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Definir el aislamiento de levaduras saccharomyces spp desde las bayas de uva para la fermentacion de una
cerveza

Resumen

El presente trabajo esta basado en la investigacion descriptiva. Para lo cual tiene por objeto aislar
levaduras Saccharomyces a partir del mosto de uva fermentado y se evalué su aplicacion en
procesos de fermentacion de cerveza. La investigacion consta de 5 etapas, en la primera se aislo
ocho cepas de levadura del género Saccharomyces. Para el aislamiento se tomaron muestras de
mosto fermentado de uva. Las colonias aisladas se evaluaron en su capacidad de tolerar sulfito
utilizando metabisulfito de sodio (600 ppm) y aquellas que toleraron se consideraron representantes
del género Saccharomyces. Luego, se hizo una evaluacion morfologica de las colonias y células
mediante microscopia éptica. Seguidamente, las cepas evaluadas se identificaron bioquimicamente
utilizando Kit API ID32. En la segunda etapa se evalu la capacidad de fermentacién de las
levaduras aisladas utilizando un medio sintético con diferentes fuentes de carbono: glucosa,
fructosa, maltosa, lactosa y sacarosa. Los resultados mostraron que las cepas no fermentan lactosa,
pero si los demas azucares: glucosa, fructosa y sacarosa. En la tercera etapa se evalud la capacidad
fermentativa de las cepas a diferentes concentraciones de etanol: 2%, 6%, 10%, 14% y 18%v/v.
Todas las cepas mostraron una buena capacidad fermentativa a concentraciones de etanol igual o
mayor a 10%v/v. La cepa con mayor tolerancia al etanol (14 y 18%v/v) y rapida fermentacion de
maltosa fue seleccionada para posteriores ensayos. De las cepas evaluadas se seleccioné la que
tuvo las mejores caracteristicas. La cepa seleccionada (Saccharomyces C8) se evalué en su
capacidad fermentativa usando mosto de malta a diferentes temperaturas, concentracion celular y
grados plato. Para ello se utilizo un disefio factorial completo 23 con tres repeticiones y cuatro
puntos centrales. Se determind tres variables respuestas: produccion de etanol, productividad de
etanol y rendimiento de etanol.

Palabras Clave: Master en Procesamientos de Alimentos; Ingeniera Agricola Mencién
Agroindustrial; Docente Universidad Agraria del Ecuador.

Abstract

This work is based on descriptive research. For which the purpose is to isolate Saccharomyces
yeasts from the fermented grape must and its application in beer fermentation processes was
evaluated. The investigation consists of 5 stages, in the first eight strains of yeast of the genus
Saccharomyces were isolated. For isolation, samples of fermented grape must were taken. The
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isolated colonies were evaluated for their ability to tolerate sulfite using sodium metabisulfite (600
ppm) and those that tolerated were considered representatives of the genus Saccharomyces. Then,
a morphological evaluation of the colonies and cells was made by light microscopy. Next, the
evaluated strains were biochemically identified using the API ID32 Kit. In the second stage, the
fermentation capacity of the isolated yeasts was evaluated using a synthetic medium with different
carbon sources: glucose, fructose, maltose, lactose and sucrose. The results showed that the strains
do not ferment lactose, but the other sugars do: glucose, fructose and sucrose. In the third stage,
the fermentative capacity of the strains was evaluated at different concentrations of ethanol: 2%,
6%, 10%, 14% and 18% v/v. All the strains showed a good fermentative capacity at ethanol
concentrations equal to or greater than 10% v/v. The strain with the highest tolerance to ethanol
(14 and 18% v/v) and rapid maltose fermentation was selected for subsequent trials. Of the
evaluated strains, the one with the best characteristics was selected. The selected strain
(Saccharomyces C8) was evaluated for its fermentative capacity using malt wort at different
temperatures, cell concentrations and plato degrees. For this, a complete factorial design 23 with
three repetitions and four central points was used. Three response variables were determined:
ethanol production, ethanol productivity and ethanol yield.

Keywords: Master in Food Processing; Agricultural Engineer Mention Agroindustrial; Professor

Agrarian University of Ecuador.

Resumo

Este trabalho é baseado em pesquisa descritiva. Para o qual se pretende isolar leveduras
Saccharomyces do mosto fermentado e avaliar a sua aplicagdo em processos de fermentacédo
cervejeira. A investigacdo consiste em 5 etapas, na primeira foram isoladas oito linhagens de
leveduras do género Saccharomyces. Para o isolamento, foram retiradas amostras de mosto de uva
fermentado. As colbnias isoladas foram avaliadas quanto a tolerdncia ao sulfito utilizando
metabissulfito de sodio (600 ppm) e as que toleraram foram consideradas representantes do género
Saccharomyces. Em seguida, foi feita uma avaliagdo morfolégica das col6nias e células por
microscopia de luz. Em seguida, as cepas avaliadas foram identificadas bioquimicamente por meio
do Kit API ID32. Na segunda etapa, foi avaliada a capacidade fermentativa das leveduras isoladas
em meio sintético com diferentes fontes de carbono: glicose, frutose, maltose, lactose e sacarose.

Os resultados mostraram que as cepas ndo fermentam a lactose, mas 0s outros agucares sim:
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glicose, frutose e sacarose. Na terceira etapa, a capacidade fermentativa das cepas foi avaliada em
diferentes concentracfes de etanol: 2%, 6%, 10%, 14% e 18% v/v. Todas as cepas apresentaram
boa capacidade fermentativa em concentragcfes de etanol iguais ou superiores a 10% v/v. A cepa
com maior toleréncia ao etanol (14 e 18% v/v) e rapida fermentacdo da maltose foi selecionada
para 0s ensaios subsequentes. Das cepas avaliadas, foi selecionada aquela com as melhores
caracteristicas. A cepa selecionada (Saccharomyces C8) foi avaliada quanto a sua capacidade
fermentativa utilizando mosto de malte em diferentes temperaturas, concentragdes celulares e graus
platd. Para isso, foi utilizado um planejamento fatorial completo 23 com trés repeticdes e quatro
pontos centrais. Trés variaveis de resposta foram determinadas: producgéo de etanol, produtividade
de etanol e rendimento de etanol.

Palavras-chave: Mestre em Processamento de Alimentos; Mencdo Engenheiro Agrénomo

Agroindustrial; Professor Universidade Agraria do Equador.

Introduccion

La presente investigacion descriptiva se basa en el estudio de nuevas levaduras que también es el
interés al cual apuntan los cerveceros artesanales. Las levaduras tipo Saccharomyces pueden ser
aisladas de diferentes medios, principalmente de plantas y frutos. Una forma mas eficaz de poder
aislar estas levaduras es cuando con las frutas se elabora un mosto y se deja en fermentacion.
Cuando la fermentacion del mosto inicia, coexisten diferentes géneros de levaduras y bacterias,
pero conforme se desarrolla el proceso fermentativo, el mosto aumenta su concentracién en etanol
eliminando la mayoria de las bacterias y levaduras que no toleran este compuesto o su tolerancia
es baja. En este medio comienzan a desarrollarse unos pocos microorganismos con alta tolerancia
al etanol, entre ellos destacan las levaduras del género Saccharomyces. Las cervezas generalmente
tienen un grado alcohdlico de 5% v/v, pero dentro de lo artesanal, es comun encontrar cervezas con
un mayor contenido de etanol hasta de un 11% que se asemejan al vino. Para estas condiciones es
necesario emplear una levadura que tenga una tolerancia de etanol alta. Luego de establecer esta
caracteristica para la levadura, se debe tener en cuenta otros parametros muy importantes para una
cerveza diferenciada. Esta levadura debe ser capaz de fermentar los azlcares presentes en el mosto,

principalmente la maltosa que se encuentra en mayor proporcion (Willaert, 2016). Esta levadura
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también debe producir aromas agradables y diferenciados. Esta Gltima caracteristica es muy
valorada al momento de degustar una nueva cerveza.

Una forma de desarrollar nuevas variedades de cerveza es trabajar con diversos tipos de levaduras
que aporten nuevos aromas y sabores que incrementen la calidad sensorial. Las cervecerias
artesanales estan buscando usar levaduras no convencionales para producir cervezas diferenciadas.
Una especie que se esta estudiando es Saccharomyces ludwigii con el objetivo de producir cervezas
bajas en calorias y bajo en etanol (Gschaedler, 2017).

Es necesario conocer las caracteristicas de la nueva levadura en lo que se refiere a parametros de
fermentacion de cerveza, como son temperatura, concentracion celular, grados plato y pH. EI mosto
de cerveza trabaja a un rango de pH entre 5.3 y 5,6 y conforme avanza la fermentacion va
disminuyendo hasta 4,2 (Kunze, 2006). La temperatura de fermentacion influye de forma
significativa en el producto final, asi, a 4 temperaturas bajas (cervezas lager) se obtiene cervezas
ligeras y ofrecen una variedad reducida de aromas, en cambio, a temperaturas méas elevadas
(cervezas ale) se obtiene una gama de aromas mas diverso. En las cervezas artesanales es preferible
trabajar a temperaturas altas debido al ahorro de costos y obtencién de sabores y aromas
diferenciados. Los grados plato indican la cantidad de solidos totales presentes en el mosto y su
concentracion determina el grado alcoholico que se puede obtener luego de la fermentacion. Es
importante conocer la capacidad de fermentacion de la levadura en un medio con diferentes grados
plato. La cantidad de levaduras que se emplea determina la velocidad de fermentacion, pero es
necesario conocer un punto de equilibrio para obtener una buena calidad de fermentacién y
minimizar costos. Para conocer los parametros de fermentacion de una cepa de levadura, se debe
realizar un disefio de experimentos, donde se busca optimizar las caracteristicas mas acertadas de
la cepa y evaluar si es apta para llegar al objetivo que se desea lograr. Una forma de desarrollar
nuevas variedades de cerveza es trabajar con diversos tipos de levaduras que aporten nuevos
aromas y sabores que incrementen la calidad sensorial. Las cervecerias artesanales estan buscando
usar levaduras no convencionales para producir cervezas diferenciadas. Una especie que se esta
estudiando es Saccharomyces ludwigii con el objetivo de producir cervezas bajas en calorias y bajo
en etanol (Gschaedler, 2017). Las levaduras tipo Saccharomyces pueden ser aisladas de diferentes
medios, principalmente de plantas y frutos. Una forma més eficaz de poder aislar estas levaduras,
es cuando con las frutas se elabora un mosto y se deja en fermentacién. Cuando la fermentacion

del mosto inicia, coexisten diferentes géneros de levaduras y bacterias, pero conforme se desarrolla
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el proceso fermentativo, el mosto aumenta su concentracion en etanol eliminando la mayoria de
bacterias y levaduras que no toleran este compuesto o su tolerancia es baja. En este medio
comienzan a desarrollarse unos pocos microorganismos con alta tolerancia al etanol, entre ellos

destacan las levaduras del género Saccharomyces.

Materiales y métodos

Recoleccion y acondicionamiento de la muestra

El aislamiento de levaduras se realiz6 a partir de uvas negras (Se tomd una muestra de 1 Kg de
uvas negras de mesa). El acondicionamiento se realizd de la siguiente manera; las bayas de uva
negra se trituraron mecanicamente sin lavar utilizando guantes quirdrgicos de latex en un recipiente
previamente aseptizado. EI mosto conteniendo los orujos se dejo fermentar a temperatura ambiente
por diez dias en un recipiente hermético previamente aseptizado, el cual se tap6 con un tapon de

algodon para dejar liberar la presion generada por el CO2 durante la fermentacion.

Aislamiento de colonias

El aislamiento de levaduras se llev6 a cabo utilizando medio de cultivo sélido de la siguiente
composicion: extracto de malta (15.0 g/L); peptona bacterioldgica (5.0 g/L); fosfato de amonio (1.0
g/L); glucosa (20.0 g/L) y agar (18.0 g/L). Se preparé 30 ml de agar, se licud y se vertid en tres
tubos de ensayo y se esterilizé a 121 °C durante 15 minutos. Luego de la esterilizacion, los tubos
de ensayo conteniendo medio de cultivo se dejaron enfriar hasta una temperatura de
aproximadamente 45°C. Al primer tubo conteniendo aproximadamente 10 ml de medio se afiadid
100 pL del mosto fermentado, se homogeniz6 y luego se tomd 100 pL de medio de este y se
adiciono al siguiente tubo de ensayo. De esta manera se hicieron tres diluciones sucesivas. El
contenido de cada tubo se vertio en placas Petri sin dejar solidificar y se incubaron a 25 °C por 48
horas. Durante la incubacién se observaron el crecimiento de colonias, las cuales sirvieron para

continuar con el aislamiento de levaduras Saccharomyces.

Evaluacion de tolerancia al metabisulfito de sodio
Las colonias aisladas fueron evaluadas en su capacidad de tolerar metabisulfito de sodio
(Na2S205), el cual tiene actividad microbiana frente a bacterias y levaduras no Saccharomyces.

Para ello se utilizé6 medio de cultivo liquido de la siguiente composicién: extracto de malta (15.0
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g/L); peptona bacterioldgica (5.0 g¢g/L); fosfato de amonio (1.0 g/L); glucosa (20 g/L) y
metabisulfito de sodio (600 mg/L). Se prepard 30 ml de medio y se vertio en tres tubos de ensayo
y se esterilizé a 121 °C por 15 minutos. Luego, los tubos esterilizados se dejaron reposar por 8
horas para permitir la disociacién completa del metabisulfito de sodio y obtener el compuesto
activo antimicrobiano (SO2). Seguidamente, con un asa de siembra estéril y en una camara de flujo
laminar se tomaron asadas de colonias de la superficie de las placas Petri obtenidas en la Seccion
2.2 y se inocularon en los tubos de ensayo y se incubaron por 2 dias a 25 °C. Al término de la
incubacidn se observé la produccién de burbujas en los tubos como un indicativo de la actividad

fermentativa de levaduras Saccharomyces.

Evaluacion de la tolerancia al etanol

Las levaduras sobrevivientes al efecto del metabisulfito de sodio (Seccién 2.3.) fueron sometidas
a altas concentraciones de etanol. Las levaduras Saccharomyces tipicamente toleran altas
concentraciones de etanol, el cual tiene actividad antimicrobiana. Para ello se utilizo medio de
cultivo de la siguiente composicion: extracto de malta (15.0 g/L); peptona bacterioldgica (5.0 g/L);
fosfato de amonio (1.0 g/L) y glucosa (20 g/L). Se preparo 30 ml de medio y se vertio en tres tubos
de ensayo y se esterilizaron a 121°C por 15 minutos. Luego, a los tubos se adicionaron etanol
absoluto hasta alcanzar una concentracién del 15% v/v de etanol en una cabina de flujo laminar.
Seguidamente cada tubo se inoculé con 100 pL del caldo fermentado sulfitado obtenido en los
ensayos de tolerancia al metabisulfito (Seccion 2.3) y se incub6 a 25 °C por 48 horas. Al término
del cultivo se observo la produccion de CO2 y turbidez, el cual es indicativo de la actividad de

levaduras Saccharomyces.

Aislamiento de levaduras Saccharomyces

Las levaduras sobrevivientes a los tratamientos con metabisulfito y etanol fueron cultivadas en
medio solido de la siguiente composicion: extracto de malta (15.0 g/L); 32 peptona bacterioldgica
(5.0 g/L); fosfato de amonio (1.0 g/L), glucosa (20 g/L) y agar (18.0 g/L). EI medio se esterilizo a
121 °C por 15 minutos y luego se vertio en placas Petri. Luego se tomd 100 puL de muestra del
medio fermentado obtenido en la Seccién 2.4, y se afiadié a un tubo de ensayo conteniendo 10 ml
agua estéril y se realiz6 3 diluciones sucesivas en agua destilada estéril tomando muestras de 100

pL del tubo anterior. Seguidamente, de cada dilucidon se tomd 50 L y se inocul6 asépticamente
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con un asa de Drigalsky en las placas Petri conteniendo medio sélido esparciendo
homogéneamente. Las placas Petri se incubaron a 25°C por 48 horas hasta observar el crecimiento
de colonias separadas y definidas las cuales posteriormente fueron individualmente inoculadas en
tubos de ensayo conteniendo agar inclinado de la misma composicion e incubadas por 48 horas a
25°C.

Evaluacion microscopica y seleccion de colonias

Colonias de levaduras Saccharomyces fueron evaluadas microscopicamente con la finalidad de
verificar su morfologia. Para ello cada aislado se sembr6 en placas Petri conteniendo medio sélido
de la siguiente composicién: extracto de malta (15.0 g/L); peptona bacterioldgica (5.0 g/L); fosfato
de amonio (1.0 g/L), glucosa (20 g/L) y agar (18.0 g/L) e incubado a 25°C por 48 horas. Las
colonias fueron observadas en un microscopio Optico a un aumento de 40X y de ellas se
seleccionaron ocho al azar para los ensayos posteriores. Las levaduras Saccharomyces

seleccionadas fueron mantenidas en refrigeracion a 7°C y renovadas cada tres meses.

Evaluacion de la capacidad fermentativa de azicares

Las levaduras seleccionadas (ocho en total) fueron evaluadas en su capacidad de fermentar
diferentes azucares: glucosa, fructosa, maltosa, lactosa y sacarosa. Los experimentos se realizaron
en medio liquido de la siguiente composicion: azucar (20.0 g/L), extracto de levadura (10.0 g/L);
peptona bacteriol6gica (5.0 g/L); sulfato de magnesio (0.5 g/L) y fosfato de amonio (1.0 g/L). La
fermentabilidad de azlcares se evalud a través de la produccion de CO2 utilizando tubos Durham.
Para ello se vertié medio de cultivo en tubos de ensayo y seguidamente se colocaron campanas
Durham en el interior cuidando en no dejar burbujas de aire dentro de ellas. Luego los tubos se 33
autoclavaron, se dejaron enfriar y cada uno se inocul6 con dos asadas de la respectiva levadura.
Los tubos inoculados se incubaron a 25°C por 48 horas. La actividad fermentativa se evidencio
mediante la produccion de CO2 acumulado dentro de las campanas Durham cada 12 horas. Todos

los ensayos se realizaron por triplicado.

Evaluacion de la capacidad de fermentacion y seleccion de levadura
La capacidad fermentativa de las levaduras aisladas se evalué mediante ensayos de fermentacion a

diferentes concentraciones de etanol. En los ensayos se utiliz6 medio de cultivo de la siguiente
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composicion: extracto de malta (15.0 g/L); peptona bacterioldgica (5.0 g/L); fosfato de amonio (1.0
g/L) y glucosa (20.0 g/L). EI medio de cultivo se vertio en tubos de ensayo y seguidamente se
colocaron campanas Durham dentro de ellas teniendo cuidado en no dejar burbujas de aire. Luego,
los tubos de ensayo se esterilizaron, enfriaron y asépticamente se adicionaron etanol absoluto hasta
alcanzar concentraciones de 2%, 6%, 10%, 14% y 18%v/v respectivamente. Posteriormente los
tubos de ensayo se inocularon con dos asadas de la respectiva levadura y se incubaron a 25°C por
4 dias. La intensidad de fermentacion en cada caso se evalu6 cada 12 horas mediante la observacion
de produccion de gas en las campanas Durham. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y la
intensidad de fermentacion se reporté como el promedio de las tres observaciones. A partir de los
resultados obtenidos se selecciond la cepa que presentd las mejores caracteristicas en términos de
velocidad de fermentacion y poder fermentativo a altas concentraciones de etanol. La capacidad
fermentativa y la velocidad de fermentacion se determind de manera cualitativa en base a la

intensidad de produccion de gas observado en las mediciones realizadas.

Evaluacién bioquimica

Para determinar el género y especie de la cepa de levadura seleccionada se realiz6 una
identificacion bioquimica mas completa mediante la utilizacion de un kit API. Se utiliz6 un el kit
API ID 32C que es un test de asimilacion de nutriente. Cuenta con 32 celdas distintas de fuente de
carbono, cuando la levadura es capaz de asimilar la fuente de carbono de las celdas, forma una
aglutinacion en el medio dando una reaccion positiva. El kit también presenta un pocillo adicional
con esculina, para una reaccion auxiliar en caso el sistema muestre una baja diferenciacion entre
dos especies. 34 Para realizar el ensayo, la muestra de levadura se diluyé en 3 ml de agua hasta
alcanzar una concentracion de 2 Macfarlan, luego se tomé 250 uL de la muestra y se adiciono al
medio API ID 32C. Seguidamente se homogenizé y se adiciond 135 uL a cada celda del API ID
32C, luego se tapo y se colocd en incubacion a 30 °C. Se realizaron evaluaciones de aglutinacién
luego de 24 y 48 horas. La identificacién se realizé usando el API software (BioMérieux, manual
API ID 32C).

Fermentacion de mosto de malta en matraces
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Propagacion de la levadura La cepa de levadura seleccionada en la Seccién 2.8 fue propagada en
mosto de malta de 8°Brix. EI medio de propagacion fue preparado a partir de un concentrado
comercial de mosto de malta usado en la produccion de cerveza. El mosto se ajusté a 8 °Brix con
agua destilada y se pasteurizd a 105°C por 8 minutos. Luego se vertié 100 mL de mosto en matraces
de 250 mL y se inocul6 con dos asadas de la levadura seleccionada. La propagacion se realizé en
agitacion (150 rpm) en un agitador orbital a temperatura ambiente por 48 horas. Luego de la
propagacion las células se colectaron mediante centrifugacién a 3600 rpm por 10 minutos. Las
células se suspendieron en 5 mL de mosto fresco y se procedié a determinar la concentracion de
células viables utilizando una camara de Neubauer y la metodologia de tincion con azul de metileno
(EBC, 1962).

Fermentacion de mosto de malta En los experimentos de fermentacion, se empled mosto de malta
concentrado (85 °Brix) el cual fue diluido con agua destilada hasta obtener valores determinados.
Las variables que se estudiaron fueron concentracion de extracto seco (ES) del mosto (14 y 20°P),
temperatura (T°) de fermentacion (12 y 18°C) y concentracion de inoculo (Cl) (1x10-6 y 1x10-8
células/mL) para ver sus efectos en la produccién, productividad y rendimiento de etanol. Para ello
se utilizé un disefio factorial completo 23 con 3 repeticiones resultando en total 24 tratamientos.
Las fermentaciones se realizaron a condiciones estaticas y se monitorearon mediante el pH y °Brix.
La determinacién del 35 etanol producido se llevo a cabo por picnometria. El azlcar residual se
determind mediante oxidacion quimica utilizando &cido dinitrosalicilico (Miller, 1959).
Fermentacion de cerveza en biorreactor Los ensayos de fermentacion se realizaron en un
biorreactor airlift (5L) a las condiciones definidas anteriormente que incluyen extracto seco del
mosto, temperatura y densidad celular (Seccidn 2.9.2). El biorreactor estuvo provisto de un sistema
de enfriamiento, un tubo interno concéntrico, suministro de aire controlado por un rotametro, un
difusor colocado en la parte inferior de material poroso, entradas para electrodos de pH, oxigeno
disuelto y toma de muestra. El cultivo en biorreactor se realizé con un volumen de trabajo de 2.7
L, pH del mosto de 5.5 y flujo de aireacion de 0.075 vvm. La cerveza producida se evalud
sensorialmente mediante pruebas afectivas utilizando una escala heddnica de cinco puntos (1: me
desagrada mucho y 5: me agrada mucho). Se evaluaron atributos tales como sabor y aroma
utilizando un panel compuesto por 10 jueces no entrenados entre 20 y 25 afios de edad. Los jueces

se seleccionaron en base considerando que no sean bebedores frecuentes o abstemios.
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Resultados y discusién

Aislamiento de colonias, tolerancia al metabisulfito y etanol

Se aislaron microorganismos a partir de mosto de uva fermentado. El tiempo de fermentacion (10
dias) influyo en el proceso de seleccion natural de levaduras. Se ha reportado que las levaduras
mas tolerantes al etanol tales como Saccharomyces sobreviven hacia el final de la fermentacién
(Albergaria y Arneborg, 2016). Seguidamente, las colonias aisladas se sometieron a la actividad
del metabisulfito (600 mg/L), el cual tiene actividad antimicrobiana contra bacterias lacticas,
acéticas y levaduras no-Saccharomyces. Se ha reportado que las levaduras Saccharomyces son
capaces de tolerar altas concentraciones de sulfito (200.0 mg/L) en comparacion con las bacterias
lacticas y acéticas y también levaduras no-Saccharomyces (Miranda et al., 2015). El uso de
antimicrobianos se ha realizado desde mucho tiempo atras por ejemplo en la produccion de vinos.
Por ejemplo, los tanques de fermentacion y utensilios se desinfectan con azufre con la finalidad de
eliminar los microorganismos indeseables que podian afectar la calidad de los vinos.
Posteriormente, las colonias tolerantes al metabisulfito fueron sometidas a la actividad de etanol
(15 %v/v). Se ha demostrado que el etanol tiene actividad antimicrobiana debido a que interrumpe
la actividad enzimatica dentro de la célula. Las levaduras del género Saccharomyces se caracterizan
por tolerar altas concentraciones de etanol y por ello se utiliza en la produccion de vinos y bioetanol
(Lewis, 2010). La presencia de metabisulfito y etanol en un medio de fermentacion tiene un efecto
sinérgico mayor que el efecto individual de cada uno. Se ha reportado que la utilizacion de
metabisulfito de sodio (200 mg/L) y etanol (12 %v/v) resultd en la sobrevivencia del 56% de
levaduras Saccharomyces en experimentos realizados con un caldo nutritivo-dextrosa para
levaduras a 25 °brix, pH de 3,5 y durante un tiempo 15 horas. (Miranda et al., 2015). Al término
de los ensayos de tolerancia al etanol, se obtuvieron colonias de levaduras del género
Saccharomyces resistentes al metabisulfito y etanol. Seguidamente se evalu6 la morfologia de las
colonias y células por microscopia Optica. Las colonias y células que presentaron morfologias

tipicamente relacionadas al género Saccharomyces fueron seleccionadas.

Fermentacion de azlcares
Las levaduras seleccionadas (ocho cepas) fueron evaluadas en su capacidad de fermentar azUcares

tales como: glucosa, maltosa, sacarosa, fructosa y lactosa. Los resultados de fermentacion se
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muestran en la tabla 1. Se ha observado que todas las levaduras aisladas fueron capaces de
fermentar glucosa y fructosa monosacaridos abundantes en jugos de frutas tales como uva,
manzana, pera, etc. Sin embargo, las levaduras (C6, C7 y C8) fueron capaces de fermentar sélo
sacarosa (disacarido presente en el jugo de cafia de azucar) y maltosa, disacarido que resulta de la
hidrolisis del almidon de la cebada. En procesos de fermentacidén de vinos se desea aquellas
levaduras capaces de fermentar principalmente glucosa y fructosa. Por otro lado, en procesos de
fermentacion de cerveza se desea levaduras capaces de fermentar principalmente maltosa. La
capacidad de las levaduras para fermentar disacaridos se debe a la produccion de enzimas que
rompen enlaces glucosidicos y liberan monosacaridos (glucosa, fructosa o galactosa). Asimismo,
no se observo fermentacion de lactosa por las levaduras, lo que indica que no fueron capaces de
romper el enlace glucosidico entre glucosa y galactosa. De todas las levaduras evaluadas, C6, C7
y C8 fueron capaces de fermentar la mayor cantidad de azUcares (glucosa, fructosa, sacarosa y
maltosa). Ellas mostraron una fermentacion intensa a las 24 horas para el caso de glucosa y
sacarosa. En el caso de fructosa la mayor fermentacion se observo a la 30 hora de fermentacion.
La fuerza de fermentacion de maltosa fue alta para las tres levaduras Saccharomyces aisladas. Es
sabido que las levaduras utilizan los azlcares en base a su grado de complejidad, asi fermentan
primero los monosacéridos, luego los disacaridos, trisacaridos y los azlcares mas complejos
(Hunze, 2006).

Tabla 1.

Capacidad de fermentacion de azlcares por las levaduras seleccionadas.

DEXTROSA SACAROSA FRUCTOSA MALTOSA LACTOSA
Cepas | 12h [ 18h [ 24h [ 20h | 120 [ 18k | 24h [ 42h [ 120 [ 18h | 24h [ 30k | 12h [ 24h [30h [ 360 [12n ]| 3d | 24 | 3d

e — - L

.

= e oe] + v+ | wvr | | - v pus I...

=+ | ++s | 4+ - + 42 | +4+ - ++ P + - P

a4 | 44 | 22 - - e | sos - - - ]‘.. = . l“‘I"‘

DO e e e s B R I B B e I T s B e I e

(-): Fermentacion nula; (+): Fermentaciéon débil: (++) Fermentacién moderada y (+++):
Fermentacién intensa. Los signos positivos indican la acumulacién de CO:z en los tubos
Durham (longitud = 5 c¢m) y desplazamiento del medio liquido. asi: (+) = <2.5 cm: (++)
==2.5 cm y (+++) = desplazamiento total del liquido. Levadura control: Saccharomyces
pastorianus SaflLager W-34/70.

Aparte de la produccién de gas, la formacion de pelicula sobre la superficie del medio es una
caracteristica importante, ya que estd relacionado con el requerimiento de oxigeno 39 por los
microorganismos. De todas las levaduras ensayadas, ninguna fue capaz de formar pelicula durante
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el tiempo de fermentacion. Ademas de la produccidn de gas y formacion de pelicula, se ha evaluado
la formacion de turbidez en los tubos de ensayo, el cual esta asociado a la intensidad de crecimiento
de las levaduras. Los resultados de formacion de turbidez se muestran en la Tabla 2. Las levaduras
C1, C2, C3, C4y C5 formaron turbidez cuando fueron cultivadas en glucosa y fructosa, lo que esta
relacionado con la afinidad por estos azUcares. Las levaduras C6, C7 y C8 formaron turbidez en
presencia de glucosa, fructosa y sacarosa, sin embargo, en presencia de maltosa y lactosa no se
observo dicha caracteristica. La formacion de turbidez, el cual es un indicativo del crecimiento
celular estd relacionada con el metabolismo del azl(car y otros nutrientes, entre ellos, los

aminoéacidos y oxigeno. El agotamiento de este Gltimo conduce al detenimiento del crecimiento.

Tabla 2.

Formacion de turbidez por las levaduras en fermentaciones con diferentes azucares.

DEXTROSA SACAROSA FRUCTOSA MALTOSA LACTOSA
Cepas | 12h | 18h | 24h | 30h | 120 | 18h | 24h | 48h | 120 | 18h | 24h | 30k | 92h | 24h | 30h | 36h | 120 | 1d 2d | 3d
- - - - - | +* - + - - - - - - - -

—_— SN LAY TSN S NS I S—

$— - - — -— - + + + -3 + —3

e e e T A o e

+
4-—4—4—4
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ololnlal | ] ]
444l
el
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Doénde: (-): sin turbidez y (+): turbidez.

Capacidad fermentativa en presencia de etanol

Los resultados de la capacidad fermentativa de las levaduras a diferentes concentraciones de etanol
se muestran en la Tabla 3. Se observo que las levaduras C1, C2, C3, C4 y C5 fueron capaces de
fermentar en presencia de concentraciones de etanol de 2 y 6%v/v evaluados en 3 dias. Sin
embargo, concentraciones mayores (10, 14 y 18%v/v) inhibieron la actividad fermentativa. Se ha
reportado que el etanol afecta primero la capacidad de fermentar de las levaduras y posteriormente
su viabilidad. Asi altas concentraciones detienen la actividad enzimatica paulatinamente
deteniendo toda actividad metabdlica lo que conduce a su muerte. Por otro lado, las levaduras C6,
C7 y C8 mostraron una capacidad de fermentar a 10, 14 y 18%uv/v de etanol. Un aspecto 40
resaltante es que la levadura control (Saccharomyces pastorianus SafLager W-34/70) no fue capaz
de fermentar a 18%v/v de etanol hacia el 4to dia de fermentacion. De las levaduras con capacidad

de fermentar a 10, 14 y 18%v/v de etanol la cepa C6 mostr6 mejores caracteristicas. Desde el punto
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de vista de produccién de vinos y cervezas, levaduras capaces de fermentar a altas concentraciones
de etanol son requeridas ya que permite obtener bebidas con diferentes grados alcohodlicos. Esta
reportado que levaduras no-Saccharomyces no son capaces de tolerar altas concentraciones de
etanol y se inhiben rapidamente a medida que la concentracion aumenta. Miranda et al. (2015),
evaluaron la capacidad fermentativa de levaduras Saccharomyces que aislaron a partir de mosto de
uva, encontrando que fermentaron con normalidad a una concentracion de 12% de etanol. Por otro
lado, Guzman (2012), evalud el efecto de diferentes concentraciones de etanol (10, 12, 14, 16, 18,
20 y 22 %v/v) sobre la viabilidad de tres cepas de levaduras Saccharomyces spp., nativas. Los
resultados mostraron que la viabilidad celular disminuye a medida que aumenta la concentracion
de etanol desde 18, 20 y 22%v/v durante 24 horas. La capacidad de fermentar a altas
concentraciones de etanol esta relacionada con la su tolerancia a este compuesto, el cual
desestabiliza la membrana celular y la presencia de algunas proteinas y aminoacidos como la
prolina (Lewis, 2010; Venegas et al., 2012).

Tabla 3.

Capacidad fermentativa de levaduras a diferentes concentraciones de etanol.

ETANOL 2% ETANDL 6% ETAROL 10% ETANDL 14% ETANOL 18%
12h | 1d [ 2d [ 3d [ 120 [ 19 [ 20 [ 30 [aon] va [ 20 | 0 [1on [ 2an | 3en [ase [0 [1a0 ] 10 [ 20 [ 30 [ 4o

€1

2 . B 4 - . N + & N . +
=]
(<] = . + | - = Iy

H v e [ [ | e [ [ [ [ [ oo = [+ [ = [ [oee = | - |+ [oee| o
cT | e | A | 2t + dha | A | b I - e Easa + + .-
CE - b | AE | s - dhd | ddE | des + it | HEE - - ++ | 4t - + + .

- + [ aes [aa] - b [4es [ 4ea ] - [ 4 [ [4re] - - * u+|+u = = - I " z
Dande: (-): Fermentacion nula; (+): Fermentacion débil; (+4) Fermentacidn moderada y
{+++): Fermentacion intensa. Los signos positivos indican la acumulacidén de CO2 en los

tubos Durham (longitud = 5 em) y desplazamiento del medio liguido, asi: (+)= <2.5 cm;
(++) == 2.5 em y (+++) = desplazamiento total del liquido.

Adicionalmente se evaluo la formacién de turbidez por las levaduras aisladas (Tabla 4). Los
resultados mostraron la formacion de turbidez tenue en todos los ensayos realizados a una
concentracion de etanol de 2%v/v. La turbidez esté relacionada con el crecimiento 41 celular y la
utilizacion de la fuente de carbono como fuente de energia. Asi, una concentracion de etanol del

2%vV/v no mostro detener el metabolismo energético fundamental para el crecimiento celular. Por
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otro lado, sélo las levaduras C6, C7 y C8 produjeron turbidez tenue a una concentracion de etanol
del 6%v/v, lo que indica que fueron capaces de crecer lentamente. Con respecto a los ensayos a
concentraciones de etanol de 10, 14 y 18% v/v, ninguna levadura, incluyendo el control fueron

capaces de formar turbidez.

Tabla 4.

Formacion de turbidez por levaduras cultivadas a diferentes concentraciones de etanol.

ETAMOL 3% ETARDL &% ETAROL 10% ETANGL 14% ETANOL 18%
12h | 1d Zd]!d 12h | 1d Hlﬂd 2k | 1 | 2d | 3d | 12h | 34k | 36h | 4Bh | 3d | 138 | 1d M[MH

1

e |

[=]

|+ ]|+
| w| v |+ +]+]=
| e | w] ||+ +]+] =
e el |+ +]+]=
|+ ||+
LIRS RS
|+ |+ |+

Dénde: (-): sin turbidez y (+): turbidez.

Evaluacion bioquimica

Para la identificacion de la cepa seleccionada (C8) se usé el kit API ID 32C. El cultivo fresco de
la levadura se inocul6 en las celdas del kit que contiene 25 compuestos quimicos diferentes. Se
incubd durante 24 horas y el resultado se interpreté mediante el software APl web. La levadura se

identifico como Saccharomyces cereviciae. La tabla 5 muestra el resultado obtenido.

Tabla 5.
Identificacion bioquimica de la levadura seleccionada mediante el KIT API ID 32C.
Codigo Taxon significativo Proximidad Proximidad al
relativa al taxdn perfil mais tipico
indicado { % 1D) del Taxon (T)
CH Saccharomyces cervisiae 96 0,89

Fermentacion de mosto de malta en matraces
A partir de los resultados de fermentabilidad de azlcares y capacidad de fermentacion a diferentes
concentraciones de etanol se selecciond la levadura C8. Seguidamente se realizaron ensayos de

fermentacion utilizando mosto de malta comercial. Se evaluaron el efecto de la temperatura,
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extracto seco y concentracion celular sobre la produccién, rendimiento y productividad de etanol.
La matriz experimental del disefio factorial 23 con tres repeticiones y cuatro puntos centrales que
incluye las respuestas de los respectivos tratamientos se muestra en la Tabla 6. Los datos fueron
procesados utilizando el programa Design Expert 10.1. Como se muestra, los valores de produccion
de etanol estuvieron entre 24,8 y 49,9 g etanol/L, productividad de etanol estan entre 0,073y 0,191
g etanol/L.h y de rendimiento de etanol estan entre 0,24-0,43 g.etanol/g.azlcar. Si bien estos datos
representan el rango de cada variable respuesta correspondiente a la zona de experimentacion, es
necesario determinar la mejor combinacion de los valores de las variables independientes que

permita obtener los valores maximos de produccién, rendimiento y productividad de etanol.

Tabla 6.
Matriz experimental del disefio factorial completo. Con 3 repeticiones y 4 puntos centrales.
Resultados en produccion de etanol y rendimiento

Foun T (") Mlateris (-‘:?:z;:-l._’::“, P.?:::;:.:n Productividad Rtndh.k'_'t:, e
seca (°P) (celfml)y (g-ctanoliL) (g.etanol/T. h) etanol/g. ardcar)

1 12 20 1 WY E-+n 25807 008G [EEE S

2 18 14 1 WYE+OR 34 365 0 168 0,320

3 15 17 S5.05E+07T LIVl | o125 OLZET

—+ 18 20 1 OOE+DE 47132 o151 247

5 1z 14 1 WY E-+On 30,94 008G 0369

o 12 20 1 (WYE-+n 24 . T62 0,103 O SN0

T 12 20 1 WYE+OR 47132 0135 [ERc

=8 18 14 1 WY E-+0& Jo.o42 o191 0345

o 12 14 1 HYE -+ 30 OLO78R 351

1 1z 20 1OV E-+OE 44 S o121 oZ94

11 12 20 1N E+OE 46061 0132 OZER

1z 15 17 S5.05E+07 41 719 o129 D338

13 18 20 1 WY E-+n S5 X748 o128 09z

14 15 17 S5.05E+07 39 543 o122 0279
15 1R 20 1 OOE+0S ST ARG 0168 0766
1 15 13 1OV E - e X = Loy D, 2606
17 18 20 1O E 40 47T 132 o, 123 0,274
1= 1R 20 1 OOE+0S A9 G2 T 0, 160 0,76 T
1% 15 20 1OV E - AE_ -8 O, 126 D288
20 12 14 1O E+OS 33.115 o, 145 0,330
1 1R 13 1 OOE+0S 35 _35 0,184 032 T
22 2z 13 1OV E+-OS 33.115 o, 145 342
23 2 20 1O E 40 T 98 0,097 437
a4 1z 13 1O E 405 33115 0,145 D366
25 5 17 S.O05E+07 39 5435 D122 O30
2 2 14 1O E 40 T 98 73 0,335
7 1R 13 1O E 400 34 365 Lol I =] O, 30
28 15 13 1 OO E4-0G e QL 107 D294
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Produccion de etanol

Se analizé la produccién déptima de etanol mediante un anélisis estadistico combinando las
variables de temperatura, concentracion celular y grados plato (°P). Los datos obtenidos mediante
ANOVA muestran que el modelo es significativo (Tabla 7) debido a que el valor-p es menor a
0.05. En la tabla también se observa que los factores del modelo A, B, C, AB, AC, BC y ABC
tienen un valor-p menor a 0.05 lo cual indica que son significativos para la determinacion del

andlisis de la produccion 6ptima de etanol.

Tabla 7.
Analisis de varianza para la produccion de etanol.

Sum of sguares D Mean sguare F-wvalue P-valuwe
Ad crciled 177440 8 22180 98.87 <= O AW L
A-Tenmpreratura 350.36 1 35036 156.18 <z DM L
B-Extracfo seco 599.61 1 599.61 267.29 <z DM L
C-Cone. celular 301.37 1 3I01.37 134.35 <z DM L
Af 166.14 1 le6.14 T4.06 <z DM L
A 125.83 1 125.83 5609 <z DM L
=1 51.01 1 H51.01 36.11 <z DM L
Az 26.56 1 26.56 11.84 0.7
ABC 123.52 1 123.52 55.06 <z DM L
Prre Error 42 62 19 224

R = 0.98, R? ajustado = 0,97

A partir del andlisis de datos, se gener6 una ecuacion empirica que relaciona la variable respuesta
y las independientes, el cual para la produccion de etanol se expresa en téerminos de la siguiente
ecuacion lineal: Produccion de etanol = 58.79510 + 1.98867 T° - 7.20115 ES - 1.20599x10-6 CI +
0.549500 T°XES + 7.11504x10-8 T°xCI + 8.87565x10-8 ESxCI - 0.309264 T°2 -5.09231x10-9
T°XES x CI. Los valores de R2 = 0.98 y R2 ajustado = 0.97, indican un buen ajuste de los datos a
la ecuacion encontrada. El efecto de las variables independientes sobre la produccién de etanol se
observa en la Figura 2. Asi, el incremento de la temperatura de fermentacién y el contenido de
extracto seco incrementa la produccidon de etanol (Figura 2a). Esto se debe a que, a mayor contenido
de azUcares fermentables en el mosto hay una mayor produccion de etanol 45 siempre y cuando la
levadura sea capaz de producir una mayor cantidad de etanol. Por otro lado, a mayor temperatura

una mayor actividad de la levadura lo que favorece la produccidn de etanol. Se observa ademas un
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efecto combinado entre ambas variables los cuales se comportan directamente proporcional a la
produccion de etanol. Con respecto a la concentracion inicial de células, se observa un efecto
positivo al incrementar dicha concentracion (Figura 2b). De igual modo, se observa un efecto
combinado con el contenido de extracto seco del mosto, es decir, al incrementar tanto la
concentracion de células y azucares fermentables, la produccion de etanol incrementa.
Adicionalmente se observo un efecto combinado debil de la temperatura y la concentracion de
células en la produccién de etanol dentro de los rangos ensayados (Figura 2c). Esto se debe a que
en la produccién de etanol el contenido de extracto seco tiene un mayor efecto debido a que esta
relacionado con el contenido de azlcares fermentables en el mosto y la temperatura es un
catalizador de reacciones enzimaticas celulares. La levadura Saccharomyces cerevisiae fue aislada
de una fermentacion espontanea a temperatura ambiente. Todas las levaduras fermentan mejor
mientras se incrementa la temperatura hacia el valor éptimo, pero se debe tener en cuenta un factor
importante que es la produccion de compuestos volatiles tales como: diacetilo, alcoholes superiores
y eésteres. Estos compuestos se producen en mayor cantidad cuando se incrementa la temperatura
de fermentacion, por ello se experiment6 con una temperatura maxima de 18 °C que esta dentro
del rango de las levaduras de fermentacion alta. Por otro lado, mientras més azucares disponibles
haya en el mosto, se va a producir mayor cantidad de etanol siempre y cuando también haya
nutrientes para el desarrollo de las células. A una mayor concentracion de células, se aprovecha
todos nutrientes disponibles y se maximiza la produccion de etanol. En nuestros resultados las

levaduras aprovecharon las mejores condiciones de cada factor para una mayor produccién de

etanol.
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Figura 2. Planos de contorno que muestran el efecto del extracto seco y temperatura (a),
extracto seco y concentracion celular (b) y, temperatura y concentracion celular (c) en la

produccion de etanol

Adicionalmente, con los resultados obtenidos (Tabla 6) se ha procedido a la optimizacion de la
produccion de etanol, y se presentan como graficos de Superficie de Respuesta (Figura 3). Los
parametros que conducirian a la produccion méxima de etanol (51.060 g/L) de acuerdo con la
optimizacion realizada con el software Design Expert serian, temperatura 18°C, extracto seco
20°Plato y 108 celulas/ml respectivamente. La produccion de etanol estd influenciada
principalmente por la cantidad de azucares fermentables en el mosto (maltosa). La produccion de
cerveza se realiza por lo general con mostos de 9° Plato para alcanzar el contenido alcoholico
comercial (4.5 %v/v de etanol). Mostos con mayores contenidos de extracto seco implica una
mayor cantidad de maltosa que sera convertido en etanol y otros componentes. La capacidad de la
levadura para fermentar a mayores gravedades especificas y producir mayores cantidades de etanol
es deseable desde el punto de vista tecnoldgico. Los resultados mostraron que el incremento de la
produccion de etanol esta relacionado con una mayor concentracion de extracto seco (Figura 3 a,b),
mayor concentracion de inoculo (Figura 3b). Por el contrario, el incremento de la temperatura

tendria poco efecto en una mayor produccién de etanol (Figura 3c).
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Figura 3. Gréficos de Superficie de Respuesta de fermentaciones realizadas con la levadura
Saccharomyces cerevisiae C8 a diferentes condiciones. Efecto de la temperatura y extracto
seco (a), extracto seco y concentracién de inoculo (b) y, temperatura y concentracion celular

(c) en la produccién de etanol.

Conclusiones

* Se aislaron ocho cepas de levaduras con caracteristicas comunmente observadas en
Saccharomyces tales como tolerancia al etanol (12%v/v) y al metabisultifo de sodio (200 mg/L).
Asimismo, se evaluaron morfolégicamente mostrando formas redondas y elipsoidales tipicamente
del género Saccharomyces.

* Todas las cepas aisladas (08) fueron capaces de fermentar glucosa mientras que solo tres (C6, C7
y C8) fueron capaces de fermentar ademas sacarosa y maltosa. Levaduras capaces de fermentar un
mayor espectro de azlcares son deseadas.

Adicionalmente, las cepas aisladas no fueron capaces de fermentar lactosa.

» Las cepas C6, C7 y C8 fueron capaces de fermentar en medios conteniendo hasta 18%v/v,
caracteristica adecuada para procesos de produccion de etanol. De las tres cepas, se eligio la cepa
8 para los ensayos de fermentacion de cerveza.

* La produccion de etanol durante la fermentacion de cerveza estuvo influenciada por la

temperatura, el extracto seco del mosto y la concentracion inicial de inoculo.
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Asi, al incrementar la temperatura de fermentacion, la cantidad de azlcares fermentables y la

densidad celular inicial se incrementa la produccién de etanol.

« Con respecto a la productividad de etanol, el incremento de la temperatura y la concentracion

inicial de inoculo tiene efecto positivo. Sin embargo, el extracto seco del mosto tuvo poco efecto.

Esto se deberia a que a mayor cantidad de células la conversion de azUcares a etanol es mas rapido

y, por otro lado, el incremento de la temperatura acelera los procesos bioquimicos de las levaduras.

« Los ensayos de fermentacion realizados en biorreactor resultaron en valores de produccion de

etanol menores a lo observado en fermentaciones realizadas en matraces. Esto se deberia al

suministro de oxigeno, el cual debid desviar la conversion de etanol hacia la formacidn de biomasa.
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