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LISTADO DE SIMBOLOS

Simbolo Significado

pH Acidez activa (potencial de hidrégeno)
BAL Bacterias acido-lacticas

Lac Concentracion de acido lactico

Mgy Concentracion de la biomasa drenada
Mms Concentracion de la biomasa seca
pKa Constante de equilibrio de disociacién acida
SC Cuadrado medio

Pr Densidad relativa

°BX Grados Brix

°C Grados centigrados

GL Grados de libertad

g Gramos

H; Hipodtesis alternativa

H, Hipotesis nula

h Horas

H Humedad

kcal Kilocaloria

kg Kilogramo

kW Kilowatts

L Litro

Logio Logaritmo de base 10

BALog Logaritmo de base 10 de la poblacion de bacterias

acido-lacticas
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I—Log

UFC
Ul

Logaritmo de base 10 de la poblacion de levaduras
Microgramos

Miligramo

Mililitro

Milimetro

Molaridad (mol/L)

Observacion en la i-réplica, x-concentracion de
indculo y y-tiempo

Porcentaje

Probabilidad

Promedio de las observaciones de la x-concentracion
y y-tiempo

Prueba F de Fisher

Pulgada

Quetzales

Suma de cuadrados

Suma de las observaciones de la x-concentracion y
y-tiempo

Tiempo de fermentacion

Unidades Formadoras de Colonias

Unidad internacional



Antilipidémico

ATP

Bromelina

Catabolismo

Caucaso

Cofactor

Dextrana

GLOSARIO

Agente que reduce el nivel de grasa en la sangre

Nucleétido fundamental en la transformacién de

energia celular, llamado trifosfato de adenosina.

Enzima proteolitica contenida en la pifia, con

comprobados efectos terapéuticos.

Parte del metabolismo en el cual un conjunto de
reacciones bioquimicas conducen a la producciéon de

energia utilizable por la célula o el organismo.

Region natural ubicada entre Europa del este y Asia

occidental, entre el mar Negro y el mar Caspio.

Componente no proteico, organico 0 inorganico,
requerido para la actividad biolégica de muchas

enzimas.

Polisacarido ramificado de gran longitud conformado
por unidades de glucosa, utilizado en la industria
farmacéutica, fotografica y agricola, sintetizado por
ciertas bacterias acido-lacticas a partir de la

sacarosa.
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Inflorescencia

Endospora

Enzima

Eucaridtica

FDA

Funcional

Flor o grupo de flores dispuestas sobre las ramas o
la extremidad del tallo. Las inflorescencias con mas
de una flor estdn compuestas por el pedicelo, el eje
(parte alargada del tallo que lleva las ramas de las
flores), el pedunculo (parte del tallo que soporta el

eje), y las bracteas.

Células especializadas muy resistentes, no
reproductivas, producidas por unas pocas bacterias
para asegurar su supervivencia en ambientes

desfavorables.

Moléculas biolégicas que catalizan reacciones

guimicas.

Célula que posee su material hereditario dentro de
un nucleo celular definido, gracias a una membrana

nuclear.

Agencia de Alimentos y Drogas de Estados Unidos
de América responsable de la regulacion de
alimentos, suplementos alimenticios, cosméticos,
medicamentos, equipos  médicos, productos

bioldgicos y derivados sanguineos.
Tipo de alimento con caracteristicas superiores a los

alimentos tradicionales para el mantenimiento o

mejoramiento de la salud.
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GRAS

In6culo

Kefiran

Mesofilo

Metabolismo

NAD+

NADH

Organoléptica

Generalmente reconocido como seguro, por Sus

siglas en inglés.

Cantidad de organismos introducidos accidental o

voluntariamente en un tejido o medio de cultivo.

Oligosacarido con propiedades prebioticas
conformado por glucosa y galactosa en proporcion

1:1 presente en la matriz del grano de kéfir o tibico.

Microorganismo que posee una temperatura 6ptima

de crecimiento entre 20 a 45 °C.

Conjunto de todas las reacciones bioquimicas y
procesos fisico-quimicos que se llevan a cabo en una

célula y en el organismo.

Forma reducida de la coenzima llamada nicotinamida
adenin dinucledtido, cuya principal funcién es el
intercambio de electrones y protones en la

produccién de energia de las células.

Forma oxidada de la coenzima llamada nicotinamina

adenin dinucledtido.
Caracteristicas de los alimentos u otras sustancias

que pueden percibir nuestros sentidos, tales como la

vista, el tacto, el gusto y el olfato.
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Panela

Patégeno

Pedunculo

Prebidticos

Probio6ticos

Procari6tica

Simbiosis

Es un alimento elaborado a partir de la evaporacion
del jugo de la cafia de azucar. Se le conoce también

como piloncillo o rapadura.

Tipo de organismo que tiene la capacidad de
producir enfermedades o dafios a la biologia del

huésped.

Parte del tallo que sostiene la inflorescencia o el eje

de la inflorescencia.

Compuestos no digeribles o parcialmente digeribles,
principalmente carbohidratos, involucrados en el

mejoramiento de la salud del huésped.

Microorganismos  vivos  que, cuando  son
administrados en cantidades adecuadas, confieren
beneficios a la salud del huésped.

Célula sin nuacleo celular definido, cuyo material
genético esta disperso en el citoplasma, en una zona

llamada nucleoide.

Forma de interaccion biolégica que hace referencia a
la relacion estrecha y persistente entre organismos
de distintas especies, en la que todos los organismos

son beneficiados.
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Sorosis

Tibicos

Fruto en el cual todas las flores de la inflorescencia
participan en el desarrollo de una estructura que
parece un solo fruto, sin embargo estd compuesto
por muchos frutos individuales o fusionados. En
ocasiones participan en su desarrollo otras partes de
la flor o el mismo eje de la inflorescencia.

Macrocolonias de bacterias y levaduras dispuestas

en una matriz de polisacaridos insolubles, que

conforman una asociacion simbidtica muy estable.
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RESUMEN

El presente estudio consistid en la evaluacion a nivel de laboratorio de la
capacidad fermentativa de los granos de tibicos, utilizando como sustrato Unico
el jugo del eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus) para ser

aprovechado como posible bebida probidtica.

Para esto, se llevé a cabo un conjunto de fermentaciones dentro de un
sistema abierto, a temperatura constante de 30 grados Celsius y sin agitacion,
conteniendo 200 mililitros de sustrato estéril y 3 diferentes proporciones de

in6culo, durante un periodo de 72 horas.

Dicho sustrato fue preparado a partir del corazén de la pifia de la variedad
Cayena lisa, procedente de los subproductos generados por el procesamiento
industrial de esta fruta en Guatemala, mientras que los granos de tibicos fueron

adquiridos mediante una familia residente en la ciudad de Guatemala.

Asimismo, se cuantificaron diversos parametros fisicos, quimicos y
microbiolégicos, en funcién del tiempo de fermentacién y de la proporcion del
in6culo, siendo estos la concentracion de la biomasa drenada, la concentracion
de la biomasa seca, la densidad relativa, la acidez activa, la acidez total

titulable, la concentracion de bacterias acido-lacticas y levaduras.

Con base en los resultados obtenidos se establecié que para obtener una
posible bebida probidtica, es necesario fermentar de 24 a 72 horas el jugo del
eje de la inflorescencia de la pifia inoculado con granos de tibicos en proporcion

de 0,030 gramos por mililitro, bajo las mismas condiciones experimentales.
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OBJETIVOS

General

Evaluar a nivel de laboratorio la capacidad fermentativa de los granos de
tibicos, utilizando como sustrato Unico el jugo del eje de la inflorescencia de la
pifia (Ananas comosus) proveniente de los subproductos de la industria
alimenticia, para ser aprovechado como posible bebida probiotica.

Especificos

1. Determinar la concentracion de la biomasa drenada en funcion del

tiempo de fermentacion y con base en la proporcion del inéculo.

2. Determinar la concentracion de la biomasa seca en funcién del tiempo

de fermentacion y con base en la proporcién del inéculo.

3. Determinar la densidad relativa del medio fermentado en funciéon del

tiempo de fermentacion y con base en la proporcion del inéculo.

4. Determinar la acidez activa del medio fermentado en funcién del tiempo

de fermentacion y con base en la proporcion del inéculo.

5. Determinar la acidez total titulable del medio fermentado en funcién del

tiempo de fermentacion y con base en la proporcion del inéculo.
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6. Determinar las poblaciones de bacterias acido-lacticas y de levaduras
viables en el medio fermentado en funcién del tiempo de fermentacion y

con base en la proporcién del inéculo.
HIPOTESIS
Cientifica
o Es posible utilizar los granos de tibicos como indculo para fermentar el
jugo del eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus) procedente

de los subproductos de la industria alimenticia, para ser aprovechado

como una posible bebida probidtica.

Estadistica
. Hipotesis nula (Hy):
o La variacion en la proporcion de los granos de tibicos inoculados

(Cr) no produce un efecto significativo en las propiedades fisicas,
guimicas y microbiolégicas de la fermentacion del jugo del eje de la

inflorescencia de la pifia (Ananas comosus).

o La variacion del tiempo de fermentacion (6g) no produce un efecto
significativo en las propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas
de la fermentacién del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia

(Ananas comosus).

XX



o No existe un efecto significativo de interaccion entre las variaciones
de la proporcion de los granos de tibicos inoculados y las
variaciones del tiempo de fermentacion (Cp-0g), sobre las
propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas de la fermentacion

del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus).

Hipotesis alternativa (H,):

o La variacion en la proporcion de los granos de tibicos inoculados
(Cr) produce un efecto significativo en una o mas de las
propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas de la fermentacién
del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus).

o La variacion del tiempo de fermentacion (6g) produce un efecto
significativo en las propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas
de la fermentacion del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia

(Ananas comosus).

o Existe un efecto significativo de interaccion entre las variaciones de
la variacién de los granos de tibicos inoculados y las variaciones en
el tiempo de fermentacién (Cr - 6g), sobre las propiedades fisicas,
guimicas y microbiolégicas de la fermentacion del jugo del eje de la

inflorescencia de la pifia (Ananas comosus).
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INTRODUCCION

La pifia es una de las frutas tropicales mas importantes en la produccion
mundial, siendo la mayor parte consumida como fruta fresca y el resto

comercializada en forma de productos procesados.

Sin embargo, al procesarla industrialmente se generan subproductos que
consisten en la corona, tallo, cascara o recortes, y el corazén o eje de la
inflorescencia, representando en total aproximadamente la mitad del peso total
de la fruta cosechada.

La mayor parte de estos subproductos no son utilizados en Guatemala y
generalmente son depositados en forma inadecuada, ocasionando un

incremento en los residuos solidos.

En la actualidad, debido al rapido crecimiento de la poblacién y al aumento
en la demanda de alimentos, los objetivos se basan en reducir al minimo la
cantidad no aprovechada de estos y disminuir los residuos sélidos generados

por la industria alimenticia.

Asimismo, no es suficiente elaborar alimentos sanos que simplemente
satisfagan al consumidor, sino que se busca elevar la calidad de vida de las
personas produciendo alimentos funcionales, los cuales son alimentos
modificados que proveen beneficios a la salud superiores a los ofrecidos por los

alimentos tradicionales.
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Por lo tanto, se utilizo el jugo del eje de la inflorescencia de la pifia como
sustrato y los granos de tibicos para producir una bebida fermentada con
posibles caracteristicas probidticas, con base en el conocimiento de que a
través de las actividades metabdlicas de los microorganismos, los alimentos
fermentados poseen diversas propiedades de gran valor, pudiendo mencionar
las propiedades antimicrobianas, nutricionales, organolépticas, preservantes y

funcionales.

Conjuntamente, fue necesario evaluar el proceso de la fermentacién entre
el sustrato y el indculo mencionados, para de esta forma utilizar los resultados
obtenidos como base para posteriores investigaciones y un posterior

escalamiento industrial.
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1. MARCO CONCEPTUAL

1.1. Antecedentes

Los alimentos fermentados son, probablemente, de los primeros alimentos

consumidos por los seres humanos.

Sin embargo, en Guatemala los granos de tibicos son poco conocidos y
poco utilizados por la poblacion, siendo aprovechados Unicamente en la
elaboracién de una bebida fermentada artesanalmente utilizando por lo general
panela, conocido también como rapadura o piloncillo, azucar y/o fruta como

materias primas.

Las principales investigaciones realizadas sobre el tema son:

o En septiembre de 2012, en el libro Probiotic in Animals de InTech, fue
publicada una investigacion titulada: Kefir D’Aqua and Its Probiotic
Properties, realizada por José Mauricio Schneedorf, en el cual describen
el origen de los tibicos y la diversidad microbiolégica encontrada en
diversas muestras. Asimismo prueban la capacidad de resistencia de los
granos frente a la exposicion de rayos ultravioleta, la administracion de
antibidticos, tratamiento con gases (oxigeno y ozono) y la competencia
frente a un largo espectro de microorganismos. Describe también
diversas propiedades en superficies biologicas, asi como actividades
antibitticas, bacteriostaticas, bactericidas, antinflamatorias, cicatrizantes,

digestivas y antilipidémicas en animales, e interacciones con plantas.



En 2011, en la revista International Journal of Food Microbioloy, fue
publicada una investigacion titulada: The microbial diversity of water kéfir,
realizada por Anna Gulitz, Jasmin Stadie, Mareike Wenning, Matthias A.
Ehrmann y Rudi F. Voguel, en la cual se determina la diversidad
microbiologica del kefir de agua mediante los métodos RAPD-PCR,
secuenciacion del ARNr 16S y FTIR Spectroscopy (Fourier Transform
Infrared). La bebida fue elaborada de una mezcla de agua, higos secos,
una rodaja de limon y azucar, inoculada con granos de tibicos originarios
de tres regiones diferentes e incubadas a 21 grados Celsius durante tres

dias.

Los andlisis indicaron que el numero de células viables (células por
gramo) de bacterias se encontraban en un rango de 1,2x10° a 5,6x108, y
el recuento de células viables de levadura se encontraba en un rango de
5,6x10° a 2,7x10’. Se identificaron ocho especies de bacterias
diferentes, las cuales fueron Lactobacillus casei, Lactobacillus hordei,
Lactobacillus nagelii, Lb. Hilgardii, Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc citreum, Acetobacter fabarum y Acetobacter orientalis, y
cuatro diferentes levaduras, las cuales fueron H. valbyensis, Lachancea
fermentati, Saccharomyces cerevisiae y Zygotorulaspora florentina. Un
total de 57 bacterias acido lacticas pertenecientes a las especies Lb.
casei, Lb. cordei, Lb. nagelii, Lb. hilgardii y Lc. mesenteroides fueron

capaces de producir exopolisacéaridos a partir de la sacarosa.

Finalmente se determind que las bacterias acido lacticas representaban
el mayor porcentaje del total de bacterias identificadas en un rango del
77,5 al 96,8 por ciento, mientras que las bacterias acéticas se
encontraron en un rango del 3,2 al 27,9 por ciento, y la especie de

levadura predominante fue la Z. florentina.



En enero de 2011, en la revista World Journal of Microbiology and
Biotechnology fue publicada una investigacion titulada: Profile of microbial
communities present in tibico (sugary kéfir) grains from different Brazilian
States, realizada por Maria Gabriela da C. P. Miguel, Patricia G. Cardoso,
Karina T. Magalhaes y Rosane F. Schwan, en la cual fueron investigados
los microorganismos asociados con los tibicos brasilefios procedentes de
ocho diferentes regiones del pais por métodos convencionales y de

secuencia de ADN.

Las bacterias encontrados fueron Lactobacillus casei, Lactobacillus sinkii,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus satsumensis, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kéfir,

Bacillus cerus, Acetobacter lovaniensis y Gluconobacter liquefaciens.

Las levaduras encontradas fueron Saccharomyces cerevisiae, Pichia
cecembensis, Yarrowia lipolytica, Pichia membranifaciens, Pichia
caribbica, Pichia fermentans, Candida valdiviana, Zygosaccharomyces

fermentati y Kazachstania aerobia.

El 70 por ciento de las especies correspondié a bacterias y el 30 por

ciento restante correspondio a las levaduras.

En enero de 2010, en la revista World Journal of Microbiology and
Biotechnology fue publicada una investigacion titulada: Microbial
communities and chemical changes during fermentation of sugary
Brazilian kefir, realizada por Karina Teixeira Magalhaes, G. V. de M.
Pereira, Disney Ribeiro Dias y Rosane Freitas Schwan, en la cual fueron

investigados los microrganismos asociados con la bebida de kefir de



azucar brasilefio utilizando  métodos  cultivo-dependientes e

independientes.

Como respuesta a los analisis se identificaron un total de 289 bacterias y
129 levaduras mediante métodos fenotipicos y genotipicos. El Lb.
Paracasei (23,8 por ciento) fue la mayor cepa de bacteria identificada,
seguido de Acetobacter lovaniensis (16,31 por ciento), Lactobacillus
parabuchneri (11,71 por ciento), Lactobacillus kéfir (10,03 por ciento) y
Lactococcus lactis (10,03 por ciento). Saccharomycces cerevisiae (54,26
por ciento) y Kluyveromyces lactis (20,15 por ciento) fueron las especies

mas comunes de levaduras identificadas.

Asimismo, durante 24 horas de fermentacién, la concentracién de acido
lactico varié de 0,2 a 1,8 miligramos por mililitro, el acido acético se
incrementd de 0,08 a 1,12 miligramos por mililitro, y el etanol alcanz6 un

valor final de 1,24 miligramos por mililitro.

En 2005 Rubén Dario Moreno Terrazas Casildo realizé una tesis doctoral
titulada: Determinacion de las caracteristicas microbiologicas,
bioquimicas, fisicoquimicas y sensoriales para la estandarizacion del
proceso de elaboracién de tepache, en la Universidad Autdbnoma
Metropolitana en México. Para dicho estudio se utilizaron muestras de la
bebida, proporcionadas a las 48 horas y 60 horas de fermentacion, de
establecimientos comerciales de la ciudad de México en donde se
prepara artesanalmente el tepache utilizando agua azucar, cascara de
pifia, naranja, tamarindo, tibicos y los dejan fermentar en barriles de

madera.



Se determind la presencia de &cido lactico, acido acético, etanol y
compuestos volatiles mediante cromatografia HPLC y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas. En promedio, el etanol se
encontré en cantidades menores al 1 por ciento, el acido lactico fue
menor al 0,4 por ciento y el acido acético fue menor a 0,04 por ciento.
Asimismo se determin6é que los microrganismos mas abundantes fueron
las bacterias lacticas, las bacterias acéticas y las levaduras en niveles
mayores a 10° Unidades Formadoras de Colonias por mililitro en el

producto.

En 1993, en la Revista Latinoamericana de Microbiologia, fue publicada
una investigacion titulada: Estudio microbiano y quimico de la
fermentacién de soluciones de piloncillo inoculadas con tibicos, realizada
por Rubio, Lappe, Wacher y Ulloa, en la cual se realizaron muestreos
durante diferentes tiempos de fermentacion para aislar e identificar los
microrganismos involucrados en la fermentacion asi como su variacion
durante todo el proceso, para cuantificar algunos productos y para
correlacionar los cambios microbianos con los bioquimicos durante la

fermentacion.

Los andlisis microbiologicos indicaron que las bacterias lacticas
alcanzaron la maxima poblacién a las 24 horas, mientras que levaduras
alcanzaron su valor maximo a las 96 horas. Los estudios bioquimicos
indicaron que el pH disminuy6 drasticamente a un valor de 3,4 en las
primeras 24 horas, hasta estabilizarse posteriormente a un valor de 3,0.

Asimismo se observd un decremento en la concentracion de
carbohidratos totales coincidiendo con el periodo en el que los grupos

microbianos se encontraban en desarrollo, un aumento en la



concentracion de carbohidratos reductores y posteriormente una
disminucién indicando la hidrdlisis de la sacarosa y el consumo de los

monosacaridos.

o En 1988, en la Revista Latinoamericana de Microbiologia, fue publicada
una investigacion titulada: Determinacion de algunos parametros para la
produccion doméstica de tibicos, realizada por Joaquin Diaz Garces,
Victor Diaz Garcés, Miguel Ulloa y Javier Taboada, en la cual se
determinaron las mejores condiciones de cultivo de los tibicos en forma
doméstica mediante piloncillo, melaza, melado, mascabado, azlcar
morena, azUcar blanca, jugo de betadel, jugo de tuna y pifia, utilizando

diferentes concentraciones, temperaturas y tiempos de incubacion.

Se obtuvo que la mayor produccion fue alcanzada con 50 gramos de
piloncillo en el medio de cultivo, 29 grados Celsius y 72 horas de
incubacion, y la mayor productividad de biomasa (1,9 gramos por hora)

se obtuvo en el mismo medio a las 24 horas.

Por su parte, el presente trabajo evalu6 a nivel de laboratorio la capacidad
fermentativa de los granos de tibicos, utilizando como Unico sustrato el jugo del
eje de la inflorescencia (corazén) de la pifia proveniente de los subproductos
originados por la industria alimenticia, y con base en los antecedentes
mencionados, es el primer proyecto de investigacion que relaciona el sustrato e

indculo indicados en un proceso fermentativo.



1.2. Justificacion

En el 2010 Guatemala se posicioné en el puesto numero dieciocho de la
produccion mundial de pifia con un valor de 207 800 toneladas métricas. Parte
de la cual es procesada industrialmente para ser comercializada dentro y fuera

del pais.

Sin embargo, en Guatemala el procesamiento de dicha fruta a nivel
industrial genera diversos desechos que consisten en la piel o recortes, el
corazén o eje de la inflorescencia, el tallo y la corona, los cuales no son
utilizados y generalmente son depositados en forma inadecuada ocasionando
un incremento en los residuos sélidos, principalmente alrededor de las plantas

de procesamiento.

Debido a la necesidad de reducir y aprovechar los residuos sélidos, asi
como a la busqueda de elaborar alimentos que provean beneficios superiores a
los ofrecidos por los alimentos tradicionales, surgio la necesidad de un proceso
en el cual se pudieran obtener dichos objetivos.

La opcion adoptada fue utilizar el eje de la inflorescencia pifia,
aprovechando su contenido nutricional, como sustrato Unico para elaborar una
bebida fermentada, y posiblemente probibética, utilizando los granos de tibicos

como inéculo.

Debido a que no existen datos de un procedimiento igual al mencionado,
fue necesario evaluar los parametros de fermentacion a nivel de laboratorio,
para poder utilizar los resultados obtenidos como base para futuras

investigaciones y un posterior escalamiento industrial.



1.3. Determinacion del problema

Como punto de partida para el desarrollo del presente trabajo de
investigacion, fue necesario identificar en forma precisa el objeto de estudio, es

decir, la problematica a solucionar.

1.3.1. Definicion

¢ Es posible utilizar los granos de tibicos como inéculo para fermentar el
jugo del eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus) proveniente de los
subproductos de la industria alimenticia, para ser aprovechado como una

posible bebida probidtica?

1.3.2. Alcances y limites del problema

Los alcances y limites del problema determinan hasta qué punto sera
desarrollado el objeto de estudio, qué tanto se pretende abarcar y qué se dejara

sin examinar en la investigacion, es decir, establecen las fronteras del trabajo.

1.3.2.1. Alcances

La evaluacion de la capacidad fermentativa se llevé a cabo utilizando el
jugo del eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus) de la variedad
Cayena lisa, proveniente de los residuos generados por el procesamiento
industrial de esta fruta en nuestro pais, asi como granos de tibicos procedentes

de una residencia particular de la ciudad de Guatemala.

Los parametros fisicos, quimicos y microbiol6gicos cuantificados en

funcién de la proporcion del inéculo y el tiempo de fermentacion fueron la



concentracion de la biomasa drenada y la concentracion de la biomasa seca, en
los granos de tibicos; mientras que en el medio fermentado los parametros
cuantificados fueron la densidad relativa, la acidez activa, la acidez total
titulable, la concentracidon de bacterias acido-lacticas y la concentracion de

levaduras.

1.3.2.2. Limites

Las principales limitaciones con las que se conté fueron los recursos

materiales y econémicos.

Respecto a los recursos materiales, el espacio fisico, los equipos y la
mayor parte de la cristaleria son utilizados para docencia por la Escuela de
Ingenieria Quimica y para diversos andlisis por el Laboratorio de Analisis
Fisicoguimicos de la seccidbn de Quimica Industrial del Centro de
Investigaciones de Ingenieria, por lo que fue necesario coordinar su uso para no

interferir con otros procedimientos.

En cuanto a los recursos econdémicos, debido a la ausencia de equipos y
reactivos para analisis especificos, éstos fueron realizados en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, representando un costo adicional.



10



2. MARCO TEORICO

2.1. Pifia

La materia prima utilizada para el desarrollo del presente trabajo de
investigacién, procede del fruto de la pifia, por lo que es necesario realizar una

descripcion detallada de dicha fruta.

2.1.1. Origen

Mucho tiempo antes de la llegada de Cristébal Colon, los nativos
americanos habian domesticado y distribuido la pifia ampliamente por el
continente americano y el caribe, y utilizaban la fruta para preparar bebidas
alcohdlicas, como fuente de fibras y para usos medicinales.

Se cree que la pifia es originaria del centro y sureste de Brasil, y al noreste
de Argentina y Paraguay, aunque también se considera a la region de la
Guyana como centro de origen. A pesar de que posee una distribucion natural
confinada al continente suramericano, actualmente se cultiva en muchas

regiones tropicales y subtropicales célidas del mundo.
2.1.2. Caracteristicas
La pifia pertenece a la familia de las Bromeliaceas, al género Ananas y

especie Ananas comosus. Es una planta herbacea perenne, que puede

alcanzar hasta 2 metros de altura y 1,5 metros de diametro, de tallo corto y
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grueso, y de hojas acanaladas, angostas, con margenes generalmente
espinosos y aserrados, aunque estos también pueden ser lisos.

Después de su fructificacion continla su crecimiento mediante una o mas
yemas auxiliares, que dan origen a ramas que se desarrollan y producen un

nuevo fruto.

La planta produce de 50 a 200 flores auto estériles que se encuentran en
su inflorescencia o espiga. Cuando no se produce una polinizacién cruzada o
fecundacion, cada flor da origen a un pequefio fruto. La fusion de estos frutos y
del eje de la inflorescencia, conforman el fruto multiple conocido en la botanica
como sorosis, y comunmente como fruto de la pifia, en un proceso que dura

entre 5y 6 meses.

Figura 1. Morfologia del fruto de la pifia de la variedad Cayena lisa

Base de la corona

Cascara

Eje de la
inflorescencia,

centro o corazon

Corteza del nucleo

Limite tedrico de la
corteza del nucleo

Peddnculo

Fuente: The pineapple, botany, production and uses. Bartholomew, Duane Phillip; PAULL,
Robert E.; ROHRBACH, Kenneth G. (eds.). p. 19.

12



Los frutos suelen ser voluminosos, jugosos, aromaticos, de sabor
agridulce, y de forma cilindrica, con un peso que oscila entre 0,5 - 4 kilogramos,
y una corona en la parte superior compuesta de hojas pequefias en un pequefo

tallo, como se puede observar en la figura 2.

Figura 2. Fruto de la pifia

Fuente: GUIDO, Maritza; et al. La pifia. p. 6.

2.1.3. Contenido nutricional

El contenido nutricional del fruto de la pifia no es constante en cada una
de las especies, sino que varia segun la especie a la cual pertenezca y segun el

grado de madurez.

Sin embargo, en términos generales puede decirse que posee un alto
contenido de fibra dietética, principalmente gomas y pectinas solubles, es un

alimento bajo en sodio, buena fuente de potasio y de vitamina C.
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El fruto contiene ademas bromelina, la cual es una enzima proteolitica

similar a la papaina, con diferentes propiedades bioldgicas.

Debido al contenido nutricional, la pifia es una fruta adecuada para los

procesos fermentativos.

Tabla I. Informacién nutricional promedio de las variedades
tradicionales de pifia
Cantidades por cada 100 g de fruta
Nutriente Valor Nutriente Valor
Energia 50,00 kcal Niacina 0,50 mg
Carbohidratos (diferencia) 13,12 ¢ Riboflavina 0,032 mg
Sacarosa 599 ¢ Tiamina 0,079 mg
Glucosa 1,73 g Minerales
Fructosa 212 ¢ Calcio 13,00 mg
Grasa total 0,12 g Hierro 0,29 mg
Proteina 054 ¢ Magnesio 12,00 mg
Vitaminas Fosforo 8,00 mg
Vitamina A 58,00 Ul Potasio 109,00 mg
Vitamina B6 0,112 mg Sodio 1,00 mg
Vitamina C 47,80 mg Zinc 0,12 mg
Vitamina E 0,02 mg Cobre 0,11 mg
Vitamina K 0,70 ug Manganeso 0,927 mg
Acido pantoténico 0,213 mg Selenio 0,10 ug
Colina 550 mg | Agua 86,00 ¢
Folato 18,00 g Fibra total dietética 1,40 ¢

Fuente: ndb.nal.usda.gov. Consulta: 07 de marzo de 2012.
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2.1.4. Utilizacién

La pifia es una de las frutas tropicales mas importantes en la produccion
mundial. Su comercio internacional consiste principalmente en productos
procesados como jugos, concentrados o pulpas, y como barras, trozos o
rodajas de pifia, ya sean enlatadas, deshidratadas, refrigeradas o congeladas.

Figura 3. Productos de la pifia

BARRAS

Azticar y alimento
de ganado

Corazon o
widee TRITURADOS

Cdscara

N\

Cilindro de fruta RODAIJAS

Seccion longitudinal

Pifia con corona de Ia fruta

JUGO

Fruta fresca

CONCENTRADO

Fuente: The pineapple, botany, production and uses. Bartholomew, Duane Phillip; PAULL,
Robert E.; ROHRBACH, Kenneth G. (eds.). p. 4.

Sin embargo, a pesar del significado comercial de la fruta procesada, la

mayor parte de la pifia producida en el mundo es consumida como fruta fresca

en el lugar de origen.
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2.1.5. Subproductos

Cuando la pifila es procesada industrialmente se generan diversos
desechos que consisten en la cascara (29 - 40 por ciento), la corona (2 - 4 por
ciento), el corazén o eje de la inflorescencia (9 - 10 por ciento) y el pedunculo (2
- 5 por ciento), los cuales pueden constituir hasta un 59 por ciento del peso de
la fruta. Ademas, los sélidos centrifugados provenientes de la elaboracion de
jugos también pueden ser descartados segun las caracteristicas del producto

final.

Algunas veces estos subproductos son utilizados para diversos objetivos
como la extraccion de bromelina, extracciéon de acido citrico, elaboracién de

vinagre, como alimento para animales, y para la extraccion de fibras.

Uno de los desechos que no es utilizado por las industrias de nuestro pais
es el corazdn o nucleo, el cual ademas de ser desaprovechado, muchas veces
es depositado de manera incorrecta generando un incremento de los desechos

sélidos en los alrededores de las plantas de procesamiento.

2.1.6. Produccién nacional

Segun las cifras no oficiales de Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura en el 2011 Guatemala se posicion6 en el puesto
namero diecisiete de la produccion mundial de pifia, con una producciéon de 234
560 toneladas métricas. Asimismo, indica que en el mismo afo este fruto ocupé

la posicion numero diez de la produccién agricola de dicho pais.
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Segun los ultimos datos publicados por el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Alimentacion (MAGA) de Guatemala, las cifras preliminares de la
produccion de pifia de nuestro pais en el 2010 fue de 234 325,82 toneladas
métricas, en donde los departamentos de Guatemala, Izabal y Escuintla fueron
los mayores productores segun el Censo Nacional Agropecuario de 2003. De
este valor, 10 661,28 toneladas métricas fueron exportadas, ademas 58,10
toneladas métricas fueron importadas, en su mayoria de Estados Unidos de

Norteamérica.

2.2. Tibicos

El proceso de transformacion bioquimico del jugo del eje de la
inflorescencia de la pifia, se llevo a cabo biolégicamente a través del uso de
granos de tibicos, siendo indispensable su descripcion detallada.

2.2.1. Origen

Segun la historia, estos granos surgen como una adaptacion de los granos
de kéfir cultivados en leche, los cuales fueron considerados como un regalo de
Ala hacia el pueblo musulman de las montafias al norte del Caucaso, una
regién entre Europa del Este y Asia occidental, quienes lo han ido pasando de
generacion en generacion, y cuyo nombre original significa buena sensacion,
procedente de la palabra turca keif, debido a su sensacion después de beberlo

0 debido a sus propiedades saludables.

Estos granos cultivados en soluciones de agua y azlcar son conocidos
como kéfir de agua, kéfir de azulcar o tibicos, y poseen muchas similitudes a los
granos de kéfir en términos de su estructura, diversidad microbioldgica y los

productos formados durante el proceso de fermentacion.
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Algunos autores indican que crecen sobre las hojas de diversas especies
de cactus del género Opuntia, y que son originarios de México, con los cuales
se elabora una bebida conocida popularmente como tepache. Otros presumen

gue provengan de Japon.

Se dice también que fueron traidos a América del Tibet por la Madre

Teresa de Calcuta con el deseo de ayudar a las personas.
2.2.2. Caracteristicas
Los granos de tibicos son macrocolonias de microorganismos que
consisten en masas compactas Yy gelatinosas de color blanquecino,

translicidos, de forma irregular y de tamafio variable.

Figura 4. Estructura interna y externa de un grano de tibico fracturado

Fuente: MOINAS, Marielise; HORISBERGER, Marck; BAUER, Heinz. The structural
organization of the tibi grain as revealed by light, scanning and transmission

microscopy. p. 158.
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Estan compuestos principalmente por agua y una matriz de polisacéridos
(dextrana y kefiran) dispuestos en una capa externa compacta y una estructura
interna esponjosa, visible en la figura 4 mediante una flecha simple y doble
respectivamente, en donde se encuentran diversas bacterias y levaduras que

constituyen una asociacion simbi6tica muy estable.

El didmetro maximo de estos granos es de 8 a 10 milimetros, y en su
estructura la capa externa se encuentra mas densamente poblada por los

microrganismos que la estructura interna, debido a la presencia de gas.

Figura 5. Capa externa de un grano de tibico presentando bacterias y

levaduras

Fuente: MOINAS, Marielise; HORISBERGER, Marck; BAUER, Heinz. The structural
organization of the tibi grain as revealed by light, scanning and transmission

microscopy. p. 158.

Cuando los microorganismos encuentran un medio adecuado, los granos
aumentan su tamafio y son divididos mecanicamente por el aumento de presion
de diéxido de carbono de su interior (figura 6). Asimismo, los microorganismos
suspendidos en el medio también pueden constituir granos al formar pequefas
agrupaciones y generar su propia matriz de polisacaridos.
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La matriz de polisacaridos que conforma los granos provee una elevada
proteccion a los microorganismos que se encuentran dentro de €l hacia
cambios fisicos y quimicos bruscos, en comparacion a los organismos que se

encuentran en la superficie o suspendidos en el medio.

Generalmente, los granos de tibicos son inoculados en una solucion
basada en sacarosa, pudiendo contener frutas o extractos de frutas, en una
proporcion del 3 al 10 por ciento, produciendo una bebida artesanal auto
carbonatada, de sabor acido y de bajo contenido alcohdlico mediante la
fermentacién de la sacarosa a temperatura ambiente, cuando el periodo de
fermentacidon es corto, pero cuando se prolonga mas se transforma en una

bebida alcohdlica y posteriormente en vinagre.

Figura 6. Proceso de fisién de un grano de tibico

Fuente: MOINAS, Marielise; HORISBERGER, Marck; BAUER, Heinz. The structural
organization of the tibi grain as revealed by light, scanning and transmission
microscopy. p. 158.
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Después de un periodo, que depende segun el criterio y gusto de la
persona que lo elabora, el liquido es decantado y utilizado como bebida, los
granos son lavados con agua potable, y reutlizados para una futura

fermentacion en un medio fresco.

En Guatemala, para elaborar el medio de fermentacion artesanal
generalmente se utiliza panela, azucar blanca o morena, y diversas frutas como
sustrato, ya sean en forma especifica 0 como una combinacién entre ellos, en

diferentes proporciones.

Los microorganismos en suspension, los granos y los polisacaridos que
conforman la matriz de los tibicos poseen diversas caracteristicas positivas
hacia la salud comprobadas cientificamente, pudiendo mencionar efectos
bacteriostaticos, bactericidas, antibidticos, cicatrizantes, antinflamatorios,

antilipidémicos, digestivos y antitrombaticos.

Asimismo, poseen una gran resistencia a los microorganismos patdégenos
o fordneos, pudiendo preparar esta bebida bajo condiciones no estériles con un

riesgo muy bajo de contaminacion.

Otra caracteristica de estas macrocolonias es que se pueden realizar
fermentaciones regulares durante un largo periodo de tiempo sin que se
modifiguen las proporciones de los microorganismos que la componen,

mientras las condiciones del cultivo permanezcan iguales.

2.2.3. Nombres comunes

Tibicos no es el Unico nombre con el que se les denomina a estas

comunidades de microorganismos simbidticos alrededor del mundo.
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Otras denominaciones populares son: tibi, hongo chino, marinos, kéfir
azucarado (sugary kefir), kéfir de agua (water kefir), cristales japoneses
(Japanese crystals) o cristales de agua japoneses (Japanese water crystals), y
plantas de cerveza de jengibre (Gingerbeer plant).

2.2.4. Microorganismos presentes

A través de los afios se han realizado diversos estudios por medio de
métodos cultivo-dependientes y métodos moleculares para determinar las
especies y proporciones de microorganismos que se encuentran presentes en

los tibicos de diversas regiones geograficas.

Sin embargo, los resultados obtenidos varian segun la zona geografica de
donde procedan. Ademas estas macrocolonias son capaces de modificar la
proporcion de bacterias y levaduras, asi como las especies segun el tiempo de
fermentacién, condiciones experimentales, temperatura, y los microorganismos

circundantes.

En términos generales la microbiota de los tibicos esta constituida
principalmente  por bacterias  acido-lacticas, = homofermentativas vy
heterofermentativas, las cuales estdn presentes en la mayor proporcion,
seguidas por levaduras y finalmente por algunas bacterias acido-acéticas,

conformando una asociacion simbidtica muy estable.

A pesar de la gran diversidad de microorganismos encontrada en
diferentes muestras de tibicos como se puede observar en la Tabla II, existen
géneros comunes tales como Lactobacillus, Leuconostoc, Kluyveromyces,

Saccharomyces y Acetobacter.
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Tabla Il. Algunas cepas enco

ntradas en muestras de tibicos

Bacterias

Acetobacter aceti

Acetobacter fabarum
Acetobacter lovaniensis
Acetobacter orientalis

Bacillus cereus
Chryseomonas luteola
Enterobacter hormaechei
Gluconobacter frateuri
Gluconobacter liquefaciens
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei subs. casei
Lactobacillus casei subsp.
pseudoplantarum
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus
Lactobacillus collinoides
Lactobacillus fructiovorans
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus hilgardii

Levaduras

Candida colliculosa
Candida famata

Candida inconspicua
Candida kefyr

Candida lambica

Candida magnoliae
Candida valida
Hanseniaspora valbyensis
Hanseniaspora vinae
Hanseniaspora yalbensis
Kazachstania aerobia
Kloeckera apiculata
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces marxianus

Lactobacillus hordei

Lactobacillus kefir

Lactobacillus kefiri

Lactobacillus keranofaciens
Lactobacillus lactis cremoris
Lactobacillus nagelii

Lactobacillus parabuchneri
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus satsumensis
Lactobacillus sunkii

Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis subsp. lactis
Leuconostoc citreum

Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum

Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides

Streptococcus lactis

Lanchancea fermentati

Pichia caribbica

Pichia cecembensis

Pichia fermentans

Pichia membranifaciens
Saccharomyces bayanus
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces florentinus
Saccharomyces pretoriensis
Toruspola delbruechii

Yarrowia lipolytica
Zygosaccharomyces fermentati
Zygosaccharomyces florentinus
Zygotorulaspora florentina

in animals.Rigobelo, Everlon Cid. p. 56.
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Se ha encontrado ademas cepas de la bacteria patdogena Enterobacter
aerogenes, cuya poblacion disminuye al transcurrir la fermentacion. Sin
embargo se ha asociado a las malas practicas higiénicas en la elaboracion de la
bebida o a las malas practicas higiénicas al momento de elaborar los

ingredientes utilizados como sustratos.

2.3. Fermentacion

La palabra fermentacion proviene del latin fermentare que significa ebullir,
debido al hecho de que en el inicio de la fermentacion del vino se liberan

burbujas continuamente.

A través del tiempo este concepto se ha ido modificando abarcando
diversos aspectos, sin embargo existen dos criterios importantes para su

definicion.

En términos bioquimicos, la fermentacion es el proceso de obtencion de
energia a través de una serie de oxidaciones y reducciones de un sustrato
organico, utilizando moléculas organicas como aceptores finales de electrones
(cuando el producto se encuentra mas oxidado que el sustrato), o como
aceptores de los equivalentes reductores (cuando el producto se encuentra mas

reducido que el sustrato).

Es importante mencionar que en este concepto cuando un compuesto
inorganico es el aceptor final, el proceso se considera como respiracion.
Ademas la respiracion se considera aerobica cuando el oxigeno es el aceptor
final, y anaerdbica cuando es algun otro compuesto inorganico, como el sulfato

O nitrato.
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En términos de la microbiologia industrial, la fermentacién es cualquier
proceso en el que se obtiene biomasa o metabolitos deseados mediante el uso
premeditado de microorganismos, a partir de sustancias organicas, sin importar

si el aceptor final de electrones es un compuesto organico o inorganico.

2.3.1. Catabolismo de los carbohidratos

Para comprender mejor el proceso de fermentacion, es necesario conocer
los eventos metabdlicos por medio de los cuales los microorganismos obtienen

energia al transformar las moléculas hacia compuestos mas sencillos.

Al considerar a los microorganismos que utilizan los azucares como la
principal fuente de carbono y energia, se pueden mencionar cuatro vias para el
catabolismo de los carbohidratos: la ruta Embden-Meyerhof-Parnas (nombrada
clasicamente como glucdlisis), la ruta Pentosa-Fosfato, la ruta Entner-

Duodoroff, y la ruta Fosfocetolasa.

La ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) representa la principal ruta y la
mas conocida (figura 7), la cual puede dividirse en dos pasos. En el primero, la
molécula de glucosa atraviesa una fase preparatoria en donde finalmente son
formadas dos moléculas de gliceraldehido 3-fosfato. En la segunda fase se

forma como producto final el piruvato.

Por cada molécula de glucosa, dos moléculas de ATP son consumidas en
la fase preparatoria y cuatro son producidas en la fase posterior, dando como
resultado un rendimiento de dos moléculas de ATP por cada molécula de

glucosa transformada en piruvato.
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Esta ruta puede llevarse a cabo bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas.
Bajo condiciones aerdbicas el piruvato puede ser oxidado hacia CO, y H,O
mediante ciclo del acido tricarboxilico (ciclo de Krebs), mientras que bajo

condiciones anaerdbicas el piruvato es metabolizado hacia un amplio rango de

productos.
Figura 7. Ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
Cs Glucosa
ATP
ADP «}
Cs Glucosa 6-fosfato
Ce Fructosa 6-fosfato
ATP
ADP#]
Cs Fructosa 1,6-difosfato

\
Dihidroxiacetona Gliceraldehido
—

fosfato ~——  3-fosfato 2Cs

2 NAD :
) Acido 2-fosfoglicérico 2Cs
2 NADH + 2 H*#|% 2 Fosfato N H20
\
2C3  Acido 1,3-difosfoglicérico Acido fosfo-enolpirivico 2Cs
2 ADP (2 ADP
2 ATp) 2 ATP
\
2C, Acido 3-fosfogliCEriCo  mmm— Acido pirtvico 2C;

Fuente: BAMFORTH, Charles W. Food, fermentation and micro-organisms. p. 20.
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La ruta Pentosa-Fosfato (PP), conocida también como ruta Fosfogluconato
y como ruta Hexosa Monofosfato (HMP), se divide en dos partes. La primera es
la fase oxidativa a través de la cual se obtiene energia, y la segunda es la fase
no oxidativa a través de la cual se generan pentosas para la posterior sintesis

de nucledtidos.

La ruta Entner-Duodoroff (figura 8) describe una serie alterna de
reacciones que catabolizan la glucosa a piruvato, la cual es utilizada por pocas
bacterias y algunos fungi. Algunos microorganismos utilizan esta ruta para la
descomposicion anaerdbica de la glucosa, y otros Unicamente la utilizan en el

metabolismo del gluconato.

Figura 8. Ruta Entner-Duodoroff (ED)
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|
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2-Ceto-3-desoxi 6-fosfogluconato

Piruvato Gliceraldehido 3-fosfato

v
Como por la ruta Embden-Meyerhof-Parnas

Fuente: BAMFORTH, Charles W. Food, fermentation and micro-organisms. p. 22.
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Por ultimo, la ruta de la Fosfocetolasa (figura 9), conocida también como la
ruta heterolactica, es utilizada principalmente por las bacterias &cido-lacticas
heterofermentativas (heterolacticas), generando como subproductos &acido
lactico, etanol y didxido de carbono. De igual forma, a través de esta ruta las
pentosas son fermentadas en 4cido lactico y acido acético.

Figura 9. Ruta Fosfocetolasa (ruta heterolactica)
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Fuente: BAMFORTH, Charles W. Food, fermentation and micro-organisms. p. 22.
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Con la excepcion de algunas interesantes variaciones en el reino de los
microorganismos, el piruvato formado por el catabolismo de los carbohidratos
es metabolizado posteriormente por tres principales vias: en condiciones
anaerobicas se produce acido lactico y etanol, mientras que en condiciones
aerObicas piruvato es desviado hacia el ciclo de Krebs y el etanol es

transformado en acido acético.

Figura 10. Principales destinos del piruvato

Glucosa

glicolisis
hipoxia o
condiciones v condiciones
anaerobicas 2 Piruvato anaerobicas
condiciones
aerdbicas
2 Etanol + 2CO2 N 2 Lactato
2C0
2 <y
Fermentacion en etanol <+ FermentaC{on en
en las levaduras algunas células
2 Acetil-CoA ~ y algunos
microorganismos
% ciclo del
acido citrico
v
2 Acetato
: : 4CO, + 4H,0
Mlcroorganlsmos
aceticos Animales, plantas

y muchos microorganismos
en condiciones aerdbicas

Fuente: NELSON, David L.; COX, Michael M. Lehninger: principles of biochemistry. p. 525.
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2.3.2. Fermentacién lactica

El &cido lactico, conocido también como acido 2-hidroxipropionico, es un
acido organico de tres carbonos, peso molecular de 90,08 gramos por mol, y
pKa de 3,86.

Se encuentra clasificado por la FDA como Generalmente Reconocido
como Seguro (GRAS, por sus siglas en inglés), y es ampliamente utilizado en

los alimentos como agente acidulante, saborizante, y preservante.

Figura 11. Estructura del acido lactico

Fuente: THERON, Maria M.; RYKERS LUES, J. F. Organic acids and food preservation; p. 25.

Dicho compuesto existe naturalmente como dos isbmeros Opticos: D(-)-
acido lactico y L(+)-acido lactico. Siendo la forma L(+) la preferida para las
aplicaciones alimenticias, ademas de ser esta la forma en la que el ser humano

metaboliza el acido lactico por medio de la enzima L-lactato deshidrogenasa.

Este acido no forma parte los alimentos naturalmente, sino que es
generado por medio de la fermentacion de las bacterias &cido-lacticas, las
cuales se clasifican segun la cantidad de acido lactico producido como:
homofermentativas u homolacticas, heterofermentativas o heterloacticas, y

homofermentativas facultativas.
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Durante la fermentacion homolactica, el &cido lactico producido a partir de
la reduccion del piruvato, constituye mas del 85 por ciento de los productos

finales.

Figura 12. Reduccion del piruvato a lactato

O\ /O NADH +H O

Fuente: NELSON, David L.; COX, Michael M. Lehninger: principles of biochemistry. p. 538.

Sin embargo, durante la fermentacion heterolactica, el acido lactico
producido constituye aproximadamente el 50 por ciento de los productos finales,
mientras que el resto es conformado en su mayoria por etanol y diéxido de

carbono.

La fermentacién heterolactica se presenta a través de la ruta catabodlica de
la fosfocetolasa, en la cual durante la fermentacion de la glucosa se produce
acido lactico, etanol y diéxido de carbono; asi como también puede presentarse
a través de la fermentacién de la ribosa, en la cual se produce acido lactico

acido acético.

Ademas, las bacterias acido-lacticas pueden generar otros productos

finales alternativos diferentes a los mencionados bajo condiciones especiales.
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2.3.3. Fermentacion acética

El &cido acético es un acido monocarboxilico, de férmula CH3;COOH, peso

molecular de 60,052 gramos por mol, y pKa de 4,76.

Se encuentra clasificado por la FDA como GRAS y es aprobada su

utilizacion alrededor del mundo como aditivo alimenticio y como preservante.
Figura 13. Estructura del acido acético

O

/C\
H,C OH
Fuente: THERON, Maria M.; RYKERS LUES, J. F. Organic acids and food preservation; p. 33.
Este compuesto es secretado principalmente por las bacterias acido-
acéticas a través de un proceso bioquimico estrictamente aerdbico en el que el

etanol es oxidado en acido acético.

Figura 14. Oxidacion del etanol a 4cido acético

CH,CH,OH + O CH,CHO + H,0

alcohol deshidrogenasa

CH,CHO + H,0 CH,CH(OH),

CH,CH(OH), + O

CH,COOH +H,0

aldehido deshidrogenasa

Fuente: OKAFOR, Nduka. Modern industrial microbiology and biotechnology. p. 283.
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2.3.4. Fermentacién alcohdlica

El etanol, conocido también como alcohol etilico o simplemente como
alcohol, es un alcohol de formula C,HgO y peso molecular de 46,07 gramos por

mol, el cual esté clasificado por la FDA como GRAS.

Figura 15. Estructura del etanol

Fuente: NELSON, David L.; COX, Michael M. Lehninger: principles of biochemistry. p. 509.

Algunos microorganismos, principalmente levaduras y mohos, producen
etanol y diéxido de carbono a partir del procesamiento de los carbohidratos en
un proceso metabodlico anaerébico, conocido como fermentacién alcohdlica o

etandlica.

Durante este proceso, la glucosa es convertida a piruvato por medio de la
glucdlisis, y el piruvato es convertido a etanol y diéxido de carbono en un

proceso de dos pasos.

En el primer paso el piruvato es descarboxilado a acetaldehido en una
reaccion irreversible catalizada por el piruvato descarboxilasa. En el segundo
paso, el acetaldehido es reducido a etanol a través de la accion del alcohol

deshidrogenasa y de la capacidad reductora del NADH.
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Figura 16. Transformacion del piruvato a etanol

0] 0] "
AN CO NADH + H
\C/ 2 O\ H NAD* OH
| A AN
C=0 - ‘ = =
‘ piruvato descarboxilasa alcohol deshidrogenasa ‘
CH; CH
CH,4 s

Fuente: NELSON, David L.; COX, Michael M. Lehninger: principles of biochemistry. p. 538.

2.3.5. Uso como método de preservacion

Los alimentos son derivados de otros organismos vivos y durante su
desarrollo y preparacion son expuestos continuamente a la contaminacion

microbiolégica.

La contaminacion resultante puede tener diferentes efectos en el alimento.
Estos incluyen efectos negativos como el deterioro, cuando el alimento se
transforma en no apto para el consumo humano, o riesgos a la salud cuando se

encuentran presentes microorganismos téxicos o infecciosos.

Para reducir o prevenir estos efectos negativos, pueden aplicarse cuatro

principios basicos:

o Minimizar el nivel de la contaminacion microbiana en el alimento.
o Inhibir el crecimiento de los microorganismos contaminantes.

o Eliminar a los microorganismos contaminantes.

o Remover a los microorganismos contaminantes.
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De estos principios, la fermentacion utiliza una combinacion de los

primeros 3.

La preservacion por fermentacion se basa en que los microorganismos
pueden mejorar su propia competitividad mediante la transformacién de su
ambiente, de tal manera que este se convierte en letal o inhibitorio para otros

organismos, mientras estimulan su propio desarrollo.

No se espera que este proceso esterilice las materias primas, sino que se
deben utilizar sustratos de alta calidad.

La fermentacion mejora la seguridad de los alimentos disminuyendo el
riesgo de que los microorganismos patdégenos y las toxinas alcancen niveles
infecciosos o toxicos, respectivamente, y extiende la vida de anaquel por medio

de la inhibicion del crecimiento de microorganismos deteriorantes.

2.4. Alimentos fermentados

Los alimentos fermentados son aquellos alimentos que han sido
sometidos a la accion de microorganismos, modificando las propiedades
sensoriales y funcionales debido a sus procesos bioquimicos, produciendo un
producto final deseable por el consumidor.

Muy probablemente estos tipos de alimentos fueron los primeros en ser
consumidos por los seres humanos, no porque hayan pretendido preparar un
alimento fermentado en particular, sino porque era el resultado inevitable de

cuando los alimentos se quedaban sin conservar.
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La primera fermentacion debe haberse iniciado probablemente con el
almacenamiento del excedente de la leche, que resultaba en un producto

fermentado al siguiente dia.

Después del secado, la fermentacion es el método de preservacion de
alimentos mas antiguo. Por ejemplo, hace 3 000 a 4 000 afios antes de Cristo,
el pan y la cerveza eran producidos en masa por las panaderias egipcias y las

cervecerias babildnicas.

Estos alimentos se hicieron populares con el nacimiento de la civilizacion
ya que no solamente se preservaba la comida, sino que ademas producia una

gran variedad de sabores, formas y otras caracteristicas sensoriales.

También se hicieron importantes para los ejércitos y navios debido a que
estos alimentos tenian una mayor estabilidad al almacenarlos. Por ejemplo, el
vino y la cerveza eran preferidos sobre el agua debido a que ésta Ultima se

contaminaba mucho con materia fecal u otros materiales.

2.4.1. Microorganismos importantes

Durante la fermentacién de los alimentos, los microorganismos son los

encargados de transformar los constituyentes quimicos de las materias primas.
Los principales grupos de microorganismos utilizados en la elaboracién de

alimentos fermentados son las bacterias acido-lacticas, las bacterias acido-

acéticas, y las levaduras.
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24.1.1. Bacterias acido-lacticas

Estas bacterias son definidas generalmente como un grupo productoras
de acido lactico, no son formadoras de esporas, son catalasa-negativa, no son
moviles, son Gram-positivas, son anaerobias facultativas, son &cido tolerantes,
y se les ha conferido el estado de GRAS en los alimentos, aunque algunas

cepas son patogénicas.

La mayor parte de estos microorganismos son mesdfilos, pero algunos
pueden crecer a temperatura de refrigeracion (4 grados Celsius) y a
temperatura tan alta como 45 grados Celsius. Generalmente prefieren un pH en
el rango de 4,05 - 4,50, sin embargo ciertas cepas pueden tolerar y crecer a pH

arriba de 9 o tan bajo como 3,20.

La principales contribuciones de estas bacterias en el producto alimenticio
es el de preservar las cualidades nutritivas de las materias primas, extender la

vida de anaquel, y controlar el crecimiento de microorganismos indeseados.

A pesar de gue este grupo es conocido por ser exigente respecto a los
requerimientos nutricionales, existen especies que son muy versatiles y crecen
razonablemente bien incluso cuando el contenido de nutrientes es menor al

ideal.

Las bacterias acido-lacticas poseen dos vias fermentativas denominadas
homolacticas u homofermentativas, y heterolacticas o heterofermentativas.
Estos microorganismos poseen una u otra, sin embargo algunas poseen los
medios para llevar a cabo ambas vias, denominandoseles homofermentativas

facultativas.
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Existen 16 géneros de bacterias &cido-lacticas. Doce géneros estan
relacionados con los alimentos, de los cuales siente son utilizadas directamente
en las fermentaciones alimentarias: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, y Tetragenococcus.

Figura 17. Géneros de bacterias 4cido-lacticas y sus propiedades
Ruta de Temperatura: NaCl: pH: Isémero del
Género fermentacion 10°C  45°C 6,5% 18% 44 9,6 acido lactico
Lactobacillus homo/hetero = . s = & - D,L,DL
Lactococcus homo i = = = &= — L
Leuconostoc hetero + = + — * = D
Oenococcus hetero + + s = = a— D
Pediococcus homo & n x = + — D,L,DL
Streptococcus homo = + = == = = L
Tetragenococcus homo & = + + = + L
Aerococcus homo : = C = = + L
Carnobacterium hetero + - - - - - L
Enterococcus homo + i = + - + + L
Vagococcus homo + = = = x — L
Weissella hetero & a == & — D,L,DL

Fuente: HUTKINS, Robert Wayne. Microbiology and technology of fermented foods. p. 24.

La presencia del género Enterococcus generalmente es indeseable ya que
algunas veces es utilizado como indicador de contaminacion fecal, algunas
cepas poseen genes moviles resistentes a los antibiticos y algunas son

capaces de causar infecciones en los humanos.

De igual forma el género Carnobacterium es indeseable ya que es

considerado como microorganismos deteriorantes de los productos carnicos.

Finalmente los géneros Aerococcus, Vagococcus y Weisella no son
encontrados ampliamente en los alimentos y su significancia en los mismos no

es clara.
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Estos microorganismos son un importante grupo que contribuye a resaltar
las caracteristicas organolépticas de los alimentos, poseen una funcién
antimicrobiana importante, y son considerados como el principal grupo de

microorganismos probioticos.

2.4.1.2. Bacterias acido-acéticas

Son las Unicas bacterias Gram-negativas utilizadas en la elaboracion de
alimentos fermentados. A este grupo pertenecen los géneros Acetobacter,

Gluconobacter, y Gluconoacetobacter.

Estas bacterias son aerObicas obligadas. Ademas son mesdfilas, teniendo

un rango optimo de temperatura de crecimiento de 25 a 30 grados Celsius.

Los sustratos utilizados como fuente de energia incluyen el etanol,
glucosa, lactato o glicerol. La mayoria de estos compuestos no son
completamente oxidados en dioxido de carbono y agua, y el &cido acético,

como otros metabolitos, pueden ser acumulados en el medio.

Las bacterias acido acéticas son los principales microorganismos
oxidativos que son capaces de sobrevivir en condiciones con elevada acidez y
elevado contenido de etanol. Algunas cepas son capaces de crecer en un

medio con 5 por ciento en volumen de etanol, y algunas hasta un 10 por ciento.

A pesar de que son acido-tolerantes, el pH preferido para crecer se
encuentra generalmente entre 5,3y 6,3.

39



Otras bacterias también producen &cido acético como producto primario,
pero éstas son anaerObicas obligadas y dependen de vias reductivas, por

ejemplo la reduccion del COs,.

2.4.1.3. Levaduras

Las levaduras son microorganismos unicelulares eucarioticos
pertenecientes al reino fungi, no filamentosos, algunas producen esporas
sexuales y otras se reproducen por mitosis o por gemacion, la mayoria son
aerdbicas obligadas, sin embargo algunas otras son anaerobias facultativas.

Requieren una fuente reducida de carbono, varios minerales, una fuente
de nitr6geno y vitaminas, en donde las principales son el &cido pantoténico,

tiamina y biotina.

Figura 18. Gemacién de las levaduras y cicatrices visibles de

gemaciones anteriores

Fuente: BAMFORTH, Charles W. Food, fermentation and micro-organisms. p. 30.

40



Son capaces de crecer en un amplio rango de fuentes de carbono,
incluidos carbohidratos, alcoholes, &cidos organicos, aminoacidos, alcanos, y

lipidos, sin embargo, los primeros son la fuente mas comun.

Mediante la glucdlisis, la glucosa es oxidada a piruvato, la cual puede
tener dos destinos: puede ser fermentado a etanol o puede ser oxidado a CO;

por medio de la respiracion. Ademas, algunas pueden producir acido acético.

Durante la fermentacion de los alimentos, las levaduras modifican las
caracteristicas organolépticas, fisicas y nutricionales, ademas también
sintetizan y secretan metabolitos que poseen actividades antagonistas frente a

otros microorganismos.

Al contrario de las bacterias, virus y algunos hongos filamentosos, las
levaduras raramente son asociadas con enfermedades o intoxicaciones

alimenticias, aunque algunas son consideradas como patdgenas oportunistas.

Alrededor de 21 géneros de levaduras han sido reportadas a partir de
alimentos y bebidas fermentadas: Brettanomyces, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Galactomyces, Geotrichum, Hansenula, Hanseniaspora,
Hyphopichia, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Saccharomycodes, Saccharomycopsis, Schizosaccharomyces,

Torulopsis, Trichosporon, Yarrowia, y Zygosaccharomyces.

Las levaduras también pueden interactuar con otros microorganismos. Por
ejemplo, en las interacciones con bacterias, principalmente bacterias acido-
lacticas, comunmente excretan &cidos organicos que provocan la disminucién
del pH del medio, lo cual inhibe el crecimiento de patégenos indeseables y

promueven el crecimiento de las levaduras.
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A pesar de que las bacterias acido-lacticas son los principales
microorganismos reconocidos como probiéticos, las levaduras también estan

siendo incluidas dentro de esta clasificacion.

24.1.4. Requerimientos nutricionales

Todos los organismos vivos necesitan de nutrientes para crecer, los
cuales se utilizan para construir los bloques de los que esta hecho el organismo

y proveen la energia necesaria para poder llevar a cabo diversas funciones.

Los seis elementos que se necesitan en grandes cantidades, llamados
macronutrientes, son el carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrdgeno, fosforo y
azufre, debido a que son los constituyentes elementales de los componentes
claves de carbohidratos, lipidos, proteinas y &cido nucleicos.

También, son necesarios el calcio, magnesio, potasio, sodio y hierro, y
aunque también son llamados macronutrientes, son necesarios en menor

cantidad que los anteriores.

Ademas, son necesarios los micronutrientes o elementos traza, y aunque
son requeridos en muy pequefias cantidades son tan importantes para el
metabolismo como los macronutrientes. Estos son metales como el cobre,
cobalto, zinc, manganeso, molibdeno, selenio y niquel, entre otros, muchos de

los cuales forman parte esencial de las enzimas y cofactores.
Por altimo, son necesarios los factores de crecimiento, que son vitaminas,

aminodcidos, purinas y pirimidinas, los cuales se necesitan en muy pequefias

cantidades.
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Lo anterior est4 expresado en términos globales de los microorganismos,
sin embrago diferentes microorganismos necesitan diferentes tipos de
nutrientes y en diferentes cantidades, y a menudo los requerimientos de cada

uno de ellos se vuelve especifico.

2.4.1.5. Desarrollo microbioldgico

El crecimiento de los microorganismos puede definirse como un aumento
en el niumero de células de una poblacion, mientras que la velocidad de
crecimiento es el cambio en el nimero de células o en la masa celular por

unidad de tiempo.

Cuando los microorganismos son cultivados en un sistema cerrado, en el
cual no se agrega medio fresco, la concentracién de los nutrientes disminuye y
la concentracion de los subproductos aumenta, se puede estudiar el crecimiento
de las poblaciones microbianas mediante una curva de crecimiento, la cual es
una representacion grafica utilizando el nimero de células en una escala
logaritmica y el tiempo en una escala aritmética, obteniendo una gréfica

semilogaritmica.

En la curva de crecimiento (figura 19) pueden identificarse cuatro fases:

latencia, exponencial, estacionaria, y muerte.

La fase de latencia representa el periodo en el cual las células inoculadas
se adaptan a su nuevo entorno, aumentando de tamafio y sintetizando nuevos
componentes antes de iniciar la division celular. Esta fase varia
considerablemente de longitud segun la condicion de los microorganismos y la

naturaleza del medio.
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Figura 19. Curva de desarrollo microbioldgico
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Fuente: MCKELLAR, Robin C.; LU, Xuewen. “Primary models”. En: Modeling microbial

responses in food. p. 22.

Este periodo puede ser largo si el indculo procede de un cultivo viejo, si
este se encontraba refrigerado o si las células del inéculo han sido dafiadas
parcialmente por agentes fisicos o quimicos, al igual que si la inoculacion

procede en un medio con condiciones diferentes al cultivo inicial.

Por otro lado, si un cultivo joven es transferido a un medio fresco con la
misma composicion, la fase de latencia puede ser corta o0 puede no

presentarse.

Por lo tanto, resulta necesario minimizar esta fase debido a que puede

consumir mucho tiempo y resultar costosa.

La fase de crecimiento, exponencial o fase logaritmica, se identifica debido
a una tasa de crecimiento constante, debido a que los microorganismos se

dividen y duplican su nimero a intervalos regulares.
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Este periodo es cuando la poblacion es mas uniforme en términos de sus
propiedades quimicas vy fisioldgicas, asi como cuando las células estan en el

estado fisiolégico mas sano.

La mayoria de los microorganismos  unicelulares  crecen
exponencialmente, pero las velocidades estan influenciadas por las condiciones
ambientales asi como por las caracteristicas del microorganismo. Por lo general
los procariéticos crecen mas rapido que los eucaridticos, y los eucaribticos de

menor tamafio lo hacen mas rapido que los de mayor tamafio.

La fase estacionaria puede identificarse debido a que no existe aumento o
descenso neto en el niumero viable de células, debido a la ausencia completa

de crecimiento 0 a que la tasa de crecimiento es igual a la tasa de muerte.

Este periodo se alcanza debido al agotamiento de un nutriente esencial, o

debido a la acumulacién de productos de desecho hasta niveles inhibitorios.

La ultima fase corresponde a la de declinaciébn o muerte, en la cual la tasa
de muerte excede a la tasa de crecimiento, si acaso existiera esta Ultima,
debido a los cambios perjudiciales en el entorno, como el agotamiento de

nutrientes y la acumulacién de desechos nocivos.
Posee también un comportamiento exponencial, sin embargo en la

mayoria de los casos la velocidad de muerte celular es mucho mas lenta que la

de crecimiento exponencial.

45



2.4.2. Caracteristicas de los alimentos fermentados

Los alimentos fermentados pueden contener diversos compuestos
funcionales procedentes de la materia prima, o bien generados durante el
proceso de fermentacion debido a la actividad metabdlica de los
microorganismos. Debido a esto se ha asociado el consumo de dichos

alimentos con diversos beneficios, entre los cuales se pueden mencionar:

. Antimicrobianas

Los microorganismos modifican el medio en donde se encuentran debido
a su metabolismo y algunos también producen compuestos antimicrobianos, lo
cual inhibe el crecimiento de microorganismos deteriorantes y patdégenos,
aumentando la vida de anaquel de los productos y haciéndolos seguros para su

consumo.
o Nutricionales

Durante la fermentacion ocurre espontaneamente el enriguecimiento
biolégico de los alimentos con aminoacidos esenciales, vitaminas, Yy
compuestos bioactivos.
o Degradaciéon de compuestos

Los microorganismos presentes producen enzimas que degradan
compuestos que no son nutritivos o insatisfactorios, y transforman los sustratos

en productos facilmente digeribles. De igual forma descomponen compuestos

complejos en moléculas mas simples.
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o Organolépticas

En resumen, los alimentos fermentados poseen sabores, olores, texturas y
otros atributos muy diferentes de los que tienen las materias primas debido a la
accion metabdlica de los microorganismos sobre los sustratos.

. Preservantes

Se refiere al aumento del tiempo de vida o de almacenamiento de los

alimentos debido a la preservacioén biol6gica.
. Probidticas

Diversos alimentos fermentados son considerados como alimentos
probiodticos debido a que poseen microorganismos, en cantidades suficientes,
gue mejoran el balance de la microbiota intestinal.
o Medicinales

La actividad anticarcinogénica y la reduccién del colesterol son unos de
los diferentes beneficios comprobados que poseen diversos alimentos
fermentados sobre la salud.
o Econdmicas

Los alimentos fermentados generalmente se fabrican utilizando materias

primas de bajo costo, y la mayoria de productos finales tienen moderados

margenes de ganancias.
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2.5. Alimentos probidticos

Los probidticos se describen como microorganismos vivos que, cuando
son administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del
huésped.

Los alimentos que contienen probidticos se encuentran dentro de la
categoria de los alimentos funcionales, los cuales incluyen a cualquier alimento
fresco o procesado que pueda proveer beneficios a la salud superiores a los
ofrecidos por los alimentos tradicionales, mas alld de la funcion bésica de
suministrar nutrientes. Este efecto positivo puede ser promoviendo la salud,

previniendo el padecimiento de alguna enfermedad, o ambas.

Algunos beneficios a la salud asociados con el consumo de probi6ticos
incluyen la prevencion y tratamiento de la diarrea asociada con antibioticos, el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias del intestino, prevencion de

infecciones del tracto urinario y vaginal, la prevencién y tratamiento de alergias.

Los alimentos probidticos pueden ser elaborados de dos formas, la
primera es fermentando las materias primas por medio de éstos
microorganismos, con o sin cultivos iniciales; y la segunda forma es por medio

de la adicion de probitticos en concentraciones adecuadas al producto final.

Es necesario mencionar que los alimentos fermentados son el sistema
mas popular de distribucidén de los probiéticos. Conjuntamente, el jugo de fruta
ha sido sugerido como un buen medio para estos microorganismos, ya que es

considerado un producto saludable, ademas de ser atractivo al consumidor.
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25.1. Microbiota intestinal

Cuando el ser humano nace, el tracto gastrointestinal se encuentra libre
de microorganismos, sin embargo la colonizacibn de éstos inicia
inmediatamente después del nacimiento hasta llegar a estar habitado en la
edad adulta por mas de 100 trillones (10*%) de microorganismos.

La densidad de los microorganismos nativos se incrementan
progresivamente de 10? a 10%® Unidades Formadoras de Colonias por mililitro,
desde el estbmago hasta el colon, en donde habita la gran mayoria, teniendo
una densidad aproximada de 10 a 10*? Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro. Asimismo, la diversidad abarca microorganismos anaerdbicos

facultativos y anaerobicos obligados.

En el tracto gastrointestinal coexisten tanto especies no patdégenas, en su
mayoria, como otras patégenas, en donde el predominio de las primeras sobre

las segundas es el resultado de un delicado equilibrio.

Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son ejemplos de
microorganismos beneficiosos que pueden contribuir a la digestion, la
estimulacion inmunoldgica, y la inhibicion de patdégenos; mientras que las
especies de Bacteroides, Escherichia, Clostridium, y Proteus son ejemplos de
microorganismos potencialmente perjudiciales encontrados en el tracto

gastrointestinal.

Los microorganismos perjudiciales en el intestino han sido vinculados a
diversos desoérdenes clinicos tales como el cancer, colitis ulcerativa, e incluso el
aumento de la susceptibiidad del huésped a las infecciones por

enteropatdgenos como la Salmonella, Campylobacter, Escherichia, y Listeria.

49



El uso prolongado y excesivo de antibioticos de amplio espectro, no incluir
alimentos fuentes de fibra dietética, y los procedimientos invasivos como
lavados gastricos o0 coldnicos, entre otros factores, pueden alterar
profundamente la composicion, cantidad y calidad de la microbiota nativa, y asi

favorecer la colonizacion de cepas patdgenas.

Por lo tanto, es importante mantener el correcto equilibrio de los
microorganismos para permitir que el intestino opere 6ptimamente, para mejorar
la salud, y eliminar la predisposicion de contraer diversas enfermedades, en
donde los probidticos pueden representar la mejor opcidn para lograrlo.

Se ha postulado que estos microorganismos pueden estimular la
produccién de sustancias antimicrobianas, la secrecién de moco, fortalecer la
funcién de barrera del intestino, competir contra los patégenos, y estimular las

respuestas inmunoldgicas especificas y no especificas.
2.5.2. Microorganismos probidticos
Diferentes géneros de bacterias son utilizadas como probioticos,
incluyendo Lactobacillus, Bifidobacterium, Propionibacterium, Bacillus,
Escherichia y Enterococcus.
Los dos primeros géneros de bacterias son los representantes probioticos
mas importantes de las bacterias acido-lacticas, siendo este grupo los

principales microorganismos utilizados como probioticos potenciales.

De la misma forma, las levaduras han sido utilizadas ampliamente como

agentes probidticos, principalmente del género Saccharomyces.
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Es necesario mencionar que los beneficios de los probidticos dependen de
la cepa y son especificos de cada una de ellas, y los efectos documentados de

una cepa no son aplicables a otras.

2521. Caracteristicas deseables

Los microorganismos deben ser seguros, deben poseer el estado GRAS, y
deben de tener un largo historial de su utilizacion segura en los alimentos.
Ninguno debe poseer propiedades patogénicas e idealmente deben exhibir
tolerancia a las sustancias antimicrobianas, pero no deben ser capaces de

transmitir esa resistencia a otros microorganismos.

Se requiere que posean la capacidad de sobrevivir el paso a través del
tracto gastrointestinal para que asi puedan conferir los beneficios al huésped.
Deben poseer tolerancia a ambientes acidos, a las enzimas presentes en el

tracto, al jugo gastrico humano, y al jugo biliar.

Es importante que tengan la capacidad de adherirse en el tracto

gastrointestinal, para aumentar asi su efecto probiético.

La adhesion a la mucosa del intestino se considera importante para la
modulacién del sistema inmunolégico y para la exclusion de los patégenos, ya
sea ésta ultima por la competicion de nutrientes, por la competicion de

locaciones fisicas, o por la produccion de agentes antimicrobianos.

Deben ser tecnologicamente adecuados para su incorporacion en los
alimentos, deben de ser capaces de sobrevivir a las aplicaciones industriales,
de prosperar al final de su vida de anaquel, y de mantener caracteristicas

organolépticas aceptables durante todo el tiempo de almacenamiento.
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Por encima de todo, los alimentos probidticos deben demostrar su eficacia
en ensayos clinicos controlados y validados, y demostrar que las caracteristicas

probioticas no se han perdido o han sido alteradas durante su manufactura.
2.5.2.2. Dosificacion

Para obtener los efectos probiéticos, los microorganismos deben ser
administrados en cantidades suficientes, por lo que los organismos reguladores
de alimentos estipulan que cualquier alimento probiético debe contener por lo
menos 10’ Unidades Formadoras de Colonia por mililitro al momento de ser

consumido.

El método de administracion parece tener un minimo efecto en la eficacia
probidtica. Asimismo, no estéd claro si la frecuencia de administracion tiene
algun efecto en la eficacia probidtica, sin embargo microbiolégicamente una
dosis de 1x10'° Unidades Formadoras de Colonia administrada cuatro veces al
dia es ligeramente diferente a una dosis de 4x10'° Unidades Formadoras de

Colonias administrada una vez al dia.

La duracion de la administracién puede depender de las necesidades y de
la naturaleza de las enfermedades. Por ejemplo, el tratamiento para la diarrea

es a corto plazo, mientras que la prevencién del cancer es a largo plazo.

Ademas, aunque no existe informacion acerca de cuando es el mejor
tiempo para su ingesta, se asume que el mejor periodo para la administracion
de los probioticos es entre comidas, y deben ser acarreados en un medio

liquido.
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2.5.2.3. Viabilidad

Generalmente las cantidades de probidticos en los alimentos disminuyen
durante su almacenamiento, por lo que existe una fuerte exigencia para
mantener la viabilidad de los microorganismos durante su produccion y vida de

anaquel.

Los principales factores que influencian la habilidad de los probiéticos para

sobrevivir en los alimentos incluyen:

o El estado fisiolégico de los microorganismos afiadidos

o Las condiciones fisicas y quimicas del procesamiento del alimento
o Las condiciones ambientales de su transporte y almacenamiento

o La composicion del producto

. Las interacciones con otros compuestos

Algunas veces se puede alcanzar un conteo viable aceptable
incrementando la cantidad de microorganismos durante la manufactura, sin
embargo esto puede llegar a ser costoso debido al valor elevado de los cultivos.

2.6. Técnicas de preservacion

Existen diversas técnicas para la preservacion de las propiedades de los

alimentos, y para el control de los microorganismos.

Con base en el modo de accion, la mayoria de los métodos de

preservacion de los alimentos pueden ser categorizados como:
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o Desacelerando o inhibiendo la deterioracion quimica y el crecimiento
microbiano

o Inactivando directamente las bacterias, levaduras, mohos, virus, o
enzimas

o Evitando la contaminacién antes y después del procesado

Sin embargo, para el presente estudio de fermentacion, el cual por si
mismo es un método de preservacion, se utilizardn cuatro métodos: asepsia,

desinfeccion, esterilizacion, y refrigeracion.

2.6.1. Asepsia

La asepsia involucra la limpieza general y es un procedimiento de rutina
gue ayuda a eliminar los focos de crecimiento microbiano, ayuda a reducir la
carga de microorganismos, y previene la transferencia de organismos del

individuo al producto.

Se utilizan batas de laboratorio, mascarillas, guantes, y otras prendas
protectoras; las manos son lavadas con regularidad; y el equipo utilizado y los

pisos son lavados con agua, jabon, y con desinfectantes.

Para lavar las manos se necesita mojar las manos y las mufiecas con
agua, tomar una dosis de jabén con el antebrazo o con el codo, frotar las manos
y mufiecas con el jabén durante 10 a 15 segundos, enjuagar las manos, y luego
secar las manos sin frotarlas con una toalla de papel. Ademas, la llave del grifo
se apaga mientras se sostiene la toalla de papel, para no contaminar las manos

nuevamente.
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2.6.2. Desinfeccién

La desinfeccién es el proceso por el cual se eliminan la mayoria de

microorganismos, generalmente con la excepciéon de las endosporas.

Los desinfectantes pueden ser sub categorizados como desinfectantes de
alto nivel, los cuales eliminan todos los microorganismos con la excepcion de un
largo numero de endosporas con un prolongado periodo de exposicion; los de
nivel intermedio, los cuales eliminan la mayoria de microorganismos y virus,
pero no las endosporas; y los desinfectantes de bajo nivel, los cuales eliminan

la mayoria de las bacterias vegetativas, algunos del reino fungi, y algunos virus.

Entre los desinfectantes mas comiUnmente utilizados se encuentra el

hipoclorito, el etanol, y el alcohol isopropilico.

El etanol es letal para las bacterias esporulantes y destruye las
micobacterias, ademas es de rapida accion. Sin embargo, es inefectivo en

cualquier concentracion contra las esporas bacterianas.

El alcohol isopropilico es un desinfectante mas efectivo que el etanol, sin
embargo tampoco es esporicida. Es efectivo contra los virus, con excepcion de
aquellos virus sin una cobertura lipidica. Ambos alcoholes son mas efectivos a

concentraciones del 70 por ciento.

El hipoclorito es un desinfectante de amplio espectro, aunque posee una
menor actividad contra las esporas que contra las bacterias no esporulantes, es
efectivo contra los virus lipidicos y no lipidicos, y posee una baja actividad
contra las micobacterias. Sin embargo, es irritante, corrosivo, y puede dejar

residuo que afecten el crecimiento de los microorganismos deseados.
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2.6.3. Esterilizaciéon

La esterilizacion es un proceso que implica la destruccién, inactivacion o
remociéon de todos los microorganismos viables, incluyendo las formas
vegetativas y esporulantes de las bacterias, levaduras, mohos, protozoos y

virus, por medios mecanicos, térmicos, quimicos, o por radiacion.

Una definicibn méas acertada es el de reducir la probabilidad de
supervivencia de los microorganismos a un nivel aceptable. Esto se ha
originado a partir del concepto matemético de que la destruccién de los
microorganismos es una funcion probabilistica, basado en la duracién de la

exposicion al agente mortal.

Cuando se utiliza calor, puede ser calor humedo o calor seco. El primero
de ellos bajo presion es proveido mediante una autoclave, mientras que el

segundo es proveido por hornos.

Figura 20. Relacion de temperatura-tiempo en los procesos térmicos

de esterilizacion

Temperatura Permanencia
Proceso -
(°C) (min)
Calor himedo 121 15
(autoclave) 126 10
134 3
Calor seco Minimo de No menos de
160 120
170 60
180 30

Fuente: Principles and practice of disinfection, preservation and sterilization. FRAISE, Adam P.;
LAMBERT, Peter A.; MAILLARD, Jean-Yves (eds.) p. 364.
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De las diversas técnicas, el vapor es el méas utilizado para la esterilizacion
de equipo y medios, el cual se encuentra bajo presién debido a que mientras

mayor sea la presion del sistema, mayor sera la temperatura de operacion.

Figura 21. Relacion de temperatura-presion en la esterilizacion por

vapor

Presion de vapor

Temperatura (°C)

kPa psi
121 103 15
126 138 20
134 207 30

Fuente: Principles and practice of disinfection, preservation and sterilization. FRAISE, Adam P.;
LAMBERT, Peter A.; MAILLARD, Jean-Yves (eds.) p. 364.

2.6.4. Refrigeracién

El uso de bajas temperaturas para preservar los alimentos se basa en el
hecho de que las actividades de los microorganismos pueden desacelerarse a
temperaturas arriba del punto de congelacion, y en general pueden detenerse a
temperaturas bajo cero, debido a que todas las reacciones metabdlicas son
catalizadas enzimaticamente, y estas dependen de la temperatura.

Existen 3 distintos rangos de temperatura para el almacenamiento de

alimentos a baja temperatura.

La temperatura ambiente se encuentra usualmente entre 10 y 15 grados
Celsius. La temperatura de refrigeracion se encuentra entre 0 y 7 grados
Celsius, idealmente no mayor a 4,4 grados Celsius. Finalmente la temperatura

de congelacion es aquella que se encuentra por debajo de -18 grados Celsius.
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2.7. Anélisis cuantitativos

La investigacion cientifica conlleva la determinacién cuantitativa y el
monitoreo de diversas propiedades fisicas, quimicas y/o microbiologicas del

objeto de estudio.

2.7.1. Fisicos

Dichos analisis son aquellos que determinan las propiedades y el
comportamiento de la energia, la materia, el tiempo y el espacio, asi como las

interacciones entre dichos conceptos.

Con base en los objetivos de la presente investigacion, Unicamente se

evaluaran 3 parametros fisicos: peso drenado, peso seco y densidad relativa.

2.7.1.1. Peso drenado

El peso drenado, denominado también como masa drenada o escurrida,
es la cantidad de materia sélida o semisélida presente después de que el
contenido en exceso del liquido en el que se encuentra ha sido separado

completamente.

Para llevar a cabo esta separacion, la fase sélida y la fase liquida se
deben verter sobre la superficie de un tamiz, inclinAndolo posteriormente para
facilitar el drenado, pero sin sacudir el material en el tamiz, dejandolo drenar por

dos minutos.

Esta separacion se basa en el tamafio de la particula que se desea

separar, y el flujo debe llevarse a cabo por gravedad.
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2.7.1.2. Peso seco

El peso seco es la masa de un material solido resultante después de

separar toda el agua o liquido posible por métodos no mecanicos.

Los tres métodos utilizados para secar son el térmico, el quimico, y por
medio de vacio. Sin embargo el mas comun es el térmico en el cual se separa

la fase liquida mediante evaporacion al suministrarle calor.

El componente a cuantificar, o analito, puede ser el residuo que finalmente

se pesa 0 puede ser el compuesto evaporado.

El primer caso consiste en un método directo por evaporacion, ya que se
pesa directamente el analito. El segundo caso consiste en un método indirecto
por evaporacion, debido a que la masa de analito se determina por diferencia
entre la muestra inicialmente pesada y el residuo que queda luego de la

evaporacion.

2.7.1.3. Densidad relativa

La densidad relativa, denominada como specific gravity en inglés, es
utilizada comdnmente para determinar el contenido alcohdlico, la humedad y el

contenido de solidos en humerosos productos alimenticios.

Sin embargo, esto se aplica de mejor forma en el analisis de soluciones

acuosas que contienen unicamente un soluto.

Este parametro puede determinarse por medio de la comparacion de las

masas de volumenes iguales de la muestra y agua utilizando un picnémetro.
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Asimismo, las temperaturas de los liquidos se expresan en forma de
cociente, utilizando la temperatura de la muestra en el numerador y la del agua

en el denominador.

Los solidos solubles totales determinados a través de la densidad relativa
son expresados en grados Brix, como porcentaje en peso de sacarosa en

solucioén.

Esta variable se utiliza como indicador del contenido de azlcares en las
frutas y jugos de frutas ya que son los principales solidos disueltos en estos,
conteniendo ademas pectinas solubles, acidos organicos y aminoacidos, entre

otros.

Por lo tanto, representa Unicamente la cantidad de soélidos disueltos totales

en la muestra como si éstos fueran exclusivamente sacarosa.

Durante la fermentacion, los azucares contenidos inicialmente son
transformados por los microorganismos en diversos compuestos organicos,
reduciendo la densidad de la solucion. Por lo que un valor constante en la

densidad indica la finalizacion de la fermentacion.

Entre los errores que se pueden cometer al utilizar la densidad relativa
para determinar los grados Brix es la presencia de solidos en suspension y
diéxido de carbono en la muestra, por lo cual es necesario removerlos

previamente.

La densidad relativa puede determinarse también por hidrometria y los

sélidos solubles totales pueden establecerse también por refractometria.
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2.7.2. Quimicos

Los andlisis quimicos son aquellos que determinan la composicion

guimica de un material 0 muestra, mediante diferentes métodos de laboratorio.

Con base en los objetivos de la presente investigacion, Unicamente se
evaluaran dos parametros quimicos, los cuales a pesar de estar directamente
relacionados con la acidez, son determinados en formas separadas: acidez

titulable y acidez activa (pH).

2.7.2.1. Acidez total titulable

La acidez titulable, conocida también como acidez total, determina la

concentracion total de acido contenida en el alimento.

Los acidos de los alimentos se encuentran presentes naturalmente, sin
embargo también pueden ser formados por medio de la fermentacién o pueden

ser afiadidos como parte de una formulacion especifica.

La determinacién se realiza neutralizando los acidos presentes en una
muestra conocida de alimento utilizando una base estandar por medio de una
titulacion, en donde el punto final o punto de equivalencia, puede ser

determinado por medio del método potenciométrico o colorimétrico.

Debido a que esta titulacion no puede diferenciar entre acidos individuales,

el resultado es expresado en términos del &cido predominante.
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2.7.2.2. Acidez activa

La acidez activa cuantifica la actividad de los iones hidronio (HzO") en una

solucion, expresada en términos de pH.

El término pH es definido como el logaritmo negativo de base 10 de la
concentracion molar de los iones hidronio. Sin embargo, la definicion real es el
logaritmo negativo de base 10 de la actividad de los iones hidronio y no de su

concentracion.

pH = —log;oAys = —log[H*] * vy,

Es necesario mencionar que la actividad de una especie es su
concentracion multiplicada por su coeficiente de actividad, el cual es una
medida de la desviacién respecto al comportamiento ideal. Si el coeficiente de

actividad fuera 1, el comportamiento seria ideal.

En la naturaleza, el pH puede abarcar un rango de 14 érdenes de
magnitud, los cuales se expresan en una escala que va desde 0 hasta 14 en

soluciones acuosas.
Este parametro es importante debido a que existen algunos procesos que

son mas dependientes de esta actividad que de la acidez total, como la

habilidad de crecimiento de los microorganismos en un determinado alimento.

62



2.7.3. Microbioldgicos

Los analisis microbiologicos de los alimentos son aquellos que identifican
y cuantifican a los microorganismos presentes en los productos alimenticios,

determinan los factores de los que depende su presencia y desarrollo en estos,

asi como su interacciéon con los seres humanos.

Con base en los objetivos de la presente investigacion, Unicamente se

evaluaran un parametro microbiolégico: recuento de microorganismos.

2.7.3.1.

Para cuantificar a los microorganismos presentes en las muestras, se

Recuento de microorganismos

utilizard el método de recuento en placa.

Figura 22. Diluciones en serie para el recuento en placa

g £

Muestra sin diluir

Dilucion 10!

Dilucién 102

Dilucién 10?

Fuente: GOLDMAN, Emanuel; GREEN Lorrence H. Practical handbook of microbiology. p. 17.
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Este método es realizado por medio de la dilucion de la muestra original
en tubos de diluciébn en serie. Seguido a esto, se aplican alicuotas de las
diluciones en serie en placas con agar adecuado para recuento en placa, por

medio de la técnica de vertido o de propagacion.

En la técnica de vertido en placa, se vierte el agar liquido a temperatura
ambiente en la placa respectiva, y se mezcla con la alicuota de la muestra
diluida. Mientras que en la técnica de la propagacién en placa, se adiciona y se
dispersa la alicuota de la muestra diluida en la superficie del agar previamente
solidificado en la placa respectiva.

Posteriormente las placas son incubadas apropiadamente, y cada colonia
observada es contabilizada como una Unidad Formadora de Colonia. En este
conteo se asume que cada colonia se encuentra separada y que fue

desarrollada por una Unica célula viable.

El total de las Unidades Formadoras de Colonias contabilizadas en las
placas incubadas y el respectivo factor de dilucion utilizado, es combinado
posteriormente para calcular el niumero original de microorganismos en la

muestra como Unidades Formadoras de Colonias por mililitro.

Para la cuantificacion de bacterias acido-lacticas se utilizara el medio de
cultivo MRS Agar (Merck).

Mientras que para la cuantificacion de levaduras se utilizara el medio de

cultivo YGC Agar (Merck), el cual contiene cloranfenicol para suprimir el

crecimiento de las bacterias que se encuentren presentes.
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3.1.

informacion presente en libros y en articulos cientificos sobre los factores que
influyen en el proceso de fermentacion, se determinaron las variables

independientes que permanecieron constantes y las que fueron modificadas

Variables

3. MARCO METODOLOGICO

Como resultado de la investigacion,

recopilacion y estudio de la

para medir su efecto sobre las variables dependientes o de respuesta.

Tabla lll. Definicion operacional y descripcion de las variables
independientes
No. Variable Dimensional | Constante | Variable Descripcién
Masa inicial de granos de
1 In6culo g/mL X tibicos por volumen de
sustrato.
Volumen del jugo del
Volumen . 2
2 inicial de mL X corazon de la pifia a
utilizarse como medio de
sustrato -
fermentacion.
Acidez activa pH inicial del jugo del
3 inicial del pH X corazon de la pifia
sustrato original.
4 | Temperatura oC X Temperatura _qel proceso
de fermentacion.
5 Tiempo h X Tiempo de fermentacion.
Carga Microorganismos
6 microbiana UFC/mL X contenidos en el jugo del
inicial corazoén de la pifia.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla IV. Definicion operacional y descripcion de las variables
dependientes
No. Variable Dimensional Descripcién
1 Biomasa g/mL Masa de los granos de tibicos drenados.
drenada
2 Biomasa seca g/mL Masa de los granos de tibicos secos.
. Masa por unidad de volumen del medio
Densidad
3 A fermentado respecto a la masa por
relativa .
unidad de volumen del agua.
4 Acidez activa oH Actividad de iones hidronio en el medio
fermentado.
. Acidez  total titulable del medio
Acidez total
5 . g/mL fermentado expresada como su
titulable . ol P
equivalente de acido lactico.
Poblacion total Poblacion total de bacterias acido lacticas
6 de bacterias UFC/mL : .
L . viables en el medio fermentado.
acido-lacticas
Poblacion total Poblacién total de levaduras viables en el
7 UFC/mL .
de levaduras medio fermentado.
Fuente: elaboracion propia.
3.2. Delimitacion del campo de estudio

Es la circunscripcién especifica del campo, area, linea y sector industrial
de los cuales forma parte la investigaciéon, asi como el lugar, espacio fisico o

ambiente geografico en donde se ejecuto6 dicho proyecto.

o Campo: ingenieria quimica

. Area: bioquimica
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Linea: fermentacion

Industria: tecnologia de los alimentos

Proceso: evaluacion de la capacidad de fermentacion de los granos de
tibicos utilizando el jugo del eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas

comosus) procedente de los subproductos de la industria alimenticia.

Ubicacion: el eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus) de la
variedad Cayena Lisa se obtuvo de la empresa Alimentos Montesol S. A.
ubicada en el kilbmetro 1,5 carretera a Barcenas, Villa Nueva, Guatemala.
Los granos de tibicos fueron obtenidos de una residencia particular en la
ciudad de Guatemala. Los andlisis fisicos y quimicos fueron realizados en
el Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos del Centro de Investigaciones
de la Facultad de Ingenieria, mientras que los analisis microbiol6gicos
seran realizados en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, ambos de la Universidad de San Carlos

de Guatemala, ciudad Universitaria, zona 12, Guatemala.

Clima: templado, con una temperatura promedio anual maxima de 25,7
grados Celsius, minima de 15,0 grados Celsius, y media de 19,9 grados
Celsius, asi como una humedad relativa media de 76 por ciento y presion
atmosférica media de 85,6061 kilo-Pascales durante el 2011, segun el
Instituto Nacional de Sismologia, Vulcanologia, Meteorologia e

Hidrologia.
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3.3. Recursos humanos disponibles

Es el conjunto de personas que contribuyé al desarrollo de la
investigacion, aportando su desempefio y conocimientos, desde la preparacion
hasta la presentacién del informe final.

. Investigador: Br. Jaime Ernesto Catalan Garrido

. Asesor: Ing. Qco. César Alfonso Garcia Guerra

o Co-asesor: Inga. Qca. Hilda Palma de Matrtini
o Andlisis externos: Dra. Virginia Bolafios de Corzo
3.4. Recursos materiales disponibles

Es el conjunto de todos aquellos recursos tangibles y de consumo que
fueron utilizados en el desarrollo de la investigacion, tales como materias

primas, reactivos, insumos, cristaleria y equipo.

o Materias primas
o Eje de la inflorescencia de la pifia
o Granos de tibicos
o Reactivos
o Agua desmineralizada para uso industrial, Agua Pura Salvavidas
o Alcohol isopropilico, grado industrial
o Fenolftaleina en polvo, Merck Millipore
o Ftalato acido de potasio, Merck Millipore

o Hidroxido de sodio, lentejas, Merck Millipore
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o Silica gel con indicador de humedad, Merck Millipore
o Soluciones tampo6n de pH 4, 7y 10
Equipo de medicion
o Quimico

" Potenciometro portatil, Kit, pH 330i, WTW
o Masico

" Balanza analitica, WPS 750/C/1, RADWAG
o Volumétrico

" Balon aforado — 100 mL

" Balon aforado — 1000 mL

. Bureta — 25 mL

" Picnémetro — 5 mL

. Pipeta volumétrica — 10 mL

" Probeta — 100 mL
o Térmico

" Termometro
Equipo auxiliar
o Mecanico

" Extractor de jugo centrifugo, Oster 3169-012
o Vidrio

" Beacker — 50 mL

. Beacker — 100 mL

. Beacker — 400 mL

. Beacker — 2 000 mL

. Desecadora

. Embudo de vidrio

. Erlenmeyer — 50 mL
" Erlenmeyer — 250 mL

" Erlenmeyer — 4 000 mL
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. Vidrio de reloj

o Metalico
" Espatula de laboratorio de acero inoxidable
o Plastico
. Agitador magnético
. Colador
" Piseta — 500 mL
. Propipeta — 25 mL
" Hielera 45.4 L, Rubbermaid
Térmico
o Eléctrico
" Autoclave eléctrica, 25X-120V, All American
. Bafio de agua, H-1930, Humboldt
. Horno de conveccion forzada, Ovens, PremLab

= Plancha de calentamiento, Fisher Scientific, 11-100-49SH
. Refrigerador, FR147RV, Daewoo

Consumibles

Cinta para autoclave

Gasa

Guantes descartables de latex
Hielo

Mascarilla

Papel Kraft

Papel absorbente en rollo para secado y limpieza
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3.5. Técnica cuantitativa

Debido a la naturaleza del objeto de estudio, la investigacion se desarrolld
a través de técnicas cuantitativas con base en las variables descritas, utilizando

parametros cualitativos como apoyo en la interpretacion del estudio.

Figura 23. Disefio general para la técnica cuantitativa

INICIO

Recoleccidn y andlisis de
la informacién teérica

v

Disefio experimental

Recoleccion de materia
prima

v v v

Preparacion de Preparacion de Preparacion de
inéculo sustrato fermentadores

| |

Y

Fermentacion

v v v

Andlisis
microbiol6gicos

| |

Andlisis fisicos Andlisis quimicos

Procesamiento de datos

v

Interpretacién de
resultados

v

Presentacion técnica

FIN

Fuente: elaboracion propia.
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3.6. Recoleccién y ordenamiento de la informacion

Define los métodos a través de los cuales se realizo la recopilacion y el
ordenamiento de los datos, es decir los métodos de experimentacion,

necesarios para llevar a cabo la investigacion.
3.6.1. Preparacion del in6culo
El in6culo consiste en una pequefia cantidad de granos de tibicos
utilizados como fuente de los microorganismos que llevaran a cabo el proceso
de fermentacion.
3.6.1.1. Obtencion
Debido a que en Guatemala no existe un lugar especifico de venta y
distribucion de granos de tibicos, éstos fueron obtenidos a través de una familia
particular residente en la ciudad de Guatemala.
3.6.1.2. Acondicionamiento
Para eliminar de los granos de tibicos las influencias resultantes de las

diferentes condiciones de fermentacion previas, estos fueron acondicionados

asépticamente antes de cada proceso fermentativo de la siguiente forma:

Recuperacion de los granos de tibicos por tamizado.

o Lavado de los granos con agua potable para su limpieza.
o Preparacion de 3 000 mililitros del medio de fermentacion.
o Esterilizacion del medio de fermentacion.

72



o Inoculacion del medio de fermentacion con los granos de tibicos, segun la
concentracion indicada en la tabla V.

. Fermentacion durante 24 horas.

3.6.2. Preparacion del sustrato

El sustrato es la sustancia en la cual se desarrollaran los microorganismos
presentes en los granos de tibicos, a través de la fermentacion de los nutrientes

contenidos en el mismo.

3.6.2.1. Obtencién

El eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus) de la variedad
Cayena Lisa, con un contenido superior a 8 grados Brix, se obtuvo de la
empresa Alimentos Montesol S. A., ubicada en el kilbmetro 1,5 carretera a

Barcenas Villa Nueva, Guatemala.

3.6.2.2. Extraccién del jugo

El jugo del eje de la inflorescencia de la pifia se encuentra contenido
dentro de una matriz de fibras densamente formadas y, para aumentar la
eficiencia de la fermentacion, fue necesario que el sustrato (jugo del eje de la

inflorescencia de la pifia) y los microorganismos estuvieran en contacto directo.

Por lo tanto, mecanicamente se separd el jugo de la fibra utilizando un

extractor de jugo doméstico, bajo condiciones asépticas, de la siguiente forma:

o Lavado de las partes externas del extractor con agua y jabon.

o Aplicacion de desinfectante sobre las partes externas del extractor.
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o Periodo de espera de 5 minutos.

o Enjuague de partes externas del extractor con agua desmineralizada.
o Secado de las partes externas del extractor.
o Encendido el extractor.

o Alimentacion del extractor con el eje de la inflorescencia de la pifia.
o Recuperacion del jugo extraido.
o Apagado del extractor.

o Lavado de las partes méviles y no maoviles del extractor.
3.6.2.3. Filtracion
Para evitar la interferencia de los solidos en suspension durante los

andlisis cuantitativos, el jugo del eje de la inflorescencia de la pifia fue filtrado

de la siguiente forma:

o Filtrado del jugo procedente directamente del extractor a través de un
colador fino
o Filtrado del jugo previamente colado a través de un filtro de tela
o Filtrado del jugo anterior a través de un doble filtro de tela
3.6.2.4. Esterilizacién

Para asegurar que el proceso de fermentacion fue desarrollado
Gnicamente por los microorganismos presentes en los granos de tibicos, el jugo

del eje de la inflorescencia fue esterilizado de la siguiente forma:

o Lavado de los matraces Erlenmeyer con agua y con jabon.
o Enjuagado con agua desmineralizada.
J Secado al aire.
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Adicion de 3000 mL de sustrato filtrado (para el acondicionamiento).
Adicién de 200 mL de sustrato filtrado (para los fermentadores).
Cobertura de la boquilla de los matraces Erlenmeyer con papel Kraft (lado
aspero hacia el exterior).

Sellado de los matraces Erlenmeyer con papel Kraft utilizando cinta para
autoclave.

Adicion de agua desmineralizada en la autoclave.

Colocacion de los matraces uno seguido del otro.

Determinacion de las condiciones de esterilizacion (figura 21).

Cerrado y encendido de la autoclave.

Toma del tiempo de esterilizacion desde el momento en que la presion
del manoémetro es igual a la presién determinada.

Apagado de la autoclave al finalizar el tiempo de esterilizacion.

Periodo de espera hasta que la presién interna sea segura.

Extraccién cuidadosa de los matraces esterilizados con el objetivo de
evitar heridas por quemadura, la ruptura del sello y la contaminacion de

los medios esterilizados.

3.6.3. Preparacién de los fermentadores

Debido a que los fermentadores (biorreactores) fueron el sistema que

mantuvo el ambiente biol6gicamente activo, fue necesario acondicionarlo previo

a los procesos de fermentacién para evitar la presencia de microorganismos

foraneos.

3.6.3.1. Esterilizacion

Los matraces Erlenmeyer fueron esterilizados simultaneamente con el

sustrato siguiendo el procedimiento especificado en el inciso 3.6.2.4.
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3.6.4. Fermentacién

El proceso de fermentacion del jugo del eje de la inflorescencia de la pifa,
mediante el uso de granos de tibicos, fue dividido en dos fases: inoculacion e

incubacion.
3.6.4.1. Inoculacion
Se llevaron a cabo tres variaciones en la concentracion de los granos de

tibicos, los cuales fueron inoculados asépticamente en 200 mililitros de sustrato

filtrado y esterilizado.

Tabla V. Variaciéon de las concentraciones de granos de tibicos
inoculados
. Concentracion
No. Inéculo (g) Sustrato (mL) (g/mL)
1 3 200 0,015
2 6 200 0,030
3 12 200 0,060

Fuente: elaboracion propia.

3.6.4.2. Incubacién

Las fermentaciones se llevaron a cabo asépticamente dentro de matraces
Erlenmeyer de 250 mililitros, a temperatura constante de 30 grados Celsius
utilizando un bafio de agua, sin agitacion, y sin aireacion, durante un periodo de
72 horas.
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Tabla VI. Identificacién de las fermentaciones simultaneas para cada

proceso fermentativo

Variacion de Tiempo de Réplicas
in6culo fermentacion (h) Primera Segunda
0 1-X-0 2-X-0
12 1-X-1 2-X-1
24 1-X-2 2-X-2
X 36 1-X-3 2-X-3
48 1-X-4 2-X-4
60 1-X-5 2-X-5
72 1-X-6 2-X-6

Fuente: elaboracion propia.

En cada proceso fermentativo, propio de cada variacion de la proporciéon
de los granos de tibicos, se realizaron catorce fermentaciones simultaneas
correspondientes a cada muestreo en duplicado, cada una dentro de un matraz

Erlenmeyer utilizado como biorreactor.

Este proceso se realiz6 de la siguiente forma:

o Vertido de agua potable dentro del equipo de bafio de agua, hasta

rebasar la superficie del sustrato contenido en los matraces Erlenmeyer.

o Incremento de la temperatura del bafio de agua a 30 grados Celsius.

o Pesado de la cantidad de in6culo segun corresponda (tabla V).

o Remocion del papel Kraft del matraz a inocular.

o Adicion cuidadosa de los granos de tibicos utilizando una cucharilla de

acero inoxidable lavada y desinfectada.

o Cobertura de la boquilla de los matraces con gasa de algodon.
o Colocacion de los matraces dentro del equipo de bafio de agua.
o Colocacion de la tapa del equipo bafio de agua.
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3.6.5. Analisis cuantitativos

En cada proceso fermentativo se realizaron en duplicado los analisis
fisicos, quimicos, y microbiolégicos, exceptuando la acidez total titulable debido
a la variacion de los resultados a causa del tiempo de retraso entre la primera

determinacion y su duplicado.

Los andlisis se efectuaron en intervalos de doce horas, con la excepcion
de los analisis microbiolégicos que se llevaron a intervalos de 24 horas, desde
el tiempo cero hasta las 72 horas de fermentacion.

Tabla ViII. Identificacién y distribucién de los analisis cuantitativos
para cada proceso fermentativo
Biomasa Medio fermentado
Concentracion de | Densidad relativa, Recuento de
Variacion . la biomasa acidez activay bacterias acido
de Tiempo | §renaday dela acidez total lacticas y de
indculo (h) biomasa seca titulable levaduras
Réplicas Réplicas Réplicas
Primera | Segunda | Primera | Segunda | Primera | Segunda
0 1-X-0 2-X-0 1-X-0 2-X-0 1-X-0 2-X-0
12 1-X-1 2-X-1 1-X-1 2-X-1 - -
24 1-X-2 2-X-2 1-X-2 2-X-2 1-X-2 2-X-2
X 36 1-X-3 2-X-3 1-X-3 2-X-3 - -
48 1-X-4 2-X-4 1-X-4 2-X-4 1-X-4 2-X-4
60 1-X-5 2-X-5 1-X-5 2-X-5 - -
72 1-X-6 2-X-6 1-X-6 2-X-6 1-X-6 2-X-6

Fuente: elaboracion propia.
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Los anadlisis correspondientes al tiempo cero se realizaron al medio de
fermentacién y a los granos de tibicos al momento de iniciar las demas

fermentaciones simultaneas.

o Peso drenado
o Tarado de un vidrio de reloj, limpio y seco.
o Vertido del contenido del Erlenmeyer a través de un colador fino.
o Vertido de agua potable sobre la biomasa retenida para lavarla.
o Periodo de reposo de la biomasa de dos minutos, sin sacudir.
o Vertido de la biomasa retenida y drenada en el vidrio de relo;.

o Pesado.

o Peso seco

o Colocacion del vidrio de reloj con la biomasa drenada dentro del

horno.
o Incremento de la temperatura del horno hasta 90 grados Celsius.
o Periodo de espera de 24 horas.
o Extraccién del vidrio de reloj con la muestra del horno.

o Colocacion del vidrio de reloj con la muestra dentro de un
desecador.
o Periodo de espera hasta alcanzar la temperatura ambiente.

o Pesado.

o Densidad relativa
o Lavado del picnémetro con agua y con jabén.
o Lavado del picnometro con agua destilada y acetona.

o Tarado del picnémetro seco y vacio.
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Deduccién de la masa del aire contenida en el picnémetro
adoptando la densidad del mismo como 0,0010101 gramos por
mililitro.

Enfriado de la muestra hasta la temperatura ambiente.

Remocion del CO, agitando la muestra por medio de un agitador
magneético durante 3 a 4 minutos.

Llenado del picnémetro con la muestra.

Secado del liquido desbordado por el capilar y el picnémetro.

Pesado.

Acidez total titulable y acidez activa

o

o

o

Preparacion de una solucion 0.05 molar de hidréxido de sodio.
Estandarizacion de la base utilizando ftalato acido de potasio.
Calibracion del potenciémetro previamente establecido.

Llenado de la bureta con el titulante estandarizado.

Remocion del CO, generado por la fermentacion, agitando la
muestra durante 3 a 4 minutos.

Obtencion de una muestra de 10 mililitros con una pipeta
volumétrica.

Colocacion de la muestra en un beacker conteniendo un agitador
magnético limpio y seco.

Agitacion.

Introduccion cuidadosa del electrodo en la muestra.

Adicion de pequeias cantidades de hidroxido de sodio hasta

obtener un pH de 10.

Poblacion total de bacterias acido-lacticas

o

Obtencién de una muestra de 25 mililitros utilizando una jeringa

estéril.
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Preparacion de placas de Petri de 90 milimetros estériles con 20
mililitros de Agar MRS.

Preparacion de tubos de ensayo con 9 mililitros de una solucién de
peptona estéril.

Medicion de 10 mililitros de la muestra.

Multiplicacion del volumen anterior por 9 y el resultado de la
multiplicacion fue el volumen de mililitros de diluyente que se
afiadieron a la muestra para obtener la dilucion 1:10.

A partir de la diluciéon anterior se agreg6 1 mililitros al tubo 2, se
agitod, y asi sucesivamente a los tubos siguientes (2 tubos).

A patrtir de las diluciones decimales, se transfirieron 0,1 mililitros a
cada una de las placas con agar utilizando una pipeta desechable.
El in6culo se disemind por la superficie del agar con la ayuda de la
punta de la pipeta.

Desechado de la pipeta.

Reposado de las placas, una vez sembradas, hasta que el in6culo
fuera absorbido.

Incubacién durante 3 dias a 35 grados Celsius o durante 5 dias a
30 grados Celsius, en una atmésfera enriquecida en CO, (medio

anaerobico).

Poblacién total de levaduras

o

Obtencién de una muestra de 25 mililitros utilizando una jeringa
esteril.

Preparacion de placas de Petri de 90 milimetros estériles con 20
mililitros de Agar YGC.

Preparacion de tubos de ensayo con 9 mililitros de una solucién de
peptona esteéril.

Medicion de 10 mililitros de la muestra.
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o Multiplicacion del volumen anterior por 9 y el resultado de la
multiplicacion fue el volumen de mililitros de diluyente que se
afiadieron a la muestra para obtener la dilucion 1:10.

o A partir de la dilucion anterior se agregd 1 mililitros al tubo 2, se
agitod, y asi sucesivamente a los tubos siguientes (2 tubos).

o A partir de las diluciones decimales, se transfirieron 0,1 mililitros a
cada una de las placas con agar utilizando una pipeta desechable.

o El inoculo se disemind por la superficie del agar con la ayuda de la
punta de la pipeta.

o Desechar de la pipeta.

o Reposado de las placas, una vez sembradas, hasta que el indculo
fuera absorbido.

o Incubacién durante 5 dias a 25 grados Celsius aerébicamente.

3.7. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacién

Para concentrar la informacion previamente recolectada, e interpretar
correctamente el fenbmeno de estudio, fue necesario tabular, ordenar y

procesar los datos.

Dicha informacién fue clasificada y tabulada por medio de los formularios
descritos en las tablas VIl a XIV.

Asimismo, se utilizd equipo electrénico de computacion, especificamente
los programas Microsoft Excel 2010 y Logger Pro Demo (version 3.8.6.1), para
procesar los datos obtenidos en forma mas confiable, con mayor profundidad y

en un menor tiempo.
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Tabla VIII.

Formulario para la tabulacion y el ordenamiento de los

andlisis fisicos y quimicos

Andlisis fisico o

quimico
Proporcion Tiempo de fermentacion
de inécul Réplicas
€ noculo Oh | 12h | 24h | 36h | 48h | 60h | 72h
Primera
X
Segunda
Suma
Promedio

Tabla IX.

Fuente: elaboracion propia.

andlisis microbiolégicos

Formulario para la tabulacion y el ordenamiento de los

Analisis microbiolégico

Proporcién s Tiempo de fermentacion
deindculo Réplicas
Oh 24 h 48 h 72 h
Primera
X
Segunda
Suma
Promedio

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla X. Formulario para la tabulacién y el ordenamiento de los datos

de las titulaciones potenciométricas

Volumen Volumen Volumen
No. (mL) pH No. (mL) pH No. (mL) pH
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XI. Tratamiento experimental de los analisis fisicos y quimicos

Andlisis fisico o

guimico
Proporcion o Tiempo de fermentacion
de inéculo Replicas
Oh 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h
X Primera | Yixo | Yixi | Yie | Yis | Yixa | Yixs | Yixe
Segunda Yoxo Yox1 Yoxo Yox3 Yoxa Yoxs Yoxe
Suma Txo Txq Tx, Txs Txa Txs Txe
Promedio Yxo Yxq Yy Yy Yxa Yys Yxe

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XII.

Tratamiento experimental de los andlisis microbiolégicos

Analisis microbiolégico
Proporcién ol Tiempo de fermentacion
de inéculo Replicas
Oh 24 h 48 h 72h
X Primera Yixo Yixi Yixa Yixe
Segunda Yoxo Yox1 Yoxa Yaxe
Suma Txo Tx1 Txa Txe
Promedio Yyo Yy, Yyu Yyo
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XIII. Tratamiento experimental comparativo de los anélisis

fisicos y quimicos

q

Andlisis fisico o

uimico

Proporcién de

Tiempo de fermentacion

indculo (g/mL) Oh | 12h | 24h [ 36h | 48h | 60h | 72h
07015 ?10 ?11 ?12 ?13 ?14 ?15 ?16
07030 ?20 ?21 ?22 ?23 ?24 ?25 ?26
0’060 ?30 ?31 ?32 ?33 ?34 ?35 ?36
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Tabla XIV. Tratamiento experimental comparativo de los analisis
microbiolégicos

Analisis
microbiolégico

Proporcién de Tiempo de fermentacion

indculo Oh 24 h 48 h 72h
0,015 Yo Y, Yi4 Yie
0,030 o Y. Y24 Y26
0,060 Y40 Ys, Va4 Y36

Fuente: elaboracion propia.

3.8. Analisis estadistico

Para la evaluacion de la capacidad fermentativa del jugo del eje de la
inflorescencia de la pifia utilizando granos de tibicos como indculo, se realiz6 un
analisis de varianza de dos factores con interaccion en un disefio de bloques al

azar para cada analisis efectuado.

El objetivo del analisis fue estudiar si los valores de una variable
dependiente dependian de los niveles de dos factores o de su interaccion,
significando esta ultima que el efecto de un factor sobre la variable dependiente

dependia de cudl fuera el nivel del otro factor.

En el caso general, sea Yj; la respuesta observada cuando el factor A
tiene el nivel x-ésimo (j = 1, 2,..., a) y el factor B tiene el nivel y-ésimo (k = 1,
2,...,b)enlaréplicai-ésima (i=1, 2,..., n). En general, el experimento aparece

Ccomo se muestra en la tabla XV.
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Tabla XV. Arreglo general de un andlisis de varianza de dos factores

Factor B
Factor A 1 2 b
1 Yizn Y11 | Yirz  Yor2 Yiib  Yaip
Yn11 R A wo Ynip
5 Yiz1 Y21 | Yizz Yoo Yizb  Yazp
Y21 U A eer Ynop
a Y1a1 Y2;11 YlaZ YZaZ Ylab YZab
Yna1 eer Ypao weo Ynap

Fuente: MONTGOMERY, Douglas C. Disefio y analisis de experimentos. p. 176.

Las observaciones del disefio factorial pueden describirse con el siguiente
modelo:

i=1,2,..,n
Yik = B+ Ty + By + (TB)yy + €1y {X=1,2,...,2
y=12,..,b

Donde u es el efecto promedio global, t, es el efecto del nivel x-ésimo del

factor A de las filas, B, es el efecto del nivel y-ésimo del factor B de las
columnas, (tB)4, es el efecto de la interaccion entre t, y By, Y &y, €S UN

componente del error aleatorio. Puesto que existen n réplicas del experimento,

existen N = nab observaciones en total.

En el disefio de dos factores, los tratamientos de las filas y las columnas
son de igual interés, el cual se centra en probar la hipotesis acerca de la

igualdad de los efectos de los tratamientos de los renglones, por ejemplo,
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HO:T1:T2:"':Ta:0

H;:al menosunaty # 0

Y de la igualdad de los efectos de los tratamientos de las columnas, por
ejemplo,
Ho:By =P2="=Pp=0

H;:al menosuna ; # 0

También existe interés en la interaccion de los tratamientos de los

renglones y las columnas. Por lo tanto, también se prueba

Ho: (tf)xy = 0 paratodaslasx,y

H;:al menos una (tf)y, # 0
En la tabla XVI se muestran las formulas para el analisis de varianza de
dos factores con interaccion, donde a son los niveles del factor A, b son los
niveles del factor B, n corresponden al nUmero de observaciones o repeticiones
en cada casilla, N es el numero total de observaciones (N = nab), Ty,
corresponde al total de cada nivel del factor A, T, es el total de cada nivel del

factor B, Ty, es el total de cada casilla, y T es el total de la muestra.

Los valores esperados de los cuadrados medios son:

CM, =SC,/(a—1) = 62 +anT§/(a— 1)
x=1

b
CMg = SCg/(b — 1) = 02 + naz 35/(13 — 1)
y=1
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a

b
CMap = SCap/(@— Db =D =0 +n > > @)}y /G@=1) b -1

X=1y=1
CME = SCE/ab(n - 1) = 0'2

Cuando es verdadera la hipétesis nula de que no existen efectos de los
tratamientos de los renglones, ni de los tratamientos de las columnas, ni
interaccion entre ellas, entonces CM,, CMg, CMp Y CMg son todas estimaciones
de o2. Sin embargo, al haber diferencias entre los efectos de los tratamientos
de los renglones, por ejemplo, entonces CM, es mayor que CMg. De manera
similar, al estar presentes efectos de los tratamientos de las columnas o de la
interaccidn, entonces los cuadrados medios correspondientes son mayores que
CMg.

Por lo tanto, para probar la significacion de los 2 efectos principales y su
interaccion, simplemente se dividid el cuadrado medio correspondiente por el
cuadrado medio del error. Los valores grandes del cociente implicarian que los

datos no apoyan la hipétesis nula.

Suponiendo que el modelo de efectos es adecuado y que los términos del
error ey, tienen una distribucion normal e independiente con varianza o¢?
constante, entonces cada uno de los cocientes de cuadrados medios CM,/CMg,
CMg/CMg y CM g/ CMg se distribuyen como Fcon (a—1), (b—1)y (@a—1)(b—
1) grados de libertad en el numerador, respectivamente y ab(n — 1) grados de
libertad en el denominador, y la regién critica esta en la cola superior de la

distribucion F.
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Tabla XVI. Formulas para el andlisis de varianza de dos factores con

interaccion
Fuente de Grados de Cuadrado
variacin | Sumadecuadrados (SC) | a4 (GL) | medio (CM) F
Factor A Z TZ; /nb — T2/N a—1 SCa CMy
(Filas) — a—1 CMg
Factor B Z TZ,/na — T2/N b—1 SCg CMg
(Columnas) > b-1 CMg
Interaccion SCag CMug
—SCp — SCg — ~1)(b-1

o | 22222 N I -
€ i x y X y N —ab
2
Total z Z zYixy —T?/N N—1 | e ] emee-
i x vy

Fuente: MONTGOMERY, Douglas C. Disefio y analisis de experimentos. p. 180.

En la prueba F se considera la razon de las dos varianzas muestrales, es
decir, la razén de los cuadrados de las desviaciones estandar. Si la hipotesis

nula es verdadera, entonces la razon de varianzas debe estar proxima a 1.

Las diferencias respecto de 1 se deben a variaciones aleatorias, pero si
las diferencias son demasiado grandes no se pueden atribuir a esta causa. Si el
valor calculado de F excede un cierto valor critico (obtenido del anexo),
entonces se rechaza la hipétesis nula. Este valor critico depende del tamafio de
las dos muestras, del nivel de significacion y del tipo de contraste realizado.
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Asimismo, a través de un analisis probabilistico se puede saber si los
resultados obtenidos son significativos o no. Cuando la probabilidad obtenida es
menor que el nivel de significacidn, los resultados obtenidos son
estadisticamente significativos. De esta forma, a menor valor de probabilidad,

mayor es la seguridad de que existen diferencias significativas.
3.9. Plan de analisis de resultados

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el método objetivo,
el cual sélo observa los hechos reales y rechaza todo aquello que es de
caracter subjetivo, para analizar y concluir objetivamente.

3.9.1. Métodos y modelos de los datos

Los datos obtenidos de fueron analizados graficamente, matematicamente
y estadisticamente, para de esta forma evaluar objetivamente la capacidad de
fermentacién del eje de la inflorescencia de la pifia al utilizar granos de tibicos
como indculo.

3.9.2. Programas para el andlisis de datos

Se utilizé el sistema operativo Windows 7 Home Basic asi como los

siguientes programas:

o Logger Pro Demo: permitié ingresar datos, graficarlos y analizarlos
o Microsoft Word: permitié crear y editar documentos profesionales
o Microsoft Excel: permitié procesar, graficar y analizar informacién
o Microsoft Visio: permitié crear, editar y compartir diagramas.

o Microsoft PowerPoint:  permitio crear y editar presentaciones.
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4. RESULTADOS

La informacién colectada y procesada con base en el disefio de
investigacion planteado, fue presentada graficamente y complementada con las

expresiones matematicas que describen el patrén de su comportamiento.
Figura 24. Concentracion de la biomasa drenada fermentada a 30 °C,
en funcién del tiempo de fermentacién y con base en la

proporcién de in6culo
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Figura 25.
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Figura 26. Densidad relativa del medio fermentado a 30 °C, en funcion

del tiempo de fermentacion y con base en la proporciéon de
inéculo
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Figura 27.
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Figura 28. Acidez total titulable del medio fermentado a 30 °C, en
funcion del tiempo de fermentacion y con base en la

proporcion de indculo
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Figura 29.

Log1o (UFC/mL)

12

10

Poblaciones totales de bacterias &cido-lacticas y de
levaduras viables en el medio fermentado a 30 °C, inoculado
en proporcion de 0,015 g/mL, en funcion del tiempo de
fermentacion
\%!\ ]
/
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)
— — Limite inferior tedérico —@— Bacterias acido-lacticas —@— | evaduras

Fuente: elaboracion propia.

98



Figura 30. Poblaciones totales de bacterias acido-lacticas y de
levaduras viables en el medio fermentado a 30 °C, inoculado
en proporcion de 0,030 g/mL, en funcion del tiempo de

fermentacion
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Figura 31. Poblaciones totales de bacterias acido-lacticas y de
levaduras viables en el medio fermentado a 30 °C, inoculado
en proporcion de 0,060 g/mL, en funcion del tiempo de

fermentacion
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Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XVII. Expresiones matematicas para la concentracion de la
biomasa drenada fermentada a 30 °C, funcion del tiempo

de fermentacion y con base en la proporcion de indculo

I?go/ﬁ]ul_l? Linea Ecuacion Inte([]\;alo R?
0,015 | —e— | mg=5E-09t*— 9E-07t° — 4E-05t° + 0,0002t + 0,0153 0-72 0,9930
0,030 | —=— | mg=5E-10t* + 5E-09t> — 1E-05t* + 0,0011t + 0,0298 0-72 0,9738
0,060 | —e— | mg=-5E-09t* + 9E-07t> — 8E-05t° + 0,0030t + 0,0596 0-72 0,9862

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XVIII. Expresiones matematicas para la concentracion de la
biomasa seca fermentada a 30 °C, en funcion del tiempo

de fermentacion y con base en la proporcion de indculo

In6culo . L, Intervalo 2
Linea Ecuacion R
(g/mL) (h)
0,015 | —e— | ms=5E-10t* — 8E-08t® + 4E-06t* + 3E-05t + 0,0023 0-72 0,9974

0,030 | —m— | ms=-3E-11t" + 2E-08t° — 3E-06t> + 0,0002t + 0,0044 0-72 0,9668
0,060 | —e— | ms=-4E-10t* + 1E-07t° — 1E-05t + 0,0004t + 0,0092 0-72 0,9871

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XIX. Expresiones mateméaticas para la densidad relativa del
medio fermentado a 30 °C, en funcién del tiempo de

fermentacién y con base en la proporcién de in6culo

I?gc;rcnul_l)o Linea Ecuacion Inte([]\;alo R®

or = -0,0002t + 1,0421 0-12 1
0.015 | == pr = -9E-09t* + 2E-06t> — 9E-05t° + 0,0010t + 1,0394 12-72 | 0,9999
0030 | —m— LP= -0,0004: + 1,04073 2 0-12 1

pr = -5E-09t* + 7E-07t° — 2E-05t* — 0,0014t + 1,0529 12-72 | 0,9999
0060 | —o— LP= -2E-05:2 - 0,000Zt + 1,03792 0-24 1

pr = 6E-09t" — 1E-06t* + 0,0001t° — 0,0037t + 1,0520 24-72 1

Fuente: elaboracion propia.
Tabla XX. Expresiones mateméticas para la acidez activa del medio

fermentado a 30 °C, en funcién del tiempo de fermentacién y

con base en la proporcién de inéculo

I?gO/CmULI;) Linea Ecuacion Inte([]\;alo R?

pH = -0,0058t + 3,75 0-12 1

0,015 —e— | pH=0,0325t + 3,29 12-24 1

pH = 2E-07t* — 5E-05t° + 0,0044t* — 0,1678t + 6,23 2472 1

pH=3,75 0-12 1

0,030 | —a— | pH=-0,0125t+ 3,90 12 - 24 1
pH = -1E-06t% + 0,0001t° — 0,0062t + 3,6980 24 -72 | 0,9941

0060 | —o pH = 0,0133; +3,90 : : 0-12 1

pH = 7E-08t* — 2E-05t° + 0,0014t° — 0,0608t + 4,6117 | 12— 72 1

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXI. Expresiones matematicas para la acidez total titulable del
medio fermentado a 30 °C, en funcién del tiempo de

fermentacién y con base en la proporcién de in6culo

I?go/ﬁ]ul_l? Linea Ecuacion Inte([]\;alo R?
Lac = 0,0198t + 3,3552 0-12 1
0,015 | —e— | Lac=-0,0733t+4,4722 12-24 1
Lac = 5E-05t3 — 0,0066t2 + 0,3952t — 3,6666 24-72 | 0,9882
Lac = 0,0034t + 4,493 0-12 1
0,030 | —=— 2 3 2
Lac = 6E-07t" — 1E-04t° + 0,0054t* — 0,0205t + 4,1352 | 12—24 | 0,9954
Lac = -0,0851t + 4,1374 0-12 1
0060 | —e— Lac = 2E-06t" — 2E-04t> + 0,0081t° + 0,0774t + 1,3844 | 12-72 | 0,9990

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XXII. Expresiones mateméticas para las poblaciones totales de
bacterias acido-lacticas y de levaduras viables en el medio
fermentado a 30 °C, inoculado en proporcion de 0,015

g/mL, en funcién del tiempo de fermentacion

Organismos Color Ecuacion |nt9i:]\;alo R2
Bacterias BALiog = 0,4614t 0-24 1
o T — >
acido-lacticas BALog = 0,0049t? — 0,5516t + 21,4730 24 - 72 1
LLog =0,3532t 0-24 1
Levaduras —_— >
Liog = 0,0007t" — 0,1440t + 11,5570 2472 1

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIII. Expresiones matematicas para las poblaciones totales de
bacterias acido-lacticas y de levaduras viables en el medio
fermentado a 30 °C, inoculado en proporcion de 0,030

g/mL, en funcion del tiempo de fermentacién

Organismos | Color Ecuacion Inte(:]\;alo R2
Bacterias BALjog = 0,3704t 0-24 1
£ Lo —_— 5
acido-lacticas BALiog = 0,0011t° — 0,0825t + 7,924 24— 72 1
Liog = 0,4012t 0-24 1
Levaduras —0— 5
Liog = 0,0014t° — 0,1594t + 12,670 24 72 1
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXIV. Expresiones matematicas para las poblaciones totales de

bacterias acido-lacticas y de levaduras viables en el medio
fermentado a 30 °C, inoculado en proporcion de 0,060

g/mL, en funcion del tiempo de fermentacion

Organismos Color Ecuacion |nt9i:]\;alo R2
Bacterias BALiog = 0,2745t 0-24 1
s . ;. e —— >
acido-lacticas BAL g = -0,0006t + 0,0588t + 7,827 24— 72 1
Liog = 0,2648t 0-24 1
Levaduras —_ 5
Liog = 0,0013t* — 0,1256t + 8,5920 24 - 72 1

Fuente: elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

La presente investigacion consistio en evaluar a nivel de laboratorio la
capacidad fermentativa de los granos de tibicos al utilizar el jugo del eje de la
inflorescencia de la pifia como sustrato Unico, para su aprovechamiento como

posible bebida probidtica.

Dicha evaluacion se llevo a cabo a través de la fermentacion de
doscientos mililitros de sustrato previamente acondicionado con tres diferentes
concentraciones de inéculo, durante setenta y dos horas, dentro de sistemas
abiertos, sin agitacion, y a temperatura constante de treinta grados Celsius.
Asimismo, se cuantificaron diversos parametros fisicos, quimicos vy
microbioldgicos, en funcién de la concentracion de granos de tibicos inoculados

y del tiempo de fermentacion.

Con base en el objetivo 1, la biomasa drenada se expres6 en términos de
concentracion respecto al volumen total del medio. Este parametro representa a
la biomasa real manipulada en los procesos de fermentacion, la cual posee un
elevado contenido de humedad debido a las caracteristicas fisicas de los

granos de tibicos y a que el exceso de liquido fue separado por gravedad.

Los datos de la tabla XLVII fueron expresados a través la figura 24, la cual
muestra la concentracion de la biomasa drenada en funcion del tiempo de
fermentacién. Dichas curvas exhibieron un comportamiento similar a las curvas
gue representan a la concentracion de la biomasa seca (figura 25), pudiendo
observase en ambas que el crecimiento de la biomasa respecto al tiempo de

fermentacion, fue dependiente de la cantidad de inéculo.
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Asimismo, pudo observarse un desplazamiento vertical positivo en funcion
del tiempo de fermentacion en las curvas de la concentracion de la biomasa

drenada respecto a las curvas de la concentracion de la biomasa seca.

Este desplazamiento se gener6 por el incremento del contenido de agua
en los granos de tibicos, debido a que conforme los granos aumentaron en
namero y tamafo, también aumento la cantidad de liquido retenida en la

superficie, el interior, y en los espacios intersticiales de estos.

Ademas, dicho incremento se produjo en forma variable respecto al tiempo
de fermentacion, por lo que no fue posible correlacionar la concentracion de la

biomasa drenada con la concentracion de la biomasa seca.

Por lo tanto, para analizar correctamente el comportamiento de los granos
de tibicos durante la fermentacion, fue necesario excluir la influencia de la

humedad en los mismos.

El objetivo 2 fue expresado graficamente a través de la figura 25, con base
en los datos de la tabla XLVIII, mostrando asi a las curvas de la concentracion

de la biomasa seca en funcién del tiempo de fermentacion.

Dichas curvas presentaron un comportamiento que se ajustd al modelo
tedrico del desarrollo microbiolégico, pudiendo observase en la mayoria de

estas cuatro etapas: crecimiento, desaceleracion, estabilizacion, y declinacion.

Al inicio de los procesos de fermentacion se observo un periodo de
incremento sostenido en las curvas de la concentracidon de la biomasa seca,
denominado como fase de crecimiento. No obstante, esta fase finaliz6 a las 36

horas de fermentacion al inocular el medio en proporcién de 0,015 gramos por
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mililitro, a las 24 horas al inocular en proporcion de 0,030 gramos por mililitro, y

a las 12 al inocular en proporcion de 0,060 gramos por mililitro.

Al finalizar la etapa de crecimiento, se pudo observar una fase de
desaceleracion, la cual tuvo una duracion de 12 horas al inocular en
proporciones de 0,015 y 0,060 gramos por mililitro. Sin embargo, no se pudo

apreciar esta fase al inocular en proporcion de 0,030 gramos por mililitro.

Seguido a la etapa de desaceleracion, las curvas exhibieron un periodo de
maximo crecimiento, en el cual no aumentd o disminuy6 considerablemente la

concentracion de la biomasa seca, denominado como “fase estacionaria”.

Al inocular en proporcibn de 0,015 gramos por mililitro, la fase de
estacionaria tuvo una duracion de 24 horas, alcanzando la maxima
concentracion de biomasa seca de 0,0154 gramos por mililitro a las 36 horas; al
inocular en proporcion de 0,030 gramos por mililitro esta fase tuvo una duracién
de 36 horas, alcanzando la maxima concentracion de biomasa seca de 0,0070
gramos por mililitro a las 24 y 48 horas; y al inocular en proporcién de 0,060
gramos por mililitro esta fase se prolongdé durante 24 horas, alcanzando la
maxima concentracion de biomasa seca de 0,0056 gramos por mililitro a las 60

horas de fermentacion.

Finalmente, y posterior a la fase estacionaria, se observo un periodo en el
cual se redujo la concentracién de la biomasa seca, denominado como fase de
declinacion. Dicha fase tuvo una duracion de 12 horas al inocular en proporcion
de 0,030 gramos por mililitro, y una duracion de 24 horas al inocular en
proporcion de 0,060 gramos por mililitro, mientras que no se pudo observar
dicha fase dentro de las 72 horas de fermentacién al inocular en proporcién de

0,015 gramos por mililitro.
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La amplitud de los modelos de desarrollo microbiolégico respecto al
tiempo de fermentacion, manifestados en las curvas de la concentracion de la
biomasa seca, reflejaron una relacion inversamente proporcional a la cantidad

de in6culo.

Esto se debe a que, a mayor proporcion de microorganismos, mayor es la
velocidad a la cual los nutrientes presentes en el sustrato son metabolizados,
asi como también es mayor la velocidad a la cual los subproductos son

acumulados en el medio fermentado.

Ademas, no se observo la denominada fase de latencia en las curvas de la
concentracion de la biomasa drenada ni en las curvas de la concentracion de la
biomasa seca, habiendo logrado suprimirla o reducirla a un periodo menor de
12 horas, debido al acondicionamiento previo del inéculo bajo las mismas

condiciones experimentales.

Respecto al objetivo 3, la densidad relativa del medio fermentado se
determind relacionando las masas de volimenes iguales de muestra y de agua
desmineralizada, por medio de un picnémetro, a una temperatura ambiente

promedio de diecinueve grados Celsius.

Los datos de la tabla XLIX fueron expresados a través de la figura 26, la
cual muestra la densidad relativa del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia

en funcion del tiempo de fermentacion.
La densidad relativa inicial del medio no fue igual debido a que la empresa

a través de la cual se obtuvo la materia prima, procesa la pifia con un contenido

superior a 8 grados Brix.
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No obstante, el valor inicial de la densidad relativa del jugo del eje de la
inflorescencia de la piia fue de 1,040 + 0,002, alcanzando al final de los
procesos de fermentacion un valor de 1,001 + 0,001, reflejando una

concentracion de sustrato fermentable de 0,039 + 0,003 gramos por mililitro.

Esta pérdida de masa por unidad de volumen del jugo del eje de la
inflorescencia de la pifila fue ocasionada por el metabolismo de los
microorganismos, al transformar los nutrientes contenidos sustrato y transferir
dicha masa hacia sus hacia sus productos y subproductos, hacia sus
estructuras celulares, y hacia la matriz de polisacaridos que conforma los

granos de tibicos.

Por otro lado, el medio inoculado en proporcién de 0,015 gramos por
mililitro no reflejo un valor constante en la densidad relativa respecto al tiempo
de fermentacién dentro de las 72 horas del proceso, mientras que al inocular el
medio en proporciéon de 0,030 gramos por mililitro se presentd un valor
constante a partir de las 60 horas, y al inocular el medio en proporcién de 0,060
gramos por mililitro este valor se presento a partir de las 48 horas.

Dichas etapas, indicaron la finalizacion del proceso de fermentacion,
asumiendo que los principales nutrientes en el sustrato habian sido consumidos
en su totalidad, coincidiendo exactamente con las etapas de declinacion

observadas en las curvas de la concentracion de la biomasa seca (figura 25).
Ademas, pudo observarse que la tasa de disminucion de la densidad

relativa del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia, respecto al tiempo de

fermentacion, fue directamente proporcional a la cantidad de in6culo.
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Por lo tanto, la proporcionalidad directa de la reduccion de la densidad
relativa hacia un valor constante, respecto al tiempo de fermentacion, indica que
mientras mayor sea la cantidad de microorganismos inoculados, mas rapido es

el consumo de los nutrientes del medio.

El objetivo 4 fue expresado graficamente a través de la figura 27, con base
en los datos de la tabla L, mostrando asi a la acidez activa del jugo del eje de la

inflorescencia de la pifia respecto al tiempo de fermentacion.

Como se puede observar en dicha figura, la acidez activa inicial del medio
tuvo un valor de 3,80 = 0,08, alcanzando al final de los procesos de
fermentaciéon un pH de 3,50 + 0,02. No obstante, estas curvas no mostraron una

evolucién similar en el periodo de las primeras 24 horas.

En dicho periodo, el jugo del corazén de la pifia inoculado en proporciones
de 0,015 y 0,060 gramos por mililitro, exhibié un incremento en el pH hasta un
valor de 4,06 *+ 0,01, en donde el primer medio inoculado lo alcanz6 a las 24
horas y el segundo medio inoculado lo alcanzé a las 12 horas de fermentacion,

respectivamente.

Por otro lado, el jugo del corazdn de la pifia inoculado en proporcion de
0,030 gramos por mililitro no exhibié un descenso en la acidez, sino que a las
12 horas de fermentacion mantuvo el mismo pH que al inicio del proceso de

fermentacion.

Dado el comportamiento de la acidez activa en los medios fermentados
con dos de las tres proporciones de indculo, se considera que el medio
inoculado en proporcion de 0,030 gramos por mililitro haya tenido también un

incremento en el pH dentro de las primeras veinticuatro horas de fermentacion.
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La principal influencia en la respuesta de la acidez activa es la excrecion y
acumulacion de acidos organicos en el medio, producto de la conversion por
parte de los microorganismos de la fuente de carbono suministrada en exceso.
No obstante, cuando dicha fuente de carbono se vuelve limitada, los acidos

organicos pueden ser consumidos.

Asimismo, el incremento del pH pudo ser el resultado de los procesos de
degradacion o consumo, ya que la degradacion proteolitica puede resultar en la

liberacién de amonio en el medio, generando el efecto descrito. ¥

Consecutivamente, el objetivo 5 se refiere a la acidez total titulable, la cual
representa a la cantidad total de acidos contenidos en el medio fermentado. Sin
embargo, debido a que este pardmetro no puede diferenciar entre las especies
individuales presentes, el resultado se expres6 como su equivalente en el acido

predominante, el acido lactico.

Este parametro fue el Unico que no fue cuantificado en duplicado, ya que,
la acidez total titulable de la segunda titulaciébn se vio afectada por la
continuidad de la actividad microbiolégica durante el periodo demorado al

realizar la primera titulacion, dando como resultado un valor incorrecto.

A pesar de que el 4cido lactico fue utilizado para expresar el resultado, el
medio fermentado posee ademas otros compuestos, correspondientes tanto al

sustrato como a los generados por el metabolismo de los microorganismos.

Debido a la presencia de burbujas de CO,, las cuales aumentaron en
funcién del tiempo de fermentacién, se considera que el jugo fermentado

contiene acido carbdnico, formado al solubilizarse el gas en el medio acuoso.

! Practical fermentation technology. MCNEIL, Brian; HARVEY, Linda M. (eds). p. 243.
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El diéxido de carbono es generado por las levaduras y las bacterias
heterolacticas al metabolizar los azlUcares a alcohol, estas Ultimas a través de la

ruta fosfocetolasa producen acido lactico, etanol y COs..

La figura 28, basada en los datos de la tabla LI, muestra la acidez total
titulable en funcion del tiempo de fermentacion. En dicha figura se pudo
observar que, al igual que las curvas de la acidez activa, las curvas de la acidez
total titulable no exhibieron un comportamiento similar durante las primeras 24

horas de fermentacion.

En este periodo se vio reflejado incremento en el valor del pH de los
medios inoculados en proporciones de 0,015 y 0,060 gramos por mililitro en el
descenso del valor de la acidez total titulable, a las 24 y 12 horas de

fermentacion, respectivamente.

De igual forma, el medio inoculado en proporcion de 0,030 gramos por
mililitro exhibié un valor constante de la acidez total titulable durante las
primeras 12 horas de fermentacién, al igual que el comportamiento mostrado en

el valor de la acidez activa.

Las curvas de la acidez total titulable manifestaron una evolucion similar
en el intervalo de las 24 a las 72 horas de fermentacién. En dicho periodo los
medios inoculados en proporciones de 0,030 y 0,060 gramos por mililitro no
mostraron una diferencia significativa en el valor de la acidez total titulable,
alcanzando ambos medios un valor equivalente a 10,37 £ 0,01 miligramos por
mililitro de acido lactico al final del proceso de fermentacion; mientras que el
medio inoculado en proporcion de 0,015 gramos por mililitro alcanzé un valor
equivalente a 8,08 miligramos por mililitro de acido lactico al final del proceso de

fermentacion.
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Para que un alimento sea considerado como probidtico, este debe de ser
sometido a diversos estudios, entre los que se encuentran la identificacion de
las cepas presentes y la cuantificacion de los microorganismos viables

correspondientes a cada una de ellas.

En el presente estudio no se contabiliz6 cada cepa como tal, sino que se
procedié al recuento de los grupos totales de bacterias acido-lacticas y de
levaduras a través de métodos de cultivo selectivos, para determinar si la
concentracion de estos es lo suficientemente elevada para considerar la
posibilidad de que el jugo del eje de la inflorescencia de la pifia fermentado sea

un alimento probidtico.

Dichos parametros fueron cuantificados a intervalos de veinticuatro horas,
es decir a las 0, 24, 48 y 72 horas de fermentacion. Esto debido a que, por el
horario de atencién del Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ, las muestras
correspondientes a las 12, 36 y 60 horas debian permanecer doce horas en
refrigeracion, aumentando asi la probabilidad de obtener un resultado

incorrecto.

Por otro lado, para simplificar los datos y poder visualizar de mejor forma
el comportamiento de los microorganismos viables suspendidos en el medio
durante la fermentacion, los resultados fueron expresados en términos del
logaritmo de base diez de las Unidades Formadoras de Colonia por mililitro
(Logio UFC/mL).

El Objetivo 6 fue expresado graficamente a través de las figuras 29, 30 y
31, con base en los datos de las tablas LII, LIl y LIV, respectivamente. Tales
figuras muestran a las poblaciones totales de bacterias acido-lacticas y de

levaduras respecto al tiempo de fermentacion.
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La figura 29 muestra el recuento de bacterias acido-lacticas (BAL) y de
levaduras viables en el medio inoculado en proporciéon de 0,015 gramos por

mililitro, en funcion del tiempo de fermentacion.

En este diagrama se observa que dichos microorganismos no mantuvieron
una concentracion estable superior al limite inferior teérico de 10’ Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro ©®, durante el proceso de fermentacion,
para considerar al jugo como como posible alimento probidtico, en donde las
bacterias acido-lacticas superaron este limite a las 24 y a las 72 horas, mientras

que las levaduras lo superaron Unicamente a las 24 horas.

Por otro lado, las poblaciones de bacterias acido-lacticas y de levaduras
viables mostraron un descenso considerable en sus poblaciones a partir del
punto maximo alcanzado a las 24 horas de fermentacion. Este comportamiento
es inverso al observado en el modelo de desarrollo microbiologico del medio

inoculado en proporcion de 0,015 gramos por mililitro.

La figura 30 muestra el recuento de bacterias acido-lacticas y de levaduras
viables en el medio inoculado en proporcion de 0,030 gramos por mililitro, en
funcién del tiempo de fermentacion. En este diagrama se observa que las
poblaciones de ambos microorganismos mantuvieron una concentracion
estable, y relativamente constante, superior al limite inferior teérico de 10’
Unidades Formadoras de Colonias por mililitro, en el intervalo de las 24 a las 72
horas de fermentacién, para considerar al jugo fermentado como posible

alimento probidtico.

% Handbook of fermented functional foods. FARNWORTH, Edward R. (ed.). p. 26.

114



El comportamiento relativamente constante de las poblaciones de
bacterias acido-lacticas y de levaduras suspendidas en el medio inoculado en
proporcion de 0,030 gramos por mililitro, indica una adecuada relacién entre la
concentracion inicial de dichos microorganismos y la concentracion de sustrato

fermentable en el jugo del eje de la inflorescencia de la pifia.

La figura 31 muestra el recuento de bacterias acido-lacticas y de levaduras
viables en el medio inoculado en proporcién de 0,030 gramos por mililitro, en
funcion del tiempo de fermentacién. En este diagrama se observa que estos
microorganismos no mantuvieron una concentracion estable, en el proceso de
fermentacion, superior al limite inferior teérico de 10’ Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro para considerar al jugo fermentado como posible alimento
probidtico, en donde Unicamente las bacterias acido-lacticas superaron este
limite a las 72 horas.

Por otro lado, las poblaciones de bacterias acido-lacticas y de levaduras
viables exhibieron un comportamiento similar, con una tendencia a incrementar
sus poblaciones en funcion del tiempo de fermentacion. Este comportamiento
es inverso al observado en el modelo de desarrollo microbioldégico del medio

inoculado en proporcion de 0,060 gramos por mililitro.

Con base en la elevada concentracion de levaduras en el medio
fermentado, se considera que el didxido de carbono liberado durante el proceso
de fermentaciébn corresponde principalmente al metabolismo de estos

microorganismos.
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Asimismo, al comparar las poblaciones de microorganismos viables, se
puede decir en términos generales que el jugo del eje de la inflorescencia de la
pifia inoculado con las tres proporciones de granos de tibicos mantiene una
mayor concentracion de bacterias acido-lacticas respecto a las levaduras,

concordando con lo expresado en la literatura.

Ademas, con base en los resultados, se deduce que la fermentacién no
ocurrié unicamente en la proximidad de los granos de tibicos, sino en todo el
medio, debido a la difusién de los microrganismos, nutrientes y subproductos
por medio del flujo generado por la accion ascendente de las burbujas de gas.

Por otro lado, segun los datos obtenidos de los analisis de varianza (tablas
LI a LIX) efectuados a los diversos parametros fisicos, quimicos y
microbiolégicos utilizados para el cumplimiento del objetivo principal de esta
investigacion, se puede observar que las variaciones de todos estos parametros
respecto a las variables independientes son tan grandes que no se pueden

asociar a variaciones aleatorias.

Debido a que la acidez total titulable no fue cuantificada en duplicado, no
se pudo analizar estadisticamente por medio del ANOVA, su interaccion

respecto a la variacion del inéculo y al tiempo de fermentacion.
Sin embargo, los valores estadisticos asociados a las interacciones del
resto de parametros respecto a las variables independientes son tan grandes

gue tampoco pueden ser a asociadas a variaciones aleatorias.

Por lo tanto, quedan rechazadas todas las hipotesis nulas (H,), y se

aceptan como verdaderas todas las hipétesis alternativas (H,).
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CONCLUSIONES

Fue posible evaluar a nivel de laboratorio la capacidad de fermentacion
de los granos de tibicos utilizando como sustrato Unico el jugo del eje de
la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus) proveniente de los
subproductos de la industria alimenticia, para ser aprovechado como

posible bebida probidtica, bajo el disefio experimental planteado.

La cantidad de agua retenida en los granos de tibicos aumenté de forma
variable en funcion del tiempo de fermentacion, por lo que la
concentracion de la biomasa drenada no se correlacion6 con la

concentracion de la biomasa seca.

El aumento de la concentracion de la biomasa drenada y de la
concentracion de la biomasa seca, respecto al tiempo de fermentacion,

fue dependiente de la cantidad de inGculo.

Las curvas de la concentracién de la biomasa seca en funcion del tiempo
de fermentacion, se ajustaron al modelo tedrico del desarrollo

microbiolégico.
La amplitud de los modelos de desarrollo microbiolégico en funcion del

tiempo de fermentacion, reflejaron una relacion inversamente

proporcional a la cantidad de inéculo.
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10.

11.

La densidad relativa inicial del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia
tuvo un valor de 1,040 + 0,002, alcanzando al final de los procesos de
fermentacion un valor de 1,001 £ 0,001, reflejando una concentracion de

sustrato fermentable de 0,039 £ 0,003 gramos por mililitro.

La tasa de disminucion de la densidad relativa del jugo del eje de la
inflorescencia de la pifia, en funcion del tiempo de fermentacion, fue

directamente proporcional a la cantidad de indculo.

Los periodos en los cuales la densidad relativa de jugo del eje de la
inflorescencia de la pifia descendi6 hasta un valor constante, en funcién
del tiempo de fermentacion, coincidieron con las etapas de declinacion

en los modelos de desarrollo microbiolégico.

La acidez activa inicial del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia
tuvo un valor de 3,80 = 0,08, alcanzando al final de los procesos de

fermentacién un pH de 3,5 + 0,02.

El jugo del eje de la inflorescencia de la pifia inoculado en proporciones
de 0,015 y 0,060 gramos por mililitro, exhibié un incremento en el valor
del pH y un descenso en el valor de la acidez total titulable, a las 24 y 12
horas de fermentacion, respectivamente, como resultado de procesos

proteoliticos segun la literatura.

Las curvas de la acidez total titulable en funcion del tiempo de
fermentacion manifestaron una evolucién similar en el intervalo de las 24
a las 72 horas, periodo en el cual no existi6 una diferencia significativa
del valor de dicho parametro en el jugo del eje de la inflorescencia de la

pifia inoculado en proporciones de 0,030 y 0,060 gramos por mililitro.
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12.

El jugo del eje de la inflorescencia de la pifia inoculado en proporcion de
0,030 gramos por mililitro, se considera como posible bebida probidtica
en el intervalo de las 24 a las 72 horas de fermentacién, con base en las

concentraciones de bacterias acido-lacticas y de levaduras viables.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la fermentacion del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia
inoculado con granos de tibicos en proporcion de 0,030 gramos por
mililitro para obtener una posible bebida probidtica con base en el valor
minimo de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro, bajo diversas

temperaturas de incubacion.

Evaluar la capacidad fermentativa de los granos de tibicos mediante el
uso de diluciones del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia, asi

como las propiedades organolépticas del producto fermentado.

Evaluar la capacidad fermentativa de los granos de tibicos mediante el
uso de otros sustratos provenientes de los subproductos generados en la

industria.

Identificar y cuantificar las cepas de los microorganismos presentes en
los granos de tibicos utilizados a nivel artesanal en la ciudad de
Guatemala y otras regiones del pais, para determinar el contenido de

microorganismos probidtico y el grado de contaminacién en los mismos.

Evaluar la purificacion y conservacion de los granos de tibicos para su

transporte y comercializacion.

Evaluar la fermentacion del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia

mediante el uso de granos de tibicos en un proceso continuo.

121



7. Evaluar otras aplicaciones industriales para la fibra separada del eje de

la inflorescencia de la pifia.
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1. Muestra de calculo

o Calculo de la concentracion de la biomasa drenada y de la biomasa seca:

mg — My .
m=-—r—— [Ecuacion No.1]
Ve
Donde:
m = hbiomasa (g/mL)
m; = masa final (g)
m, =tara(Q)
V;  =volumen total del medio fermentado (mL)

Ejemplo: determinacion de la concentracion de la biomasa drenada, del

duplicado, al tiempo cero de la tabla XXVI.

_ 43,722 —40,718
B 200

m

m = 0,0150 &/ .

De igual forma se realizaron los calculos de las concentraciones de la
biomasa drenada y de la biomasa seca de las tablas XXVI, XXVII, XXXIII,
XXXIV, XL, y XLI.
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. Determinacion de la densidad del aire:

_0,34848 x P — 0,009 * h; * @0,061+T

= Ecuacion No.2
Pa (273,15 + T) * 1000 [ ]

Donde:
pa = densidad del aire (g/mL)

P = presion barométrica (hPa)
h, = humedad relativa del aire (%)
T  =temperatura del aire (°C)

Por lo tanto, la determinacién de la densidad del aire se realiz6 de la

siguiente forma:

_0,34848% 856,062927 — 0,009 * 76 * e%0617199
Pa = (273,15 + 19,9) * 1000

pa = 0,0010101 8/ |

. Determinacién de la densidad relativa:

my, — (my —pg *V
Py = —0— (m, = pa * V) [Ecuacién No. 3]
M0 — (Mg — py * V)

Donde:
pr = densidad relativa de la muestra
p. = densidad del aire (g/mL)
m,, = masa del picnédmetro conteniendo la muestra (Q)

my,o= Masa del picndbmetro conteniendo agua destilada (Q)
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m, = tara del picnbmetro vacio (g)

V  =volumen del picnémetro (mL)

Ejemplo: calculo de la densidad del medio fermentado, del duplicado, al
tiempo cero de la tabla XXVIII.

16,523 — (11,325 — 0,0010101 * 5)
"~ 16,315 — (11,325 — 0,0010101 * 5)

Y

p = 1,042

De igual forma se realizaron los céalculos de la densidad de las tablas
XXV, XXXV, y XLII.

o Céalculo de las poblaciones totales de bacterias acido-lacticas y levaduras

viables en el medio fermentado:

Nim = log,o(Ny) [Ecuacion No. 4]

Donde:
N, = logaritmo de la poblacién de microorganismos
log,, = logaritmo de base 10

N = poblaciéon de microorganismos (UFC/mL)

Ejemplo: determinacién el logaritmo de la poblacion de bacterias acido-
lacticas del medio fermentado, del duplicado, a las 24 horas de fermentacion de
la tabla XXXI.

Nim = log;0(3,50 * 1011)
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N, = 11,544

De igual forma se realizaron los céalculos del logaritmo de las poblaciones
de microorganismos de las tablas XXXI, XXXII, XXXVIII, XXXIX, XLV, y XLVI.

. Calculo de la acidez total titulable

A partir de valoracion con hidroxido de sodio de la muestra del medio
fermentado, se determiné el punto de equivalencia de la titulacion por medio del
andlisis grafico de la segunda derivada de la curva de titulacién a traves del
programa Logger Pro Demo 3.8.6 de Vernier Software & Technology, LLC.

Ejemplo: determinacion del puntos de equivalencia, a partir de la segunda

derivada de la curva de titulacion obtenida, de la muestra en el tiempo cero de
la tabla XLIV.
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Tabla XXV. Ejemplo de los datos de la primera y segunda derivada de
la curva de titulacion del medio fermentado (tiempo cero
de la tabla XLIV)

Volumen H dpH d?pH | Volumen - dpH d’pH
(mL) P av.  a@zv | (mb) P av @V
0,00 3,90 0,20 -0,02 6,00 5,25 0,34 0,11
0,20 3,94 0,20 -0,03 6,20 5,32 0,37 0,12
0,40 3,98 0,19 -0,05 6,40 5,40 0,39 0,09
0,60 4,02 0,18 -0,05 6,60 5,48 0,40 0,08
0,80 4,05 0,16 0,00 6,80 5,56 0,41 0,11
1,00 4,08 0,18 0,05 7,00 5,64 0,45 0,15
1,20 4,12 0,19 0,05 7,20 5,74 0,48 0,17
1,40 4,16 0,20 0,02 7,40 5,83 0,51 0,22
1,60 4,20 0,20 0,01 7,60 5,94 0,57 0,27
1,80 4,24 0,20 -0,01 7,80 6,06 0,61 0,37
2,00 4,28 0,20 -0,02 8,00 6,18 0,68 0,62
2,20 4,32 0,19 -0,03 8,20 6,32 0,84 0,99
2,40 4,36 0,18 -0,02 8,40 6,51 1,06 1,44
2,60 4,39 0,18 0,02 8,60 6,71 1,44 1,71
2,80 4,43 019 0,04 8,80 7,08 1,84 1,46
3,00 4,47 0,20 0,04 9,00 7,47 2,11 0,72
3,20 4,51 0,21 0,04 9,20 7,98 2,14 -0,32
3,40 4,55 0,22 0,04 9,30 8,14 1,93 -1,05
3,60 4,60 0,23 0,03 9,50 8,54 1,78 -1,39
3,80 4,64 0,23 0,03 9,60 8,69 1,51 -1,58
4,00 4,69 0,24 0,02 9,80 9,00 1,25 -1,41
4,20 4,74 0,23 0,02 10,00 9,22 0,93 -1,16
4,40 4,78 0,24 0,07 10,20 9,35 0,73 -0,69
4,60 4,83 0,27 0,09 10,40 9,48 0,69 -0,36
4,80 4,89 0,29 0,05 10,60 9,63 0,64 -0,28
5,00 4,95 0,28 0,03 10,80 9,74 0,59 -0,30
5,20 5,00 0,30 0,03 11,00 9,87 0,52 -0,32
5,40 5,07 0,30 0,03 11,20 9,95 0,44 -0,28
5,60 5,12 0,31 0,06 11,40 10,03 0,41 -0,21
5,80 5,19 0,32 0,08

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 32. Ejemplo de la curva de titulacion del medio fermentado
(tiempo cero de la tabla XLIV)
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o
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 33. Ejemplo de la primera derivada de la curva de titulacion del

medio fermentado (tiempo cero de la tabla XLIV)
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 34. Ejemplo de la segunda derivada de la curva de titulacion del
medio fermentado (tiempo cero de la tabla XLIV)
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Fuente: elaboracion propia.

A partir del punto de equivalencia obtenido la segunda derivada de la
curva de titulacion de la muestra se procedié al célculo de la acidez total

titulable expresada como miligramos de &cido lactico por mililitro.

V C .
AT, = y * MpL, [Ecuacion No. 5]

Donde:
AT, = acidez total titulable equivalente a &cido lactico (mg/mL)
Voug = volumen desplazado del titulante (mL)
Cou = concentracion del titulante (mol/L)
M,; = masa molar del &cido lactico (g/mol)

V  =volumen de la muestra titulada (mL)
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Ejemplo: célculo de la acidez total titulable a partir del punto de
equivalencia de la segunda derivada de la curva de titulacion, de la muestra en
el tiempo cero de la tabla XLIV.

9,135 % 0,05028
Ty = 10

* 90,08

ATy, = 4,137 M8/

De igual forma se realizaron los célculos de la acidez total titulable de las
tablas XXX, XXXVII, y XLIV.

. Calculo del valor promedio

n
% = Liz1%i [Ecuacion No. 6]
n
Donde:
X = valor promedio
X; = valor del dato i
n = numero total de datos

Ejemplo: célculo del valor promedio de la concentracion de la biomasa
drenada al tiempo cero de la tabla XXVI.

0,01501 + 0,01502
2

X =
% = g
X =0,0150 °/
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De igual forma se realizaron los calculos del valor promedio de las tablas
XXVI, XXVII, XXV, XXIX, XXXI, XXX, XXX, XXXIV, XXXV, XXXVI, XXXVIII,
XXXIX, XL, XLI, XL, XLII, XLV, y XLVI.
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2. Datos calculados

Tabla XXVI. Concentracion de la biomasa drenada fermentada a 30 °C,
en funcion del tiempo de fermentacion (inéculo de 0,015
g/mL)
Biomasa Biomasa Biomasa
Tiempo (h) Masa (g) Tara (g) drenada (g) drenada drenada
9 (g/mL) | media (g/mL)
3,001 0,000 3,001 0,01501
0 0,0150
3,004 0,000 3,004 0,01502
36,991 33,213 3,778 0,01889
12 0,0193
39,766 35,819 3,947 0,01974
33,377 28,717 4,660 0,02330
24 0,0248
49,409 44,160 5,249 0,02625
47,987 41,157 6,830 0,03415
36 0,0350
47,892 40,718 7,174 0,03587
41,742 33,213 8,529 0,04265
48 0,0400
43,297 35,819 7,478 0,03739
51,536 44,160 7,376 0,03688
60 0,0403
37,473 28,717 8,756 0,04378
49,036 41,157 7,879 0,03940
72 0,0413
49,809 40,718 8,652 0,04326

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXVII. Concentracion de la biomasa seca fermentada a 30 °C, en
funcién del tiempo de fermentacion (in6culo de 0,015

g/mL)
Biomasa Biomasa Biomasa
Tiempo (h) Masa (g) Tara (g) seca (g) seca (g/mL) seca media
(g/mL)
41,624 41,158 0,466 0,00233
0 0,0022
41,147 40,718 0,429 0,00214
33,828 33,213 0,615 0,00308
12 0,0031
36,435 35,819 0,616 0,00308
29,464 28,717 0,747 0,00374
24 0,0040
44,996 44,163 0,833 0,00417
42,184 41,157 1,027 0,00514
36 0,0051
41,714 40,718 0,996 0,00498
34,356 33,213 1,143 0,00572
48 0,0055
36,884 35,819 1,065 0,00532
45,211 44,160 1,051 0,00526
60 0,0056
29,889 28,717 1,172 0,00586
42,236 41,158 1,078 0,00539
72 0,0055
41,857 40,718 1,139 0,00569

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXVIII. Densidad relativa del medio fermentado a 30 °C, en

funcion del tiempo de fermentacion (in6culo de 0,015

g/mL)

Masa del . Densidad
. Masa total de | Masa total de S Densidad :

Tiempo (h) muestra (g) agua (g) picnémetro relativa relatlya

(9) media
16,527 16,315 11,325 1,0425

0 1,042
16,523 16,315 11,325 1,0417
16,517 16,315 11,325 1,0405

12 1,040
16,513 16,315 11,325 1,0397
16,457 16,315 11,325 1,0285

24 1,028
16,454 16,315 11,325 1,0279
16,386 16,315 11,325 1,0142

36 1,015
16,392 16,315 11,325 1,0154
16,339 16,315 11,325 1,0048

48 1,005
16,339 16,315 11,325 1,0048
16,323 16,315 11,325 1,0016

60 1,001
16,321 16,315 11,325 1,0012
16,317 16,315 11,325 1,0004

72 1,000
16,317 16,315 11,325 1,0004

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIX. Acidez activa del medio fermentado a 30 °C, en funcidn
del tiempo de fermentacion (inéculo de 0,015 g/mL)

Tiempo (h) Acidez activa | Acidez activa

P (pH) media (pH)
3,74

0 3,75
3,75
3,68

12 3,68
3,68
4,06

24 4,07
4,07
3,78

36 3,79
3,79
3,67

48 3,67
3,67
3,58

60 3,58
3,58
3,51

72 3,51
3,51

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXX. Acidez total titulable del medio fermentado a 30 °C, en
funcién del tiempo de fermentacién (in6culo de 0,015
g/mL)

Acidez total | ; . L

. Volumen . Acido lactico

Tiempo (h) Y2 pHeq titulada
NaOH (mL) (mmol/mL) (mg/mL)
0 7,588 3,904 0,03725 3,355
12 8,125 4,007 0,03988 3,593
24 6,136 3,789 0,03012 2,713
36 8,975 4,149 0,04406 3,969
48 12,625 4,010 0,06197 5,582
60 13,943 3,976 0,06844 6,165
72 18,270 4,088 0,08968 8,079
Fuente: elaboracion propia.

Tabla XXXI. Poblacién total de bacterias acido-lacticas viables en el
medio fermentado a 30 °C, en funcion del tiempo de
fermentacién (inéculo de 0,015 g/mL)

. Poblacion Logio Log,o medio
Tiempo () | otal (UFC/ML) |  (UFCImL) | (UFC/mL)
0 0,000
0 0,000
0 0,000
4,00E10 10,602
24 11,073
3,50E11 11,544
2,00E06 6,301
48 6,349
2,50E06 6,398
4,00E07 7,602
72 7,301
1,00E07 7,000

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXII. Poblacion total de levaduras viables en el medio
fermentado a 30 °C, en funcion del tiempo de

fermentacion (inéculo de 0,015 g/mL)

. Poblacién Log1o Log,o medio
Tiempo (M) | a1 (UFC/mML) | (UFCImML) (UFC/mL)

0 0,000

0 0,000
0 0,000
3.00E07 7.477

24 8,477
3.00E09 0,477
1.00E06 6,000

48 6,151
2.00E06 6,301
3.60E04 4,556

72 4,579
4.00E04 4,602

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXIII. Concentracion de la biomasa drenada fermentada a 30
°C, en funcién del tiempo de fermentacion (in6culo de
0,030 g/mL)
Biomasa Biomasa Biomasa
Tiempo (h) Masa (g) Tara (g) drenada (g) drenada drenada
9 (g/mL) | media (g/mL)
6,004 0,000 6,004 0,03002
0 0,0300
6,001 0,000 6,001 0,03001
51,988 44,160 7,828 0,03914
12 0,0393
36,612 28,717 7,895 0,03948
42,727 33,213 9,514 0,04757
24 0,0495
46,099 35,820 10,279 0,05140
51,410 41,157 10,253 0,05127
36 0,0489
50,034 40,718 9,316 0,04658
54,767 44,160 10,607 0,05304
48 0,0524
39,056 28,717 10,339 0,05170
43,438 33,213 10,225 0,05113
60 0,0506
45,819 35,819 10,000 0,05000
50,850 40,718 10,132 0,05066
72 0,0488
50,096 41,157 9,378 0,04689

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXIV. Concentracion de la biomasa seca fermentada a 30 °C,

en funcion del tiempo de fermentacion (in6culo de 0,030

g/mL)
Biomasa Biomasa Biomasa
Tiempo (h) Masa (g) Tara (g) seca (g) seca (g/mL) seca media

(g/mL)
42,052 41,157 0,895 0,00448

0 0,0044
41,580 40,718 0,862 0,00431
45,303 44,160 1,143 0,00572

12 0,0057
29,845 28,717 1,128 0,00564

4,542 21 1,32

24 34,5 33,213 ,329 0,00665 0,0070
37,273 35,820 1,453 0,00727
42,549 41,157 1,392 0,00696

36 0,0067
42,013 40,718 1,295 0,00647
45,584 44,160 1,424 0,00712

48 0,0070
30,074 28,717 1,357 0,00679

4 21 1,372

60 34,585 33,213 3 0,00686 0,0068
37,172 35,819 1,353 0,00676
42,546 41,157 1,389 0,00695

72 0,0066
41,977 40,718 1,259 0,00629

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXV. Densidad relativa del medio fermentado a 30 °C, en

funcion del tiempo de fermentacion (in6culo de 0,030

g/mL)

. Masa total de | Masa total de 'l\/las,a del Densidad Den5|'dad

Tiempo (h) muestra (g) agua (g) picnémetro relativa relatlya

(9) media
16,518 16,315 11,325 1,0407

0 1,041
16,518 16,315 11,325 1,0407
16,491 16,315 11,325 1,0353

12 1,035
16,492 16,315 11,325 1,0355
16,413 16,315 11,325 1,0196

24 1,019
16,410 16,315 11,325 1,0190
16,353 16,315 11,325 1,0076

36 1,008
16,354 16,315 11,325 1,0078
16,329 16,315 11,325 1,0028

48 1,003
16,328 16,315 11,325 1,0026
16,323 16,315 11,325 1,0016

60 1,002
16,323 16,315 11,325 1,0016
16,325 16,315 11,325 1,0020

72 1,002
16,323 16,315 11,325 1,0016

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXVI. Acidez activa del medio fermentado a 30 °C, en funcién
del tiempo de fermentacion (inéculo de 0,030 g/mL)

Tiempo (h) Acidez activa | Acidez activa

P (pH) media (pH)
3,74

0 3,75
3,75
3,75

12 3,75
3,75
3,59

24 3,60
3,60
3,57

36 3,58
3,58
3,55

48 3,55
3,55
3,53

60 3,53
3,52
3,50

72 3,48
3,46

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXVII. Acidez total titulable del medio fermentado a 30 °C, en
funcién del tiempo de fermentacion (in6culo de 0,030

g/mL)
Acidez total | ; . L
. Volumen . Acido lactico
Tiempo (h) Y2 pHeq titulada
NaOH (mL) (mmol/mL) (mg/mL)
0 9,920 4,007 0,04988 4,493
12 10,010 4,023 0,05033 4,534
24 12,140 4,061 0,06104 5,498
36 15,550 4,067 0,07819 7,043
48 17,100 4,050 0,08598 7,745
60 20,130 4,080 0,10121 9,117
72 22,880 4,052 0,11504 10,363
Fuente: elaboracion propia.

Tabla XXXVIII. Poblacién total de bacterias acido-lacticas viables en el
medio fermentado a 30 °C, en funcién del tiempo de
fermentacién (Inéculo de 0,030 g/mL)

. Poblacion Logio Log,o medio
Tiempo () | otal (UFC/ML) |  (UFCImL) | (UFC/mL)
0 0,000
0 0,000
0 0,000
6,00E08 8,778
24 8,889
1,00E09 9,000
8,00E08 8,903
48 9,253
4,00E09 9,602
8,20E08 8,914
72 8,919
8,40E08 8,924

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXIX. Poblacion total de levaduras viables en el medio
fermentado a 30 °C, en funcion del tiempo de

fermentacién (in6culo de 0,030 g/mL)

. Poblacién Log1o Log,o medio
Tiempo (M) | a1 (UFC/mML) | (UFCImML) (UFC/mL)

0 0,000

0 0,000
0 0,000
5,00E09 9,699

24 9,628
3,60E09 9,556
5,00E08 8,699

48 8,151
4,00E07 7,602
3,00E08 8,477

72 8,239
1,00E08 8,000

Fuente: elaboracion propia.

155



Tabla XL. Concentracion de la biomasa drenada fermentada a 30 °C, en
funcion del tiempo de fermentacion (inéculo de 0,060 g/mL)
Biomasa Biomasa Biomasa
Tiempo (h) Masa (g) Tara (g) drenada (g) drenada drenada
9 (g/mL) media (g/mL)

12,013 0,000 12,013 0,06007

0 0,0600
12,006 0,000 12,006 0,06003
57,860 40,721 17,139 0,08570

12 0,0851
58,055 41,157 16,898 0,08449
65,037 44,166 20,871 0,10436

24 0,1011
48,300 28,717 19,583 0,09792
54,756 33,212 21,544 0,10772

36 0,1075
57,271 35,819 21,452 0,10726
62,032 40,720 21,312 0,10656

48 0,1045
61,651 41,158 20,493 0,10247
65,978 44,163 21,815 0,10908

60 0,1113
51,412 28,717 22,695 0,11348
54,509 33,213 21,296 0,10648

72 0,1060
56,934 35,819 21,115 0,10558

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XLI. Concentracion de la biomasa seca fermentada a 30 °C, en
funcion del tiempo de fermentacion (inéculo de 0,060 g/mL)

Tiempo (h) Masa (g) Tara (g) Biomasa Biomasa seB(iganfda}a
P 9 g seca () seca (g/mL)
(g/mL)
37,680 35,819 1,861 0,00930
0 0,0092
35,035 33,212 1,823 0,00911
43,271 40,721 2,550 0,01275
12 0,0127
43,690 41,157 2,533 0,01267
47,170 44,166 3,004 0,01502
24 0,0148
31,622 28,717 2,905 0,01453
36,262 33,212 3,050 0,01525
36 0,0154
38,925 35,819 3,106 0,01553
43,727 40,720 3,007 0,01504
48 0,0147
44,036 41,158 2,878 0,01439
47,119 44,163 2,956 0,01478
60 0,0151
31,809 28,717 3,092 0,01546
36,105 33,213 2,892 0,01446
72 0,0143
38,644 35,819 2,825 0,01413

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XLII.

Densidad relativa del medio fermentado a 30 °C, en funcién

del tiempo de fermentacion (inéculo de 0,060 g/mL)

. Masa total de | Masa total de 'l\/las’a del Densidad Den5|'dad

Tiempo (h) muestra (g) agua (g) picnometro relativa relativa

(9) media
16,503 16,315 11,325 1,0377

0 1,038
16,505 16,315 11,325 1,0381
16,448 16,315 11,325 1,0267

12 1,026
16,440 16,315 11,325 1,0251
16,352 16,315 11,325 1,0074

24 1,007
16,351 16,315 11,325 1,0072
16,333 16,315 11,325 1,0036

36 1,003
16,330 16,315 11,325 1,0030
16,332 16,315 11,325 1,0034

48 1,003
16,325 16,315 11,325 1,0020
16,327 16,315 11,325 1,0024

60 1,002
16,327 16,315 11,325 1,0024
16,325 16,315 11,325 1,0020

72 1,002
16,326 16,315 11,325 1,0022

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XLIII. Acidez activa del medio fermentado a 30 °C, en funcion del
tiempo de fermentacion (inéculo de 0,060 g/mL)

Tiempo (h) Acidez activa | Acidez activa

P (pH) media (pH)
3,90

0 3,90
3,89
4,06

12 4,06
4,06
3,77

24 3,77
3,76
3,62

36 3,63
3,63
3,56

48 3,56
3,56
3,52

60 3,52
3,52
3,49

72 3,50
3,50

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XLIV.

Acidez total titulable del medio fermentado a 30 °C, en
funcién del tiempo de fermentacion (in6culo de 0,060

g/mL)

Acidez total | ; . L

. Volumen . Acido lactico

Tiempo (h) Y% pHeq titulada
NaOH (mL) (mmol/mL) (mg/mL)
0 9,135 3,908 0,04593 4,137
12 6,881 3,933 0,03460 3,117
24 11,959 3,886 0,06013 5,416
36 15,218 3,996 0,07652 6,893
48 17,550 4,041 0,08824 7,949
60 18,575 3,946 0,09340 8,413
72 22,925 4,066 0,11527 10,383
Fuente: elaboracion propia.

Tabla XLV. Poblacién total de bacterias acido-lacticas viables en el
medio fermentado a 30 °C, en funcién del tiempo de
fermentacién (inéculo de 0,060 g/mL)

. Poblacion Logio Log,o medio
Tiempo () | otal (UFC/ML) | (UFCImL) | (UFC/mL)
0 0,000
0 0,000
0 0,000
1,00E07 7,000
24 6,588
1,50E06 6,176
2,00E06 6,301
48 6,540
6,00E06 6,778
6,60E07 7,820
72 7,780
5,50E07 7,740

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XLVI.

Poblacién total de levaduras viables en el medio
fermentado a 30 °C, en funcion del tiempo de fermentacién
(in6culo de 0,060 g/mL)

. Poblacién Log1o Log,o medio
Tiempo (M) | a1 (UFC/mML) | (UFCImML) (UFC/mL)

0 0,000

0 0,000
0 0,000
8,00E06 6,903

24 6,355
6,40E05 5,806
4,00E05 5,602

48 5,671
5,50E05 5,740
8,00E05 5,903

72 6,540
1,50E07 7,176

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XLVII. Concentracion de la biomasa drenada fermentada a 30 °C,
en funcién del tiempo de fermentacion y con base en la
proporcion de in6culo

Biomasa drenada (g/mL)
In6culo
(g/mL) Tiempo (h)
0 12 24 36 48 60 72
0,015 0,0150 | 0,0193 | 0,0248 | 0,0350 | 0,0400 | 0,0403 | 0,0413
0,030 0,0300 | 0,0393 | 0,0495 | 0,0489 | 0,0524 | 0,0506 | 0,0488
0,060 0,0600 | 0,0851 | 0,1011 | 0,1075 | 0,1045 | 0,1113 | 0,1060

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XLVIII.

Concentracion de la biomasa seca fermentada a 30 °C, en

funcion del tiempo de fermentacion con base en la

proporcion de indculo

i Biomasa drenada (g/mL)
In6culo
(g/mL) Tiempo (h)

0 12 24 36 48 60 72
0,015 0,0022 0,0031 0,0040 0,0051 0,0055 0,0056 0,0055
0,030 0,0044 0,0057 0,0070 0,0067 0,0070 0,0068 0,0066
0,060 0,0092 0,0127 0,0148 0,0154 0,0147 0,0151 0,0143

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XLIX. Densidad relativa del medio fermentado a 30 °C, en
funcién del tiempo de fermentacién y con base en la
proporcion de indculo

Densidad relativa
In6culo
(g/mL) Tiempo (h)
0 12 24 36 48 60 72
0,015 1,042 1,040 1,028 1,015 1,005 1,001 1,000
0,030 1,041 1,035 1,019 1,008 1,003 1,002 1,002
0,060 1,038 1,026 1,007 1,003 1,003 1,002 1,002

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla L. Acidez activa del medio fermentado a 30 °C, en funcién del

tiempo de fermentacion y con base en la proporcion de

indculo
Acidez activa (pH)
In6culo
(g/mL) Tiempo (h)
0 12 24 36 48 60 72
0,015 3,75 3,68 4,07 3,79 3,67 3,58 3,51
0,030 3,75 3,75 3,60 3,58 3,55 3,53 3,45
0,060 3,90 4,06 3,77 3,63 3,56 3,52 3,48
Fuente: elaboracion propia.

Tabla LI. Acidez total titulable del medio fermentado a 30 °C, en
funcién del tiempo de fermentaciobn y con base en la
proporcion de in6culo

Acido lactico (mg/mL)
Inéculo
(g/mL) Tiempo (h)
0 12 24 36 48 60 72
0,015 3,355 3,593 2,713 3,969 5,582 6,165 8,079
0,030 4,493 4,534 5,498 7,043 7,745 9,117 | 10,363
0,060 4,137 3,117 5,416 6,893 7,949 8,413 10,383

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla LII.

Tabla LIII.

Poblaciones totales de bacterias acido-lacticas y levaduras

viables en el medio fermentado a 30 °C, inoculado en

proporcion de 0,015 g/mL, tiempo de

en funcién del

fermentacion

Loglo (UFC/mL)
Microorganismos
g Tiempo (h)
0 24 48 72
Bacterias acido- 0,000 | 11,073 | 6349 | 7.301
lacticas
Levaduras 0,000 8,477 6,151 4,579

Fuente: elaboracion propia.

Poblaciones totales de bacterias acido-lacticas y levaduras
medio fermentado a 30 °C, inoculado en
tiempo de

viables en el
proporcion de 0,030 g/mL, en funcién del

fermentacion

Logio (UFC/mL)
Microorganismos -
g Tiempo (h)
0 24 48 72
Bacterias acido- 0,000 | 8889 | 9253 | 8919
lacticas
Levaduras 0,000 9,628 8,151 8,239

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla LIV. Poblaciones totales de bacterias acido-lacticas y levaduras
viables en el medio fermentado a 30 °C, inoculado en
proporcion de 0,060 g/mL, en funcion del tiempo de

fermentacion

Loglo (UFC/mL)
Microorganismos 5
g Tiempo (h)
0 24 48 72
Bacterias acido- 0000 | 6588 | 6540 | 7.780
lacticas
Levaduras 0,000 6,355 5,671 6,540

Fuente: elaboracion propia.
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3. Analisis estadistico

Tabla LV. Analisis de varianza de la concentracion de la biomasa
drenada
SC GL CM F P F critico
Inculo 0,03324 2 0,01662 | 2950,633 | 1,87E-26 3,47
Tiempo 0,00518 6 0,00086 153,348 | 3,15E-16 2,57
Interaccion 0,00099 12 0,00008 14,623 1,38E-07 2,25
Error 0,00012 21 0,00001 | - | e | e
Total 0,03953 41 | | e e e

Fuente: elaboracion propia.

Tabla LVI. Andalisis de varianza de la concentracion de la biomasa
seca
SC GL CM F P F critico
Inéculo 0,00068 2 0,00034 | 4193,198 | 4,72E-28 3,47
Tiempo 0,00008 6 0,00001 154,291 2,96E-16 2,57
Interaccién 0,00001 12 0,00000 15,096 1,04E-07 2,25
Error 0,00000 21 0,00000 | - | eeem | e
Total 0,00077 N e T e IR

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla LVII. Andlisis de varianza de la densidad relativa del medio

fermentado
SC GL CM F P F critico
In6culo 0,00036 2 0,00018 839,560 9,19E-21 3,47
Tiempo 0,00919 6 0,00153 7116,142 1,31E-33 2,57
Interaccién 0,00045 12 0,00004 174,544 3,21E-18 2,25
Error 0,00000 21 0,00000 | - | e e
Total 0,01000 R T e e

Fuente: elaboracion propia.

Tabla LVIII. Andalisis de varianza de la acidez activa del medio

fermentado

SC GL CM F P F critico

Inéculo 0,11263 2 0,05632 657,028 1,16E-19 3,47

Tiempo 0,68298 6 0,11383 | 1328,019 | 5,78E-26 2,57

Interaccién 0,37903 12 0,03159 368,505 1,36E-21 2,25

Error 0,00180 21 0,00009 | - | e | e

Total 1,17645 4 AN (e (e e N —

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla LIX.

Analisis de varianza de la acidez total titulable del medio
fermentado

SC GL CM F P F critico

In6culo 19,36154 2 9,68077 | 22,81299 | 8,15E-05 3,89
Tiempo 86,78804 6 14,46467 | 34,08639 | 7,36E-07 3,00
Error 5,09224 12 042435 | - | e | -
Total 111,24181 20 | - | e | e | e

Fuente: elaboracion propia.
Tabla LX. Andlisis de varianza de la poblacion total de bacterias
acido-lacticas viables en el medio fermentado

SC GL CM F P F critico

In6culo 9,64744 2 4,82372 | 42,72130 | 3,49E-06 3,89
Tiempo 300,09308 3 100,03103 | 885,92536 | 2,41E-14 3,49
Interaccion | 23,78534 6 3,96422 | 35,10917 | 6,24E-07 3,00
Error 1,35494 12 0,11291 | - | | -
Total 334,88080 23 | e | e | e | e

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla LXI. Andlisis de varianza de la poblacién total de levaduras del
medio fermentado
SC GL CM F P F critico
In6culo 17,05125 2 8,52563 | 24,39729 | 5,91E-05 3,89
Tiempo 236,40038 3 78,80013 | 225,49772 | 8,16E-11 3,49
Interaccion | 14,30782 6 2,38464 | 6,82397 | 2,47E-03 3,00
Error 4,19340 12 0,34945 | | |
Total 271,95285 23 | | e e | e

Fuente: elaboracion propia.
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4. Curvas de titulaciéon

Figura 35. Curvas de titulacion del medio fermentado a 30 °C,
inoculado con granos de tibicos en proporcion de 0,015
g/mL
11
10 A / /
4 /1]
. [ /] [ /
[ ]/ [ [
. L] I I
[ ]] I I
. ] N
/] | ]
‘ AV/a; /) /
/4 AnNy/paARRPY
5 //5///// ///ﬁ/ —
////ﬁ'//// |
|~ /4/// L —
4‘%2,/// —
3O 4 6 8 10 12 14 16 18 20
NaOH (mL)
Oh 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 36. Curvas de titulacion del medio fermentado a 30 °C,

inoculado con granos de tibicos en proporcion de 0,030

g/mL
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 37. Curvas de titulacion del medio fermentado a 30 °C,
inoculado con granos de tibicos en proporcion de 0,060

g/mL
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Fuente: elaboracion propia.
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Diagrama de Ishikawa
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ANEXOS
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177

1. Puntos porcentuales superiores para la distribucion F
1A
v, @ 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0.100| 398 4950 5350 5583 5724 5820 5891 5044 5086
0.050| 16145 19950 21571 22458 230.16 23399 23677 23888 24054
0.010 | 4052.18 4999.50 540335 5624.58 5763.65 S5858.99 592836 5981.07 602247
0.001| 405284 500012 540382 562501 576405 585938 592874 598144 603040
2 0100 853 900 916 924 920 933 935 037 938
0.050 1851 1900 1906 1925 1930 1933 1935 1937 1938
0.010 9850 9900 99.17 9935 9930 9933 9936 9937 9939
0.001| 29850 999.00 999.17 99925 99930 09933 99936 09937 99939
3 0.100| 554 546 539 534 531 528 527 525 524
0.050f 1013 955 928 912 901 894 889 885 88l
0.010| 3412 3082 2946 2871 2824 2791 2767 2749 27135
0.001| 16703 14850 14111 137.10 13458 13285 13158 13062 12986
4 0.100] 454 432 419 411 405 401 398 395 394
0050 771 694 659 639 626 616 609 604 600
0.010 2120 1800 1669 1598 1552 1521 1498 1480 1466
0.001| 7414 6125 5618 5344 STl 5053 4966 4900 4847
5 0.100| 406 378 362 352 345 340 337 33 3R
0050 661 579 541 519 505 495 488 482 477
0010 1626 1327 1206 1139 1097 1067 1046 1029 1016
0.001| 4718 372 3320 3109 2975 2883 2816 2765 27.24
6 0100 378 346 320 318 31l 305 301 298 296
0050 599 514 476 453 430 428 421 415 410
0.010f 1375 1092 978 915 875 847 826 810 798
0.001| 3551 2700 2370 2192 2080 2003 1946 1903 1869
7 0100 359 326 307 29 288 28 278 275 272
0.050| 559 474 435 412 397 387 379 373 368
0010 1225 955 845 785 746 719 699 684 672
0.001| 2925 2169 1877 1720 1621 1552 1502 1463 1433
8 0100 346 301 292 281 273 267 262 259 256
0.050| 532 446 407 384 369 358 350 344 330
0010 1126 865 759 701 663 637 618 603 591
0.001| 2541 1849 1583 1439 1348 1286 1240 1205 1177
9 0.100| 336 301 281 269 261 255 251 247 244
0050 512 426 38 363 348 337 329 323 3.8
0.010f 1056 802 699 642 606 580 561 547 535
0.001| 228 1639 1390 1256 IL71 1113 1070 1037  10.11



Continuacién del anexo 1

178

Iy
r; o 10 12 15 20 25 30 40 &0 60
1 0100 &019 6071 6122 6174 6205 6226 6253 6A269 6279
0.050] 24188 24391 24595 24501 24926 25010 251.14 251.77 25220
0.010|6055.85 610632 6157.20 6208.73 6239.83 A260.65 628678 630252 6313.03
0.001] 606316 611276 616202 A21362 624430 626486 6359725 660511 6610350
2 0.100 939 941 9.42 944 .45 .46 947 047 047
0.050{ 1940 1941 1943 1945 1946 1946 1947 1948 1948
0.010]f 9940 9942 09943 0945 9946 9947 09947 004  004E
0.001] 99940 99942 09943 909945 09946 09947 00947 G004E OO0048
3 0.100 523 522 5.20 5.18 517 517 5.1 5.15 5.15
0.050 879 874 8.70 £.66 863 a2 859 3858 857
0.010f 2723 2705 2687 2669 2658 2650 2641 2635 26.32
0.001| 12925 12832 12737 12642 12584 12545 12496 12466 12447
4 0.100 392 390 3.87 384 383 382 3.80 3.80 379
0.050 596 591 5.86 5.80 577 575 5.72 5.70 5.69
0.010f 1455 1437 1420 1402 1391 1384 1375 1389 13.65
0.001| 4805 4741 4676 4610 4570 4543 4509 4 EBF 4475
5 0.100 330 37 324 321 319 317 3.la 3.15 314
0.050 474 4.68 462 456 452 4.50 446 4.44 443
0.010{ 10.05 9.89 972 9.55 .45 938 9.29 024 9.20
0.001] 2692 2642 2591 2530 2508 2487 2460 2444 2433
& 0.100 294 290 287 2584 2581 280 278 217 276
0.050 4.06 4.00 304 387 383 381 377 375 374
0.010 1.87 1.2 1.56 740 7.30 123 1.14 T.09 1.06
0.001] 1841 1799 1756 1712 1685 1667 1644 1631 16.21
7 0.100 270 267 263 259 257 256 254 252 251
0.050 3nd 357 3.51 344 3.40 338 334 332 3.30
0.010 6.62 647 6.31 6.16 6.06 5.99 591 5.86 5.82
0.001] 1408 1371 1332 1293 12649 1253 1233 1220 12.12
& 0.100 254 2350 246 242 240 238 236 235 234
0.050 335 328 322 315 il 3.08 3.04 iz ol
0.010 5.81 567 552 536 5.26 5.20 5.12 5.07 5.03
0001 1154 1119 1084 1048 1026 10.11 .92 980 273
9 0.100 242 238 2134 230 227 2325 213 212 221
0.050 314 3.07 301 294 289 286 283 2.80 279
0.010 526 511 496 4381 471 4.65 457 452 448
0.001 9.89 9.57 9.24 £.90 .69 855 837 8.26 g.19



Continuacién del anexo 1

¥y
vy o 1 2 3 4 5 B 7 8 9
10 0.100 329 292 273 261 252 246 241 238 235
0.050 4.9 4.10 EW)| 348 3133 322 4 307 a2
0.010 10,04 1.56 6.55 5.99 564 5.39 5220 506 494
0.001 2104 14.91 12.55 11.28 10.48 493 952 920 206
11 0.100 313 286 2.66 254 245 2.39 234 230 2.27
0.050 4.84 398 3.50 336 320 3.09 o 205 280
0.010 Q.65 721 6.22 567 5132 5.07 489 474 463
0.001 19.69 13.81 11.56 10.35 058 Q.05 g66 B35 812
12 0.100 3.18 281 261 248 239 233 228 24 2.2
0.050 475 159 349 326 ill 3.00 291 2.85 280
0.010 9.33 693 5.95 541 506 482 464 450 4139
0.001 15.64 1297 10.80 963 289 838 800 771 TAR
13  0.100 314 276 256 243 215 228 223 2.20 216
0.050 4.67 381 341 318 303 202 283 277 271
0.010 9.07 670 5.74 5.21 486 462 444 430 4.19
0.001 17.82 12.31 10.21 907 8.35 7.86 T49 721 698
14 0.100 310 273 252 239 2131 24 219 215 212
0.050 4.60 114 3 311 296 285 276 270 265
0.010 §.86 £.51 556 504 469 446 428 4.4 403
0.001 17.14 11.78 973 862 792 744 TO08 6.80 658
15 0.100 307 270 249 236 227 221 216 212 209
0.050 4.54 368 3.20 N 200 279 271 264 259
0.010 8.68 6.36 542 4 89 456 432 414 400 189
0.001 16.59 11.34 034 825 157 7.09 674 647 6.26
16 0.100 3.05 267 246 233 24 218 213 2.09 206
0.050 4.49 363 324 3.01 285 274 266 259 254
0.010 8.53 6.23 529 4717 444 420 403 389 178
0.001 1612 10.97 901 794 127 6.80 646 619 508
17 0.100 303 264 244 231 222 215 210 206 203
0.050 445 159 320 296 281 270 261 2.55 249
0.010 £.40 611 5.18 467 434 410 3093 379 168
0.001 15.72 10.66 8.73 768 T.02 6.56 622 59 5.75
18 0.100 3.01 262 242 219 220 213 208 204 2.00
0.050 4.41 355 ENTS 243 2717 266 258 2.51 246
0.010 829 6.01 5.00 4.58 425 4.01 g4 371 160
0.001 15.38 10.39 849 746 .81 6.35 602 576 556
19 0.100 209 261 240 227 218 2.11 206 202 198
0.050 438 152 313 290 214 263 254 248 242
0.010 §.18 593 501 4.50 417 i 77 363 52
0.001 15.08 10.16 8.28 1.27 662 6.18 585 5.50 5.39
20 0.100 297 2.59 238 225 216 209 204 200 1.96
0.050 4.35 349 310 287 271 260 251 245 239
0.010 £.10 5.85 4.94 443 4.10 387 370 356 146
0.001 14.82 0495 8.10 7.10 646 6.02 569 54 524
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Continuacién del anexo 1

|
vy a 10 12 15 20 25 30 40 50 60
10 0400 | 232 228 224 220 217 216 213 212 11l
0050 | 2938 291 285 277 173 2T 266  2e4 162
0.010 | 485 471 456 441 431 435 417 412 408
0001 | 875 845 813 780 760 747 730 19 712
11 0400 | 225 221 217 212 210 208 205 204 203
0050 | 285 279 272 265 160 257 253 251 249
0.010 | 454 440 425 410 401 39 38 381 378
0001 | 792 763 732 701 681 668 652 642 635
12 0.400 | 209 215 210 206 203 200 199 197 19
0050 | 275 269 262 254 250 247 243 240 238
0010 | 430 416 401 386 376 370 362 35T 3
0001 | 729 7.00 671 640 622 609 593 583 576
13 000 | 204 210 205 201 198 19 193 192 190
0050 | 267 260 253 246 241 238 234 231 230
0010 | 410 39 382 366 357 351 343 338 3
0001 | 680 652 623 593 575 563 547 537 530
14 0.00 | 200 205 201 19 193 191 189 18T 186
0050 | 260 253 246 239 23 231 2277 24 12
0010 | 394 380 366 351 341 335 327 322 38
0001 | 640 613 585 556 538 535 510 500 494
15 0900 | 206 200 197 192 189 137 185 183 182
0050 | 254 248 240 233 128 235 220 218 216
0010 | 380 367 352 337 328 321 313 308 305
0001 | 608 581 554 525 507 495 480 470 484
16 0100 | 203 19 194 1389 18 184 18I .79  L78
0050 | 249 242 235 228 123 219 215 212 1l
0010 | 369 355 341 326 316 310 302 297 293
0001 | 581 555 527 499 482 470 454 445 439
17 0400 | 200 1% 191 18 183 18] 138 L76 L75
0050 | 245 238 231 223 .18 215 210 208 206
0010 | 359 346 331 316 307 300 292 287 183
0001 | 558 532 505 478 460 443 433 424 418
18 0900 | 198 15 189 184 180 178 175 L74 L72
0050 | 241 234 227 219 14 211 206 204 202
0.010 | 351 337 323 308 198 292 284 278 175
0001 | 539 513 487 459 442 430 415 406 400
19 0100 | 19 19 18 181 198 176 173 L7l  L70
0050 | 238 231 223 216 LIl 207 203 200 158
0010 | 343 330 315 300 291 284 276 271 167
0.001 | 522 497 470 443 426 414 399 390 384
20 0100 | 194 189 184 179 176 L74 L7I 169 168
0050 | 235 228 220 212 207 204 199 19T 195
0.010 | 337 323 309 294 184 278 269 1&4 16l
0.001 | 508 482 456 429 412 400 386 377 370
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Continuacién del anexo 1

n
v o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
21 0.100 29 257 236 213 14 208 202 198 1.95
0.050 432 347 307 284 268 257 149 242 137
0.010 802 578 487 437 404 381 3ed 351 3.40
0.001 1459 977 794 695 632 588 556 531 5101
22 0.100 295 25 235 11 213 106 201 1.97 1.93
0.050 430 344 305 282 266 255 246 240 234
0.010 795 572 482 431 399 376 359 345 335
0.001 1438 961 780 68l 619 576 544 519 499
23  0.100 294 255 234 22 211 205 199 195 1.92
0.050 428 342 303 280 24 253 144 237 232
0.010 788 566 476 426 39 371 354 341 3.30
0.001 1420 947 767 670 608 565 533 509 489
24 0.100 293 254 233 219 210 104 198 104 1.91
0.050 426 340 3.0l 278 262 251 242 236 230
0.010 782 561 472 422 390 3467 350 336 326
0.001 1403 934 755 6590 598 555 5323 499 480
25 0.100 292 253 232 218 209 202 197 193 1.89
0.050 424 339 299 276 260 249 240 23 228
0.010 177 557 468 418 385 363 346 332 A2
0.001 1388 922 745 649 589 546 5105 491 471
26 0.100 291 2527 231 217 208 201 196 192 1.88
0.050 423 337 298 274 259 247 239 2317 117
0.010 772 553 464 404 382 350 342 320 38
0.001 1374 912 736 641 580 538 507 483 44
27 0.100 290 251 230 217 207 00 195 191 1.87
0.050 4.21 335 2% 27 257 246 137 231 115
0.010 768 549 460 41 378 356 339 326 Al5
0.001 1361 902 727 633 573 531 500 476 457
28 0.100 289 250 229 216 206 200 194 190 1.87
0.050 420 33 295 2T 25 245 236 119 1M
0.010 764 545 457 407 375 353 336 313 12
0.001 1350 893 7.9 625 566 524 493 469 450
29 0.100 289 250 228 215 06 199 193 189 1.86
0.050 418 333 293 270 255 243 135 218 112
0.010 760 542 454 404 373 350 333 3w 309
0.001 1339 885 7.2 619 559 518 487 464 445
30 0.100 288 2490 228 214 205 198 193 188 1.85
0.050 417 332 292 269 253 242 233 277 22
0.010 ? 56 539 451 402 370 347 330 317 307
0.001 1329 877 705 612 553 512 482 458 439
31 0.100 287 48 227 24 1M 197 192 188 1.84
0.050 416 330 291 268 251 241 232 115 10
0.010 753 536 448 399 367 345 328 315 A4
0.001 1320 870 699 607 548 507 477 453 44
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Continuacién del anexo 1

i
vy o 10 12 15 20 25 30 40 50 60
21 0400 | 192 187 183 178 174 172 1A% 16T 166
0.050 | 232 235 218 210 205 200 196 194 192
0.010 | 331 317 303 288 279 272 284 258 255
0.001 | 495 470 444 417 400 383 374 364 358
22 0.100 1.90 1.84 1.81 1.76 1.73 1.70 1.67 L&5 1.64
0.050 230 223 215 207 202 1.98 1.94 1.91 1.89
0.010 | 326 312 293 283 273 267 258 253 150
0.001 | 483 458 433 406 389 378 363 354 348
23 0.100 1.89 1.84 1.80 1.74 1.71 1.69 1.66 .64 1.62
0.050 | 227 220 213 205 100 19 191 1.8 186
0.010 | 321 307 293 278 169 262 154 248 245
0.001 | 473 448 423 3% 379 368 353 344 338
24 0400 | 1838 18 178 173 170 167 184 162 16l
0050 | 225 218 211 203 197 14 189 186 184
0.010 | 317 3.03 289 274 2e4 258 249 244 240
0.001 | 464 439 404 387 371 359 345 33 319
25 0400 | 187 182 177 172 168 166 163 16l 1.59
0.050 | 224 216 209 201 196 192 187 184 182
0.010 | 313 299 285 270 280 254 245 240 238
0.001 | 456 431 406 379 363 352 337 328 312
26 0900 | 185 18I 136 171 167 165  1sl 1.59  1.58
0.050 | 222 215 207 199 194 190 185 1.82 180
0.010 | 309 259 281 266 257 250 242 236 233
0.001 | 448 424 399 372 35 344 330 321 315
27 0J00 | 185 18O 175 170 le6 1&4 160 158 L5)
0.050 | 220 213 206 197 192 188 184 18] 1.79
0.010 | 306 293 278 263 154 247 238 233 119
0.001 | 441 417 392 366 349 338 323 314 308
28 0900 | 184 179 L74 169 165 163 159 157 156
0050 | 219 212 204 196 191 .87 182 L7917
0010 | 303 29 275 260 251 244 235 230 226
0001 | 435 411 386 360 343 332 318 309 30
29 0900 | 183 178 193 168 1e&4 162 158 156 155
0.050 | 218 210 203 194 189 185 18I L77  L35
0.010 | 300 287 293 257 148 241 233 227 213
0.001 | 4290 405 380 354 338 327 312 303 297
30 0400 | 182 LY 172 167 163 16l 157 155 154
0.050 | 216 209 201 193 18 184 179 L76 L4
0010 | 298 284 270 255 245 23 230 225 21
0.001 | 424 400 395 349 333 322 307 298 292
31 000 | 181 L77 L7l 166 162 160 156 154 153
0050 | 215 208 200 192 187 183 178 LIS 173
0010 | 296 282 268 252 243 236 227 222 218
0001 | 419 395 37 345 328 307 303 294 2W7

Fuente: NAVIDI, William. Statistics for engineers and scientists. p. 819.
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2. Tabla de relacidon densidad relativa - grados Brix

pr o pr o pf o pf o
(20°/20°) BX 1 (20°/20°) BX 1 (20°/20°) BX 1 (20°/20°) BX

1,0000 0,000 1,0064 1,641 1,0128 3,270 1,0192 4,880
1,0002 0,052 1,0066 1,693 1,0130 3,321 1,0194 4,930
1,0004 0,103 1,0068 1,744 1,0132 3,371 1,0196 4,980
1,0006 0,154 1,0070 1,795 1,0134 3,421 1,0198 5,030
1,0008 0,206 1,0072 1,846 1,0136 3,472 1,0200 5,080
1,0010 0,257 1,0074 1,897 1,0138 3,523 1,0202 5,130
1,0012 0,309 1,0076 1,948 1,0140 3,373 1,0204 5,180
1,0014 0,360 1,0078 1,999 1,0142 3,624 1,0206 5,230
1,0016 0,411 1,0080 2,053 1,0144 3,674 1,0208 5,280
1,0018 0,463 1,0082 2,101 1,0146 3,725 1,0210 5,330
1,0020 0,514 1,0084 2,152 1,0148 3,775 1,0212 5,380
1,0022 0,565 1,0086 2,203 1,0150 3,826 1,0214 5,430
1,0024 0,616 1,0088 2,254 1,0152 3,876 1,0216 5,480
1,0026 0,668 1,0090 2,304 1,0154 3,926 1,0218 5,530
1,0028 0,719 1,0092 2,356 1,0156 3,977 1,0220 5,580
1,0030 0,770 1,0094 2,407 1,0158 4,027 1,0222 5,629
1,0032 0,821 1,0096 2,458 1,0160 4,077 1,0224 5,679
1,0034 0,872 1,0098 2,508 1,0162 4,128 1,0226 5,729
1,0036 0,924 1,0100 2,560 1,0164 4,178 1,0228 5,779
1,0038 0,975 1,0102 2,610 1,0166 4,228 1,0230 5,828
1,0040 1,026 1,0104 2,661 1,0168 4,278 1,0232 5,878
1,0042 1,078 1,0106 2,712 1,0170 4,329 1,0234 5,928
1,0044 1,129 1,0108 2,763 1,0172 4,379 1,0236 5,977
1,0046 1,180 1,0110 2,814 1,0174 4,429 1,0238 6,027
1,0048 1,232 1,0112 2,864 1,0176 4,479 1,0240 6,077
1,0050 1,283 1,0114 2,915 1,0178 4,529 1,0242 6,126
1,0052 1,334 1,0116 2,966 1,0180 4,580 1,0244 6,176
1,0054 1,385 1,0118 3,017 1,0182 4,630 1,0246 6,225
1,0056 1,437 1,0120 3,067 1,0184 4,680 1,0248 6,275
1,0058 1,488 1,0122 3,118 1,0186 4,730 1,0250 6,325
1,0060 1,539 1,0124 3,169 1,0188 4,780 1,0252 6,374
1,0062 1,590 1,0126 3,219 1,0190 4,830 1,0254 6,424
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Continuacién del anexo 2

P o o o o o o o
(20°/20°) BX 1 (20°/20°) BX 1 (20°720°) BX 1 (20°/20°) BX

1,0256 6,473 1,0320 8,048 1,0384 9,606 1,0448 11,147
1,0258 6,523 1,0322 8,098 1,0386 9,655 1,0450 11,195
1,0260 6,572 1,0324 8,146 1,0388 9,703 1,0452 11,243
1,0262 6,621 1,0326 8,195 1,0390 9,751 1,0454 11,291
1,0264 6,671 1,0328 8,244 1,0392 9,800 1,0456 11,339
1,0266 6,720 1,0330 8,293 1,0394 9,848 1,0458 11,387
1,0268 6,770 1,0332 8,342 1,0396 9,873 1,0460 11,435
1,0270 6,819 1,0334 8,391 1,0398 9,945 1,0462 11,482
1,0272 6,868 1,0336 8,439 1,0400 9,993 1,0464 11,530
1,0274 6,918 1,0338 8,488 1,0402 10,042 1,0466 11,578
1,0276 6,967 1,0340 8,537 1,0404 10,090 1,0468 11,626
1,0278 7,017 1,0342 8,586 1,0406 10,138 1,0470 11,673
1,0280 7,066 1,0344 8,634 1,0408 10,186 1,0472 11,721
1,0282 7,115 1,0346 8,683 1,0410 10,234 1,0474 11,768
1,0284 7,164 1,0348 8,732 1,0412 10,283 1,0476 11,816
1,0286 7,214 1,0350 8,781 1,0414 10,331 1,0478 11,864
1,0288 7,263 1,0352 8,830 1,0416 10,379 1,0480 11,912
1,0290 7,312 1,0354 8,878 1,0418 10,427 1,0482 11,959
1,0292 7,361 1,0356 8,927 1,0420 10,475 1,0484 12,007
1,0294 7,411 1,0358 8,975 1,0422 10,523 1,0486 12,054
1,0296 7,460 1,0360 9,024 1,0424 10,571 1,0488 12,102
1,0298 7,509 1,0362 9,073 1,0426 10,620 1,0490 12,150
1,0300 7,558 1,0364 9,121 1,0428 10,668 1,0492 12,197
1,0302 7,607 1,0366 9,170 1,0430 10,716 1,0494 12,245
1,0304 7,656 1,0368 9,218 1,0432 10,764 1,0496 12,292
1,0306 7,705 1,0370 9,267 1,0434 10,812 1,0498 12,340
1,0308 7,754 1,0372 9,316 1,0436 10,860 1,0500 12,387
1,0310 7,803 1,0374 9,364 1,0438 10,908 1,0502 12,435
1,0312 7,853 1,0376 9,413 1,0440 10,956 1,0504 12,482
1,0314 7,901 1,0378 9,461 1,0442 11,004 1,0506 12,530
1,0316 7,950 1,0380 9,509 1,0444 11,051 1,0508 12,577
1,0318 8,000 1,0382 9,558 1,0446 11,100 1,0510 12,624

Fuente: Official methods of analysis of AOAC INTERNATIONAL. HORWITZ, William (ed.).
Official method 970.90.
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