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RESUMEN

La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico de fermentacidn en plena ausencia de aire
(oxigeno - O,), originado por la actividad de algunos microorganismos que procesan los azucares
para obtener como productos finales un alcohol en forma de etanol (cuya férmula quimica es: CHs-
CH»>-OH), diéxido de carbono (CO,) en forma de gas y unas moléculas de ATP que consumen los
propios microorganismos en su metabolismo celular energético anaerdbico. Durante la
experimentacion se evalué el comportamiento de las levaduras sometidas a intoxicacion alcohélica,
aumento de pH e infeccién con bacterias productoras de acido lactico, en mostos de maiz, midiendo
el rendimiento indirectamente por la pérdida de peso de la muestra. De acuerdo a los resultados
obtenidos a lo largo de la experimentacién se pudo observar que tiene mayor resistencia a los
cambios del medio las levaduras de uso industrial frente a las de uso en panificacion.

También podemos decir que las levaduras de uso en panificacion y las levaduras industriales
presentan su mayor produccién de alcohol durante el tiempo medio de incubacién, siendo mayor el
descenso de peso en la levadura utilizada industrialmente.

PALABRAS CLAVES: Fermentacion alcohdlica, levaduras industriales, levaduras de panificacion,
intoxicacion alcoholica, aumento del pH, acido lactico.

1. Introduccién

Las levaduras son hongos unicelulares capaces de transformar los hidratos de carbono en alcohol
y dioxido de carbono, proceso conocido como fermentacion alcohdlica. La especie mas utilizada en
dicho proceso es la Saccharomyces Cerevisiae. Para las fermentaciones a gran escala existen cepas
modificadas genéticamente, como es el caso de levaduras industriales, con el fin de aumentar su
capacidad de produccion y resistencia a factores no éptimos, tales como altas temperaturas, elevadas
concentraciones de etanol, entre otros. La diferencia existente entre las levaduras de uso industrial y
las de uso cotidiano, o de panificacion, se basan en que las ultimas no poseen resistencia a altas
concentraciones de etanol y a variaciones ocasionadas en el medio donde se encuentran, es decir,
una pequefia modificacion en las condiciones 6ptimas de trabajo repercute directamente en el
rendimiento.

En un medio apto los microorganismos crecen favorablemente, un cambio en las condiciones de
crecimiento como temperatura, presion osmética, intoxicacion alcohdlica, infecciébn bacteriana,
alcalinizacion del medio afectara la propagacion de los mismos, a éste estado de alteracion se lo
denomina normalmente estrés (Jacques, Lyons, & Kelsall, 2003).

En el presente trabajo se analizaron los efectos que producen los diferentes factores de estrés en
la produccion de alcohol de dos levaduras que tienen diferentes usos comerciales.
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1.2. Intoxicacion alcoholica

Cuando la levadura se encuentra en la etapa de reproduccion produce una cantidad de alcohol 30
veces mayor que en su fase estacionaria. La primera fase es de latencia, durante la cual la levadura
debe adaptarse al ambiente. En este periodo, es poco o nulo el crecimiento de la levadura y por
consiguiente no se producird alcohol (esta etapa tiene una duraciéon de 4 a 12 horas). La segunda
fase, llamada de crecimiento exponencial, es la mas importante, en la que se produce casila
totalidad del alcohol. El tiempo que la levadura puede permanecer en esta fase es funcion de
los nutrientes disponibles y los productos generados, factores que limitan la cantidad de alcohol
producido. En mostos que contengan desde un 13% de alcohol la fermentacién se vera afectada
notablemente (Dacosta, 2007).
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Figura 1: Curva de crecimiento microbiano (Jacques, Lyons, & Kelsall, 2003)

Se realizaron dos ensayos, con diferentes concentraciones de etanol, para comparar cémo el
desarrollo de las levaduras se ve afectado, efecto que se reflejo en la merma de produccion de
dioxido de carbono.

1.3. Alcalinizacién del medio

El pH es un factor importante en la fermentacién, debido al control que ejerce frente a la
contaminacion bacteriana como asi también en el efecto del crecimiento de las levaduras, la
velocidad de fermentacion y la producciéon de alcohol. Durante la fermentacion la levadura toma el
nitrégeno de los aminoacidos organicos, perdiendo su caracter anfotero y pasando a acidos, lo cual
origina una disminucién del pH del medio. Segun estudios se hallé6 que el pH mas favorable para el
crecimiento de la Saccharomyces Cerevisiae se encuentra entre 4.4 - 5.0, con un pH de 4.5 para su
crecimiento Optimo. Un entorno neutro o moderadamente alcalino es poco favorable para el
crecimiento de la levadura y la alcalinizacién subita del medio, le supone una importante situacion de
estrés que afecta negativamente su crecimiento y productividad. Se evalué el rendimiento de las
levaduras frente al agregado de 6% de hidréxido de sodio, cantidad suficiente para llegar a un pH de
9 (Vargas, 2010).

1.4. Infeccién por bacterias productoras de &cido lactico

Los lactobacillus crecen en superficie sobre medio sélido, favoreciéndose su crecimiento en
anaerobiosis al 5-10% de dioxido de carbono. El intervalo de temperatura y de pH 6ptimo de
crecimiento se sitia entre 35-38°C y 5,5-5,8 respectivamente. Los lactobacillus transforman la
glucosa y las hexosasaldehidicas similares. Los carbohidratos que producen estos azlcares simples
y los alcoholes polihidroxilicos en &cido lactico lo hacen por homofermentacion o bien, producen &cido
lactico y otros productos adicionales como acido acético, etanol, diéxido de carbono, acido férmico y



acido succinico. Ademas producen peroxido de hidrogeno, radicales libres, diacetilo, acetaldehido,
isémeros D de los aminodacidos, antibiéticos y bacteriocinas.

A pesar de que las levaduras producen algunos acidos organicos durante la fermentacién, las
concentraciones son relativamente bajas en comparacion con las producidas por los lactobacilos y
otras bacterias contaminantes, afectando asi el rendimiento de alcohol. (Hernandez Gil, 2001)

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos y Equipamiento

Muestras de maiz procedentes de la zona centro-sur de la provincia de Cérdoba, levadura activa
seca Industrial Bayanus, Laffort, levadura activa seca comercial Levex, enzimas o-
amilasa Spexyme® Alphaygluco-amilasa Distillase® SSF, acido sulfurico Pro-analisis Cicarelli, frascos
erlenmeyer de 500 ml, tapones de silicona con airlocks, balanzas Scout Pro, Ohaus®y Scale
Systems, Ecopower, agitador Crismet  Modelo: DALV-50, agitador ~ orbital TS  2000A,
estufa Reciterm®, molino, embudo de Buchner, bomba de vacio, refractémetro Optico Arcano Modelo:
Ref 107 y digital Modelo Arbo-95,micropipetas Boeco de 1-10 ml, de 10-100ul y de 100-1000 pl,
cintas indicadoras de pH Merc, hidroxido de sodio Pro-andlisis Cicarelli, etanol Porta Hermanos,
yogurt de reconocida marca.

2.2. Preparacion del mosto

Para la preparacion del mosto se mezclaron 500 g de maiz previamente molido con 1400 ml de
agua de red declororinada en un vaso de precipitado. Luego se agreg6é 0.033 ml de enzima alfa-
amilasa, se agitd 5 minutos y se calenté en un recipiente presurizado durante 30 minutos, donde
luego de alcanzar este tiempo se despresurizé para evaporar agua a presion atmosférica durante 2
minutos. A continuacion se enfrié a 60°C aproximadamente. Se agregaron 0,067 ml de alfa-amilasa y
se agité durante 30 minutos. A continuacion se corrigié el pH del mosto a 5 con acido sulftrico, se
agreg6 0,31 ml de gluco-amilasa, se agité durante 5 minutos. Posteriormente se dividié el mosto en
dos partes iguales, agregando 0,5 g de levadura industrial a la primera, y 0,5 g de levadura de
panificacion a la restante, ambas hidratadas previamente en agua destilada.

A cada mitad de mosto se lo dividié en 3 partes iguales, tomando una como blanco e infectando
las dos restantes con el factor de estrés a evaluar, graduacion de alcohol, alcalinizacion del medio o
inhibicion por bacterias productoras de &cido lactico.

La produccion y liberacion de dioxido de carbono durante el proceso de fermentacion se vio
reflejado en el descenso de peso. Se pes6 cada Erlenmeyer vacio con su respectivo airlock y se
registré el peso total. Se incub6 durante 96 h en estufa a una temperatura de 32°C con agitacion
intermitente y cada 24 h se peso.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al intoxicar el mosto con alcohol, obteniendo una concentracion final del 14%, no se observd
descenso de peso hasta las 48 h, entendiéndose que esto puede ocurrir por el proceso de adaptacion
de la levadura, prolongado por estrés provocado. Cerca del periodo final de incubacion el porcentaje
de descenso es invariable ya que las levaduras fueron afectadas por el alcohol adicionado y el
producido.

En la figura 2 se pueden observar de forma comparativa el analisis del promedio de las dos
muestras inhibidas junto con los blancos de cada levadura. El mayor descenso, consecuencia de la
mayor produccion de alcohol fue en los blancos, como era esperado. En ésta grafica se puede ver
como el blanco de la levadura industrial produce mayor alcohol que el blanco de la levadura de



panificacion, esto se debe a que las levaduras de uso industrial estdn disefiadas para ser mas
resistentes debido a la modificacion genética que presentan.
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Figura 2: Curvas de descenso de peso con 14% de etanol

En la figura 3 se pueden observar un andlisis comparativo del promedio de las dos muestras
intoxicadas con alcohol hasta la concentracion final del 6%, junto con los blancos las levaduras
analizadas. En el mismo puede observarse descenso de peso, con diferentes velocidades, para la
levadura industrial, mientras que la de panificacion tuvo un periodo de adaptacién mayor, y el
descenso total de peso fue menor. Respecto a las muestras no infectadas, la levadura industrial tuvo
un tiempo de adaptaciéon, pero luego de este el descenso de peso fue mayor a la levadura de
panificacion.
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Figura 3: Curvas de descenso de peso con 6% de etanol

Otro factor de estrés ensayado fue el aumento de pH, logrado con el agregado de NaOH. En la
figura 4 se graficaron los promedios de las muestras infectadas y el blanco para la levadura industrial,
versus el tiempo de incubacion, faltando el de levadura de panificacion ya que se rompié el
Erlenmeyer en el cual se ensayaba, y por inconvenientes de tiempo no se pudo repetir. En este caso



puede observarse que ambas levaduras presentaron un promedio de descenso de peso similar, pero
inferior al blanco de la levadura industrial.
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Figura 4: Curvas de descenso de peso con NaOH

También se analiz6 intoxicacion por medio del agregado de bacterias productoras de acido lactico,
comparando la disminucién de los grados Brix de las muestras patrones, observando que las
levaduras industriales, a igual periodo de tiempo, consumen mayor cantidad de azlUcar que las
levaduras de panificacion, traduciéndose esto en una mayor produccién de alcohol. Cuando se
comparan las muestras sin bacterias lacticas con aquellas que fueron infectadas, se verifica una
disminucion aun mayor de los grados Brix, debido a la mayor actividad microbiana. Estos
microorganismos no son productores de etanol, por lo cual consumen sustrato que podria convertirse
en alcohol, para generar acido lactico y otros productos, siendo esto perjudicial para el rendimiento
del proceso.

A continuacioén se ilustran las tablas con los valores de grados Brix medido con refractémetro
digital, ya que presenta mejor precision:

Tabla 1: Grados Brix al inicio y final de la fermentacion, en Blanco e infectado

Levaduras industriales Levaduras de panificacion
Blanco Estrés Blanco Estrés
OBrix iniciales 16,4 16,4 16,4 16,4
OBrix finales 6,6 5,2 8,1 6

4. Conclusiones

Como consecuencia de los resultados obtenidos podemos concluir que las levaduras de uso
industrial presentan una resistencia mayor a la inhibicién de diferentes factores de intoxicacion. Este
resultado es bueno, ya que, éste tipo de levaduras estan mas preparadas genéticamente para poder
resistir las diferentes situaciones que se presentan durante un proceso productivo. En contraste con
aquellas de uso en panificacion que se ven méas afectadas a los factores de estrés dados para la
produccion de alcohol.
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