesnrvidos
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ANEXO N° 23

NORMA TECNICA NTP2LLOI3
PERLIANA Gde 7
5. ROTULADO Y ENVASE

£.1 Rotulado

Cada envase del producto objeto de et NTP debeni estar motulado de conformidad ¢on la
NMP 001, NTP 2100027 v cualquier otro dispositive vigente.

5.2 Envase

821 El envasado del producto objeto de esta WTP debe complir con los
réquerimientos de I NMP 002 ¥ coalguige plo dispositive vigente.

8232 Parn el envasado del producto objelo de esta NTP. s¢ emphearin envases v
cierres adecundos, con las siguienics carncteristicnss imertes. impios ¥ que no impartan al
producto alores o sshores extraflos ni sustunclas nocivas que afecten la salud del
consumidor; Los cierres deberin-ser hermélicos para asegurar la imegnidad del producto
U ConfiEmen

9 ANTECEDENTES

LS NTP 210192003 BERIDAS ALCOHOLICAS, Definiciones

9.2 NTP 211.007:2003 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Aleohol
etilico. Rectificado, Newtro  (Rectificsdo
fino), Extranentro (Rectificado  extrafing).
Requisiios

93 NTP 21 1.011:2003 BEBIDAS ALCOMODLICAS. Ron.
requisitos

b4 NTP 21 1.013:19%3 BEBIDAS ALCOROLICAS. Vodka

€ INDECOP 2004 — Todos ks derechos son neservadios
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ANEXO N° 24

pag. 99




