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Resumen

En afos recientes, se ha buscado la manera de utilizar los residuos agroindustriales para obtener
nuevos productos, materias primas e insumos, reduciendo asi la huella de carbono generada en
los procesos de transformacion de alimentos, de esta forma, el objetivo de este proyecto se
encamind a evaluar el efecto de levaduras procedentes residuos agroindustriales sobre el proceso
de fermentacion de una bebida alcoholica y la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas
y sensoriales de este producto. Para esto, se establecieron tres fases, en la fase uno se realizo el
aislamiento de las levaduras de los residuos agroindustriales seleccionados (cascaras de pifia y
yuca) empleando medios de cultivo selectivos, en la fase dos se realizo la bebida fermentada tipo
“masato” y finalmente, en la fase tres se caracterizo la bebida. Se encontré que las levaduras
aisladas de las cascaras de pifia y de yuca tenian caracter fermentativo y finalizaban el proceso en
mayor tiempo comparado con las levaduras comerciales, otorgandole propiedades sensoriales
con mayor aceptacion por parte de los consumidores con el mismo grado de alcohol, el cuél fue
establecido en 5% v/v. En conclusidn, los residuos agroindustriales pueden ser empleados en el
aislamiento de levaduras para elaboracion de bebidas alcoholicas tradicionales tipo masato, con
altos niveles de calidad y aceptacion de los consumidores.

Palabras claves: Aprovechamiento industrial, Biotecnologia, Bebidas artesanales,

cinética, fermentacion.



Abstract
In recent years, a way has been sought to use agro-industrial waste to obtain new products, raw
materials, and supplies, thus reducing the carbon footprint generated in food transformation
processes, in this way, the objective of this project was directed to evaluate the effect of yeasts
from agroindustrial residues on the fermentation process of an alcoholic beverage and the
determination of the physicochemical and sensory characteristics of this product. For this, three
phases were established, in phase one the isolation of the yeasts from the selected agroindustrial
residues (pineapple and cassava peels) was carried out using selective culture media, in phase
two the fermented drink type "masato” was made. and finally, in phase three, the beverage was
characterized. It was found that the yeasts isolated from pineapple and cassava peels had a
fermentative character and finished the process in a longer time compared to commercial yeasts,
giving them sensory properties with greater acceptance by consumers with the same degree of
alcohol, which was set at 5% v/v. In conclusion, agroindustrial residues can be used in the
isolation of yeasts to produce traditional masato-type alcoholic beverages, with high levels of
quality and consumer acceptance.

Keywords: Industrial use, Biotechnology, Craft drinks, kinetics, fermentation.
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Introduccion

La produccién de residuos agroindustriales es inevitable, debido a que esta se da por la
transformacion de las materias primas en productos con valor agregado, pero la alta produccion
de estos residuos ha generado en los Ultimos afios una gran preocupacion a nivel mundial, por lo
que su empleo en otras industrias para reducir el impacto ambiental y aumentar los ingresos ha
sido altamente estudiado (Cury, Aguas, Matinez, Olivero, & Chams, 2017).

Los residuos agroindustriales han sido ampliamente empleados como sustratos en la
produccidn de bioetanol, productos lignocelulésicos y en la fermentacion para produccion de
piensos para animales, pero en menor medida han sido utilizados para aislar las levaduras
propias de estos productos (Moran, 2020; Comelli, 2019; Malagén, Garay, & Pefia, 2017).

En los Gltimos afos, se ha potenciado el uso de microorganismos aislados de residuos,
principalmente para la produccion de etanol, asi como de enzimas; sin embargo, los
microorganismos no solo participan en procesos de fermentacion de los residuos, de hecho, se
han aislado microorganismos de los desechos y empleado en la produccién de metabolitos de
interés alimentario (Cury, Aguas, Matinez, Olivero, & Chams, 2017; Moran, 2020; Comelli,
2019; Sosa, 2019).

Uno de los microorganismos que se pueden aislar son las levaduras, estas tienen la
caracteristica de promover la fermentacion en la produccion de bebidas alcohélicas. Se ha
encontrado que las levaduras obtenidas de residuos agroindustriales son éptimas para la
produccidn de cerveza, sin embargo, aln no existen estudios referentes al empleo de estas en
productos artesanales (Amaya & Diaz, 2019).

Las levaduras pueden aislarse por diferentes métodos de los residuos, entre ellas se
encuentran la extraccion en solucion de cloruro de sodio, por fermentacion espontanea y por

siembra directa (Villota, 2020; Sosa, 2019).
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En Colombia, uno de los productos tradicionales mas representativos es el masato, este se
elabora con cereales como maiz y arroz con un alto contenido de azlcares y baja graduacion
alcohdlica, se dice que esta presente en la historia desde antes de la colonizacion en paises como
Colombia, Pert y Venezuela, con algunas variaciones (Holguin, 2010; Becerra, 2014; Rios &
Aleman, 2019).

Actualmente, el masato es fermentado con levadura comercial especifica para pan,
aunque también puede adicionarse un trozo de la cascara de pifia, una cantidad limitada de
cerveza, una pequefia cantidad de chicha (otra bebida tradicional) o dejando un remanente de la
produccidn anterior (M. Fuentes. & N. Lizarazo, comunicacién personal, noviembre 25, 2020),
es decir, no se cuenta con una levadura que sea especifica para este producto, es por esto que la
elaboracion de esta bebida artesanal con levaduras aisladas insta a mejorar la calidad del masato,
sin afectar el proceso actual que se lleva a cabo.

Este proyecto buscé evaluar el efecto de levaduras aisladas de residuos agroindustriales
en el proceso de fermentacion de una bebida tradicional tipo “masato” y sus caracteristicas

fisicoguimicas y sensoriales comparadas con una levadura comercial.
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Planteamiento del Problema
El masato es una bebida tradicional colombiana producto de la fermentacion de arroz o maiz,
esta se ha desarrollado principalmente de forma artesanal en las zonas rurales del pais, por lo
anterior, no se cuentan con procesos industrializados que permitan volumenes de produccién
considerables para su comercializacion en masa. Igualmente, al ser un producto artesanal, no se
encuentran disponibles normativas que establezcan parametros sanitarios y de calidad.

Adicionalmente, no se cuenta con lineamientos que definan condiciones 6ptimas de
fermentacidén como tiempo, temperatura y levaduras especificas para dicho proceso.

Siendo asi, la falta de industrializacidn del proceso de produccion de masato en las zonas
rurales, asi como la ausencia de investigacion de levaduras fermentativas especificas para esta
bebida y el creciente interés de la industria hacia los vinos y las cervezas, ha generado un alto
grado de apatia por parte de los organismos gubernamentales y por la industria alimentaria,
siendo baja la cantidad de informacion sobre estandarizacion del proceso y produccion en masa
de bebidas tradicionales como el masato, el principal problema de esto es la falta de control
sanitario en los productos, acarreando riesgos en la salud de los consumidores, adicional a esto,

el producto presenta una vida Gtil muy corta; todo esto se esquematiza en la Figura 1.



Figura 1.
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Partiendo de lo expresado anteriormente, la pregunta de investigacion que se planteé fue:

“.El uso de levaduras aisladas de residuos agroindustriales, puede ser una alternativa

potencialmente viable para la obtencion de un producto fermentado tipo masato similar al

producido artesanalmente con levaduras comerciales?”’
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Justificacion
La industrializacion de bebidas alcohdlicas ha presentado avances significativos en los ultimos
afios, siendo representativos en el campo de cervezas (gracias al auge de cervecerias artesanales
que se ha presentado en Colombia como BBC) y vinos, sin embargo, este fendmeno no se ha
presentado de la misma forma para las bebidas tradicionales y artesanales siendo sus causas
principales: Bajo nivel de investigacion de estas bebidas, indices bajos de industrializacion y
falta de ser objeto de estudio por parte de las autoridades (Moreno, 2021; Gunter, 2006).

Todo lo anterior ha traido como consecuencia una alta dificultad en la estandarizacion e
industrializacion de este tipo de bebidas, también se ha visto afectada la optimizacion del
proceso productivo para la obtencion de una bebida de calidad. De esta forma se cuenta con
parametros limitados para optimizar el proceso o para mejorar el producto (Gunter, 2006).

Para que se produzca la fermentacion, es necesario que la bebida posea microorganismos
que tengan esta capacidad y en las regiones rurales encontraron varias formas: Adicion de
levaduras comerciales para pan, cascaras de pifia (algunas con tratamiento y otras sin
tratamiento), un sobrante de una produccidn anterior o una cerveza. Estos productos se agregan
sin control y sin considerarse los parametros de calidad e inocuidad alimentaria (Holguin, 2010;
Becerra, 2014; Rios & Aleman, 2019).

La produccidn de estas bebidas alcoholicas a nivel industrial debe estandarizarse, para
esto, es necesario conocer todo acerca del proceso, especialmente de la fermentacién y un punto
clave es la cinética, que permite determinar la velocidad a la que se da la produccién de etanol o
se consumen los azucares, conociendo los parametros cinéticos de la fermentacion, es posible
saber el tiempo de reaccion que se dara en el producto que se esta fabricando (Bricio, Bricio,

Arceo, Hernandez, & Lopez, 2017; Gardufio, Martinez, Lépez, & Ruiz, 2014).
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El aprovechamiento de residuos agroindustriales ha crecido a traves de los afios, esto a
causa de los costos que tiene su tratamiento cuando se consideran desperdicios totales, asi como
su impacto ambiental. Su uso ha ido en aumento en industrias alimenticias, especialmente como
procesados para consumo animal, también han sido ampliamente utilizados como sustratos en el
crecimiento microbiano, y como fuente de microorganismos que pueden ser beneficiosos en
diferentes ramas, como tratamiento de aguas residuales, produccion de alimentos y biomoléculas
(Moran, 2020; Altamirano, 2013).

Esta investigacion puede aportar conocimientos sobre los parametros de produccién y asi
una posible via de industrializacion de este proceso tanto a la comunidad académica como a los
productores, partiendo de la evaluacion de diferentes tipos de levaduras (aisladas de residuos
agroindustriales) que pueden ser utilizadas en la fermentacion y culminando con la evaluacion

del producto para consumo logrando que este sea competitivo y rentable.
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Objetivos

Objetivo General
Evaluar el efecto de levaduras procedentes de residuos agroindustriales sobre el proceso
de fermentacion y las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales en una bebida fermentada tipo

“masato”.

Objetivos Especificos

Aislar levaduras de céscara de pifia y yuca que sean aptas para la fermentacion alcohélica
del masato de arroz.

Analizar la cinética de fermentacion de las levaduras aisladas de la cascara de pifia 'y de
yuca.

Desarrollar una bebida tipo masato empleando levaduras aisladas de la cascara de pifia y
yuca, asi como levadura comercial.

Seleccionar la bebida fermentada tipo masato con las mejores caracteristicas
fisicoguimicas, de calidad y sensoriales desarrollada con levaduras de cascara de pifia, yucay

con una levadura comercial.
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Marco Teodrico y Conceptual
En esta seccidn se presentan los temas mas importantes asociados al proyecto, entre los que se
encuentran masato, levaduras, residuos agroindustriales y en general temas fundamentales
utilizados para el desarrollo de este trabajo.
Pifia

La pifia (Ananas comosus) es una fruta tropical originaria del sureste de Brasil y
Paraguay, aungue otros la referencian en Brasil y Uruguay, por lo que estaba en Sur América
antes de la llegada de los espafioles. (Garzon, 2016; DANE, 2016) Esta fruta pertenece a la
familia de las bromeliaceas es de tipo herbaceo y perenne, su nombre se relaciona con el antiguo
guarani donde Na-na significaba fragancia-fragancia (Garzon, 2016; DANE, 2016)

Sus raices sobresalen del suelo, su tallo es corto y cubierto por hojas dispuestas en forma
de espiral de forma delgada y larga. El fruto es cilindrico y usualmente se agrupan varios frutos.
La pulpa (que es la consumible) esta rodeada por bracteas que van de un color verde cuando no
estdn maduras hasta un color amarillo en la maduracién, esta es la llamada cascara (DANE,
2016).

La pifia Golden, Gold MD2 o Gold (ver figura 2), es una de las variedades (hibrida),
junto con la Cayena Lisa, la Perolera y la Manzana. La primera, que es el objeto de este estudio,
posee mayor contenido de azucares que las demas variedades, ademas es mas pequefia y es
aceptada a nivel mundial, su forma es simétrica y uniforme. La pulpa es amarilla brillante, un

gran atractivo de este producto (DANE, 2016).
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Figura 2.

Pifia Gold variedad MD2 empleada para el proceso de aislamiento.

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un tubérculo procedente del trépico americano,
este se ha convertido en la cuarta fuente mas importante de energia después del arroz, la cafia de
azucar y el maiz. Puede soportar sequias y suelos infértiles (DANE, 2016). Pertenece a la familia
Euforbiaceae, subfamilia Crotonoideae y tribu Manihotae (Aguilar, y otros, 2017).

Esta planta ha sido ampliamente utilizada, esto se debe a que puede utilizarse tanto el
tubérculo como la planta debido a su alto contenido de carbohidratos y proteinas. La raiz ha sido

empleada para alimentacion humana (harina, croguetas, alimento fresco, almidén) y animal
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(forrajes), también se ha empleado a nivel industrial para obtener almidon, alcohol, pegantes,
adhesivos, entre otros (DANE, 2016).

En Colombia se manejan 2 variedades: Yuca de mesa (ver figura 3) y yuca industrial.
Para el presente trabajo se escogio la yuca de mesa, puesto que representa el 93% del mercado
nacional (Ministerio de Agricultura, 2021; DANE, 2016).

Estas plantas pueden llegar a medir de 1.5 a 4.0 metros de altura, su pulpa es blanca o
amarillay la destinada a la alimentacidn se caracteriza por tener una gran cantidad de
carbohidratos (almidon) (Aguilar et al., 2017).

Figura 3.

Yuca de mesa empleada para el proceso de aislamiento.

Residuos Agroindustriales

Colombia es un pais que se destaca por la cantidad de recursos naturales y ambientales
que posee y son estas condiciones las que le han ayudado a generar una gran industria fruticola y
horticola, los productos se destinan para consumo interno y externo, siendo el primero el mas

comun; los productos de consumo interno tienen dos tipos de clientes: las industrias de
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transformacion y los consumidores directos, pero realmente ninguno ha sabido manejar los
residuos que se generan (Martinez & Quintero, 2017).

Lo anterior supone un tema de suma importancia frente al impacto ambiental, social,
economico y cultural que esto ha generado. En Colombia, se reglamentd la clasificacion de
residuos solidos mediante la Resolucion 2184 de 2019 y que entro en vigor el 1 de enero de 2021
considerando una bolsa verde para residuos organicos. Estos residuos se llevan a plantas de
tratamiento donde se transforman en abonos o mejoradores de suelos, dependiendo del programa
de aprovechamiento de cada municipio o distrito, sin embargo, solo algunos de ellos cuentan con
un programa de aprovechamiento de residuos organicos por lo que la bolsa verde no es para
todos los lugares del pais y no se presenta la opcion de los residuos como materias primas para
procesos industriales (Ministerio de Ambiente, 2021).

De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2019), la produccion de
pifia ha ido en aumento y por consiguiente la cantidad de residuos asociados a esta, fenémeno
que puede apreciarse en la Figura 4, considerando que la cascara es aproximadamente el 25% del
peso total de la pifia (Valles, 2021). En el afio 2019, la produccidon de esta fruta se estimé en
1.174.995 Toneladas, la cantidad de residuos generados a partir de esta fruta se presenta en la

Figura 4.
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Figura 4.

Produccién y generacion de céscaras de pifia. Afio 2014 - Afio 2019
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Nota. Adaptado de Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 2019.

Existen diversos estudios donde se busca el aprovechamiento de la cascara de pifia,
especialmente para alimentacion de novillas u otros rumiantes, sin embargo, la cascara de esta
fruta no ha sido empleada como materia prima en la industria a pesar de tener un alto contenido
en fibra dietética, también se suele emplear la pifia junto con su cascara para las formulaciones y
no solo el residuo (Elizondo & Campos, 2014; Carias, 2015)

Los datos relativos a la yuca no son diferentes, entre los afios 2015 y 2020 las areas
sembradas de este tubérculo aumentaron en un 7%, mientras que las areas cosechadas
aumentaron un 21%. De las dos variedades en Colombia, es la yuca de mesa la que se impone
con una participacion del 93% del mercado. La cantidad de cascara generada por este producto

es de aproximadamente 15%, lo que significé en el afio 2020 mas 300 mil toneladas de desechos.
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La produccién por afio y la generacién de cascaras se presentan en la Figura 5 (Ministerio de
Agricultura, 2021; Mufioz & Riera, 2020):

Figura 5.

Produccién y generacion de céscaras de yuca. Afio 2018-2020
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Nota. Adaptado de Ministerio de Agricultura, 2021.

La yuca ha sido ampliamente empleada como sustrato para levaduras, pero su cascara ain
no ha sido considerada una materia prima en la industria alimentaria; estudios recientes han
confirmado la importancia de este residuo para el tratamiento de aguas residuales contaminadas
con plomo y como aditivo para la alimentacion animal (Tejada, Montiel, & Acevedo, 2016;
Berkhout, 2021)

Fermentacion Alcoholica

La fermentacion es un proceso de transformacion bioquimica de aztcares en metabolitos
y Didxido de carbono (CO>). Este proceso ocurre en presencia de microorganismos. Existen
diferentes tipos de fermentaciones dependiendo del metabolito producido: Las fermentaciones

que producen lactato, se denominan fermentaciones lacticas; las que presentan acetato se
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consideran fermentaciones acéticas; y las que producen etanol son Ilamadas fermentaciones
alcohdlicas, estas ultimas inician cuando el microorganismo se pone en contacto con un medio
de cultivo nutritivo que favorece su crecimiento y la produccion de metabolito. (Fula, 2010;
Reyes, 2015)

Existen diferentes tipos de microorganismos que son empelados en diferentes procesos
industriales, por ejemplo, para la fermentacion alcoholica las principales son las levaduras, estas
a su vez presentan una afinidad mayor por la glucosa, sin dejar de asimilar sacarosa o0 maltosa
(Fula, 2010). La fermentacion alcoholica se presenta en ausencia de oxigeno (Reyes, 2015) y

sigue la ruta metabdlica expuesta en la Figura 6.



Figura 6.

Ruta metabdlica para la produccion de etanol
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Nota. Por Argemi, 2016. Proyecto final de carrera. Disefio de un biorreactor para la fabricacion

de la cerveza

La glucolisis esta dividida en 10 pasos, de los cuales, los 5 primeros requieren energia, y

los demés liberan energia, los pasos se explican a continuacion (OpenStax Biologia CC BY 3.0,

2018):
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- Paso 1: Se transfiere un grupo fosfato del ATP a la glucosa, convirtiéndola en
Glucosa 6-fosfato

- Paso 2: Se produce la isomerizacion de la molécula anterior, esta se denomina
Fructosa 6-fosfato

- Paso 3: Se transfiere otra molécula de fosfato a la Fructosa 6- fosfato, obteniendo
asi la Fructosa 1,6-difosfato.

- Paso 4: La molécula del paso anterior es altamente inestable, por lo que se da un
fraccionamiento que da origen a dos azUcares de 3 carbonos: la Dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) vy el gliceraldehido-3-fosfato

- Paso 5: A pesar de ser una reaccion en equilibrio Dihidroxiacetona fosfato <
gliceraldehido — 3 — fosfato, este tiende al gliceraldehido-3-fosfato por lo que al final de la
reaccion todo el DHAP es transformado en gliceraldehido-3-fosfato.

Se debe tener en cuenta que en los pasos siguientes se libera energia, del mismo modo se
puede apreciar que se empiezan a producir dos moléculas en cada caso debido al rompimiento
dado en el paso 5.

Paso 6: En este se dan dos procesos; Primero se da la oxidacion del Gliceraldehido-3-
fosfato y segundo la reduccion del NAD*" en NADH y H*. Esta es una reaccion exotérmica que
permite la fosforilacion de la molécula, dando origen al Acido 1,3-difosfoglicérico.

- Paso 7: La molécula anterior dona uno de sus grupos fosfato al ADP y lo
transforma en 1 molécula de ATP, generando el Acido 3-fosfoglicérico.

- Paso 8: Se genera una transformacion isomérica, se obtiene el Acido 2-

fosfoglicérico.
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- Paso 9: La molécula anterior pierde un mol de agua generando asi el Acido
fosfoenolpiruvico (PEP), una molécula altamente inestable.

- Paso 10: La molécula inestable libera su grupo fosfato generando el acido
piravico, también Ilamado Piruvato.

Con este paso se termina el proceso de glucdlisis generando 2 moléculas de ATP, dos de
NADH y 2 de piruvato; en un proceso anaerobio, con ayuda de la enzima Piruvato
descarboxilasa, el piruvato se convierte el acetaldehido produciendo CO; y para que se dé la
regeneracion del NAD®, la enzima etanol deshidrogenasa transforma el acetaldehido en etanol.
Paradmetros Importantes en la Fermentacion

Para que la fermentacion se pueda llevar a cabo, se presentan los siguientes parametros
adaptados a la S. cerevisiae:

Cultivos Iniciadores

El sustrato reacciona con el cultivo iniciador de S. cerevisiae para convertir el azicar en
etanol, esto en condiciones anaerobicas (Ho et al., 2021); Englezos et al., aseguraban que la
fermentacion alcoholica “es la transformacion de azlcares ... principalmente en etanol y didéxido
de carbono”( 2018), estas levaduras pueden ser nativas o inoculadas, Minebois et al., 2020,
sugiere que, ademas de los dos productos anteriormente descritos, también se genera, como

tercer subproducto importante: el glicerol.

La fraccion restante se utiliza para la sintesis de biomasa y cientos de metabolitos
adicionales, incluidos acidos organicos (acido acético, succinato) que generan sabores deseados
en las bebidas (Pereira de Paula et al., 2021), metabolitos secundarios con sabor activo, que son
compuestos volatiles como: ésteres, alcoholes fusel, alcoholes superiores, acidos grasos,

aldehidos, cetonas, fenoles volatiles y compuestos no volatiles como: azucares, acidos y
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compuestos fenolicos (He, et al., 2021. Estos compuestos son lo que les confieren a las bebidas
alcohdlicas el perfil olfatométrico y demas propiedades sensoriales, otorgando calidad en el
producto final (He et al., 2021; Papinello et al., 2020; Englezos et al., 2018)

La fermentacion, como se dijo anteriormente, parte de la transformacion de azucares; las
levaduras de la familia Saccharomyces, “son consideradas etanogenas, esto significa que son
capaces de fermentar glucosa, fructosa, sacarosa... ademas pueden descomponer el acido
hexanoico (producto indeseado)” (Chua, Lu, & Liu, 2017). Para la S. cerevisiae, la glucosa es la
principal fuente de carbono, de hecho, esta levadura suprime el consumo de la maltosa en
condiciones de glucosa superiores a 8 g/L, (Pereira de Paula et al., 2021) y cuando descompone
galactosa no presenta resultados tan eficientes como los presentados con la glucosa (Lawton &
Alcaine, 2019).

La fermentacion alcohdlica puede darse con diferentes cultivos iniciadores (Minebois et
al., 2020), segun Miranda et al., 2015, en su trabajo “Aislamiento, seleccion e identificacion de
levaduras Saccharomyces spp. nativas de vifiedos en Querétaro, México”, existen tres
principales; la fermentacion espontanea, en la que las levaduras son empleadas para la
fermentacidn, este es un proceso poco controlable y poco replicable, pero que genera sabores
caracteristicos a las bebidas; la fermentacién mediante adicion de levaduras seda (LSA), es un
proceso industrial en el que las levaduras ya estan seleccionadas, su proceso se puede replicar,
escalar y controlar, pero que no genera tantos sabores y olores diferentes; por ultimo, se
encuentra la fermentacion por levaduras seleccionadas, que es replicable, escalable y al mismo

tiempo brinda caracteristicas organolépticas especiales a las bebidas alcohdlicas.
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Segun Minebois et al, (2020)., en su publicacion “A time course metabolism comparison
among Saccharomyces cerevisiae, S. uvarum and S. kudriavzevii species in wine fermentation”,
existen cuatro fases de fermentacion:

Fase |: Fase aerobica transitoria: Inicia con la inoculacion y finaliza cuando se agota el

oxigeno molecular y el proceso deja de ser aerobio a anaerobio.

Fase Il: Fase de crecimiento exponencial delimitada por el contenido de nitrogeno: Inicia
cuando el proceso comienza cuando no existe la presencia de oxigeno, la disponibilidad de N2 es
un factor critico debido a que afecta la cinética de fermentacion y la formacion de metabolitos,
su final se ve reflejado cuando la produccion de biomasa disminuye, asi como el contenido de
No.

Fase Ill: Fase estacionaria; en esta fase se presentan diferentes respuestas metabdlicas
después de la falta de No. Cuando las células de levadura carecen de nitrogeno, la produccion de
los principales productos de la fermentacion disminuye, estos son el etanol y el glicerol.

Fase IV: Fin de la fermentacion: Se aprecia cuando la produccion de CO2 empieza a
decrecer y comienza de nuevo el aumento en la concentracién de los niveles de O> molecular en
el medio.

Oxigeno Molecular

El oxigeno molecular (O2) es uno de los factores méas importantes en la fermentacion
alcohdlica debido a que las células de las levaduras necesitan este oxigeno para la produccion de
esteroles y acidos grasos insaturados, reflejadas en la tolerancia al etanol, su capacidad
fermentativa y la viabilidad de la levadura, incluso se recomienda la adicion de este elemento al

final de la fase de crecimiento celular para optimizar el proceso fermentativo (Yan et al., 2020)
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Glicerol

A pesar de ser el etanol el metabolito principal de fermentacion por la levadura S.
cerevisiae, el glicerol se presenta también como un subproducto que proporciona una mejor
percepcion sensorial en las bebidas alcoholicas, aportando mayor suavidad en los productos
(Minebois et al., 2020; Englezos et al., 2018)

Contenido de Nitrégeno (N2)

Como se dijo anteriormente, la falta de nitrégeno afecta la produccion de etanol y
glicerol, estudios recientes han demostrado que la mezcla de N2 complejo aumenta la biomasa de
las células de la levadura en la fermentacion del mosto con la S. cerevisiae, ademas, la adicion
del N2 asimilable por levaduras mejora la complejidad aromatica de las bebidas alcoholicas (He
etal., 2021)

Resistencia

Las levaduras S. cerevisiae, compiten usualmente en los caldos de cultivo con las
levaduras, pero a medida que el contenido de etanol comienza a incrementar, las cepas nativas
van disminuyendo, no solo el contenido de etanol favorece a esta levadura, el porcentaje de O>
disuelto y el factor killer (tolerancia a soportar las toxinas que ellas mismas producen para
destruir a los demas microorganismos que compiten en el sustrato) también la ayudan en su
competencia frente a los demas microorganismos. Esto se debe a su composicién microcelular,
puesto que esta compuesta por proteinas, glicoproteinas, polisacaridos, polifosfatos, lipidos y

acido nucleicos (Suéarez et al., 2016; Rodriguez et al., 1998)
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pH

Entre los diversos estudios realizados se ha reportado que las condiciones de pH 6ptimas
para las levaduras estan entre 4,5y 6,5 (Ruiz et al, 2016; Liu et al., 2021; Capece et al., 2018;
Villalpanda et al., 2017; Pinto et al., 2017; Chua et al., 2017; Karabagias et al., 2020)
Temperatura

Existen parametros que intervienen en la produccion de biomasa, uno de ellos es la
temperatura (Papinello et al., 2020) a continuacion, se presentan las temperaturas 6ptimas
presentadas por diferentes autores; es necesario recalcar que este factor se va a ver afectado por
el medio de cultivo y la S. cerevisiae empleada:

- De acuerdo con Ruiz et al., (2016) la Temperatura 6ptima de operacion para la S.
cerevisiae inmovilizada, es 30°C;

Segun Liu et al. (2021) y Chua et al., (2017) esta temperatura es de 20°C

- Otros autores aseguran que se debe mantener una temperatura de 25°C (He et al.,
2021: Herrera et al., 2019; Lawton & Alcaine, 2019; Minebois et al., 2020; Yan et al., 2020)

- Capece et al., (2018) plantea que la temperatura 6ptima de la inoculacién es de
26°C, y de fermentacion de 20°C

- Villalpanda, et al., (2017) , plantea una temperatura de 30°C, a pesar de no ser
inmovilizada;

- Pinto et al (2017) y Han et al., 2020, trabajan bajo una temperatura de 26°C, para
inoculacion y fermentacion

- Englezos et al., 2018, planted una temperatura de 37°C

- Karabagias, et al., 2020, planteé una temperatura mas baja, 15°C para la

produccidn de bebidas funcionales (debido a la necesidad de mantener el contenido probiotico)
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Tiempo de Fermentacion

El tiempo de fermentacidn varia dependiendo de las condiciones del caldo de cultivo,
pero estudios han demostrado que la fermentacion realizada por la S. cerevisiae es mas rapida
que otras, por ejemplo, que la S. pombe, siendo que la primera presenta un tiempo de
fermentacion de 16 dias, mientras que la segunda es de 18-20 dias, bajo las mismas condiciones
(He et al., 2021)

Otros estudios han demostrado la incidencia de diferentes factores en este tiempo, por
ejemplo, la aireacion, que, segun Yan et al., (2020), es de 12 dias sin aireacion y 8 dias con
aireacion bajo las mismas condiciones.

Sustratos

Algunos residuos generados en la industria son eliminados en gran cantidad a los rellenos
sanitarios, generando problemas ambientales; se ha encontrado que los residuos alimenticios
pueden ser en gran medida re-aprovechados como fuentes de carbono para las fermentaciones
alcohdlicas (Liu et al., 2021)

Teniendo en cuenta que las levaduras son organismos heterétrofos y necesitan fuentes de
carbono organico, pueden crecer en diferentes tipos de habitats como plantas, frutas, suelos,
atmosfera, etc. (Miranda et al., 2015). Aprovechando lo mencionado anteriormente, las frutas son
habitats importantes para una gran variedad de especies de levaduras en la naturaleza debido a su
alta concentracion de azlcares simples (Ho et al., 2021).

Algunos estudios han demostrado que un desecho puede ser Gtil como sustrato si se
acondiciona de la forma correcta para la levadura, como con suplementacion con sales de
amonio y/o aminoéacidos libres que afecten significativamente el rendimiento en la fermentacion

de la levadura (Liu et al., 2021), se debe contar con una inoculacién adecuada (Villalpanda et al.,
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2017); los aminoacidos son conocidos por contribuir positivamente al sabor en las bebidas
alcohdlicas (Zhou et al., 2021)

Los medios de cultivo deben tener un aproximado de 20 g de glucosa: 6 g de levadura
(Ruiz et al., 2016), segun Karabagias et al., (2020) el contenido inicial de aztcares debe ser de
5% (p/v) y segun Ruiz et al., 2016, este debe ser de 4,5% de azucares reductores, pero las

concentraciones van a depender de la bebida a preparar y el indculo empleado (Han et al., 2020)

Arroz (Oryza sativa L.)

Se considera al arroz una de las plantas mas antiguas, con referentes de hasta 3000 afios
a.C. Su origen se ha reportado en el sur de la India, en China y en el Sudeste Asiatico, a
Colombia lleg6 a través después de la llegada de los espafioles. Sus tallos son redondos y huecos
con nudos Yy entrenudos. El arroz blanco se obtiene cuando es descascarillado, es decir, que retira
su cascarilla, en este proceso se pierden algunos nutrientes como la fibra (DANE, 2017).

Este cereal contiene una gran cantidad de almidones, siendo una buena fuente de energia,
es bajo en grasa, no contiene colesterol y presenta bajas proporciones de vitaminas del grupo B 'y
minerales como fosforo, hierro, potasio, calcio, magnesio y sodio (DANE, 2017).

En Colombia, de acuerdo con los datos reportados por el DANE, la produccién de arroz
mecanizado ha ido en aumento en las diferentes zonas arroceras del pais, esto se puede apreciar
en la Figura 7, donde, en Casanare, se pasaron de producir cerca de 369 mil toneladas a 851 mil
toneladas en 10 afios, mostrando asi el potencial de este producto para la transformacion

industrial (DANE, Boletin Técnico. Encuesta Nacional de Arroz Mecanizado (ENAM), 2020).



Figura 7.

38

Serie de produccion de arroz mecanizado. Principales Departamentos Il Semestre (2010-2020)
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2013-11
224181
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345.859

99.666
338.897

2014-11

150.769
423.359
322.978
102.052
255.314

2015-11
234.385
547.321
371.327
104.467
300.533

2016-11
343.717
767.188
403.700
152.805
539.212

2017-11
319.637
755.562
381.769
127.332
474.736

2018-11

277.336
706.979
411.463
118.624
389.417

2018-11
321.038
732.840
362.484
115.109
445.050

2020-11
359.327
851.869
406.737
131.750
509.243

Nota. Por DANE en Boletin técnico. Encuesta Nacional de Arroz Mecanizado (ENAM, 2020)

Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares eucariotas que se reproducen en ambientes con

alta cantidad de carbohidratos, sales minerales y acidos grasos; su funcion en la industria de

bebidas alcohdlicas es fermentar los sustratos produciendo etanol, como el mosto en el vino o la

cerveza; y aportando elementos esenciales a las bebidas. (Argemi, 2016).

Levaduras Empleadas en Procesos Fermentativos

A nivel industrial, existen diferentes tipos de levaduras empleadas en la fermentacion

alcohdlica como Zymomonas mobilis y Saccharomyces cerevisiae (Ruiz et al., 2016), todas con

caracteristicas especificas, variando segun la bebida a elaborar (Parpinello et al., 2020). Estos

microorganismos deben ser aptos para el consumo humano y soportar las estresantes condiciones

de fermentacion (Parpinello et al., 2020; Villalpanda et al., 2017), ejemplos de esto son las S.
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eubayanus, levaduras que puede ser utilizadas en temperaturas inferiores a las soportadas por la
S. cerevisiae (Parpinello et al., 2020); la Schizosaccharomyces pombe, que es utilizada
especialmente en la elaboracion de sidras (He et al., 2021); la Kluyveromyces marxianus, €s una
levadura capaz de convertir la lactosa en etanol (capacidad que no presenta la S. cerevisiae), lo
que ha hecho que su uso sea empleado en elaboracién de productos con valor agregado (como
cerveza agria) a partir de residuos lacteos (Lawton & Alcaine, 2019), las levaduras S. uvarumy
S. kudriavzevii, también son criofilicas, es decir, soportan muy bajas temperaturas, es por esto
que son ampliamente utilizadas en las fermentaciones vinicolas (Minebois et al., 2020), otras
levaduras utilizadas en fermentaciones alcohdlicas son las S. pastorianus (Capece et al., 2018).
Industrialmente, las levaduras mas estudiadas para la produccion de etanol son; S. cerevisiae,
Kluyveromyces fragilis y Candida utilis (Suarez et al., 2016). A pesar de tener tantos
microorganismos en la industria, sigue siendo la S. cerevisiae la reina de las fermentaciones (Han

et al., 2020).

Las levaduras, han demostrado su importancia en los procesos fermentativos, esto debido
al perfil aromético que generan en los vinos y en las bebidas alcohdlicas, los géneros no
Saccharomyces (como los mencionados anteriormente) estan incluidos en esta categoria y
también son utilizadas en co-fermentaciones que otorgan bajos niveles de etanol, una tendencia

en auge para productos como vinos. (Amengual, 2018; Gschaedler, 2017; Maturano et al., 2019)

Caracterizacion de las Levaduras S. cerevisiae
Macroscépica: Las levaduras son, generalmente, blancas o beige; se presentan

generalmente colonias con margenes regulares y consistencia cremosa (Uribe, 2007)
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Microscopica: Las levaduras pueden ser esféricas, ovoideas, elipsoideas o alargadas,
pueden oscilar de 1 a 9 um de ancho y 2 a mas de 20 um de longitud dependiendo de factores
como especie, nutricion, entre otros. (Carrillo & Audisio, 2007)

Modelo Cinético de Crecimiento Microbiano

Los modelos matematicos que buscan interrelacionar datos experimentales, relacionados
al crecimiento microbiano, son conocidos como modelos cinéticos de crecimiento microbiano,
entre estas, la mas estudiada es la Cinética de Monod, se sabe que la levadura S. cerevisiae sigue
este modelo, asi como otras levaduras de la familia Saccharomyces spp. (Calderon, 2017)
Modelo de MONOD

Este modelo matematico describe el proceso de fermentacion para bebidas alcoholicas,
Gee y Ramirez (1988 y 1984), propusieron un modelo para describir la tasa de consumo de
azucares reductores de glucosa (G), maltosa (M) y maltotriosa (N), asi como la produccion de
biomasa y etanol, este modelo es conocido como relaciones de Monod, donde los modelos de
crecimiento son obtenidos mediante: Modelo de Arrhenius (1886), Ratwosky (1982), Ratwosky
(1983) y Hinshewood (1946). Las ecuaciones 1 a 6 describen este modelo (Bricio, Bricio, Arceo,
Hernandez, & Lopez, 2017; Gardufio, Martinez, Lépez, & Ruiz, 2014):

daG Uc * G
_— = - *
dt ke +G

X
)

4

—_—= — * — * X
dt ~ ky+M k,+G

)
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’ I

dN ‘uN*N kG kM

—_— = * — * — * X

dt ky +M ko+G ky+M @)

dx ue * G py M kg uv*N kg Ky

at e T M e T g M I 4G K+ M @

E(t) = Eo(t) + Ye(Go — G) + Yey (Mg — M) + Yey(Ng — N) (5)
Donde:

G (mol/mq): Concentracion de glucosa

M (mol/m?®): Concentracion de maltosa

N (mol/m?): Concentracion de Maltotriosa

X (mol/m?): Concentracion de biomasa

u; (h): Tasa especifica de absorcion de azUcar.

K; (mol/m?®): Constante de Michaelis para el aztcar (i= G, M o N),
k;: Constante de inhibicion para el azlcar.

E (mol/m®): Concentracion de etanol

R,;: Rendimiento estequiométrico de la biomasa por mol de azUcar reaccionado (i= G, M

oN),
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Rg;: Rendimiento estequiométrico de etanol por mol de azucar reaccionado (i= G, M o

N).
R,; Y Rg; son constantes.
Mediante la integracion de este modelo, puede obtenerse la ecuacion 6:
Yy,6S80 + Yy /Ko + X X Yy /oK. Yy/sS
u = X/5°0 x/shs 0 In(=) + x/shs In( X/5°0 )
YX/SSO +X0 XO YX/SSU +X0 YX/SSO +X0 _X

(6)

Donde tmqy (W), Yxis(UFC/ g sustrato), So (g/mL), Ks (g/mL), X (UFC/mL) y t (),
corresponden a la tasa de crecimiento especifica méxima, rendimiento del sustrato con respecto a
la biomasa, la concentracién inicial de sustrato, la constante de saturacion, la concentracion de

microorganismos y el tiempo, respectivamente (Calderén, 2017).
Modelo de MOSER

Este es una modificacion del modelo de Monod, es empleado cuando la composicion
celular es independiente del tiempo de proceso y se representa por la ecuacion 7 (Calderén,

2017):

Sﬂ.

U = Hmax m

()

Esta ecuacion se puede acoplar a el balance de masa y sustrato, obteniendo asi la

ecuacién 8 (Calderon, 2017):
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iy (SO_I_X%;X)R )
— = U
dt max Km R (Sﬂ R XEIYX_SX)n

(8)

Donde gy (W), Yxis (UFC/ g sustrato), So (9/mL), Km (g/mL), X (UFC/mL) y n,
corresponden a la tasa de crecimiento especifica méxima, rendimiento del sustrato con respecto a
la biomasa, la concentracién inicial de sustrato, la constante de saturacion, la concentracion de

microorganismos y una constante determinada experimentalmente, respectivamente.
Modelo de Teissier

Este modelo fue previo al modelo de Monod, introduciendo el concepto de deficiencia de
crecimiento, y demostrando la relacion semilogaritmica entre la concentracion de biomasa y la

velocidad de crecimiento. Este modelo es descrito en la ecuacion 9 (Calderén, 2017):

H = Hmsx (1 - e(;(_f))

9)

Este, también puede ser acoplado al balance de materia y sustrato, obteniendo asi la

ecuacién 10 (Calderén, 2017):

(10)
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Donde gy (W), Yxis (UFC/ g sustrato), So (9/mL), Km (g/mL), X (UFC/mL) y n,
corresponden a la tasa de crecimiento especifica maxima, rendimiento del sustrato con respecto a
la biomasa, la concentracion inicial de sustrato, la constante de saturacion, la concentracion de

microorganismos y una constante determinada experimentalmente, respectivamente.

Existen diferentes modelos, como el de Haldane (empleado en procesos Batch que
estudia la adaptacion del microorganismo en el medio y es Util cuando se presentan sustratos
inhibitorios en el medio), el modelo de Contois (empleado en procesos anaerobicos, donde se
controla la velocidad de fermentacién), el modelo de Amrane y Prigent (se caracteriza por la
convergencia de los datos experimentales con los parametros calculados, fue creado para
describir la produccion de acido lactico a partir de lactosa), Modelo de Gompertz (fue creado
para describir la mortalidad en la poblacion humana, después fue capaz de describir la
concentracion de biomasa a través del tiempo), y el Modelo de Powell (este puede integrar la
transferencia de masa de sustrato a través de la célula a la ecuacién de Monod), entre otros

(Calderon, 2017).

Cinética de Crecimiento Microbiano
La cinética de crecimiento se refiere a la presencia de microorganismos de una muestra a

través del tiempo, como se presenta en la figura 8, existen 4 fases (Calderon, 2017; ComBase):

- Fase lag o de latencia: En esta, el microorganismo se adapta al medio, su caracteristica es
que las UFC/mL permanecen casi constantes.

- Fase logaritmica o exponencial: En esta, los microorganismos se multiplican
rapidamente, esto se da mediante la progresion geométrica 2°, 21, 22 ... 2". Mientras no se

de ninguna limitante, esta fase se mantendra. La forma en que se detiene esta fase suele
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ser por la ausencia de nutrientes 0 aumento de componentes toxicos para los
microorganismos, asi como la combinacién de estos dos factores.

- Fase estacionaria: En esta no se presenta variacion de microorganismos en el medio,
usualmente en esta fase se ha agotado el sustrato, las células contintan con vida pero sin
posibilidad de division.

- Fase de muerte: En esta, la cantidad de UFC/mL desciende debido a muerte celular.

Figura 8.

Fases de crecimiento microbiano
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(ComBase, sf).
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Antecedentes

El masato de arroz es considerado como una bebida tradicional colombiana, utilizado
especialmente por la poblacion rural para celebraciones, eventos y consumo en general; posee
caracteristicas como dulzor y suavidad. En la actualidad, estos masatos son realizados de forma
tradicional y esto ha generado problemas sanitarios y gran recuento de microorganismos no
deseados, tal como lo reporta Valencia et al., (2019) en su estudio “Linea base para aportar valor

9999

anadido a los productos a base de arroz fermentado artesanal “masato””, en el mismo, se
encontrd que tres muestras de masato, realizadas tradicionalmente, presentaban coliformes
totales, E. coli, S. aureus, B. cereus, entre otros, las tres muestras se realizaron con
formulaciones diferentes en distintos lugares de comercializacion, en una de ellas se utiliz6 la

cascara de pifia sin tratamiento y directamente en el masato, en las otras se adicion6 levadura

comercial (Valencia et al., 2019; Becerra, 2014; Holguin, 2010).

Aprovechamiento de Residuos Agroindustriales en la Obtencién de Levaduras y
Produccion de Bebidas Alcohdlicas

Reducir la cantidad de residuos agroindustriales, ha sido uno de los focos de la
investigacion en los Gltimos afios, es por esto que la utilizacion de céscaras de alimentos
(considerados desechos) para produccion de levaduras ha presentado mayor desarrollo en los

ultimos afios (Fula, 2010; Reyes, 2015).

Los residuos agroindustriales no solo generan problemas de contaminacion, sino que
también pueden ser un riesgo para la salud; la pifia, por ejemplo, atrae a la mosca “peletera”
(Stomoxys calcitrans), una mosca que afecta negativamente al ganado. Segun lo reportado por
Reyes, (2015), los desechos de la pifia corresponden entre el 50-65% de su peso, de los cuales, el

32% es la cascara.
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En la zona de Boyac4, para la produccién de masato, muchas veces no se utilizan
levaduras comerciales para la fermentacion, sino que se afiade la cascara de pifia directamente al
producto; en paises como Chile, se ha utilizado la fermentacion de cascara de pifia con agua y

panela para iniciar procesos fermentativos (Valencia et al., 2019; Amengual, 2018)

La yuca ha sido ampliamente utilizada como fuente de carbono para la produccién de
etanol, tanto con cepas de control como con cepas nativas de S. cerevisiae. De hecho, estudios
demuestran que sus residuos son mejor sustrato que la papa y la naranja para la produccion de
este metabolito. Se han registrado diferentes microorganismos en los productos fermentados de
cereales, estos favorecen la degradacion del almidon, haciendo que se dé la fermentacion y
mejorando el cuerpo del producto (Castellanos & Torres, 2017; Quintero et al., 2015; Reis et al.,

2017; Fula, 2010)

En la actualidad, investigaciones han demostrado la presencia de diferentes
microrganismos presentes en frutos y residuos agroindustriales, algunos ejemplos se presentan en
la Tabla 1, donde por medio de diversos estudios se presenta qué microorganismo fue

satisfactoriamente aislado:

Tabla 1.

Levaduras en residuos agroindustriales y en frutos.

Materia prima Levaduras Fuente

Exudado de cacao Saccharomyces, Candida, Pichia,
(Vila, 2018)
(Residuo) Hansénula y Zygosaccharomyces
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Fil6sfera de mora

(Residuo)

Cryptococcus, Aureobasidium

(Uribe, 2007)

Bagazo de cafia de

azucar (Residuo)

Saccharomyces Cerevisiae

(Gonzalez et al.,

2017)

Pomarroso (Fruto)

Rhodotorula spp., Hanseniaspora spp.,
Brettanomyces spp., Candida spp., Kloekera

sp., Torulopsis sp.

(Trujillo & Echeverry,

2015)

Vifiedo (Residuos)

Sacharomyces cerevisiae; S. paradoxus

(Miranda et al., 2015)

Manzanas (Fruto)

Sacharomyces spp.

(Ledn et al., 2020)

Yuca (En todo el
proceso de

fabricacion)

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
vallismortis, Bacillus, cereus, Leuconostoc

mesenteroides y Saccharomyces cereviseae.

(Chiquiza et al., 2016)

Naranja,
mandarina, uva,
pifia, guayaba,
sandia (Frutos y

residuos)

Sacharomyces spp.

(Argote et al., 2015)
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Productos Artesanales Fermentados

En Colombia, la diversidad cultural ha generado una gran variedad de alimentos, como
las bebidas artesanales y tradicionales, entre ellas resaltan las bebidas fermentadas de arroz,
maiz, raices, entre otras. Histdricamente, estas bebidas eran para la poblacion indigena, después
para la poblacion rural y finalmente, se consume como una bebida elaborada en casa en
ocasiones especiales, esto se debe a su contenido alcohdlico bajo, sabor dulce y sensacién suave

en boca (Becerra, 2014)

Se debe tener en cuenta que el término masato, no es algo extendido a nivel
Latinoamérica, de hecho, en Chile el masato (como se elabora en Colombia) es conocido como

Chicha andina, y en Perd, la chicha hace referencia a una bebida no alcohélica (Arias, 2009)

Algunas bebidas artesanales que llevan un proceso fermentativo son la chica, el masato,

el fieque, el guarapo, entre otras; esto se presenta claramente en la Tabla 2.

Tabla 2.

Bebidas tradicionales o artesanales colombianas.

Bebida
Materia
tradicional o Fermentacion Referente
prima
artesanal
Maiz germinado, azucar
. 3 Becerra,
Maiz Chicha Entre 1-6 dias (

2014; Azanza
°Brix finales: 13+2
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& Chacon,
2018)
Harina de maiz y panela
Concentracion de azUcar antes de agregar
Masato levadura: 17%
°Brix finales: 14
(Becerra,
t fermentacion: 7 dias
2014)
Granos de arroz secos y azucar
Concentracion de azlcar antes de agregar
Arroz Masato
levadura: 17%
t fermentacion: 7 dias
) Becerra,
Masa de yuca cocida (
Yuca Masato 2014; Arias,
Fermentacion: 3-4 dias
2009)
Panela y hierbas aroméaticas como anis
Neque/ .
t fermentacion: 7 dias (Tirado etal.
Caiia de Chirrinchi 2015)
azlicar Destilado
. , (Becerra,
Guarapo Jugo de cafia de azucar

2014;
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Continuacion Tabla 2.

Azlcar inicial: 75-92% Armijos,

5 , 2016)
Fermentacion :1-3 dias

Miel
Miel Hidromiel °Brix iniciales: 24° (Herrera et
al., 2019)
t fermentacion: 17 dias

Masato

En Colombia, el masato es considerado una bebida tradicional que se elabora con cereales
como el maiz o el arroz y tubérculos como la yuca, esta bebida presenta caracteristicas como un
alto grado de dulzor y baja concentracion alcohdlica, en el centro del pais, es mas comun el uso
de maiz y arroz, asi como su combinacion. Algunos autores han asegurado que esta bebida
estaba presente antes de la colonizacién y ha permanecido en paises como Colombia, Pera y
Venezuela con algunas variaciones (Holguin, 2010; Becerra, 2014; Rios & Aleman, 2019).

Esta bebida suele tomarse en festividades y por turistas en las zonas de Boyaca,
Cundinamarca y Tolima, aunque también es cominmente consumida en Santander. (Rios &
Aleman, 2019)

Tradicionalmente, el masato es fermentado con levadura comercial especifica para pan,
adicionando la cascara de pifia, cerveza, chica (otra bebida tradicional) o dejando un remanente
de la produccién anterior (M. Fuentes.; N. Lizarazo, comunicacion personal, noviembre 25,

2020).
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Es por esto que se han presentado problemas de salubridad y en el afio 1948 se establecid
la Ley 34 de 1948 y el decreto 4194; estos restringian la produccién de bebidas fermentadas
extraidas de la cana, maiz, arroz, cebada y otros cereales, son que “previamente los
establecimientos o fabricas productores se hayan provisto de su correspondiente licencia
otorgada por el Instituto Nacional de Higiene Samper-Martinez con exclusién de cualquiera otra
autoridad y sin que llenen los requisitos de dicha Ley y del ... Decreto reglamentario.”

(Ministerio de Higiene, 1948), esto rigid hasta 1991 (Cordero, 2010)
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Materiales y Métodos
Materiales

Para el aislamiento de las levaduras se emplearon Agar (Scharlau), Extracto de levadura
(Himedia), glucosa Anhidrida (PanReac AppliChem), Agar Papa Dextrosa (Difco), amoxicilina
(La Santé), Agar Sabouraud con cloranfenicol (Scharlau), Agar Lisina (Merck). Para el
enriquecimiento del caldo, se emplearon Sulfato de magnesio Anhidrido (Scharlau), Sulfato de
Amonio (PanReac AppliChem) y Dihidrégeno fosfato de potasio (Scharlau). Como fuentes de
carbono fueron empleadas la glucosa Anhidrida (PanReac AppliChem), Sacarosa (QM) y
Fructosa Sol 10% (QM). Para las pruebas microbioldgicas se emplearon Agar rosado de bengala
(Scharlau), Agar de recuento de placa (PCA) (Scharlau) y Agar bilis glucosa rojo violeta
(Himedia).

Para aislar las levaduras, se emplearon 3 pifias Golden y 3 yucas de mesa, obtenidas en
el mercado local; en la elaboracion de la bebida fermentada tipo “masato” se utiliz6 harina de
arroz (Semillas del Patriarca), Levadura (Levapan S. cerevisiae), azicar (Manuelita) y clavos y
canela.

Métodos

Para el desarrollo de los objetivos propuestos se formul6 la metodologia expuesta en la

figura 9, integrada por tres fases; aislamiento y caracterizacién de las levaduras, elaboracion de

la bebida fermentada y caracterizacion de la bebida fermentada tipo “masato”:



Figura 9.

Metodologia

Metodologia

3 fases [

Aislamiento de las
levaduras

Elaboracion del masato

Caracterizacion de la
bebida fermentada

Fase 1: Aislamiento de las Levaduras

En esta fase se realizo el aislamiento de las levaduras de la cascara de la pifiay de la
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yuca, para esto, se emplearon medios selectivos, las levaduras que crecieron se sembraron en un

medio con etanol al 6, 8 y 10% para determinar su resistencia. Los pesajes mayores a 10 g se

realizaron en la balanza Tramax MIX-H y los menores, en la balanza analitica RADWAG Wagi

Elektroniczne, ademas, todo el material fue esterilizado en el Autoclave All American modelo

75Xy las cajas de Petri en la Incubadora Memmert.

Rendimiento del Material Vegetal

Fueron seleccionadas aleatoriamente tres pifias Golden maduras (Figura 10a), se pesaron

y Se separaron en corona, cascara, pulpa, y peddnculo. El rendimiento fue calculado en
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porcentaje, de acuerdo con el peso de cada una de las partes. Para la yuca (Figura 10b), se

separaron las cascaras y la pulpa y se realizo el mismo procedimiento de pesado (Ecuacion 11)

% Rendimiento = ——2arte , 10 (11)

€50¢total
Figura 10.

Materias primas empleadas en el aislamiento de levaduras.

a. Pifa Golden MD2 b. Yuca de mesa

Aislamiento de Levaduras

Fueron tomados 20 g de las muestras de cascara de pifia y yuca previamente trituras en el
procesador de alimentos (Oster) (Figura 11a), las cuales fueron mezcladas en 50 mL de solucion
de cloruro de sodio al 7,5%, la Figura 11b presenta la mezcla realizada. De la muestra madre, se
realizaron diluciones seriadas entre 10 a 10 (Figura 11c). Se realizaron inicialmente siembras
por agotamiento en el medio YPD s6lido, tal como se aprecia en la Figura 11d, y las placas
fueron incubadas a 30°C por 7 dias en la Incubadora Memmert UN110 Plus, se verifico el
crecimiento por medio del Microscopio binocular 3B. Posterior a este primer crecimiento, se

tomd una colonia de levaduras y se realiz6 una re-siembra en agar PDA y Agar Sabouraud con
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cloranfenicol para limitar el crecimiento de bacterias; las placas fueron incubadas a 30°C por 3
dias y 7 dias respectivamente (Ferrer, 2018; Vila, 2018).

Figura 11.
Proceso de aislamiento de levaduras

a. Céscara de yuca y céscara de pifia trituradas b. Céscara de yuca y de pifiaen la

solucion de NacCl al 7,5%.

C. Diluciones seriadas d. Siembras realizadas en medio

solido.

Resistencia al Etanol

La resistencia de las levaduras al etanol fue realizada con colonias aisladas en el Agar

Sabouraud con cloranfenicol, las cuales fueron sembradas por agotamiento en agar YPD con
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adicion de etanol al 6, 8 y 10%. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente observando

el crecimiento de las levaduras por 3 dias (Amaya & Diaz, 2019).

Afinidad de las Levaduras a una Fuente de Carbono

Para verificar el mejor medio para el crecimiento de levaduras se empled el caldo YPD
con amoxicilina (1 g/L), enriquecido con MgSO4 (0.75 g/L), KH2PO4 (3.5 g/L), y (NH4)2SO4
(7.5 g/L), la cantidad de glucosa, fructosa y sacarosa se establecid en 50 g/L y se determin0 el
crecimiento celular mediante la lectura de densidad dptica a 600 nm en el espectrofotometro

Rigol, siguiendo la metodologia descrita por Bafiuelos et al., (2018).

Siembra Masiva

Para realizar la siembra masiva de las levaduras, primero se tomaron las células aisladas
que presentaban resistencia al etanol y se sembraron en 10 mL de caldo YPD, luego se incubaron
de forma estatica por 24h a 20°C, posteriormente fueron sembradas en 100 mL de caldo YPD y
después de 3 dias en matraz agitado a 25°C se llevaron a 1L de caldo YPD. Todas las siembras
se realizaron por triplicado a los tres tipos de azucar (glucosa, fructosa y sacarosa) que se
establecieron para determinar la afinidad de las levaduras a la fuente de carbono. Posteriormente,
las muestras se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos (Centrifuga HETTICH MOD EBA) para

obtener la levadura (Altamirano, 2013).



58

Afinidad al Sustrato.

La afinidad al sustrato se evalué en medios de Glucosa, Fructosa y Sacarosa en medio
YPD (50g/L) tanto para las levaduras aisladas de la cascara de pifia como de la yuca. Se
midieron los grados alcohdlicos (Refractometro con compensacion automatica de temperatura
(ATC), con un rango de 0 a 80%), la densidad Optica a 600 nm, se calcularon los °Brix mediante
la ecuacion 12, finalmente se verificé el pH (pHmetro Metrohm). Todas las mediciones se
tomaron a las 0, 8, 12, 24, 48 horas (PCE, 2020; Zapata, Hoyos, & Quinchia, 2005).

% vol = (0,6757 x 2Brix) — 2,0839 (12)

Cinética de Fermentacioén de las Levaduras.

La cinética de fermentacion se evalu6 en medio YPD con Sacarosa (50g/L), tanto para las
levaduras aisladas de la cascara de pifia como de la yuca. Se midi6 la densidad épticay el
crecimiento de la biomasa a través del tiempo, con estos datos experimentales se empleo6 la
herramienta SOLVER en Excel para encontrar los parametros cinéticos; ademas, se compararon
los modelos matematicos de Monod, Moser, y Tessier con los datos experimentales, buscando el

modelo que mas se adecuara al comportamiento de las levaduras obtenidas (Calderdn, 2017).

Caracterizacion de las Levaduras.

Primero se realizaron las siembras en medios selectivos (YDP con amoxicilina, Agar
Sabouraud con cloranfenicol, YDP con etanol), posteriormente se tomaron las levaduras que
crecian en estos medios y que presentaban resistencia al etanol para su caracterizacion; esta se

realizo de forma micro y macroscopicamente.
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Fase 2: Elaboracion del Masato

Para la elaboracion de la bebida fermentada tipo “masato”, se siguio la metodologia
descrita por Maldonado, Rios, & Caballero (2016) con algunas modificaciones. Se desarrollaron
4 formulaciones variando el tipo de levadura: pifia 0,5%, yuca 0,5%, comercial 0,5% y mezcla de
pifia y yuca 0,25% p/p (de cada una), estas formulaciones se presentan en la tabla 3.

Este proyecto busco identificar las variaciones en las propiedades fisicoquimicas,
microbiologicas y sensoriales del masato empleando las diferentes levaduras, tanto las aisladas
en la investigacion, como una levadura comercial.

Tabla 3.

Formulaciones para el desarrollo de la bebida fermentada “tipo masato” de acuerdo con tipo de

levadura adicionada

Formulacion Levadura Pifa Levadura Yuca Levadura Comercial

F1 - - 1g/L

F2 - 1g/L -

F3 1g/L - -

F4 0,5g/L 0,5g/L -
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Elaboracién del Masato

Las cantidades empleadas en este proyecto fueron adaptadas a lo descrito por Maldonado
et al., (2016) y empresa Molinos San José (2021), para obtener 6 Litros de masato para cada

formulacion, estas se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4.

Formulacion base de la bebida fermentada tipo “masato”

Materia prima Cantidad en la formulacion % en la formulacion
Harina de arroz 480 g 6,00
Agua 6,3L 78,77
AzUcar 1200 g 15,00
Levadura 60 0,08
Clavos y canela 12 g 0,15

Nota. Adaptado de Maldonado, et al., 2016. Bebida fermentada a base de arroz con adicion de

probiotico. Y de Molinos San José. 2021. Envase Harina de arroz “Delicioso Masato”.

El primer paso fue el acondicionamiento del agua a 65°C, simultaneamente la harina de
arroz fue diluida en agua a temperatura ambiente, después se adiciond la solucién de harina al
agua a 65°C e inici6 el proceso de coccion, este se llevd a cabo hasta que la temperatura alcanzé
los 85°C, en ese momento se adicionaron los clavos, la canela y la sacarosa y se dejo reducir la

mezcla hasta adquirir la consistencia tipica del producto. Posteriormente, se retird de la fuente de
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calor y se filtré la bebida. Para la adicion de la levadura en las proporciones indicadas en la
Tabla 5, se disminuy0 la temperatura hasta 30°C empleando bafio de hielo. El proceso
fermentativo se realizé a temperatura ambiente en proceso Batch hasta alcanzar los 5% v/v de
etanol; finalmente, se realizd la pasteurizacion de las bebidas. Los anteriores pasos se

esquematizan en la Figura 12 (Maldonado et al., 2016)
Figura 12.

Proceso de elaboracion de la bebida fermentada tipo “masato”

Clavos

Canela
Harina de arroz diluida Azlicar

A ¥

Agua mmlpy.| Calentamiento a 65°C Coccién a 65 °C Coceién a 85 °C
Levadura
Fermentacion Enfriado Filtracion

\{

Harina sin diluir
Clavos
Canela

Pasteurizacién == Masato

Nota. Adaptado de Maldonado, et al., 2016. Bebida fermentada a base de arroz con adicion de

probidticos.

Actualmente no se encuentra una norma o legislacion especifica para masato, por lo cual

el porcentaje de alcohol no esta definido legalmente, sin embargo, estudios realizados por
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Amengual (2018), muestran que los consumidores presentan preferencia por masatos con menor
contenido alcoholico y mayor cantidad de azucar, por lo que la fermentacion se detuvo hasta

obtener un grado de alcohol de 5% v/v.

Fase 3: Caracterizacion de la Bebida Alcohdlica

En esta fase se realizaron los andlisis fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales de la
bebida elaborada en la fase 2. Debido a la capacidad fermentativa de estas levaduras, se tomaron

las muestras a las 0, 8, 12, 24 y 48 horas de fermentacion.

Caracterizacion Fisicoguimica

Para la determinacion del grado de alcohol, Sélidos solubles (°Brix ) y Gravedad
especifica: Se empleo el hidrometro “Triple Scale Beer & Wine Hydrometer”,

pH: Para esta prueba se emple6 el potenciometro Metrohm, donde se agitaba de forma
pausada y constante la muestra con el electrodo hasta que la lectura permanecia estable.

Contenido de Humedad: Se determind por diferencia de pesos, entre el peso del crisol
vacio, el peso del crisol con la muestra y el peso posterior al secado. Se emple6 la incubadora
Mermmet a 105°C por 24 horas. (Valencia L., 2018).

Para el célculo del porcentaje de humedad de utilizaron las ecuaciones 13 y 14:

Peso final — Peso de crisol = Sélido en crisol (13)

S6lido*100
Muestra

%Humedad = (14)
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Contenido de Cenizas: Para el analisis de cenizas se emplearon crisoles limpios y secos,
se procedid a pesarlos, asi como a adicionar la muestra a analizar, se llevaron al horno a 600°C
por 1 horay se procedié a disminuir la temperatura en reposo en el deshumidificador.
Posteriormente se pesaron los crisoles y mediante la Ecuacion 15, se determiné el porcentaje de

cenizas (Bolivar, 2020)

%Cenizas = 2% 100 (15)

M muestra

Caracterizacion Microbioldgica

La caracterizacion microbioldgica se llevo a cabo por siembra en medios sélidos con
diluciones de 10, 102 y 10°%; para el recuento de aerobios mesoéfilos se empled el Agar de
recuento de placa (PCA), su tiempo de incubacion fue de 48 horas a 37°C ; en la determinacion
de coliformes totales se emple6 el Agar bilis glucosa rojo violeta, con un tiempo de incubacion
de 24 horas a 37°C; finalmente, para el recuento de mohos se empled el Agar rosado de bengala

con un tiempo de incubacion de 72 horas a temperatura ambiente

Analisis Sensorial

Se llevo a cabo una prueba afectiva de escala hedonica con un panel no entrenado y no
experto de 32 personas, donde 21 eran hombres y 11 mujeres, con edades entre los 18 y 55 afios.
La encuesta se encuentra disponible en el Anexo 1.

Entre los pardmetros evaluados, se encuentran: Visuales: como la aceptacion general, el

color, el brillo y la homogeneidad del color; Sensacion en boca: consistencia, grumosidad,



pegajosidad, fluidez y suavidad; Olor: se analiz6 el aromay la intensidad; Gusto: el sabor,

dulzor, Acidez y la aceptacion general (Amengual, 2018).

Analisis Estadistico

La evaluacion de los resultados se realizé a través de analisis multivariado (ANOVA),
estableciendo diferencias significativas entre los valores medios observados en cada una de las
formulaciones a través del Test de Fisher a 95 % de confianza utilizando el paquete estadistico

STATISTICA® v.8.0.
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Resultados y Discusion

Fase 1. Aislamiento de las Levaduras

Rendimiento del Material Vegetal

En la tabla 5 se puede observar que aproximadamente el 34% de la pifia son residuos, y
de esos, el 15% es cascara que puede ser reutilizada para el aislamiento de levaduras.

Tabla 5.

Porcentaje promedio del rendimiento de la pifia var Golden.

Parte de la pifia Porcentaje (%)
Pulpa pifia 66 + 2,49
Céscaras de pifa 15+141
Coronas 16 + 2,16
Pedunculo 3+0,94

Resultados similares del rendimiento de la pulpa de pifia (62% y 65,9%) fueron
reportados por Valles (2021) y Tello, Garcia, & Vasquez (2002) respectivamente. Por el
contrario, el porcentaje de cascara reportado por Valles (2021) (25,8%) es superior al obtenido
en este proyecto (15%). Las diferencias pueden ser explicadas por el método de pelado empleado
y del personal que realiza este proceso.

En la tabla 6, se puede observar que aproximadamente el 21% de la yuca son residuos, y

de esos, el 14% es cascara que puede ser reutilizada para el aislamiento de levaduras.
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Tabla 6.

Porcentaje promedio del rendimiento de la yuca de mesa

Parte de la yuca Porcentaje (%)
Cascara sin tierra 14 £ 2,45
Pulpa yuca 79+0,94
Tierray residuos como las puntas 7%2,62

De acuerdo con lo reportado por Mufioz & Riera (2020), la cascara de la yuca representa
el 15% de su peso total, un resultado muy similar al encontrado en la presente investigacion. Asi
mismo Ulloa, (2012) reporta resultados similares, en donde la cascara de la yuca representa entre
el 9y el 15% del tubérculo y posee una corteza de entre 0.5 y 2%; para esta investigacion, no se

discrimina entre la cascara y la corteza.

Aislamiento de Levaduras

En la primera siembra se encontr6 que en el agar YPD crecieron levaduras y bacterias,
por medio de una lectura microscopica con ayuda del azul de lactofenol se pudo demostrar la
presencia de levaduras en la cascara de pifia, no siendo lo mismo para la cascara de yuca.

En la segunda siembra en agar PDA, se presentd un crecimiento significativo de las
levaduras de la pifia en el medio, no siendo lo mismo para las levaduras de la yuca, de hecho, con

esta siembra evidencia crecimiento de bacterias del género Bacillus sp.
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En la tercera siembra en Agar Sabouraud con cloranfenicol se encontré que de la cascara
de pifa crecieron levaduras, pero de la cascara de yuca solo se formdé una colonia en 8 dias, esta
colonia se dejo crecer a 35°C por ocho dias mas.

La identificacion macroscépica y microscépica de las levaduras de la cascara de pifiay
yuca se presentan a en la Figura 13, donde se tiene macroscopicamente la levadura aislada de la
cascara de pifia (13a) y microscopicamente en la Figura 13b; también se presentan las levaduras
aisladas de la cascara de yuca de manera macro y microscopicamente (Figuras 13c y 13d
respectivamente).

Las colonias obtenidas en esta investigacion se compararon contrabajos realizados por
Sanchez & Torres (2017), Salazar (2017) y Walteros (2019); encontrando que la morfologia de
las levaduras de la cascara de pifia presentan las caracteristicas tipicas de levaduras
Saccharomyces al ser ovoides y blancuzcas con colonias muy definidas, en gran cantidad y alta
tolerancia al etanol; las levaduras aisladas de la cascara de yuca presentan una colonia similar a

una S. cerevisiae colombiana.
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Figura 13.

Imagenes macroscopicas y microscopicas de levaduras aisladas de cascara de pifia y yuca

a. Imagen macroscopica levadura b. Imagen microscopica levadura cascara

cascara de pifia

c. Imagen macroscopica levadura d. Imagen microscopica levadura cascara

cascara de yuca de yuca

De manera macroscopica, estas imagenes pueden apreciarse en la Figura 14, donde se
encuentran las levaduras aisladas de las cascaras de pifia (14a) y las cascaras de yuca (14c) frente

a referentes tedricos de S. cerevisiae (14b y 14d).
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Figura 14.

Imagenes macroscadpicas de levaduras aisladas de céscara de pifia y yuca frente a referentes

tedricos.
a. Imagen macroscopica levadura b. Imagen macroscopica levadura S.
cascara de pifia cerevisiae

C. Imagen macroscopica levadura d. Imagen macroscopica levadura S.

cascara de yuca cerevisiae

Nota: Figura 14b: Por Walteros, 2019. Caracterizacion de cepas de levadura Saccharomyces
cerevisiae colombiana para su potencial uso en la produccion de cerveza “Colombian Ale”;
Figura 14d: Por Selva, 2015. Caracterizacion de un cepario de levaduras para uso enolégico

mediante técnicas moleculares.
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A nivel microscopico, se pueden observar de una forma mas clara las similitudes entre las
levaduras aisladas y los referentes tedricos. En la Figura 15, se presentan las imagenes
microscopicas de las levaduras aisladas; se puede ver que en la Figura 15a, se esta llevando a
cabo la gemacion en algunas células, las que no estan en gemacion son ovoides y muy similares
a las presentadas en la Figura 15b, que fueron tomadas de investigaciones en cerveza (Walteros,
2019). La Figura 15c, presenta la imagen microscopica de la levadura aislada de la cascara de
pifia, sin embargo, estas presentan una forma mas alargada, por lo que se cree que son levaduras
no Saccharomyces.

Contrario a las levaduras de la cascara de pifia, en la cascara de yuca se presentan
principalmente levaduras no Saccharomyces, esto se afirma a partir de la comparacion
morfoldgica y por colonias con los trabajos realizados por Heredia & Kwok (2015). Algunos
estudios enfocados en la yuca han encontrado diferentes tipos de microorganismos en este
tubérculo, entre los que se encuentran S. cerevisiae, Leuconostoc mesenteroides ssp, Bacillus
amyloliquefaciens, Streptococcus mutans, Bacillus vallismortis, Geotrichum capitatum,
Leuconostoc dextranicum, Weisella paramesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Lactococcus
lactis, Lactobacillus manihotivorans, entre otros, esto claramente se da por la exposicion al suelo
que tiene el producto; asi mismo, esto dificulta el aislamiento de las levaduras (Chiquiza,

Montoya, Restrepo, & Orozco, 2016).
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Figura 15.

Imagenes microscopicas de levaduras aisladas de cascara de pifia y yuca frente a referentes

tedricos
a. Imagen microscdpica levadura cascara b. Imagen microscopica levadura S.
de pifa cerevisiae

C. Imagen microscopica levadura cascara d. Imagen microscopica levadura S.

de yuca cerevisiae

Nota. Imagen 15b y 15d: Por Walteros, 2019. Caracterizacion de cepas de levadura
Saccharomyces cerevisiae colombiana para su potencial uso en la produccion de cerveza

“Colombian Ale”
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Resistencia al Etanol

Las levaduras de la cascara de pifia y de yuca sometidas a crecimiento en agar YPD con
etanol al 6, 8 y 10% presentando crecimiento en las 2 primeras concentraciones principalmente;
en menor grado se evidencid crecimiento al 10% de etanol. Se evidencié mas claro el
crecimiento en las levaduras aisladas de la cascara de pifia, como se aprecia en las Figuras 16a 'y
16c¢, sin embargo, las levaduras de la cascara de yuca también presentaron un crecimiento
favorable bajo estas concentraciones como se puede observar en las Figuras 16b y 16d. El
crecimiento para las levaduras aisladas no fue 6ptimo a concentraciones de 10% de etanol, tal
como se aprecia en las Figuras 16e y 16f.

A pesar de no tener un crecimiento favorable a concentraciones de 10% de etanol, se
puede afirmar que las levaduras aisladas pueden ser empleadas en procesos fermentativos en
donde la concentracion final de etanol no sea superior al 8%.

La tolerancia de las levaduras aisladas tanto de la cascara de pifia como de la cascara de
yuca presenta un potencial para el desarrollo de bebidas fermentadas artesanales, considerando
que ésta presenta un contenido alcoholico bajo, sabor dulce y sensacion suave en boca (Becerra,

2014; Fula, 2010)
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Figura 16.

Crecimiento de las levaduras aisladas al tercer dia al 6,8 y 10% de etanol.

a. Levaduras aisladas de la cascara de b. Levaduras aisladas de la cascara de

pifia con 6% de etanol yuca con 6% de etanol

C. Levaduras aisladas de la cascara de d. Levaduras aisladas de la céscara de

pifia con 8% de etanol yuca con 8% de etanol
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e. Levaduras aisladas de la cascara de f. Levaduras aisladas de la cascara de

pifia con 10% de etanol yuca con 10% de etanol

Afinidad de las Levaduras a una Fuente de Carbono

Se evaluo la afinidad de las levaduras aisladas de las cascaras de pifia y yuca en caldo
YDP con sacarosa, fructosa y glucosa, con el fin de establecer la cinética de fermentacion. Los
resultados de las evaluaciones en los tiempos 0, 8, 12, 24 y 48 horas se presentan desde la Tabla
9 hasta la Tabla 13, para determinar las diferencias significativas entre las fuentes de carbono
seleccionadas, se emple6 el Test de Fisher con un 95% de confianza en el Software
STATGRAPHICS Centurion.
En la tabla 7, se presentan las condiciones iniciales del caldo YDP, encontrando que la adicion
de levaduras si afecta las condiciones iniciales, esto se concluye de las diferencias significativas
que se presentan entre las levaduras aisladas frente a la misma fuente de carbono, a pesar de esto,

las condiciones iniciales son muy similares para todos los tratamientos.



Tabla 7.

Evaluacion de pH y °Brix a las 0 horas

Sustrato Levadura aislada pH °Brix
Pifia 7,08 £0,08°¢ 5,30 + 0,08°
Sacarosa
Yuca 6,99 + 0,02° 5,20 + 0,24°
t=0 Pifia 6,58 +0,022 5,00+ 0,22°
Glucosa
Yuca 6,56 + 0,022 530+ 0,22°
Pifia 6,99 +0,01° 3,23+0,52¢
Fructosa
Yuca 6,98 +0,01° 3,63+0,052

Nota: Los valores que contienen las mismas letras no presentan diferencias significativas, los que

tienen letras diferentes si las presentan

A las 8 horas, como se muestra en la Tabla 8, se encontré que el pH variaba dependiendo de la
fuente de carbono, presentando diferencias significativas entre las tres fuentes; los °Brix
presentaron diferencias significativas especialmente con el tratamiento Pifia-fructosa, el grado
alcoholico también presentd diferencias significativas, la mayor produccion se obtuvo en los

caldos con sacarosa, Yy en el caldo glucosa-yuca. La densidad Optica también present6 diferencias

significativas.



Tabla 8.

Evaluacion de pH, °Brix, ° Alcoholico y Densidad 6ptica a las 8 horas
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Levadura °Alcohdlico
Sustrato pH °Brix DO*
aislada (Vv/v)

Pifia 6,99 +0,02¢ 4,60+ 0,36° 14,67 +0,47° 0,84+0,00°2
Sacarosa

Yuca 6,96 +0,01¢ 543+0,31° 15,00+0,00¢ 0,50+0,19°2

t=8h

Pifia 6,50 +0,03% 4,57+0,54°° 13,00 +0,00° 1,27+0,04°¢
Glucosa

Yuca 6,52 +0,052 4,57+1,03° 14,33+0,47¢ 0,90+0,10¢

Pifia 6,88 +0,00° 3,13+0,17% 9,33+0,942 1,01+0,19"%¢
Fructosa

Yuca 6,89+ 0,01° 3,40+0,33° 933+0,9428 0,77+0,072

Nota. *DO: Densidad optica (600nm). Los valores que contienen las mismas letras no presentan

diferencias significativas, los que tienen letras diferentes si las presentan.

A las 12 horas, con respecto al pH, los tratamientos no presentaron diferencias significativas, los

°Brix si presentaron diferencias significativas, pero lo mas notable en la Tabla 9, es el contenido

de etanol, puesto que se puede apreciar claramente la diferencia con los tres tipos de azUcares,

donde la mayor produccion se da con la Sacarosa. La densidad optica presenta diferencias

significativas, encontrando que la menor se da con la Fructosa-yuca.



Tabla 9.

Evaluacion de pH, °Brix, ° Alcoholico y Densidad 6ptica a las 12 horas
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Levadura °Alcohdlico
Sustrato pH °Brix DO*
aislada (v/v)

Pifia 6,99 + 0,05* 4,70+0,99%¢ 1500+ 0,00¢ 0,86+0,002
Sacarosa

Yuca 6,97 + 0,022 4,90 +0,65° 15,00+ 0,82¢ 0,83+0,29%

t=12h

Pifia 6,71 +0,36* 5,61 +0,71° 13,33+0,47°  1,38+0,06"
Glucosa

Yuca 6,55+ 0,09° 4,27+0,12%¢ 1300+1,41° 1,00+0,00%

Pifia 6,94 +0,028 3,30+1,13% 10,00 £0,00% 1,38+0,28%
Fructosa

Yuca 6,91 +0,022 3,10+0,71* 9,67 +0,47¢ 0,63+0,10%

Nota. *DO: Densidad optica (600nm). Los valores que contienen las mismas letras no presentan

diferencias significativas, los que tienen letras diferentes si las presentan.

A las 24 horas, como se muestra en la Tabla 10, se mantienen las diferencias significativas, sin

embargo, referente al contenido de alcohol se empiezan a nivelar los contenidos entre la sacarosa

y glucosa, ademés se parecia una disminucion del contenido de alcohol, caracteristica de una

fermentacién que empieza a producir acidos. Los °Brix también se empiezan a nivelar y la

densidad dptica presenta variaciones diferentes que las presentadas a las 12 horas.



Tabla 10.

Evaluacion de pH, °Brix, ° Alcoholico y Densidad 6ptica a las 24 horas
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Levadura °Alcohdlico
Sustrato pH °Brix DO*

aislada (V/v)

Pifia 6,92+0,00° 4,35+1,25%  13,67+0,94° 0,94+0,01%¢
Sacarosa

Yuca 6,970,032 520+ 0,43° 14,67+0,94° 0,28+0,02°2

t= 24h

Pifia 6,38+0,08% 4,10+0,08%  12,00+0,82° 0,97+0,12°¢
Glucosa

Yuca 6,28+0,10° 4,57+0,78% 12,33+0,47°° 0,67+0,07 "¢

Pifia 6,950,032 243+0,822 10,00+0,822  0,48+0,04 %
Fructosa

Yuca 6,89+0,008 3,23+0,33%  10,00+0,00® 0,31+0,04

Nota. *DO: Densidad optica (600nm). Los valores que contienen las mismas letras no presentan

diferencias significativas, los que tienen letras diferentes si las presentan.

A las 48 horas, como se observa en la Tabla 11, el pH comienza a variar, ya sea por la

produccion de &cidos o por el avance en la fermentacion, los °Brix se estabilizan aln més y se

encuentra que la mayor cantidad de etanol es producida por la levadura de la cascara de yuca en

Sacarosa, seguida por la pifia en sacarosa, siendo asi que el sustrato mas adecuado para las

levaduras aisladas en este proyecto es la Sacarosa.



Tabla 11.

Evaluacion de pH, °Brix, ° Alcohdlico y Densidad dptica a las 48 horas

Levadura °Alcohdlico
Sustrato pH °Brix DO*
aislada (V/v)

Pifia 6,51+0,27°  4,73+0,40° 14,00+0,82° 0,96+4,732
Sacarosa

Yuca 6,94+0,06¢ 4,601,162 1533+0,47°¢ 0,76+4,602

t= 48h

Pifia 6,190,032 3,70+0,242% 10,67+0,47% 0,45+3,702
Glucosa

Yuca 6,29+0,10® 4,10+1,20%® 11,67+0,47° 0,44+4,102

Pifia 6,77+0,16°  3,07+0,09% 10,00+0,002 0,65+3,072
Fructosa

Yuca 6,83+0,02¢ 3,10+0,08% 9,670,472  0,20+3,10°?

Nota. *DO: Densidad optica (600nm). Los valores que contienen las mismas letras no presentan

diferencias significativas, los que tienen letras diferentes si las presentan.

La variacion de estos parametros se observa desde la figura 17 hasta la Figura 20; donde

en la Figura 17 se encuentra la variacion del pH en funcion al tiempo, la mezcla presentd una

disminucion del pH en todas las formulaciones, esto se debe que en la fermentacion los

amino&cidos organicos pierden su carécter anfétero y se convierten en acidos causado por la

captura de nitrégeno que realiza la levadura; de esta forma, los resultados obtenidos se ajustan a
lo reportado por Sigifredo & Stroppiano (2012). El potencial de hidrégeno no fue el mismo en el
tiempo cero debido a la adicion de las levaduras y al cambio de fuente de carbono, se encontro

que este procedimiento afecto al pH inicial, sin embargo, los valores se mantuvieron entre 6,56 y

7,08, considerandose neutro.



Figura 17.

Variacion del pH en funcion al tiempo
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Respecto a la variacion de los °Brix en funcion al tiempo, se puede ver que los datos
varian de acuerdo con lo esperado, si bien disminuyen debido a que la levadura consume los

azucares para transformarlos en CO> y etanol, se puede apreciar en la Figura 18 que esto no es
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constante, esto se puede explicar por las condiciones en las que se realizé la prueba: las muestras

estaban congeladas y fueron descongelandose a temperatura ambiente, por lo que a la hora de la

medicion, unas presentaban mayor cantidad de hielo que otras, esto pudo afectar los resultados

(Sigifredo & Stroppiano, 2012).
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Figura 18.

Variacion de °Brix en funcion al tiempo
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La variacion de etanol se realiz6 con un refractometro para medir el volumen del alcohol
con compensacion automatica de temperatura (ATC), con un rango de 0 a 80% v/v. Se puede
apreciar en la Figura 19 que la mayor cantidad de etanol se produjo en las primeras 8 horas de
fermentacidn para todos los tratamientos, también que la mayor produccién de etanol se logro
con la levadura de yuca en el medio con sacarosa y la menor, la levadura aislada de la yuca con
la fructosa. Ademas, se puede notar que los porcentajes mas altos son los que tuvieron la

sacarosa como sustrato.
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Figura 19.

Variacion de % etanol (v/v) en funcién al tiempo
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Al igual que la produccién de etanol, los caldos enriquecidos presentaron mayor Densidad Optica
a las 8 horas, esto se debe a que es cuando los microorganismos estan reproduciéndose y llegan a
un maximo (la fase de crecimiento), después de su muerte, las células se sedimentas,
disminuyendo asi su densidad dptica. Se aprecia en la Figura 20 que la mayor densidad Optica la
obtuvo la yuca — sacarosa, seguida por la pifia- sacarosa; lo que confirma que el sustrato mas
adecuado para las levaduras aisladas en este proyecto fue la sacarosa (Acebo & Hernandez,

2013). Se puede también decir que a las 12 horas las levaduras dejaron de crecer, ya sea por
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agotamiento de nutrientes o mas probablemente (debido a la prueba de tolerancia al etanol

realizada) se concentré demasiado etanol en la muestra (Angulo, y otros, 2013).

Figura 20.

Variacion de la densidad dptica en funcion al tiempo
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Finalmente, la sacarosa es la que presenta mayor produccion de etanol, por lo tanto, la fuente de

carbono ideal entre las tres analizadas para las levaduras aisladas es este azUcar.

Cinética de Fermentacién de las Levaduras.

La fermentacion es un proceso de transformacion bioquimica de azlcares en metabolitos y Didxido
de carbono (CO>), los modelos matematicos emplean principalmente la glucosa para los calculos,
debido a que el crecimiento microbiano se realiz6 en caldo YDP enriquecido con Sacarosa, fue

necesario calcular la glucosa, tal como se muestra a continuacion:

Sacarosa + H,0 - Glucosa + Fructosa
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1 mol sacarosa 1 mol glucosa 180.16 g glucosa

50gS L
g Sacarosa/L x 342.3 g sacarosa " Tmol sacarosa . 1mol glucosa

= 26,32 g glucosa/L
Por lo tanto, la concentracién inicial de sustrato fue de 26,32 g/L. La temperatura de

crecimiento fue de 30°C y se dejaron incubar por 24 h.

Levaduras de la Cascara de Yuca

El crecimiento presentado por las levaduras obtenidas de la cascara de yuca se presenta
en la figura 21.

Figura 21.

Crecimiento de las levaduras aisladas de la cascara de yuca.
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En esta, el tiempo de latencia se presenta en los primeros 30 minutos, el crecimiento

exponencial se da hasta las 10 horas y comienza el estado estacionario. Los datos obtenidos de
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Densidad optica y UFC/mL, se presentan en la Tabla 12, es importante saber que, debido al
recuento en placa, la siembra escogida y las diluciones realizadas, las diferencias que se
presentan entre las repeticiones son altas, esto se entiende desde la ecuacion 16, que determina

las unidades formadoras de colonia por unidad de volumen:

% = (Numero de colonias entre 30 y 300)*(Inverso de la dilucion)*0,5 mL
Tabla 12.

DO y UFC/mL de las levaduras obtenidas de la cascara de yuca.

Tiempo (h) DO LN (UFC/mL)
0,0 0,2613+0,0002? 8,6602+0,35 2
0,8 0,2676%0,0019 2 8,8225+0,12°
2,8 0,4235+0,0018° 12,3490+0,09°
4,8 0,6475+0,0138°¢ 13,7047+0,06°
5,8 0,7450+0,0469 ¢ 14,1851+0,40 *
9,0 1,1225+0,0030 ® 14,885520,52 %
10,0 1,2142+0,0503 14,9765+0,59
24 1,2701+0,0003 ¢ 14,9765+0,59 ¢
25,2 1,2760+0,0005 ¢ 14,9508+0,58 ¢

Nota. *DO: Densidad optica (600nm). Los valores que contienen las mismas letras no presentan

diferencias significativas, los que tienen letras diferentes si las presentan.
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Estos resultados fueron graficados en la Figura 22, donde mediante una regresion lineal
se establecio la ecuacion de la recta, siendo clave para relacionar la densidad 6ptica con el
crecimiento microbiano.

Figura 22.

DO Vs UFC/mL, levaduras aisladas de la cascara de yuca.

UFC/mL vs DO cascara de yuca
1,4
1,2
1

0,8

DO

y = 2E-07x + 0,3985

0,6
R?=0,9941

0,4
0,2

0
0,00E+00  5,00E+05 1,00E+06 1,50E+06  2,00E+06 2,50E+06  3,00E+06 3,50E+06  4,00E+06

UFC/mL
Los datos anteriores fueron clave a la hora de establecer las condiciones iniciales para
determinar los pardmetros cinéticos de los diferentes modelos matematicos, asi se tomo la fase
exponencial para determinar ft,,s:

Ln Xfin fase exponencial — Ln Xinicio fase exponencial _ Ln 3,53 % 10° — Ln 6,82 % 103

Hmax =

tfin fase exponencial — tfin fase exponencial 10 —0,8333
Umax = 0,6817
A partir de las ecuaciones de Monod, Moser y Teissier, se obtuvieron las constantes

reportadas en la Tabla 13:
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Tabla 13.

Parametros cinéticos.

Yuca
Parametro / Modelo Monod Moser Teissier
ks 0,0005 1,94905E-06 160000
YXs 192454134,5 140987749 159046876,7
n NA 1 NA
Porcentaje de error de minimos cuadrados (%) 1,3 1,2 21,3

Figura 23.

Modelos cinéticos.
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De acuerdo con la Tabla 13 y la Figura 23, el modelo matematico que mas se ajusta al
modelo de crecimiento de las levaduras extraidas de la cascara de yuca es el modelo de Moser,

esto puede deberse a que el modelo en si es una modificacion del modelo de Monod (que se
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adapta al crecimiento de gran variedad de levaduras), pero que considera que la composicion
celular es independiente del tiempo de proceso, teniendo en cuenta la tasa de crecimiento
especifica maxima, el rendimiento del sustrato con respecto a la biomasa, la concentracion inicial
de sustrato, la constante de saturacién, la concentracion de microorganismos y una constante
determinada experimentalmente.
Levaduras de la Cascara de Pifa

El crecimiento presentado por las levaduras obtenidas de la cascara de pifia se presenta en
la figura 24.

Figura 24.

Crecimiento de las levaduras aisladas de la cascara de pifia.
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En esta, el tiempo de latencia se presenta en los primeros 30 minutos, el crecimiento
exponencial se da hasta las 10 horas y comienza el estado estacionario. Los datos obtenidos de
Densidad optica y UFC/mL, se presentan en la Tabla 14, es importante saber que al igual que lo

sucedido con la yuca, el conteo es afectado por las diluciones, como lo expresa la ecuacion 16.



Tabla 14.

DO y UFC/mL de las levaduras obtenidas de la cascara de yuca.

Tiempo (h) DO LN(UFC/mL)
0,0 0,2756+0,003? 8,1723+0,10°
0,8 0,3181+0,002° 8,7085+0,03%
1,8 0,4528+0,011°¢ 9,4016+0,03
2,8 0,5740+0,019d 9,6987+0,12 %
3,8 0,6713+0,048° 10,0243+0,18
4,8 0,8097+0,006 f 10,3287+0,04 ¢
5,8 0,8956+0,007 9 10,4844+0,111
10 1,2138+0,000" 12,9288+1,14°¢
24 1,2198+0,009 ™ 13,0886+0,98°

25,2 1,1755+0,048' 13,2696+0,56 °
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Nota. *DO: Densidad optica (600nm). Los valores que contienen las mismas letras no presentan

diferencias significativas, los que tienen letras diferentes si las presentan.

Estos resultados fueron graficados en la Figura 25, donde mediante una regresion lineal

se establecio la ecuacién de la recta, siendo clave para relacionar la densidad 6ptica con el

crecimiento microbiano.
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Figura 25.

DO Vs UFC/mL, levaduras aisladas de la cascara de pifia.
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Los datos anteriores fueron clave a la hora de establecer las condiciones iniciales para
determinar los pardmetros cinéticos de los diferentes modelos matematicos, asi se tomo la fase

exponencial para determinar p,,s:

Ln Xfin fase exponencial — Ln Xinicio fase exponencial _ Ln 3159 * 104 — Ln 6,06 * 103

P =
max tfin fase exponencial — tfin fase exponencial 5,83 — 0,8333

Umax = 0,3558
A partir de las ecuaciones de Monod, Moser y Teissier, se obtuvieron las constantes

reportadas en la Tabla 15:
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Tabla 15.

Parametros cinéticos.

Pifia
Parametro / Modelo Monod Moser Teissier
ks 0,000000001 1,37025E-06 127464
YXs 31580978 25211035,78 24446876,68
n NA 1,647307055 NA
Porcentaje de error de minimos cuadrados (%) 0,50 0,56 5,63
Figura 26.
Modelos cinéticos.
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De acuerdo con la Tabla 15y la Figura 26, el modelo matematico que mas se ajusta al
modelo de crecimiento de las levaduras extraidas de la cascara de pifia es el modelo de Monod,

esto puede deberse a que este modelo se ajusta a las levaduras de la familia Saccharomyces, de
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acuerdo con lo encontrado a nivel microscépico y macroscopico en el presente proyecto, las

levaduras aisladas pertenecen a esta familia.

Fase 2: Elaboracion del Masato

Elaboracion del Masato

En esta fase se sigui6 el diagrama planteado en la Figura 9, debido a lo establecido en la
fase anterior, se demostrd que solo era necesario 1 g/L para obtener la fermentacion deseada,
ademas se encontro6 que la levadura comercial logré fermentar el masato hasta el 5% v/v de
etanol en 12 horas, contrario a esto, las levaduras aisladas de la cascara de pifiay yuca lo
hicieron a las 48 horas.

Fase 3: Caracterizacion Fisicoquimica, Sensorial y Microbioldgica de la Bebida

Fermentada Tipo “Masato”.

Caracterizacion Fisicoguimica

En esta caracterizacion se busco obtener un producto que cumpliera con lo establecido en
el mercado, por lo que se compararon las levaduras aisladas con una levadura comercial. Las
muestras se denominaron:

M1: Masato de pifia
M2: Masato de yuca
M3: Masato con levadura comercial

M4: Masato con pifia y yuca.
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Para todas las muestras se establecié un porcentaje de etanol de 5% (v/v), la fermentacion
se llevo a cabo entre 21- 24°C. La determinacion de etanol se realizé por densitometria debido a
la viscosidad del producto y la cantidad de solidos en suspension.

Las tablas 16 a 20 muestran los resultados de esta caracterizacion:

En la Tabla 16, se encuentran las condiciones iniciales de fermentacion del masato.

Tabla 16.

Caracterizacion fisicoquimica del masato a las 0 horas

Gravedad
Formulacion % etanol ° Brix pH
especifica
M1
t=0
M2
0,00 36,43+0,33 6,20+ 0,29 1,12+ 0,00
M3
M4

A las 12 horas se midieron parametros como % de etanol, °Brix, pH y gravedad
especifica, como se puede apreciar en la Tabla 17, la M3, masato con levadura comercial, ya
presentaba un porcentaje de etanol mas alto que las deméas formulaciones, asi como un pH mas

bajo, todo esto con diferencias significativas comparadas con las otras tres formulaciones.



Tabla 17.

Caracterizacion fisicoquimica del masato a las 12 horas

t=12

Gravedad
Formulacion % etanol ° Brix pH
especifica
M1 1,00+ 0,00*  25,90+0,10* 5,32+ 0,022 1,11+ 0,012
M2 0,95+ 0,05  26,50+0,50% 5,37+0,042 1,11+ 0,012
M3 3,00+ 0,16°  21,25+0,75° 4,35+ 0,03 1,08+ 0,01°
M4 0,98+ 0,03%  26,60+0,40% 5,350,052 1,12+ 0,002
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Nota. Los valores que contienen las mismas letras no presentan diferencias significativas, los que
tienen letras diferentes si las presentan.

Cuando se cumplieron las 24h, la levadura comercial alcanz6 en nivel de alcohol
deseado, como se expresa en la Tabla 18, por lo que se detuvo su fermentacion por enfriamiento,
las demés muestras continuaron con el proceso de fermentacion, se puede apreciar que las
diferencias significativas se dan entre las formulaciones realizadas con las levaduras aisladas y la
levadura comercial. El porcentaje de humedad y el porcentaje de cenizas se midi6 para la M3 a
las 24 horas, pero los resultados se exponen en la Tabla 18.

Tabla 18.

Caracterizacion fisicoquimica del masato a las 24 horas

Gravedad

Formulacion % etanol ° Brix pH
t=24 h especifica
M1 2,49+ 0,49° 24,65+ 0,35% 4,88+ 0,032 1,11+ 0,002




Continuacion Tabla 18.
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M2 1,51+ 0,012 2525+ 0,252 4,86+ 0,062 1,11+ 0,002
M3 4,95+ 0,05°¢ 21,00+ 0,00° 4,23+ 0,01° 1,09+ 0,00°
M4 202+0,01%®  2535+0,15% 4,92+ 0,022 1,11+ 0,002

Nota. Los valores que contienen las mismas letras no presentan diferencias significativas, los

que tienen letras diferentes si las presentan

A las 36 horas, se pudo apreciar que la muestra M4, que combinaba las dos levaduras

habia alcanzado el grado de alcohol deseado, tal como se presenta en la Tabla 19, pero se detuvo

el proceso fermentativo a las 48 horas con las muestras M1y M2, a pesar de esto, el pH y la

gravedad especifica no presentan diferencias significativas.

Tabla 19.

Caracterizacion fisicoquimica del masato a las 36 horas

Gravedad
Formulacion % etanol ° Brix pH
especifica
t=36
M1 3,81+0,00°  22,50+0,50°  4,33+0,00°  1,12+0,03°
h

M2 3,01+0,012 22,94+ 0,06°  4,34+0,042 1,06+ 0,042

M4 5,02+0,02°¢ 20,15+ 0,15%  4,31+0,02% 1,08+ 0,002

Nota. Los valores que contienen las mismas letras no presentan diferencias significativas, los que

tienen letras diferentes si las presentan

A las 48 horas finaliz6 el proceso de fermentacidén y como se observa en la Tabla 20, a

pesar de haber alcanzado el grado de alcohol deseado a las 36 horas, la M4 no siguio

fermentando, esto puede significar que lleg6 a la fase estacionaria. Como se ve en las tablas 18,
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19y 20, la levadura proveniente de la cascara de pifia presentd una produccion mayor de etanol
que la proveniente de la cascara de yuca, esto contradiciendo lo expuesto en la afinidad al
sustrato, sin embargo, teniendo en cuenta que el “masato” estd elaborado con arroz, y este a su
vez presenta almidones complejos para las levaduras, puede considerarse que las levaduras
provenientes de la cascara de pifia tienen mayor facilidad de digerir estas moléculas que las
procedentes de la cascara de yuca, como no se presentan estudios previos respecto al uso de estas
levaduras en alimentos, esto no puede asegurarse . No se presentan diferencias significativas en
términos de gravedad especifica, contenido de humedad, porcentaje de cenizas ni pH.

Tabla 20.

Caracterizacion fisicoquimica del masato a las 48 horas

Gravedad %
Formulacion % etanol ° Brix pH % Cenizas
especifica Humedad

78,490,590
M1 5,01£0,16" 21,50+0,00° 4,34+0,02° 1,100,01° 0,02£0,01°
a
t=48 77,8810,21
M2 4,87£0,11* 20,50£0,00° 4,23£0,20° 1,08£0,01° 0,080,06°
h a
78,34+0,06
M3 : : - : 0,05£0,02%*
ax
77,77£0,09
M4 5,02£0,02* 20,00+0,00° 4,17+0,05° 1,090,007 0,06£0,03"

a

Nota. Los valores que contienen las mismas letras no presentan diferencias significativas, los que
tienen letras diferentes si las presentan. * Valores presentados por M3 (levadura comercial) a las

24 horas.



A partir de los resultados de esta caracterizacion, se puede afirmar que el masato

realizado con levaduras aisladas cumple con lo que se espera de un masato comercial. La
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eficiencia de las levaduras comerciales radica en que estas no presentan contaminantes, también,

mediante el proceso de encapsulacion las levaduras se compactan y se secan, generando que
haya mas células viables en 1 gramo seco de levadura comercial que en 1 gramo de levadura

himeda aislada.

Caracterizacién Microbioldgica

La caracterizacion microbioldgica se llevo a cabo por siembra en medios sélidos con
diluciones de 107, 102y 10, debido a que no hay normativas que regulen el masato, no se
encuentra informacion para comparar el recuento microbioldgico de este producto.

Sin embargo, se puede apreciar que la M3 es la que presenta menor cantidad de
coliformes totales, esto se aprecia en la Figura 27, sin embargo, el comportamiento de los
Aerobios mesofilos no es semejante; esto se puede dar por dos hechos, el primero, es que el
aislamiento de levaduras no aislo6 solo un tipo de microorganismo, como se comentd
anteriormente, también se obtuvo B. cereus, y segundo, el masato M3 tuvo un tratamiento de
conservacion térmica al detener su fermentacion, ademas, al estar expuestos al ambiente, los

masatos M1, M2 y M4, podrian tener mayor posibilidad de contaminacion cruzada.
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Figura 27.
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Con respecto al recuento de mohos y levaduras, se puede observar que la presencia de mohos es
casi nula, pero las de levaduras hacen presencia en todas las muestras. Se puede establecer que la
muestra M3 es la que menor contaminacion microbiana presenta, contrario a las muestras M1y
M2, que son las que mayor contaminacion por levaduras presentan, siendo también las Unicas
con presencia de mohos, las muestras M3 y M4 no presentaron crecimiento de estos
microorganismos.

Al no tener un punto de referencia, solo se puede realizar una caracterizacion
microbioldgica y no determinar si el producto cumpliria para ser vendido al publico. Ademas, se
encontrd que la bebida realizada con la levadura comercial presentaba una menor contaminacion
microbioldgica, por lo que es necesario tener una reglamentacion que busque controlar las

bebidas artesanales para garantizar la salud de los consumidores.



Caracterizacion Sensorial

Se realizd la prueba heddnica con ayuda de la encuesta presente en el Anexo 1 a 32
panelistas no expertos ni entrenados, la encuesta consistia en 4 items: la aceptacion visual, la
sensacion en boca, el olor y el gusto; con opcidn de elegir entre 1y 5, donde:

1: Me desagrada totalmente

2: Me desagrada un poco

3: No me agrada ni me desagrada

4: Me agrada

5: Me agrada demasiado

Ademas de esto, las caracteristicas presentaban un peso dependiendo de su importancia
en la caracterizacion del producto, como se muestra en la Tabla 21:

Tabla 21.

Peso de las caracteristicas para analisis sensorial

Caracteristica Peso
Aceptacion visual 10
Color 8
Brillo 5
Homogeneidad del color 2
Consistencia 10
Grumosidad 8

Pegajosidad 10
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Continuacion Tabla 21.

Fluidez 3
Suavidad 5
Aroma 10
Intensidad 3
Sabor 10
Dulzor 3
Acidez 3
Aceptacion general 8

La encuesta fue realizada a 32 personas entre los 18 y los 55 afios. Se realizé una
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caracterizacion visual, una se sensacion en boca una de olor y una de sabor; respecto a la visual,

de acuerdo con lo representado en la Figura 28, las 4 formulaciones se presentan muy cercanas,

sin embargo, al estar la M1 mas alejada del centro en la aceptacién visual, se puede decir que fue

la que mayor aceptacion tuvo por parte de los encuestados, pero la preferencia por el color la

tuvo la formulacién M4, la homogeneidad del color presenta los valores mas bajos puesto que su

peso fue de tan solo 2 puntos, esto se debe a que los encuestados no eran expertos ni entrenados

y determinar esta propiedad no era claro para algunos de ellos, como lo expresaron en la

entrevista.
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Figura 28.

Caracteristicas visuales

Aceptacion visual
45,00

40,00
35,00 |
30,00 —M1 M2 M3 M4
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00

Homogeneidad del 0,00 Color

color

Brillo
La sensacion en boca fue otra de las caracteristicas evaluadas, en la Figura 29, se puede
ver que la formulacion con mejor puntuacion por ausencia de grumos fue la M3, en la
consistencia fueron mejor valoradas las formulaciones M1y M2; la M3 quedd de ultimo lugar en

aspectos como suavidad, fluidez y pegajosidad.
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Figura 29

Sensacion en boca

Consistencia
45,00

Suavidad Grumosidad

Fluidez Pegajosidad

Por ultimo, se evaluaron tanto el olor como el sabor de esta bebida, como lo muestra la
Figura 30, la bebida mejor evaluada fue la M1, puesto que tiene las valoraciones mas altas en
sabor, aroma y aceptacion general, de nuevo, la M3 es la que mas tendencia al centro tiene, por
lo que es la menos favorita respecto a sabor y aroma. Las demas formulaciones se mantienen en

el rango de aceptacion.



Figura 30.

Preferencia en olor y sabor
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M3 M4

Con los datos anteriores, se puede decir que la formulacion con mayor aceptacion por los

encuestados fue la M1, masato elaborado con levaduras aisladas de la cascara de pifia.

Seleccién de la Formulacion Mejor Valorada

De acuerdo con los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial y presentados en las

Figuras 28, 29 y 30, se logrd determinar que la formulacion M1 presentd mayor aceptacion y que

la M3 no generd tanto agrado, sin embargo, es necesario determinar si las diferencias son

significativas para todas las caracteristicas. Es por esto que se empled el Test de Fisher con un

intervalo de confianza del 95%, los resultados de esto se presentan en la Tabla 22, donde se
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puede asegurar que la formulacién con mayor aceptacion fue la M1, pero no se presentan
diferencias significativas con las demas levaduras aisladas, por el contrario, se presentan
diferencias significativas con la formulacion realizada con la levadura comercial.

Tabla 22.

Resultados de la aceptacion global de las diferentes formulaciones.

Formulacion Promedio
M1 412,938 + 55,312
M2 398,656 + 65,812
M3 364,938 + 83,65"
M4 401,156 + 56,352

Nota. Las letras iguales representan la ausencia de diferencias significativas, las letras diferentes
denotan diferencias significativas.

Esto puede deberse a que las formulaciones realizadas con las levaduras aisladas de los
residuos agroindustriales tenian un aroma menos astringente y un sabor mas dulce que la
formulacién realizada con la levadura comercial, ademas la levadura comercial es una levadura
panadera por lo que la bebida presentaba un olor parecido a pan.

Ademas, en la Tabla 22, se puede apreciar que la formulacion M2 presenta un promedio
mas cercano a la formulacion M4, por lo que puede suponerse que la levadura de la yuca tiene

una mayor participacion en la fermentacion que la levadura de la pifia.
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Conclusiones y Recomendaciones
Conclusiones

Los residuos agroindustriales de pifia y yuca pueden ser empleados para la extraccion y
aislamiento de levaduras con capacidad fermentativa aplicables a la industria alimentaria.

La cascara de pifia presenta mayor facilidad en el proceso de aislamiento de levaduras
frente a la cascara de yuca, esto puede deberse a la cantidad y calidad del microbioma presente
en los residuos de yuca, haciendo de este un proceso mas complejo.

La fermentacion realizada en el medio YPD con las diferentes fuentes de carbono,
demuestra gue las levaduras aisladas de los residuos de pifia y yuca favorecen su fermentacion
con sacarosa.

Las levaduras aisladas en el presente proyecto lograron tolerar hasta 10% v/v de etanol en
el medio YPD, garantizando asi la resistencia necesaria para la fermentacion de la bebida tipo
masato, sin embargo, el ideal se presento hasta el 8% v/v de etanol.

Las levaduras aisladas de los residuos de pifia son méas cercanas al modelo de Monod,
como las S. cerevisiae, por su parte, las levaduras aisladas de la cascara de yuca son mas
semejantes al modelo de Moser.

La bebida desarrollada con las levaduras aisladas obtuvo mayor aceptacion sensorial que
la elaborada con la levadura comercial, tanto en términos de sabor, olor, y color.

A nivel microbioldgico, el masato elaborado con la levadura comercial presentd menor
crecimiento de aerobio mesofilos, coliformes, mohos y levaduras, como consecuencia de una

fermentacidén mas eficiente y una pureza mayor de la levadura.



106

Es posible elaborar una bebida tradicional tipo “masato” con levaduras aisladas de
residuos agroindustriales, puesto que poseen tolerancia al etanol y capacidad fermentativa, asi
mismo, generan sabores y olores mas frutales en el producto final generando mayor aceptacion.
Recomendaciones

Realizar una caracterizacion molecular de los microorganismos encontrados en estos
residuos para poder ampliar este campo de investigacion.

Emplear estos microorganismos en otras matrices alimentarias, por ejemplo, en la cerveza
y el vino.

Teniendo en cuenta que estos residuos son ampliamente utilizados como sustratos en la
produccidn de enzimas, se recomienda estudiar la produccion de enzimas con los

microorganismos presentes en los residuos.
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Caracteristicas sensoriales
M1 M2
de la bebida

M3

M4

Aceptacion visual

Color
Vista

Brillo

Homogeneidad del color

Consistencia

Grumosidad

Tacto Pegajosidad

Fluidez

Suavidad

Aroma
Olor

Intensidad

Gusto Sabor
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Dulzor

Acidez

Aceptacion general
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