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Resumen

La determinacion de Amino Nitrégeno Libre, también conocido como Nitrégeno
Facilmente Asimilable (NFA) el cual suele expresarse también bajo los
acronimos FAN o YAN por sus siglas en inglés (Yeast Assimilable Nitrogen), es|
necesaria en los procesos fermentativos; para dicha determinacién hay diversos
métodos de andlisis, los cuales presentan similitudes o diferencias de acuerdo
a las caracteristicas de cada método y de la técnica analitica empleada.
Independientemente del método aplicado para la determinacién, es primordial
gue este cuantifigue los analitos de interés, ya que, la levadura, microorganismo
encargado de la fermentacién absorbe Unicamente el nitrégeno proveniente de

los alfa-aminoacidos (a excepcién de la prolina) y el ion amonio.

Se conocen algunos métodos de andlisis para dicha determinacion, como por
ejemplo el método de ninhidrina, el de formaldehido y el método OPA (o-
ftaldialdehido) entre otros; los cuales varian segun la técnica utilizada, el
desarrollo procedimental, rangos de aplicacién, entre otros aspectos como uso
de equipos, reactivos o el tratamiento de la muestra. Resulta necesario revisar
a fondo si los métodos aplicados cuantifican efectivamente las fuentes de
nitrdgeno en los analitos de interés (a-aminoacidos — prolina + ion amonio);
conviene considerar los aspectos como aplicabilidad, confiabilidad, tiempos de

respuesta, entre otras caracteristicas propias de cada método.

La revision permite describir y analizar cada uno de los métodos seleccionados,

asi recopilar informacion mediante la comparacién de las caracteristicas

consideradas relevantes, con el fin de brindar informacion clara y unificada.
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Para la revisién bibliografica se genera una lista de busqueda a partir de
expresiones y términos relativos a cada método en estudio, usandolos en
motores de busqueda, bibliotecas cientificas, bases de datos, repositorios
institucionales e incluso sitios web; la eleccidon de los documentos se realiza de
acuerdo a: el tipo, la informacién contenida, su alcance y la relevancia, afio de

elaboracion y su conexiéon con otros documentos.

Palabras Claves Levadura, nitrégeno asimilable, fermentacion, método de analisis,
aplicabilidad.

Contenidos
La monografia trata de la revisibn de los métodos de analisis existentes
empleados en la determinacién de nitrégeno facilmente asimilable NFA; con el
fin de establecer que métodos determinan efectivamente los analitos de interés
mediante la descripcién de cada metodo, considerando para ello sus principios
de funcionamiento, técnicas empleadas y parametros estadisticos; dichos
métodos aplicados en diversas industrias relacionadas con materiales
destinados a fermentacién alcohdlica como por ejemplo la industria del vino, de

la cerveza o el alcohol.

2. Descripcion del problema de investigacion

¢ Qué métodos de analisis cuantifican con mayor efectividad los analitos de interés para la nutricion
de la levadura y que parametros estadisticos permiten determinar el desempefio de cada metodo

identificado?

3. Objetivos

Objetivo General

Comparar métodos analiticos empleados en la determinacion de Nitrégeno Facilmente Asimilable
(NFA) en materiales que experimentan fermentacion alcohdlica, mediante revision y andlisis de la
literatura existente para extraer y compilar las caracteristicas de cada uno de los métodos

seleccionados que permita establecer su aplicabilidad.

Objetivos Especificos
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o Describir la técnica analitica y el principio de funcionamiento de cada método para establecer
como se genera el mecanismo de respuesta.

e Construir una matriz de comparacion con caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los
métodos de analisis seleccionados.

e Elaborar el diagrama de flujo con la secuencia de pasos para la ejecucion de cada método
analitico en la determinacion de NFA.

¢ Relacionar las caracteristicas de los métodos analiticos con su desempefio y aplicacion, para

establecer la eficiencia en la cuantificacion de analitos de interés.

4. Metodologia

Se realiza una revision bibliografica de documentos confiables en: bases de datos, revistas de
publicacion académica, paginas web, repositorios institucionales entre otros recursos de tipo
investigativo que hablen o describan los métodos de analisis en estudio; partiendo de la informacion
seleccionada se realiza el andlisis de cada metodologia analitica, las técnicas empleadas y los
diferentes parametros relacionados con la calidad del desempefio, para desarrollar la comparacion a

partir de las caracteristicas que engloba todo el desarrollo de cada método analitico.

5. Referentes teoricos

La fermentacién alcoholica esta relacionada con la produccién de bebidas alcohélicas o directamente
con la produccién de etanol; estos procesos productivos se desarrollan gracias a un microorganismo
gue se encarga de transformar azlcares en etanol y diéxido de carbono; se trata de la levadura; este
microorganismo no solo consume azucares dentro de sus procesos metabdlicos, también requiere
de otros compuestos necesarios para un adecuado desarrollo. El nitrégeno es después de los
azucares, el nutriente mas relevante en el metabolismo de la levadura; por ello dentro de los controles
gue se llevan a cabo dentro de la fermentacion se halla la determinacién del nitrégeno asimilable por,

la levadura.

No todas las fuentes de nitrégeno que estén presentes en el sustrato o medio de fermentacion,
pueden ser metabolizadas por la levadura, ya que ésta solo puede aprovechar el nitrégeno que se
halla bajo la forma ion amonio NH4s* 0 amino&cidos primarios con la excepcion de la prolina. La
determinacion NFA en un proceso fermentativo que se hace para establecer la cantidad de nitrégeno

disponible para la levadura; en el caso de que exista una deficiencia, se requiere ajustar

apropiadamente su concentracion, mediante una adicion exdgena de componentes que aporten
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nitrégeno asimilable para la levadura.

Los métodos de andlisis que existen para la determinacién y cuantificacion de NFA son quimicos e
instrumentales; los cuales varian en funcion de las técnicas aplicadas como volumetria,
potenciometria, espectrofotometria y cromatografia. Los mas empleados cominmente son el método
de formaldehido, los métodos combinados enzimético y OPA (o-ftaldialdehido) (Petrovic, Aleixandre-
Tudo, y Buica, 2019), el método de ninhidrina, el de amino&cidos primarios por HPLC y el método de|
FT-IR (Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier), estos ultimos frecuentemente

empleados a nivel investigativo.

Debido a que la determinacion de NFA normalmente se desarrolla sobre un proceso intermedio, no
se tiene una norma de obligatorio cumplimiento para la cuantificacion; algunas organizaciones como
asociaciones de cerveceros o de la industria vinicola recomiendan el método a emplear para realizar,
el control en sus procesos.

Por tal razén, se investigd sobre los métodos recomendados y aquellos con mayor disponibilidad a

fin de desarrollar un analisis de cada uno, los métodos seleccionados son:

e El método de titulacion con Formaldehido “probablemente el mas conocido y utilizado en las
bodegas (...) también llamado método Sérensen” (Mufioz y Tobefa, 2013, p. 39).

e EI método OPA que utiliza o-ftaldialdehido y es capaz de detectar nitrégeno libre de a-
aminoacidos (Filipe-Ribeiro y Mendes-Faia, 2007), este se desarrolla en conjunto con el
método enzimatico, el cual se utiliza para medir el amonio utilizando la enzima glutamato
deshidrogenasa (Mufioz y Tobefia, 2013).

¢ El método de ninhidrina recomendado por la European Brewery Convention (EBC)

o ElI método HPLC para determinacion de aminoacidos, “el cual combina velocidad vy
sensibilidad en la cuantificacion de aminoacidos individuales” (Gump et al., 2002).

e Elmétodo FT-IR “espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es un método
alternativo para la medicion de nitrdgeno asimilable” Dubernet, Traineau, Lerch, Dubernet y

Coulomb (Citado por Casalta, Sablayrolles y Salmon, 2013, p. 272).

En general, puede decirse que la seleccién del método es flexible y depende de la decision del
interesado, sin embargo, esta flexibilidad en la seleccion del método puede llevar a que, por

desconocimiento u omisiéon de criterios de calidad, no se consideren todas las caracteristicas
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relevantes del método a utilizar o no se tengan definidos los requisitos analiticos, que son
determinantes en la calidad de los resultados. Antes de ser usado un método debe asegurarse que
se pueda lograr el desempefio requerido (Organizacion Internacional de Normalizacion ISO/IEC
17025, 2017). Adicional a ello, algunas descripciones de métodos suelen ser poco profundas u omitir
datos que resultan necesarios para la correcta seleccion del método que pueda brindar resultados

confiables.

6. Referentes conceptuales

Caracteristicas de desempefio: en relacion a un método de analisis, son caracteristicas que
brindan informacién para establecer si el metodo tiene capacidad para cumplir el uso previsto y
responde de acuerdo a las necesidades. ISO/IEC 17025 (2017) indica:
Las caracteristicas de desempefio pueden incluir, pero no se limitan a, el rango de medicion,
la exactitud, la incertidumbre de medicién de los resultados, el limite de deteccion, el limite de
cuantificacién, la selectividad del método, la linealidad, la repetibilidad o la reproducibilidad,
la robustez ante influencias externas o la sensibilidad cruzada frente a las interferencias

provenientes de la matriz de la muestra o del objeto de ensayo y el sesgo.(p.13)

Coeficiente de variacién: (CV) Instituto de Salud Publica Chile (2010) describe que corresponde a
la desviacion estandar dividida en la media; también se expresa como desviacion estandar relatival

(RSD), para expresarse en porcentaje el coeficiente de variacion es multiplicado por 100.

Cromatografia liguida HPLC: técnica empleada para separar componentes o solutos de una
mezcla; los componentes se separan fisicamente distribuyéndose en dos fases, una de ellas es un
lecho estacionario y la otra un fluido que pasa a lo largo del lecho (Giddings y Keller; 2020; Garcia
y Bermejo; 2006).

Espectrofotometria: es una rama de la quimica analitica que se ocupa de estudiar las interacciones
gue se dan entre la radiacion electromagnética con la materia; en ese orden se estudian las
propiedades de los materiales y se cuantifican especies quimicas; todo esto se lleva a cabo mediante

la medicién de luz que es absorbida, emitida, reflejada o dispersada por el material (Prasad, 2020).

Espectroscopia IR (FTIR): es un método instrumental que consiste en el estudio de la interaccién
de la radiacion con la materia, la fuente de radiacion emite en el rango del espectro infrarrojo; que

pasa a través de un interferdmetro y de ahi a la muestra generando un interferograma, luego es
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registrado por un detector y finalmente se modifica la sefial en una computadora donde se realiza la

transformada de Fourier y se convierte en un espectro.

Fermentacién alcohdlica: proceso complejo que engloba transformaciones quimicas, bioquimicas
y fisicoquimicas, donde la levadura convierte azUcares principalmente fructosa y glucosa, en alcohol

y dioxido de carbono.

Nitrégeno facilmente asimilable: (NFA) son los componentes de nitrégeno presentes en el sustrato
0 medio donde la levadura se encuentra y que pueden ser absorbidos o asimilados por el
microorganismo. Este nitrdgeno se halla bajo la forma de ion amonio NH4* 0 amino&cidos primarios

con la excepcion de la prolina.

Potenciometria: técnica electroquimica, que se basa en la medicion de la diferencia de potencial
(voltaje) que aparece entre dos electrodos introducidos en una solucién, donde cada electrodo
cumple una funcién para establecer dicha diferencia; un electrodo denominado de referencia tiene
un potencial conocido que es fijo, e independientemente del medio donde sea sumergido no cambia,
el otro electrodo es llamado indicador, cuyo potencial depende del logaritmo de la concentracién del

analito que debe medirse en la muestra (Gonzalez, 2019; Trujillo, Vega, y Barajas, 2014).

Precision: descrita por el Vocabulario Internacional de Metrologia Conceptos fundamentales vy
generales y términos asociados (VIM) (2012) como la proximidad entre un valor medido que se
obtiene en mediciones repetidas de un mismo objeto o similares bajo ciertas condiciones

especificadas que pueden ser condiciones de repetibilidad, precision intermedia o reproducibilidad.

Selectividad: “es el grado en que un método puede cuantificar o cualificar al analito en presencia
de interferentes. Estos interferentes normal o frecuentemente se encuentran en la matriz de interés”
(Instituto de Salud Publica Chile, 2010, p.27).

Técnica de andlisis: se trata de un principio cientifico aplicado dentro de un metodo de andlisis,

junto a otras operaciones secuenciadas y légicas lleva a cabo una medida o identificacion.

Volumetria: técnica cuantitativa de adicién de volimenes que consiste en determinar un volumen de
una solucion cuya concentracion es conocida y ha sido requerida en una reaccion quimica con un

volumen conocido de una sustancia.
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7. Resultados

Se pueden indicar algunos resultados relevantes como:

El método que se emplee para una determinacion debe ser adecuado al fin previsto, es decir
gue cuantifique los analitos de interés; en este caso trata exclusivamente de dos tipos de
compuestos, ya que, nuestro analito de interés est4 conformado por a-amino nitrégeno
(proveniente de aminoacidos primarios) y el ion amonio (fraccion mineral).

La capacidad de todos los métodos en estudio para generar una respuesta instrumental lineal
en funcién de la concentracién del analito; esto permite indicar a su vez el rango de respuesta
o trabajo de los métodos; para el método de HPLC este rango fue sustancialmente diferente
frente a los otros métodos, por ejemplo, el método de Formol presenta un rango de trabajo
entre 7,8 -324 mg/I N frente a 0,25-10 mg/L N del método HPLC; en general esto implica que
la muestra deba diluirse en mayor proporcién para que la respuesta se halle dentro del rango,
aspecto que igualmente presentan otros de los métodos (ninhidrina, OPA-Enzimatico).

Se observa que todos los métodos presentan interferentes que pueden afectar la calidad de
los resultados; estos interferentes estan asociados a la propiedad especifica que se
cuantifica. Todos los métodos exhiben uno o varios posibles interferentes que en general
pueden ser tratados y eliminados, sin embargo, no es lo que ocurre con la presencia de
Prolina en las muestras que se analizan mediante método de formaldehido o método de
ninhidrina.

Respecto al intervalo de trabajo de los métodos descritos, en general se hallan dentro del
rango que se espera debe hallarse NFA para el desarrollo de un buen proceso fermentativo;
aunque HPLC describe concentraciones mucho mas bajas como rango de aplicacion, cabe
hacer la observaciéon que incluso otros de los métodos presentan buenos resultados aun
cuando fuera necesario realizar diluciones de la muestra y para el andlisis de las muestras
por HPLC, no es excepcion.

Entre los métodos analizados, el aspecto relacionado con el tiempo que tarda en reportarse
el resultado tras la ejecucion de un método analitico se puedo identificar: el método por
HPLC es el que consume mayor tiempo en generar un resultado y en su opuesto el método
que tarda menos tiempo en su desarrollo es el FTIR, para el cual las muestras no requieren
mayor preparacion y el analisis tarda unos 2 minutos.

En relacion con las caracteristicas cualitativas de los métodos, conviene indicar que el
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método de FTIR es entre los 5 el que presenta una menor necesidad de equipos o reactivos;
solo es necesario contar con un espectrofotbmetro apropiado (FTIR) para desarrollar el
andlisis de NFA, no requerir reactivos y materiales, ademas de la pequefia cantidad de
muestra para el andlisis.

Se hallaron expresiones como YAN, FAN, NFA o PAN, acrénimos empleados para referirse
de forma corta a la fraccion de nitrégeno asimilable por la levadura; sin embargo, parece ser
gue el acronimo empleado en algunos casos condiciona la fraccién de nitrégeno a la que se
refiere; frente a otros registros donde no hay tal condicion. Estas diferencias en el significado
de los acrénimos y lo que se desea expresar puede llevar a cometer errores de interpretacion

e influenciar la seleccién de un determinado método de analisis.

8. Conclusiones

Es importante indicar que antes de emplear un método de analisis es necesario asegurar su
desempefo dentro del laboratorio donde se pretende emplear, lo cual implica desarrollar
procesos como la verificacion o validacion del método.

Existe una ventaja clara del método FTIR, frente a los demas métodos, dado que no requiere
uso de reactivos y genera resultados en muy corto tiempo, lo cual puede ser ventajoso en
procesos donde se requiera en analisis de numerosas muestras, sin embargo, para su
implementacion es importante asegurar la calidad de los datos empleados en la calibracion.
Existe una desventaja clara del método de formol: debido a la peligrosidad del formol, el
tiempo que tarda el desarrollo del analisis y que implica una constante presencia del personal,
el volumen de muestra requerido para el andlisis y por consiguiente el volumen de residuos
que deben manejarse.

El nitrégeno asimilable por las levaduras es la suma de dos tipos de compuestos.
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