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INTRODUCCION:

Fueron varios los objetivos que nos motivaron a reali-
zar el presente trabajo:

Bl primero fué recopilar y ampliar las prdcticas que se
venfan impartiendo en la materia'de Fermentaciones Industria-

les.

E1l segundo, Preparar de acuerdo con el maestro, materi-
al diddctico de fécil compresién a diversos niveles ya que es
ta materia acusa un defecto muy grande, que es el de, aceptar
alumnos de quinto a octavo semestre, esto hace que el impar--
tir el curso sea diffcil, sobretodo por las deficiencias de——
los alumnos de quinto y sexto semestre, por no haber llevado-
todas las materias necesarias para adquirir los conocimientos
suficientes para cursar una materia del octavo semestre, este
trabajo les indica las técnicas y fundamentos que ligados & =
los conocimientos impartidos en teorfa, les permitirdn una me
jor compresién del curso prdctico. :

E1 tercero que el alumno tenga una secuencia 1égica de-
los pasos a seguir en todas y cada una de las précticas, en -
las cuales se le explican con detalle el método a seguir, el-
material a emplear, el manejo de egquipo y la evaluacidén de la
prédctica.

Tecnologfia de Alimentos o en la Biblioteca Principal de
la facultad, También se recomienda el uso de la Biblioteca —-—
Central de Chapingo, asi como las bibliotecas del, I.M.I.T.,~
y la del A.T.A.M., en donde la informacidn es amplia y abun—-

dante.



CAPITULO I.

TECNICAS Y FUNDAMENTOS DE ANALISIS
— TECNICAS PARTICULARES DE LAS ——-
PRACTICAS.

PRACTICA No. 1

TECNICAS D& ANALISIS =N VINOS DE -
MESA. )



I.1.

TECNICAS Y FUNDAMENTOS DE ANALISIS

I.- BIOMASA.

DETERVINACION DE AZUCARES POR EL METODO DE FEHIIRG.
(7)(22)

(Reductores Directos y Totales)

Basado en la reduccién que sufre el cobre (ITI) por accién-
del grupo aldehido de los monosacéridos.

Reactivos:

Solucién A: Disolver 34.639 g de CuS04.5Hy0 y-

12 g de 1igSO4 en agua y llevar a 500 ml. Fil --
trar si es necesario.

- Solucién B: Disolver 170 g de tartrato doble de
sodio y potasio y 50 g de NaOH en agua y llevar
500 m1 filtrar si es necesario.
- Sacarosa Q.P.
- HC1 concentrado
- Azul de Metileno al 0.2 %
- NaOH al 40 %
Valoracién del Reactivo de Fehling. Pesar 475 mg de sacaro
sa Q.P. y colocarla en un matraz aforado de 100 m1 con un-
poco de agua (30 a 40 ml). Si la sacarosa estd muy himeda-
se puede secar en una estufa a una temperatura de 80°C co-
mo méximo. Afiadir 5 ml de HC1l concentrado, se le introduce
un termémetro y se coloca a bafio marfa y cuando la tempera

* tura del matraz llega a 63°C se mantiene ésta durante 3 --—

min., se saca y se enfrfa rapidamente al chorro de agua.

Ya frio se neutraliza con sosa al 40 %. Por separado en un
vaso de precipitado, se ponen 5 ml de HCl concentrado, (de
la misma fuente de donde se tomé para hacer la inversién -
de la sacarosa) se le agregan de 20 a 30 ml de agua desti-
lade y unas gotas de fenolftaleina y se titula con la sosa
concentrada al 40 %, la cantidad de mililitros gastados de
NaOH son los que se afiaden al matraz aforado en donde se -
hizo la inversidn, con el objeto de neutralizar; éste paso
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es importante, ya que si no esté bien neutralizada la solucién, -
no se podrd ver el vire durante la titulacidén del factor.

La solucidén invertida de la sacarosa se coloca en una bureta y -
va afiadiendo de 2 en 2 ml a un matraz Erlenmeyer que contiene —-
5 ml de la solucién A, 5 ml de la solucién B, 50 ml de agua des-
tilada y cuerpos de ebullicién; se calienta a ebullicidén y en es
te momento se empieza a afiadir la solucién de azdcar invertida.
Cuando casi todo el reacctivo ha pasado del color azul al color-
rojo ladrillo (precipitado de Cu20) se le agregan unas gotas de-
la solucidn de azul de metileno y se continua adicionando la so-
lucién azucarada lentamente, teniéndo la precaucién de que el --—
reactivo no deje de estar en ebullicidn.

El final de la reaccién se comprueba sacando breves segundos el-
. matraz de la fuente de calor y observando, sobre una superficie-
blanca, la parte superior del lfquido que debe ser incolora y en
el fondo encontrarse un precipitado rojo ladrillo. Esta titula--
cién debe tomarse como referencia. Repetirla afiadiéndo casi todo
el voldmen de la solucién de azdcar empleada en la valoracién --
anterior, hervir durante 2 minutos, agregar el indicador y conti
nuar la titulacién hasta el punto final. E
Repetir la determinacién hasta encontrar dos resultados que con-
cuerden con una diferencia de 0.2 ml

CALCULOS Y REACCIONES:

Para calcular el factor se toma en cuenta la sisuiente reaccién

C1oHpp099 + H0 22 » 2 CgHy,Of
PM. 342 18 360
e

500 x 10
100

50 mg.

Cada 10 ml de solucién contienen 50 mg de azidcar invertida.
Tomendo en cuenta éste dato, cuando se efectda la titulacidén de
sacarosa invertida, se puede conocer la cantidad de miligramos-

de monosacéridos que reducen 10 ml de solucidén de Fehling.



Las reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

OHH OHH H ’ 0 0 H
] 1 1 1 1 " " 1
I.- H—g- (;J- ('7- (.3- ('3- (E-H + NaOH+H20 ————P» H-—e- C- g— C- E'!- (.!-ONa.
O H OHH OH OH 0 0 0 OH
¥ g fragmentacién
-—4 H- ¢- C = ¢- C = C- C- ONa + 2H,0 =I3EEERlAcienm IS
HO OH OH OH
B
(1) E-¢-C=
H
y
(2 =¢ -C =
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H
L
(3) =¢ -¢ - ONa
OH OH
2og  oF
(4)H—(‘:—C=Q—C=
OH OH
H H
]
(5) =¢-¥=c_¢-ona
OH OH OH

II.~- C‘uSO4 + 2NaOH ———ce——pm 20u(0H)2 + Na,yS0,



0O OHH 0 0 0-Cu0OH H 0

) ] [} ” (3 [ ] “ o+ -

3 Cu(oH), + C- G- ¢-C =i Ol ~ § = € ¥PH CHCY +20H
Na0O H H OK NaO H 0-CuCH

III.- 2cu?t + 20H- + Fragmentos reductores ————

2 CuOH ——— Cup0 + Hp0

- Dete;g;gacidn de Azdicares Reductores Directos:

Defecacién de le muestra.- Se toma uné alfcuota de la mues—
tra en un matraz aforado de 100 ml, se agregan de 40 a 50ml
de agua destilada. En un papel se pesa (en balanza analiti-
ca un gramo de subacetato de plomo, éste se vea agregando --—
poco a poco, agitando cada vez el matraz, hasta que haya ——
precipitacién de las materias grasas y protéicas,(no es ne-—
cesario agregar todo el subacetato) se pesa nuevamente el - ‘
pepel para saber por diferencia, la cantidad exacta de sub-
acetato que se afiadié, para asi,calcular la cantidad de oxa
lato de potasio necesaria para neutralizar el subacetato,me
diante la siguiente reaccién: ‘

CHyCOOPb(OH) + KxCp04 —————-—#=PbC304 + CH3COOK + KOH
PM 286 166
286 g ——— 166 g
Peso exacto -—-— x g’

Calculada la cantidad de oxalato de potasio, se pesa y se -
agrega al matraz, se agita y se filtra. El filtrado se colo
ca en la bureta y se titula de manera similar a la valora——
cién del reactivo de Fehling.
CALCUIOS:

% RD = F x Vol. Tot. de sol. x 100

Vol. gastado x Muestra en mg
- Determinacidén de Azdcares Reductores Totales: .

A una alfcuota de la muestra se le invierte como se hizo -
con la sacarosa, se neutraliza, se afora, se defeca, se fil
tra y se titula de la misma forma que los anteriores,o se -




I.2

I.3

I.4
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puede tomar una alfcuota de la muestra que se defec§ para re-.

ductores directos; y nada més se hace la invercidén, continuan

do de la misma manera.

CALCULOS:

4 pr = E X 100 x Vol.Tot. de Sol. x 100 2 s
T {cuota x Vol.gastado x Muestre en mg. v

DETERMINACION DE LA ACIDEZ TOTAL.(7)(45)

En una muestra de 25 ml eliminar el COp si estd presente, ca-

lentar casi a ebullicidén durante 30 segundos.

Colocar 200 ml de agua destileda hervide y fria en un matraz
Erlenmeyer, adicionar unas gotas de solucidn indicadora de fe
nolftalefna, neutralizar la solucidén con NaOH 0.1 N, agregar
5 ml de la muestra hervida y valorar con solucidén de FalOH --
0.1 N informar en dcido propidnico de acuerdo con la siguien
te férmula:

% Acido Propiéaico mlOH x N OH x 0.074 x 100

5
DETERMINACION DE ACIDEZ VOLATIL.(7) (45)
Tome 50 ml de la muestra y caliente casi a ebullicidén duren—
te un minuto, enfrfe y adapte un sistema de destilacidén, a—
grege aproximadamente 200 ml de agua destilada y neutra, ajus
te el calor hasta que la destilacién sea continua y uniforme,
colecte 200 ml del destilado, titule éste con golucién 0.1 N,
usando fenolftaleina como indicador,
CAICULOS:

%Acido Acético

mlOH x N OH x 0.06 x 100
e muestra

DETERMINACION DE ACIDEZ FIJA.(7) (45)

Caleular la acidez fija por diferencia en por ciento de dcido
propidnicos

AF = AT - AV



(.6

[.2

Tx

AF: Acidez Fija

AT: Acidez Total

AV: Acidez Volétil
DETERMINACION DE pH. (45)

Se puede medir directamente el pH en un potenciémetro calibrado-
o en su defecto con papel pH indicador.
DETERMINACION DE BIOMASA. (28)

Se toma una cantidad conocida en ml de muestra (ésta varfa de -
50 a 10 ml con respecto a la facilidad o dificultad de filtracién)
y se pasa sobre un filtro Millipore, al terminar la operacién —-
el papel filtro se seca en una estufa-a 40°C y por diferencia de
peso se obtiene la cantidad de biomasa,

II. FERMENTACION ALCOHOLICA
Productos no destilados.
DETERVMINACION DE ACIDEZ TOTAL, (6)
En una muestra de 25 ml eliminar el COp si estd presente calen—-—
tando bajo un sistema a reflujo durante 20 minutos.
Colocar 200 ml de agua destilada hervida y fria en un matraz -—
Erlenmeyer y continuar como dice "I.2" informar en 4cido tartérico
METODO PARA LA DETERMINACION DE ETANOL. (6) (45)
Este método se basa en la diferencia que existe de los puntos —-
de ebullicién entre los componentes voldtiles y materia sdlida -
en un mosto, vino o bebida alcohélica,
Método.- Se toman 100 ml de muestra en un matraz aforado de 100ml
se pasa el contenido a un matraz de destilacién de fondo plano de

- 500 ml1 de capacidad, se lava elmatraz aforado con dos porciones -

de 10 m1 y una de 5 ml de agua destilada, Esta agua de lavado se-
agrega al matraz de destilacién, se monta el aparato de destila-—
cién (matraz de fondo plano, trempa de Kjeldahl,y refrigerante) -
teniéndo cuidado que las juntas se encuentren firmes.

Se destila casi 100 ml, recibiendo en el mismo matraz en el cual-
se tomé la muestra, hay gque acompletar a 100 ml con unas gotas: de
agua destilada. La destilacién debe hacerse en un tiempo de 30 a-
60 minutos y & una velocidad uniforme., Es conveniente adicionar -
cuerpos de ebullicién al matraz de. destilacién antes de efectuar-
ésta operacidn.



Para el caso de mostos recién fermentados, adicionar un poco de-

antiespumente; asi como agregar solucién de NaOH 0.1 N a los vi-
nos, mostos y vinagres que contengan grandes cantidades de decido
acético antes de efectuar la destilacién, (se recomienda antes -
de hacer esta determinacién tener el por ciento de acidez total-
para poder neutralizar eficazmente y no tener errores en la cuan
tificacién del etanol.’

Una vez que el etanol ha sido separado del mosto o bebida alcohd
lica de la substencia a analizar, existen varias opciones para -

la cuentificacién de éste: (6).

8.~
b.-
Coe—
de.-

Aquf solamente se

Determinacién con Hidrémetro.
Determinacién con Picndémetro.
Determinacidén con Balanza Hidrostédtica.
Determinacién por Oxidacién Quimica.
describirdn les dos técnicas mds comunes en el

laboratorio.
a.- Determinacidn con Hidrémetro.- Existen una gran cantidad de

hidrémetros calibrados directamente en por ciento en voldmen
de etanol, la maeyorfaestdn calibrado & 15.5°C.

Si la temperatura de le muestra es diferente, la correccién
respectiva tendréd que ser aplicada (en la tabla 11 del 1li—
bro 6). ‘

En una probeta limpia y seca, y en casco de gue no lo esté, -
enjuaguese con el ligquido que se ensaya, 1llénese hasta las
tres cuartas partes, su didmetro ha de ser lo suficiente--
mente grande como para que el hidrémetro flote con facili-
dad. Se introduce con suavidad en la probeta procurando --
que no rose con las paredes de ésta. Tome la temperatura -
del 1fquido, cuando el alcohémetro esté quieto procédase

a la lectura.(13).

Determinacidn con Picnémetro.- Este método es considerado-
como un estandar internacinal y aprobado como una técnica-
oficial en el AOAC. (7) -

Ia técnica es la de Determinacién de la Gravedad Espec{fi-
ca y la conversién de ésta a por ciento de alcohol se en--
cuentra en tablas en el AOAC.
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II.4

I1.5

II.6
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DETERMINACION DE ACIDEZ VOLATIL. (7)(45)

Tome 50 ml de muestra y pongalos & reflujo durante 20 minutos
(para expulsién del COp), enfrie y lave el refrigerante con -
agua destilada y neutra (aproximadamente 200 ml), adepte un -
sistema de destilacién, ajustando el calor hasta gque el vold-
men sea de 200 ml, titule éste con golucién 0.1 N de NaOH, --
usendo fenolftelefna como indicador.Reporte en por ciento de
dcido acético como se indica en "I.3".

DETEEMTFEACION DE ACIDEZ FIJA. (7) (45)

Calcular la acidez fija por diferencia en por ciento de aci-
do tartdrico como se indica en "I.4".
- Productos destilados.

DETEEMINACION IE ACIDEZ TOTAL. (7) (45)

Neutralice aproximademente 250 ml de agua destilada, hervida
y fria en una capsula de porcelana, agrege 25 ml de muestra-
y titule con O.1 N de NaOH usando fenolftalefna como indica~
dor. Reportar en por ciento de dcido tartdrico. :

DETERMINACION DE ACIDEZ FIJA.(7) (45)

Evapore 25 a 50 ml de muestra en una capsula de porcelana,

en un sistema de bafio marfa, seque 30 minutos a 100°C, di--
suelva y transfiera el residuo, con algunas porciones de al-
cohol neutro de aproximadamente los mismos grados GL gque la
muestra, usando 25 ml en toda la operacién, esto se agrega a
un metraz con 250 ml de agua hervide, fria y neutra, titular
con NaOH 0.1 N y fenolftalefna. Reportar en por ciento de dci
do tartérico.

DETERMINACION DE ACIDEZ VOLATIL. (7) (45)
Calcular la acidez volétil por diferencia en por ciento de -
dcido acético:

ACIDEZ VOLATIL = ACIDEZ TOTAL - ACIDEZ FIJA.



14

II.8 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ESTERES. (7) (22)
Esta determinacién estd basada en una titulacidén o valoracidn
inversa y consiste en valorar una substancia "A" (acetato de
etilo) agrgéndole una cantidad conocida y en exceso de un —-——
reactivo "B" (hidréxido de sodio), que consume la totalidad -
de "A", Se valora después el exceso de "B" por otro reactivo
ncn (HC1l) convenientemente elegido mediante otra reaccién —
quimica., 3
REACCION:

CH3 - CO0 - CHp - CH3 + NaOH ——--———p-CH3 - COONa +
CHB - CHz - OH

Técnica.— Se transfieren 25 ml del destilado a un matraz de

250 ml, se neutraliza la acidez libre, ya conocida, y se afia

de un exceso de NaOH 0.1l N.El matraz se conecta & un conden-

sador con agua para reflujo y se calienta una hora en bafio -

marfa., Se deja enfriar y se titula el dlcali con HC1l 0.1l K.

El exceso de dlcali no debe de ser menor de 2 ml ni mayor -

de 10 ml de NaCH 0.1 N.

CALCULOS s

Un ml de HC1 0.1 N equivale a 8.1 mg de acetato de etilo.
II.9 DETERMINACION DEL CONTERIDO DE ACEITE DE FUSEL. (7) (22)

( Mezcla de alcohdles superiores wvalorada como alcohol ——-

amflico ).

Basada en la siguiente reaccién de éxido reduccidn:

3 CH3 - (CH2)3 - CHp - OH + 2KCrp07+ 8 H2S04 ——————p

3 CH3 - (CH2)3 - COOH + 2 Cr2(304)3 + 2 K2304 + 11 H,0

Despues de titular el exceso de dlcali en la determinacién

de ésteres,se transfiere la solucién a un embudo de separa-

cidn' y se extrée cuatro veces con CCl,, usando porciones de

20,15,10 y 5 ml respectivamente. Se lavan las extracciones

combinadas de CCly con tres porciones de 25 ml de solucién

de NaCl saturada, y con dos porciones de 25 ml de solucién

saturada de sulfato de sodio.

La mezcla se agita durante un minuto. Se transfiere la capa
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de CCl, & un matraz conteniendo 25 ml de solucién oxidante .
(esta solucién oxidante se prepara disolviendo 10 g de di-

cromato de potasio en 90 ml de agua y se adicionan 10 ml -
de dcido sulfuirico) y se hierve a reflujo durante une hora.
Pasado ese tiempo se deja enfriar , se afiaden 50 ml de agua
através del refrigerante y se destila hasta que queden 25ml
en el matraz de destilacidn; se afiaden 25 ml més de agua y-
se vuelve a destilar hasta que queden 15 a 25 ml en el ma—-
traz de destilacién, (el destilado debe ser incoloro) titu—-—
lar el destilado con NaOH 0.1 N usando fenolftaleina como -
indicador. :
CALCULOS:
Un ml de NaOH 0.1 N equivale a 8.8 mg de alcohol amflico.
I1.10 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ALDEHIDOS. (7) (22)
Basado en una valoracidn yodométrica.
En un matraz con tapén esmerilado se miden 100 ml de agua-
destilada recientemente hervida y fria, se agregan 10 ml -
del destilado (II.2) y en seguida 25 ml de una solucidn de.
bisulfito de sodio 0.05 N. Se tapa el matraz y se deja en-
reposo durante 30 minutos, agitdndo de vez en cuando. Pasa
do ese tiempo se afiaden 25 ml de solucidén valorada de tio-
sulfato de sodio 0.05 N. Cuando la solucidén presenta un co
lor amarillo paja, se agregen de 5 a 10 gotas de solucién-
de almidén al 1 #, la mezcla se torna azul, se adiciona so
lucién de tiosulfato hasta la decoloracién completa. se —
efectian las mismas determinaciones con una prueba en blan
co, conteniendo las mismas cantidades de yodo y bisulfito-
de sodio que la muestra. Las reacciones que se llevan a ca
bo son las siguientes: (22)

CH3 - CHO + NeHSO3 ————oem —#-CH3 - CH - 505N
OH
H+

I, + KT b I3 > E

2
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- - - - +
HSO3 + 13 + Hy0 e HS0, # SIS ERD Hi

IS + 2 8205 ———— 3T+ S4Og

CALCULOS; ,
Acetaldehfdo = Bl NasS-0 estra—mlAE§a§293blanco)x N TiosxEq AcO

Vol de la muestra
IITI.- FERMENTACION ACETICA.

III.1 DETEEMINACION DE ACIDEZ TOTAL. (7) (45)

Diluya 10 ml de muestra con agua destilada, hervida, fria y

neutra en una capsula de porcelana, adicione unas gotas de-

fenolftaleina y titule con 0.5 N de NaOH agiténdo constante
mente . Reportar en por ciento de dcido acético tomando en-
cuenta para los cédlculos la dilucidn hecha.

III.2 DETERMINACION DE ACIDEZ FIJA. (7) (45)

Una muestra de 10 ml se evapora hasta la mitad en un siste-

me de bafio marfa, titular la acidez fija y calcular la aci-

dez voldtil como dcido acético por diferencia.
III.3 DETERMINACION DE ACIDOS MINERALES. (45) (50)

(Adulteracidén de Vinagres).

Desde el punto de vista cualitativo, se conocen distintos -

métodos para poner en manifiesto en los vinagres, los dci--

dos minerales libres que contienen.

- Se sabe quelas trazas de sulfato se encuentran usualmente-—
en vinagre, pero si la cantidad excede de 0.03 % (como —
H2804), se puede suponer una alteracién de éste., La adicidn
de dcidos minerales puede ser detectada por pruebas muy sen
cillas:

a.— Mezcle 2 ml de muestra con 2 ml de alcohol y dos gotes-
de anareanjado de metilo. Un color rojo indica un walor-
bajo de pH debido a Ia adicidn de 4cidos minerales, El-
PH de productos que contienen 4 # de dcido acético, ra-
ra vez baja hasta 2,9 para vinagre de malta y de 2.5 —
para productos artificiales,



b.- Violeta de Metilanilina.- Este indicador no cambia de co
lor en contacto con los 4cidos orgdnicos, en cambio, si-
en el vinagre existen dcidos minerales como dcido sulfu-
rico, clorhfdrico o nitrico, que son los més empleados -
en ésta clase de fraudes, adquiere entonces matices ver-—
dosos.

Se hace la prueba tomando 10 ml de vinagre que se colo——
can en un tubo de ensaye, afiadiendo luego unas gotas de-
solucién de metilanilfna al 0.01 %.

Co= Rojo Congo.- El rojo congopuede emplearse también para -
ésta investigacién por la propiedad que tiene de pasar -
del rojo al azul en presencia de 4cidos minerales,

La presencia de trazas de mercurio es indicativo de la pre -

sencia de un 80 % de 4cido acético comercial,

IV.- FERMENTACION LACTICA.
IV.1 DETERMINACION DE LACTOSA POR EL METODO DE FEHLING.(7) (45)

(Modificacién Soxhlet).

Reactivos:

A.- Para la defecacidén de la muestra:

1.— Solucién acuosa de acetato de plomo.
2.- Solucidén acuosa de sulfato de sodio.
3.— Acido acético glacial Q.P.

B.- Para la determinacidén de lactosa en el filtrado:

1.- Soluciones Fehling "A" y "B" (método de preparacicdn
dado en I.1).

2.~ Solucién estandar de lactosa: disolver 10 g de lacto
sa anhidra pura con solucién al 0.2 % de écido benzoi
co, aforar a 1000 ml; tomar 20 ml y aforarlos a 100ml
1 ml de esta solucidén contiene 2 mg de lactosa.

3.~ Solucidn acuosa de azul de metileno al 0.25 %,

Valoracién y Titulacidén de la Solucidén de Fehling.- Mezclar

en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, 5 ml de solucién "A" y -

5 ml de solucidén "B", agregar 50 ml de agua destilada, ca—

lentar a ebullicidén y sin quitar el mechero, afiadir con una

burete, solucién estandar de lactosa para efectuar la reduc

L7
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cién total del cobre (aproximadamente 40 ml) de tal manera -
que solo falte agregar de 0.5 a 1.0 ml para terminar la titu
lacidén. Mantener la ebullicién moderada por dos minutos, sin
separar la flama; agregar 1 ml de solucidn de azul de metile
no y afiadir més solucién estandar de lactosa, gota a gota, -
hasta decoloracidén del indicador.

Factor = ml gastados de sol. estandar x 0.002 g
Defecacién de la Muestra.- Se ¢olocan 10 ml de leche en un -
matraz volumétrico de 100 ml, se afiaden 25 ml de agua y 6 ml
de solucién saturada de acetato de plomo, 10 ml de solucién-
saturada de sulfato de sodio y 1 ml de dcido acético glacial,
se deja reposar durante 30 minutos, se afora y se filtra em-
pleando papel seco, se desechan los primeros 20 ml del fil——
trado.

Determinacién de Lactosa en el Filtrado.- Seguir la misma —'
técnica que para la valoracidén de la solucidén de Fehling, —
sustituyendo la solucién estandar por el filtrado de la mues
tra de leche.

CAICULOS:

r:;tgiszaéggoo = g/1 de lactosa

NOTA: En la titulacidén no deben gastarse ni menos de 15-
ni méds de 50 ml y el tiempo total de titulacién no
debe ser més de 3 minutos.

IV.2 DETERMINACION IE ACIDEZ TOTAL EN LECHE.(7) (45)
Medir exactamente 20 ml de leche en un matraz y diluir agre
gando 40 ml de agua recientemente hervida y fria, afiadir —-
2 ml de fenolftaleina y titular con NaOH O.1 N hasta vire =
rosa persistente. Reportar en por ciento de dcido léctico.
CAICULOS:

% & de do Thcotioo = ml NaOH x N NaOH x 0.09 x 100

‘ml de muestra

BIBLIOGRAFIA:
49 5, 6’ 79 13, 18, 24" 28’ 34, 43, 4‘5, 53’ 54, 58, 63, 64-
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PRACTICA No. 1.

TECNICAS DE ANALISIS EN VINOS DE MESA.

I.- OBJETIVO: E1 comprender y llevar a cabo las técnicas de and-
lisis mds utilizadas en el curso.

II.- MATERIAL:

Cinco matraces Erlenmeyer de 250 ml.
- Un matraz aforado de 100 ml.

- Un matraz de fondo planc de 500 ml.
- Una bureta de 50 ml.

Tres pipetas volumétricas de 5 ml.
Un termémetro de - 10 a 250°C,
Cuerpos de ebullicién.

Papel filtro.

PBP‘I pHo

Una botella de vino de mesa comercial,
REACTIVOS:

Solucién
Solucidén
Solucidn
Solucidn
Solucidén
Solucién
Solucién
Solucién

EXPERIMENTO:

de
de
de
de
de
de
de
de

Fehling "A"
Pehling "B"

NaOH concentrada,
NaOH 0.1 H.

HC1l concentrada.
HC1 0.1 N,
fenolftaleina.
azgul de metileno.

Al vino de mesa comercial se le somete al siguiente anddisis:
Determinaciéni de Acidez Total. '
Determinacién de Etanol.

Determinacidn de Acidez Voldtil.

Determinacién de Acidez Fija.

Determinacién de Azdcares Reductores por el Método de Fehling.
DESCRIPCION DE CADA DETERMINACION: '
DETERMINACION DE ACIDEZ TOTAL.

En una muestra de 25 ml eliminar el COp =i estd presente, ca-

lentando bajo un sistema de reflujo durante 20 minutos.
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Colocar 200 ml de agua destilada hervida y fria en un matraz
Erlenmeyer, adicionar unas gotas de solucidén indicadora de -
fenolftalefna, neutralizar la solucién Gen NaOH O.1l N, agre-

. gar 5 ml de la muestra hervida y valorar con una solucién de

2."

3.-

NaOH 0.1 N, informar en por ciento de dcido tartdrico de acuer
do con la siguiente férmula.

4 Aoido Tartdrico —BLOH x N OH x 0,074 x 100

5

DETERMINACION DE ETANOL.

Se toman 100 ml de muestra en un matraz aforado de 100 ml, se
pesa el contenido & un matraz de fondo plano de 500 ml de capa
cidad, se lava el matraz aforado con dos porciones de 10 m1 y-
una de 5 ml de agua destilada, se monta un aparato de destila~
cién ( metrez de fondo plano, trampa de Kjeldahl, y refrigeran
te ) teniendo cuidado que las juntas se encuentren bien firmes.
Se destila casi 100 ml, recibiendo en el mismo matraz en el —
cual se tomé la muestra, se acompleta & 100 ml con unas gotas-—
de agua destilada. La destilacién debe hacerse en un tiempo de
30-8-60 minutos y & una velocidad uniforme. La cuantificacién
del Etancl se hace por medio de gravedad espec{fica, la conver
#ién de ésta a por ciento de alcohol se encuentra en tablas en
el AOAC (7).

DETERMINACION DE ACIDEZ VOLATIL.

' Tome 50 ml de muestra y pongalos a reflujo durante 20 minutos

( para expulsién del CO2 ), enfrfe y lave el refrigerante con
ague desti}ada y neutra ( aproximadamente 200 ml ), adapte un
sistema de destilacién,ajustando el calor hasta que el voldmen
sea aproximadamente 200 ml, titule éste con solucidn 0.1 N de
NaOH, usando fenolftaleina como indicador. Reporte en por ciemn
to de dcido acético como se indica: ._

4 Acido Acético = mlOH x N OHﬁ 0.,06~x 100

4 .-DETERMINACION IE ACIDEZ FIJA.

Calcular la acidez fija por diferencia en por ciento de dcido
tartdrico: AF = AT - AV,
AF: Acidez Fija, AT: Acidez Total, AV; Acidez Voldtil.
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5.~ DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR EL METODO DE FEHLING;
Reactivos:
= Solucidén " A " disolver 34.639 g de CuS04-5H20 y 12 g de —-—
MgSO4 en agua y llevar a 500 ml, filtrar si es necesario.

- Solucidén " B " disolver 170 g de tartrato doble de sodio y
potasio y 50 g de NaOH en agua, llevar a 500 ml, filtrar -
8i es necesario.

- Sacarosa Q.P.

- HC1 concentrado.

- Azul de metileno a8l 0.2 %

- NaOH al 40 ¥

Valoracidn del Reactivo de Fehling.- Pesar 475 mg de sacarosa -
Q.P.y colocarla en un matraz aforado de 100 ml con un poco de —
agua ( de 30 a 40 m1 ). Si la sacarosa estd muy humeda se seca -
en una estufa & una temperatura de 80°C, como mfximo. Afiadir 5ml
de HC1l concentrado, se le introduce un termémetro y se coloca =&
bafic marfa, cuando la temperatura en el matraz llega a 63°C, se-
mantiene durante 3 minutos, se saca y se enfrfa rapidamente al -
chorro de agua., Ya frfo se neutraliza con sosa al 40 %,

Por separade en un vaso de precipitado, se ponen 5 ml de HC1l com
centrado( de la misma fuente de donde se tomé para hacer ls in—
versién de la sacarosa ), se le agregan de 20 a 30 ml de agua —
‘destilada y unas gotas de fenolftalefna y se titula con la sosa
concentrada al 40 %, la cantidad de mililitros gastados de NaOH
son los que se afladen al matraz aforado en donde se hizo la in-
versién, este paso es importante, ya que si no estd bien neutra
lizada la solucién nos interferird durante la titulacién del ——
factor.

La solucién invertida de la sacarosa se coloca en una bureta y
se va afiadiendo de dos en dos ml & un matraz Erlenmeyer que con
tiene: 5 ml de la solucién "A", 5 ml de la solucién "B", 50 ml
de agua destilada y cuerpos de ebullicién; se calienta a ebulli
cién y en este momento se empieza a afiadir la solucién de azf——
car invertida. Cuando casi todo el reactivo ha pasado del color
azul al color rojo ladrillo (precipitado de Cup0), se le adicig
nan unas gotas de azul de metileno y se continua agregando la -
solucidn azucarada, muy lentamente, teniendo la precaucién de -
que el reactivo no deje de estar en ebullicidn.
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El1 final de la reaccidn se comprueba sacando breves segundos el ma
traz de la fuente de calor y observando, sobre una superficie blan
ca la parte superior del 1fquido, que debe ser incolora y en el —
fondo un precipitado rojo ladrillo.
Esta titulacién debe tomarse como referencia. Repetirla afiadiendo
casi todo el volYmen de la solucién de azicar, en la titulacién ——
anterior, hervir durante 2 minutos, agregar el indicador y conti—
nuar la titulacién hasta el punto final. Repetir la valoracién has
ta encontrar dos resultados que concuerden con una diferencia de -
0,2 ml,
CALCULOC DEL FACTOR:
Factor = & ml gastados x 5
Determinacidn de Azicares Reductores Directos:
Defecacién de la muestra.- Se toma una alfcuote de la muestre en -
un matraz aforado de 100 ml, se agregan de 40 a 50 ml de agua des-
tilada., En un papel se pesa (en balenza analftica) un gramo de sub
acetato de plomo, éste se va agregando poco & poco, agitando cada
vez el matraz, haste que haya precipitacidén de las materias grasas
y protéicas, (no es necesario agregar todo el subacetato).Se pesa
nuevemente el papel para saber por diferencia, la cantidad exacta
del subacetato que se afiadid, para asi, calcular la cantidad de ——
oxalato de potasio necesaria para neutralizar el subacetato, me ——
diante la siguiente reaccién: '
CH3COOPb(OH) + Kg%go,;-————-«r PbC204 + CH3COOK + HOH
M 286 166

286 g -— 166 g
Peso exacto g --—- Xx g

Calculada la cantidad de oxalato de potasio, se pesa y se agrege -
al matrag,se agita y se afora a 100 ml. Se deja reposar y se fil—— .
tra. E1 filtrado se coloca en la bureta y se titula de manera simi
lar a la valoracién del reactivo de Fehling,
CALCULOS: ’

% RD. = P x 100v.T x\00OA 4

ml gastados & - “l\tuolq g

Determinacién de Asicares Reductores Totales: !
Una alfcuota de la muestra se invierte (como se hizaé con la sacaro
sa QP.) se neutraliza, se afora, se defeca, se filtra y se titula
de 1la misme forma que los anteriores, o se puede tomar una alfcuo-
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ta de la muestra que se defecd para reductores directos, y solameg'
te se hace la inversidén, continuando de la misma manera que en lose
anteriores pesos.

CALCULOS:
_ F x 100 5 _ 100

PA, ml gastados

PA. Parte Alfcuota.

CUESTIONARIO:

1;- ; Cree UD. que esté completo el andlisis fisico quimico del vi
no de mesa, Por que? _

2,- Reportar todos los datos en una tabla en por ciento,

METODO DE EVALUACION:

La Direccidn General de Normas da los siguientes lfmites para el -

vino de mesa:

ESPECIFICACIONES ; MINIMO MAXTMO
Grado alcohdlico GL real a 15°C(% de

alcohol en volvmen & 159C)eccoccsscsces 6 15
Reductores totales previa inversién g/l - 80
Acidez total (ac.tartdrico) &/lecececes 4,0 8.75
Acidez voldtil corregida (ac.acético)g/l - 1.2

La evaluacidén se hace con los datos reportados por los alumnos,
estos deben ser 1dégicos, de acuerdo con lea tabla reportada y con
el criterio del maestro.

BIBLIOGRAFIA:

4,5,6,7,13,18,24,28,34,43,45,53,54,58,63,64.
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CAPITULO II.

OBTENCION DE BIOMASA.

— ASPECTOS BIOQUIMICOS DE La LEVADURA
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- DISENO DEL MEDIO.

- DISENO DEL FERMENTADOR.

PRACTICA No . 2
OBTENCION DE BIOMASA.



OBTEICICI DE BIOMASA

Intraduccidns

Se llama produccién de BIOMASA al proceso mediante el cual-
se sitda a un microorganismo (levaduras en este caso) en Sptimas
condiciones de crecimiento, para obtener su produccién en forma-
amplia y controlada,
' USOS Y APLICACIONES:

La biomasa se encuentra amplismente establecida en el campo
industrial, siendo una de las més fuertes en la Industria de Le-
vadura de Panificacidn en la cual se suele emplear variedades se

leccionadas de Sacchw.romyces cerevisiae, (las caracteristicas —-
génerales de éste tipo de levaduras se encuentran reportadas en-
el inciso "14" en PRUEBAS DE LA ACTIVIDAD DE LA LEVADURA). En la
Industria Vinfcola en la cual se usan algunas especies de Saccha
romyces como son: S. cerevisiae, S. beticus, S. oviformis y -—-
otros, & éstas levaduras se les conoce con el nombre genérico de
"Levaduras de Vino". En la Industria Cervecera el S. cerevisiae-
y el S. carlsbergénsis son los dos microorganismos més usados.
En la Industp}; Farmacéutica las levaduras también se encuentran
distribufdas y son utilizadas bajo dos formas principalmente: en
pastillas como levadura de cerveza, en suspensiones como levadu-
ra 2-37, el primero usado como complemento alimenticio y el se--
gundo como restablecedor de la flora intestinal.

En los dltimos afios el mundo y principalmente los pafses en
desarrollo como México, se ha presentado una falta en el consumo
de protefnas, el alza en los precios de la carme, cereales y gra
nos ha favorecido que las personas de escasos recursos econémi -
cos bajen ain més su consumo de protefnas, por ésto es que la --
presencia de una nueva fuente de protefnas barata es indispensa-
ble en un- futuro inmediato.

Por lo tanto podemos ver a las levaduras COmMO un nuevo pro=-
ducto nutritivo, portador de una rica fuente de protefnas que ——
pueden ser incluidas en las diferentes dietas, ya sea para con--
sumo animal o para consumo humano.

La protefna microbiana tiene alzunas ventajas sobre la pro-
teina derivada de la agricultura como son:

25
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La proteina unicélulur no depende de condiciones clima
toldgicas.
El tiempo de duplicacidén de la masa célular es muy cor
to.
La protef{na unicelular puede ser mejorada por experi--
mentacién genética.
El crecimiento no estd limitado por superficie, ni por
la escasez de luz solar.
La proteina unicelular puede ser utilizada fdcilmente -
como suplemento o complemento de los granos en la ali-
mentacién animal.
La tasa de crecimiento de la protefina unicelular es a-
menudo quinientas veces mds que las fuentes de protei-
nas vegetales y mil veces mayor que las proteinas ani-
males,

Los principales problemas que se presentan en el uso -
de la proteina unicelular son:

Los proéesos de proteina unicelular son nuevos y Se re

quiere un perfodo de tres a cinco afios para la construc
cién de plantas a escala industrial.

En el caso de la alimentacidén humana, la comp081c16n -

del producto  de proteina unicelular, debe ser analiza-

da cuidadosamente para asegurar la ausencia de impure-

zas que podrfan causar dafios a la salud.

La necesidad de desarrollar diferentes medios para in-

troducir la proteipa unicelular dentro de la dieta con

vencional.

ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA LEVABURA:

Metabolicamente la levadura es predominantemente anae-—

robea facultativa, esté microorganismo es capaz de crecer de

dos modos: en ausencia de aire (fermentacidén), o en presen—-

cia de €ste (respiracidén; metabolismo oxidativo).

La presencia de oxigeno molecular, induce a cambios en-

la produccidén de energia en el metabolismo, lo cual repercu-

te en el procéso de respiracidén a una fermentacidn.



El metabolismo de la levadura como el de otros microorga-—-—-
nismos consiste en generar energfa o mecanismos degradativos (cg
tabolismos) y consumo de energfa o biosintesis (anabolismo), los
cuales involucran una transferencia de grupos de 4tomos o elec—-—
trones. El crecimiento es el resultado del balance de la reac——-—
cién oxido reduccién. Parte de esta energfa libre obtenida en el
catabolismo es conducida a la biosintesis de proteinas y otras -
necesidades de la célula.

Metabolismo Anaerobio:

Por definicién la fermentacidén es un proceso anaerobio, en-—
el cual hay una transformacién de carbohidratos y liberacién de

energfia.

La transformacidén de glucosa a 4cido piruvico es conocida--
como via de Embden-Meyerhof.

La fermentacién significa la conversién de hexosas, princi-
palmente: glucosa, fructosa, mancsa, galactosa, en ausencia-
de aire a didxido de carbono, etanol y energia.

. Glucosa #> 2 Etanol + 2 CO, + 2 ATP + 56 Kcal.

Al rededor del 40 ¥ de esta energfa es liberada como calor,
el resto es preservada en los enlaces finales de fosfato en la-
molecula de ATP (Adenogin Trifosfato).

Cuando menos el 95 % de glucosa catabolizada por levaduras,
va a etanol y didxido de carbono via Embden-Meyerhof, también se
obtienen otros productos en menor cantidad como: glicerol, dci--

dos orgeniecos, aceite de fusel (que es una mezcla de alcoholes -
de alto peso molecular, principalmente, pentanoles, butanoles,; y
propancles.

I'etabolismo Aerobio:

Para las levaduras el metabolismo aerobio o respiracién es-
predominante ya que es el mecanismo productor de energfa, de la-
célula.

El camino oxidativo conocido como el, ciclo de los dcidos -
tricarboxflico o ciclo de Krebs, es el encargado de proporcionar
las estructuras de los carbones utilizados en la sintesis de ami
noacidos. y para la construccién de multiples macromoleculas consg
tituyentes de la célula.
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OBJETIVO:
La obtencién de BIOMASA a nivel leboratorio as{ como los con

troles

que se requieren.

MATERTAL:

Fermentador:

- Un frasco de boca ancha de 3000 ml
Un tapén de hule (del tamafio de la boca del frasco)
— Una bomba de aireacién

- Un termostato

- Tubo de vidrio de 5 mm @

- Manguera de hule de 5 mm @

Una bujfa (piedra para romper la burbuja de aire)
- Un embudo de separacidén

~ Algodén

Cinco matraces ErienmeyerAde 250 ml
Dos pipetas volumétricas de 5 ml

Un matraz aforado de 100 ml -

Una bureta de 50 ml

Mechero con manguera

Tripie y tela de asbesto

Un termdémetro de - 10° a 260°C

Un embudo de cola larga

Cuerpos de ebullicién

Papel pH

Papel filtro

REACTIVOS:

Solucién de Fehling "A¥
Solucién de Fehling "B
Solucidén de NaOH concentrada
Solucién de NaOH 0.1 N
Solucién de HC1l concentrada
Solucién de HC1l 0.1 N
Solucién de Fenolftalefna
Solucién de Azul de Metileno
Metabisulfito de Potasio
Oxalato de Potasio
Subacetato de Plomo
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DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO PARA LA OBTENSION DE

"B I OM A S A"

DISENO DE MEDIO 0 CEPA EN TUBO INCLINADO

PREPARACION DEL ° RESIEMBRAS.
MEDIO
ESTERILIZACION ° PIE DE CuBA
I FERMENTADOR

CONTROLES DE LA
8 FERMENTACION
S TERMINO DE LA
FERMENTACION .

10 DECANTACION
CENTRIFUGACION 11 12 FILTRACION \
) METODOS DE CONSERVACION

DE BIOMASA.

14 PRUEBA DE ACTIVIDAD
DE LA LEVADURA




DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

- DISENO DE MEDIO

El requerimiento célular fue propuesto por el Dr. Jhonson -
, 1a Universidad de Wisconsin el cual realizé un estudio de la-
mposicién de la levadura (47) cuya sintesis se encuentra en la
ybla.- E1 microorganismo para su crecimiento necesita de dife -
sntes fuentes nutritivas, entre las méds importantes tenemos:

La fuente de Energfa y la fuente de Carbono las cuales se -
yman de Carbohidratos (Hexosas, también necesita de una fuente-
> Nitrégeno y Minerales que se toman de sales inorgénicas, las-
i taminas y los coofactores necesarios se afiadiran al momento de

siciar la produccién de BIOMASA.
ATCULO DEL MEDIO
a).- Fuente de Energia.
Esta energfa esta dada en forma de Adenosin Trifosfato
ATP) el cual se forma a partir de Adenosin Difosfato (ADP). Du-
ante la oxidacién de los Carbohidratos a CO2 en la glicolisis y
1 ciclo de Krebs.

ABLA No.
COMPOSICION DE LAS LEVADURAS (en base seca)

ELEMENTO % EN PESO
Carbono 50.0
Nitrégeno 10.0
0x{ zeno 26.0
Hidrdégeno 10.0
Fésforo 2.0
Calcio 039
Potasio Q.5
Azufre 0.35
Magnesio 0.17
Sodio 0.15
Zinc 0.017
Fierro 0.01
Manganeso 0.003
Cobre 0.002

3
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ero de Moles de ATP Formados

Via Metabdlica Algas, Levaduras Bacterias
y Hongos

Glicélisis:

Glucosa —- 2 piruvato 2 2

Oxidacién de:

2 NAIH + 2H* 2x3 = 6 2x1=a2

Ciclo del ATC

Piruvato ——#» 3C02 + 3H20

Oxidacién de:

4 NAIH + 4H* 4x3 =12 4x1=4

1 FAIH? lx2 = 2 1

Succinil 8SCoA-—e»1 ATP 1 =1 1
| 15 7

2 Piruvato ——#6C0, + 6H0 2x15 = _30 2x6 =12

38 16

Glucosa + 30 --e 6C05 + 6H50

Por lo tanto se puede ver que la Oxidacién de una mol de -
Hexosa nos produce 38 ATP. Sabemos que cada ATP producido propor
ciona la Energfa suficiente para obtener seis gramos de células (1)
CeH 06 + 6 O, == 6CO, + 38 ATP ’

1 ATP ————— 6 g. células
X ATP -=——- 1 g. células
X = 0.166 ATP/g de células

180 g Hexgsa --- 38 ATP
X g Hexosa -—- 0.166 ATP
X = 0.786 g Hexosa/g células

b).- Fuente de Carbono.
La fuente de carbono representa el 50'% de los requerimientos
de la levadura en base seca.

1 g3 células —— 0.5 g Carbono
180 g Hexosa --- 72 g Carbono
X g Hexosa --- 0.5 g Carbono

X

1.25 g Hexosa/g células



Por lo tento para producir 1 g de células se necesita:
0.786 z Hexosa como Puente de Energia

2.036 z Hexosa total

2.036 z de Hexosa como Fuente total para un gramo de células.

c)e-

Fuente de Nitrégeno.
1 g de células necesita 0.1 g de nitrdzeno. Este se va a ——

agregar en forma de fosfato de amonio dibédsico.

d).-

e).-

f).-

132.15 ¢ (NH4)2 HPO, ~— 28 g nitrézeno

X g (YH4)2HPO ——- 28 2 nitré~eno

x = 0.472 (?H4)2HP04/3 células
Fuente de Fésforo.
El1 fésforo no es necesario agregarlo ya que va inclufdo en—
varias fuentes en forma de iones, fosfato y exede al 2 % —
del fésforo requerido.
Fuente de Calcio.
1 g de células necesita 0.9.2 de calcio y se afiade como clg
ruro de calcio.

110.9 o CaCl, -— 40 g calcio

x g CaCl, -—- 0.009 g calcio

x = 0.0249 g CaClz/g células
Fuente de Potasio.
La fuente de potasio representa el 0.5 % de los requerimien
tos de la levadura y se adiciona en forma de sulfato de --
potasio.

174.27 K580, --- 78 g potasio

X g KQSO4 —=— 0,005 z potasio

x = 0.011 g K2504/g células
Tuente de Azufre.
La fuente de azufre no se afiade por formar parte de las ——-
fuentes de potasio, masnesio, manganeso, zinc, sodio, fie =
rro y cobre lo cual sobrepasa lo necesario para el microor-
vanismo.



h).-

Fuente de Yagnesio.
El magnesio que se requiere es de O. 17 ¢ y se agrega en for
ma de sulfato de masnesio hertaehidratado.

246.3 MgSO4.7H20 ——— 24.3 g magnesio

X g MgSO 7H 0 === 0.0017 g magnesio

x = 0. 017 MgSO4 7H20/g células

i).- Fuente de Manganeso.

i)e-

k).-

1).-

TLa fuente de manganeso es el 0.003 % de los requerimientos—
del microorganismo y se afiade como sulfato de manzaneso hi-
dratado.
168.94 MnSO4.H20 ‘——— 54,94 z manzaneso
x xnso4.H20 -== 0,00003 g manganeso
= 0.0000922 g MnSO4.H20/g células

Ug 03

Fuente de Zinc.
El zinc que se requiere es del 0.017 4 y se agrega como sul
fato de zinc heptahidratado.

287.54 g ZnSO4-7H20 -— 65.37 g zinc

xg ZnSO4.7H20 -——= 0.00017 g zinc

x = 0.000747 g ZnSO4-7H20/g células
Fuente de Cobre.
Ta fuente de cobre es del 0.002 % de los requerimientos de-
la levadura y se afiade en forma de sulfato de cobre pente—-

hidratado.
249.68 g CuSOy+5Hp0 --- 63.54 2 cobre

x g CuSC4.5H20 —-- 0.00002 g cobre
x = 0.0000785 g CuS04.5H20/g células
Fuente de Sodio.
El sodio corresponde al 0.15 % de los requerimientos de la-—
levadura y se adiciona en forma de cloruro de sodio.
58.44 g 'aCl ——— 22.99 g sodio
x g NaCl --- 0.0015 g sodio
= 0.00381 g NaCl/g de células
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«— Fuente de Fierro.

La fuente de fierro representa el 0.017 % de los requeri --
mientos de la levadura y se ahade, como sulfato ferroso.
278.03 g FeSOy+THp0 --- 55.84 g fierro

x g FeS04+THQ0 ——- 0.00017 g fierro
x = 0,000846 g FeS04°THp0/g células

CUADRO DE REQUERIMIENTOS

JEMENTO g/1 NECESARIOS g DE LA SAL A ATADIR
irbono 0.50 2.036 CeH120¢
.trégeno 0.10 0.472 (WHy ) oHPO4
1lcio 0.009 0.0249 CaCl,
tasio 0.005 0.011 K5S04
agnesio 0.0017 0.017 MgSO4°7H20
ydio 0.0015 0.00381 NaCl

inc 0.00017 0.000747 ZnS0y+TH20
L erTo 0.0001 0.000846 FeS0y THL0
angeneso 0.00003 0.0000922  MnSO,H0
ybre 0.00002 0.0000785 CuS0y < 5H20

t) NOTA: Datos reportados para la obtencién de un gramo de ———-
células por litro de medio.

,— Preparacién del Medio.

dratos en el volumén restante.

.— Esterilizacién.

mezclan las dos soluciones teniendo cuidado de hacerlo en --
una zona estéril. A continuacidn se mide y ajusta el pH el -

Se pesan cuidadosamente todas y cada unz de las substan
cias en una balanza analftica. Se disuelven las sales en las
dos terceras partes del volumén total de agua y los carbohi-

Se esteriliza el medio a una temperatura de 121°C y una
presién de 1.4 Kg/cm2 durante 10 minutos. Después de esteri-
zar se enfrfa al medio al chorro de agua, una vez frio se --

cual debe de estar en un rango de 4.5 a 4.7
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,— Cepa en Tubo Inclinado

A los alumnos se les proporciona un tubo con medio in--
clinado que contiene la cepa a trabajar, este microorganismo
puede ser: Saccharomyces cerevisiae § Candida utilis. Ambos-
microorgsnismos se encuentran clasificados y.estan a dispo-—
sicién de los alumnos en el laboratorio de Tecnologia de -—-

Alimentos.
CLASTIFICACION
S. Ce NRRL Y-567
C. e ATCC Y-900°
C. U. AT Y-4256

Resiembra.

Se toman 50 ml del medio en donde se procede a resem——-—
brar el microorsanismo, una o dos asadas son suficientes pa-
ra la incorporacién del microorganismo en un medio liquido.

Las condiciones en que se debe de poner el microorganis

mo sont
"CROORGANISMO TEMFPERATURA OPTIMA pH

cerevisiae 28 - 30° C 4.5 4.7
utilis 30 -~ 329 € 4.5 4.7

El medio es sometido a un sistema de incorporacién de -

36

oxigeno ya sea por cualquiera de los métodos comunes como son;

una mesa de agitacién & una barra magnética, con una bomba -
de aireacidn, esta debera de contener una bujia para romper-—
la burbuja de aire y aumentar la superficie de contacto de -
estas y por lo tanto favorecer un aumento en el ox{geno di--
suelto en el medio.

Pie de Cuba .

Una vez que se observa desarrollo en el matraz se proce
de a aumentar el voludmen hasta un 10 % del volimen finel del
fermentador. Las condiciones de oxigeno disuelto, pH y tempe
ratura, deben ser las mismas.
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7.- Fermentador. (Fig. 2.1)

@.— Aparato para el crecimiento de la levadura, é1 cual es ma
nuable y adecuado para la produccidén de biomasa.

b.— Bomba de Aireacidén.- La aireacidén es uno de los factores
de mayor importecia en la produccién de biomasa. Ya que-
es esencial al proporcionar un volidmen adecuado de aire-
en burbujas suficientemente finas para que se efectde la
oxizenacidén eficiente del medio.

c.- Bujfa.- La finalidad de la bujfa es fraccionar la burbu-
ja de aire, aument=ndo la superficie de contacto entre -
el medio y el oxigeno; obteniendose mayor cantidad de —-
ox{zeno disuelto, estimulando el desarrollo del microor-
ganismo aerobio, ademds de ayudar z la agitacién del -—-
medio.

d.- Termostato.- Sirve para mantener la temperaturs constan-—
te durante la fermentacidén este factor es importante pare
que el microorganismo se desarrolle mejor y en menor ——-
tiempo. La temperatura al comenzar la fermentacidén se ——
mantiene a 25°- 26°C y graduelmente se permite que suba~
haesta 30°C en el final de la fermentacidn.

e.— Toma de Muestra.— Se construye de acuerdo al inciso (e)-
de la figura 2.1, haciendo un doblez de 60° del tubo de-
vidrio, con lo que se facilitan las tomas de muestras, -
ademéds de que no se contamina el medio al momento de to-
mar una mstra.

f.- Tubo de Seguridad.- Este sistema se usa como medida de -
seguridad, para la presién que ejerce la bomba de airea-
cién, ya que de no contar con este puede llegar a desta-
par el fermentador, provocando esto una posible contami-
nacién del medio.

g.- Sistema de Control de pH.- El pH se mantiene ajustando -
el medio cads vez que sea necesario con adicién de hidro
xido de amonio o 4cido sulfirico.

h.- Filtro de Aire.- Se construye este filtro, para evitar -
Que entre al medio en fermentacidén microorganismos pro--
venientes del sistema de alimentacidén de oxfzeno.
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Este filtro puede elaborarse por medio de diferentes ma
teriales como: algodén-corbdn activado-algoddn; fibra -
de vidrio-carbén activado-fibra de vidrio.

Este sistema debe ser adaptado a la salida del aire de-

la bomba de aireacidn.

.- Controles de la Fermentacidn

Estos controles son fisicos y quimicos, dentro de los -
primeros estan: Temperatura, Azitacién, Cantidad de Ox{geno~
que entras al sistema, Determinacién de Biomasa.

Los controles gquimicos son: pH, Acidez Voldtil, Acidez-
Total, Acidez Fija, Reductores Totales, Reductores Directos.

Estos controles se deben efectuar de preferencia dos ——
veces al dfa durante el transcurso de la fermentacidn.

.- Termino*de la Fermentacidn.

j El final de la fermentacién es detectado por la sustan-
cia nutritiva limitante, siendo en este caso los carbohidra-
tos. La determinacién de azicares indica el momento en que -
1a fermentacién ha conclufdo. Cuando esto sucede se desconec
ta el sistema de aireacién y se deja reposar para que los mi
croorganismos se depositen en el fondo. '

), 11, 12.- Métodos de Separacidn.

Se utilizan los métodos de separacién de sélidos de un
sistema 1fquido como son: decantacidn, centrifugacién y fil
trcidn,

3.~ Métodos de Conservacién de Biomasa,

Existen diversos sistemas de conservacién de microor—

ganismos, entre los més importantes se encuentran: '

- Resiembras en placas y tubos

- Desecacién.

- ILiofilizacién.

De &stos, el de mds fécil acceso para el estudiante es
el método de secado en una estufa a 40°C debiendo tener cui
dado que la temperatura no exceda a 45°C,

El por ciento de humedad de la biomasa es importante --
debido a que de ésta depende el que la levadura se conserve-
ya que puede sufrir la autolisis é autosolubilizacién, esto-

ocurre cuando las enzimas de la levadura, principalmente = ~=~
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proteasas, que digieren los compuestos de alto peso molecular de
la célula de levadura.

El proceso puede ser inducido por calentamiento de la levadu
ra, a una temperatura en la cual la célula se muere y en donde -
la actividad de la enzima es alta (al rededor de 50°C)

La autolisis ocurre naturalmente en vinos y en otras fermen-
taciones, si la célula de levadura queda en contacto con el 1i—
quido fermentado después de haber terminado la fermentacidén. La-
autolisis puede ser estimulada por incremento de la temperatura-
(30 a 55°C) por adicién de agentes plasﬁ%lizantes (sales) o por-
adicién de cloroformo o acetato de etilo, los cuales afectan la-
permeabilidad de la pared célular.

Durante la autolisis las macromoleculas son hidrolizadas a -
pequefias moleculas por las enzimas: carbohidrasas, nucleasas, ——
proteasas, y otras. Este factor es utilizado para la creacibn de
autolizado de levadura o mds comunmente conocido como extracto -
de levadura, substancia que tiene un gran empleo en la prepara--
cién de medios de cultivo para el microorganismo.

Contaminaciones.

La produccién de biomasa normalmente contiene otros microor-
ganismos, aunque estos se encuentran en una cantidad minima, en-
tre los més comunmente reportados se encuentran: bacterias del -
género Leuconostoc, organismos homofermentativos del género Lacto
bacillus, algunos coliformes usualmente Aerobacter aerogenes y -

ocasionalmente E. coli, esporas B. subtilis y levaduras salvajes;
Céndida utilis o Rhodotorula. Se ha encontrado que las siguien-—-
tes especies crecen més rdpidamente que el S. cerevisiae en cul=
tivos mixtos y son:

S. paradoxus, C. utilis, T. minor, C. krusei, C. mycoderma.

Se sabe también que en pequefias concentraciones gue van de -
5 a 10 %, las levaduras salvajes aumentan la produccién final de
biomasa, pero tienen el inconveniente de hacer decrecer la acti-
vidad y estabilidad de la levadura. '
Frueba de Actividad de la Levadura

Caracteristicas zenerales de las levaduras.- Las levaduras-

deben tener ciertas propiedades para poder ser utilizadas en la-

industria de lea panificacidén como es:Estabilidad Biogquimica ——--



(caracteristicas uniformes y constantes), capacidad para fer
mentar la masa de harina vigorosamente (excelente potencia -
hinchadora de la masa), fécil dispersabilidad en asgua, bue--
nas cualidades de conservacién (posibilidad de resistir a la
autélisis) y buena apariencia durante un perfodo razonable,-
a las temperaturas normales de manipulacidén asi como la capa
cidad para reproducirse perfectamente y con buen rendimiento
en el medio de propazacién.

Determinacién del tiempo de fermentacidn.

Se pesan 5 g de levadura y se mezclan éqn 160 m1 de una solu
cién isotdnica al 2.5 # y se afiaden a 250 g de harina de tri
go, se calienta todo previamente a 35°C

Se emesa durente 5 minutos y se pasa a un molde engrasado, -

que tiene las siguientes medidas:

15 cm. de longitud

10 cm. de ancho

8 cm. de altura
Se introduce en la masa una varilla graduada en centimetros-
y se mete en una estufa que esté a 35°C anotando el tiempo -
que tarda en subir la masa 1 centimetro .

Clasificacién de la levaduras:

TIEMPO (min.) CLASE

70 - 80 Muy Buena

81 - 90 Buena

91 - 100 Satisfactoria
101 - més Insuficiente

L 4

El tiempo de la fermentacién se considera desde el momento -
en que se coloca la levadura mezclada con la harina, para —-

amasar.

10 cm . =

41
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- Determinacidén de Humedad

Se pesan de 2 a 3 g de levadura en un pesafiltro puesto a pe
so constante, se seca en la estufa a 40°C se enfria en un de
secador y se pesa de nuevo. Calcular el por ciento de humedad.
- Deteruinacién del Poder de Conservacién

Parte de la levadura obtenida se comprime en un tubo de ensa
yo y se incuba a 35°C durante 4 dias. La levadura no debe —-
presentar ningidn cambio.

Pesar de 2 a 3 g de levadura en una caja Petri, manteniéndo-
a temperatura ambiente durante 6 dias. La levadura no debe -
presentar ningin cambio.

CUESTIONARIO.
1.- iComo influyen los macro y micro nutrientes en el metabo

lismo de los microorganismos?

2.- Explique el mecanismo de lz fermentacidén desde el punto-
de vista bioquimico. .

3.- Mencione 4 usos de la levadura a nivel industrial.

4,- Explique un método industrial para la obtencidén de -——— '
biomasa.

5.— Gréfica y tabla de acidéz total Vs. tiempo.

6.- Gréfica y tabla de reductores totales Vs. %iempo.

7.- Resultados de la prueba de actividad de la levadura.

BIBLIOGRAFIA.

1,7,8,9,15,17,19, 20,21, 25, 28, 29, 30, 35, 37,40,42,47,48,51,52,61,67.
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PRACTICA No. 2
OBTENGION DE BIOMASA

45

OBJETIVO: La obtencidn de biomasa a nivel laboratorio, as{ co
mo el aprendizaje de los controles que se requieren durante -

el proceso.

MATERTAL:

Fermentador: .

- Un frasco de boca ancha de 3000 ml,
- Un tubo de vidrio de 5 mm £,

- Un tapén de hule (del tamafio de la boca del
- Una bomba de aireacién.

- Una manguera de hule de 5 mm @,

- Una bujfa (piedra para romper la burbuja de
Cinco matraces Erlenmeyer de 250 ml.:
Un matraz aforado de 100 ml,

Una bureta de 50 ml, !

Tres pipetas volumétricas de 5 ml.
Un termémetro de — 10 a 260°C.
Cuerpos de ebullicién.

Papel pH.

Papel filtro.

REACTIVOS:

Solucién de Fehling "A"

Solucién de Fehling "B"

Solucidén de NaOH concentrada.
Solucién de NaOH 0.1l R,

Solucién de HCl concentrada.
Solucidén de HC1 0.1 N,

Solucién de fenolftalefna,

Solucidén de azul de metileno.
Metabisulfito de potasio.

Oxalato de potasio.

Sub acetato de plomo.

EXPERIMENTO:

frasco).

aire)

Se monta el fermentador (*),se esteriliza junto con sus im-
plementos,con una solucién de metabisulfito de potasio(150mg/1)
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En la preparacién del medio (*) se pesan todas y cada una de las
substancias en una balanze anal{tica, se disuelven las sales en
las dos terceras partes del voldmen total de agua, ¥y los carbo--
hidratos en el volumen restante.

Se esteriliza el medio a una temperatura de 121°C y una presién

de 1.4 Kg/cm2 durante 10 minutos. Despues de esterilizai se en——
fr{e el medio al chorro de agua, una vez frio, se mezclan las dos
soluciones teniendo cuidado de hacerlc en una zona estéril, una -
vez en el fermentador se mide y se ajusta el pH, el cual debe de
estar en un rango de 4.5 & 4.7,

Se hace un pie de cuba para que el microorganismo se adapte al —-
nuevo medio de crecimiento, esto se hace colocando en un matraz -
estéril de 250 ml, 100 ml del medio disefiado y el inéculo(un 10%)
proporcionado por el maestro del laboratorio, (el microorganismo
puede ser Candida utilis o Saccharomyces cerevisiae) se le adapta
un sistema de incorporacidén de aire, como puede ser; el colocar -
el matraz en una mesa de agitacién o con una bomba de aireacién -
(bombe de pecera) con una bujfa para romper la burbuje de aire y
aumentar la superficie de contacto del ox{geno con el medio.

Una vez que se observa desarrollo en el matraz, se vacfa su conte
nido en el fermentador, empezando & contar desde este momento el
tiempo de fermentacién.

Controles en le Fermentacidén.- Estos son fisicos y quimicos, den-
tro de los primeros estdn: Temperatura, Agitacidén, Cantidad de —-
ox{geno que entra al sistema y Determinacidén de biomasa,

Los controles qufmicos son: pH,Acidez Voldtil, Acidez Fija, Acidez
Total, Reductores Directos y Reductores Totales. Estos controles-
se llevan & cabo dos veces al dfa, durante el transcurso de la fexr
mentacién, El final de la fermentacién serd detectado, cuando ya -
no se encuentre en el medio la substancia nutritive limitante que V
en este caso son los carbohidratos, cuando esto sucede se desconec
ta el sistema de aireacidn y se deja reposar para gque los microor-
ganismos se depositen en el fondo. Para la separacién de la bioma-
sa del medio, se pueden utilizar los métodos de: decantacién, cen-
trifugacién y filtracidn.- .

Para la conservacién de los microorgenismos se les somete & un pro
ceso de secado en una estufa a 40°C. ‘



PRUEBAS PARA IA DETERMINACION DE LA CALIDAD DE LA LEVAIURA,

l.-

2."

3.-

Determinacidén del Tiempo de Fermentacidn.

Se pesan 5 g de levadura y se mezclan con 160 ml de una solu-
cién isoténica al 2.5 %, se afiaden 250 g de harina de trigo -
(todo esto calentado previamente a 35°C, se amasa durante 5
minutos y se pasa a un molde engrasado, el cual tiene las si-
guientes medidas: 15 cm de longitud, 10 cm de ancho y 8 cm de
altura.Se introduce en la masa una Marilla graduada en centi-
metroe y se mete en una estufa & 35°C. Anotando el tiempo que
tarda en subir la masa un centimetro.

Clasificacién de la levaduras

TIEMPO(min. ) CLASE
70 - 80 Muy Buena
81 - 90 Buena
91 - 100 Satisfactoria,
101 - més Insuficiente

El tiempo de la fermentacidn se considera desde el momento en
que se coloca la levadura mezclada con la harina para amasar,

Determinacién del Poder de Conservacidn.

a.,- A una parte de la levadura obtenida se le comprime en un
tubo de ensaye y se incuba a 35°C durante 4 dfas. La le—
vadure no debe prsentar ningdn cambio.

b.- Pesar de dos & tres g de levadura en una caja petri, man-
teniéndola a temperatura ambiente durante 6 dfas. La leva
duras no debe presentar ningin cambio,

Determinacién de Humedad. :

Se pesan de 2 a 3 g de levadura en un pesafiliro puesto & pe-

so constante, secar en la estufa a 105-108°C durante 4 horas,
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enfriar en desecador y pesar de nuevo. Calcular en por ciemto °

la humedad.

CUESTIONARIO:

1.= ¢ Como influyen los macro y micronutrientes en el metabo-
lismo de los microorgenismos ? i

2.~ Explique el mecaniemo de la fermentacién desde el punto~-
de vista biogquimico. ' ‘



3.- Mencione cuatro usos de la le

4.- Explique un método industrial para la obtencién de bio

masa.

5.- Gréfica y tabla de acidez total Vs. tiempo.
6.- Gréfica y table de reductores totales Vs. tiempo.
7.- Resultado de las pruebas pare la determinacién de la -

calidad de la levadure.

VI.- METODOS DE EVALUACION:

El elumno serd evaluado en funcién de los siguientes p2
rémetros:

Rendimiento de la fermentac16n.(optimo‘de 3a4gdecé
lulas por litro en base seca)

Todos los datos obtenidos en los controles de la fermen
tacién reportados en gréficas y tablas.

Determinacién del tiempo de fermentacién (aceptable de
70 a 90 minutos). :

Resultados de la determinacidén del poder de conservacién.

(*) NOTA: Tanto el disefio del medio como l1a fabricacién del fer '
mentador son dados por el maesiro en una clase previe

a la sesién de laboratorio.

BIBLIOGRAFIA:

67.

1'7v8i9v15v17719’20121925928’29:30935v37!405‘29‘7948:51’52961:

vadura & nivel industrial.
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FERMENTACION AILCOHOLICA.

INTRDUCCION:

Una de las industrias mds amplias y abundantes dentro del =
ramo de productos fermentados es la industria de obtencién de al
cohol. Su diversificacién es tal que podemos obtener alcohol de-
casi todos los productos que contengan hidratos de carbono.

El etanol es obtenido por la accién de las levaduras sobre
los azdcares fermentables. Las materias primas pueden clasificar
se en tres grupos principalmente:

a,- Materias con alto contenido de sacarosa.- Como azidcar de

cafia, melazas y jugos de frutas.

b.- Materias que contienen almidén.- Este grupo comprende to

dos los cereales como son: maiz, malta, cebada, avena, -
centeno, trigo, arroz, sorgo y otros., También incluye a-
las patatas, batatas o boniatos, pataca (girasol), yuca-
y otres substancias.

c.- Materias celulésicas.- Como la madera y los residuos de-

febricacién de la pasta de papel,

BIOQUIMICA DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA.

La ruta metabolica por la cual los microorganismos utilizan-
los carbohidratos y los pasos para el rompimiento anaerobio de la
glucosa a piruvato es la via de la Glicélisis o ruta Embden-Meyer
hof pasando despues de piruvato a etanol.

‘ En realidad, intervienen gran ndmero de reacciones estrecha-
mente relacionadas que pueden dividirse en pasos de oxidacién-re-
ducecidn y fosforilacibén, y ciertasreacciones especiales., Todas —-
esas reacciones son catalizadas por enzimas especificas.,

Una eecuacidén que representa simplemente el proceso total por-
el cual el azicar es transformado en etanol y diéxido de carbono-
es la siguiente:

C.H. .0 complejo de enzima » 2C_H.OH + 2CO
6 12 6 zimasa ZHS 2
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BIOQUIMTICA
AR COR O EIN0 S LTS CRA

CHO CHO

H(’JOH arp AP Hbom
HOCH HO(|JH

: s

HCOH HCOH

HCOH HEOH
H,COH H,C0-®
GLUCOSA

GLUCOSA-6-P

NATH+HY

CH 20H CHO
ETANOL ACETAL-

DEHIDO
*% C) = H2P03

I.'AD;\/
co
CH CH 2
| 3 - | 3 ..___J!>,.____'

H,COH
0
Cc=0

|
HOCH __|

HCOH
HCOH
Hzco-(j
FRUCTOSA-6-P

?OOH
o e
\fCH3
"PIRUVATO

Di-OH -
Hy00-® ACETONA- P
4+
ATP <':=-o —71{2?07@ NAD cl:oo-®
HOCH c=0 HCOH
e e | = .
n?on CH,0H 4 CH,0-(®
HCOH + 1,3-di-P
Hz&o- ® (I:Ho GLICERATO
FRUTOSA-1, 6~ HCOH
ai-P L—vﬁzco-®
GLICERALDEHIDO ATP
-3-P
ATP
ATP
S yo COOH - H,0 COOH COOH
— Co® S HO-(D) -—----——--  HOOH 4——
CH, CH,0H CH,0-(®
FOSFOENOLPIRUVATO 2-P- 3-P-
GLICERATO GLICERATO

DE LA

FERMENTACION

¢



CLASIFICACION DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

BEBIDAS ALCOHOLICAS MATERIA PRIMA CARACTERISTICAS ESPECIFICAS GLO
I.- PRODUCTOS NO DESTILADOS.
- Fermentacién Alcohélica ‘
directa.
a).- Pulque Agus Miel(Maguey "1" Liquido tranmslficido,de
pulquero) colorambarino,de olor °
y sabor caracteristicos 27a 42
b).- Tepache Jugo de pifia cascaras o
de piiia, azfcar, Bebida de moderacién 1 a 3°
¢).- Vinos:
l.- Vino Tinto Uvas "2" Liquido alcohdélico trans
2.- Vino Rosado Uvas parente de color y sabor
3.~ Vino Blanco Uvas caracteristicos.
Dulces o secos: o S
de meS& ¢« ¢« ¢ ¢ o o o » 12°a 14
De postre « o o« o o o o 14" a 210
4,- Champafia Vino Blanco,Azficar a
de 4a4.3 g/l. Vino Efervecente 12
Acido citrico.
d).~ Vinos de otros frutos
l.- Sidra Manzana "3" Liquido transparente dié
o pera fano de color amarillo
claro o ambarino de olor
) y sabor a manzanas y/o o
FERMENTACION ALCOHOLICA perus. 6
INDIRECTA.
e).- Cerveza, Malta, lupulo, jarabe
de nalz y otros gra- menos
nos Bebida de moderacién de 6°
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BEBIDAS ALCOHOLICAS

MATERIA PRIMA

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS

GL2

II.~ PRODUCTOS DESTILADOS:

a).~- Licores destilados.

b)e-

1l.- Brandy (Cogiac)

2.- Ron

3e= Whisky
4em

Ginebra

Aguardientes;
Alcohol Potable,
Alcohol Neutro.

l.- Vodka

2.~ Tequila

3.~ Mezcal

Uva

Melazas de caifia de
azficar

Mafiz,Sorgo,Trigo,
Centeno,cebada’ y
patatas.
Cereales;trigo,--
arroz esenciaszeng

bro,angelica,naranja

cérdamo,cilantro

ania,nostaza,com{no.

Cereales,patatas,
esencias{angelica
o enebro)

Agave(Especie Te-~
quilera Weber,va-
riedad azul).

Agave(de la espe-
cie Esperrima Ja-
cobi,Amarilidéeas,
Maguey de cerro
Bruto o cenizo.S

nyn

Ns"

"6"

"7"

"8“

N9"

llo"

Origirpario de Cogiac
Francia
Afiejamientc en barricas

Afiejaxiento en barricas

Originario de Escocia
Afiejamiento en barricas

Liquido incoloro o lige-
ramente amarillento,trans
parente, de olor y sabor
caracteristicos.

%lto contenido de especias
Mezclados en caliente) *

Alcohol suave,puro,neutro
exento de aceite de Fisel.

Originario de Tequila Jalig
co,alcohol con buen conteni
do de esteres y aceite de
Fisel.

I{quido tramsparente, inco-
loro o ligeramente amarillen
to, cuando ha sido envejeci-
do en madera.

(2]
38 a 40°
38 a 400

48 43°

40°

" 40°a 50°

40°a 43°

44° 8 49°
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BEBIDAS ALCOHOLICAS MATERIA PRIMA GCARACTERISTICAS ESPECIFICAS GI
¢)e- LICORES DE ALCOHOLES DESTILADOS.
Mezclados en frio *
1.- Cordiales (licores propios) Clasificacién con respecto al
g porciento de azilcar:
- Licores Superfinos Frutas y esencias. de 40 8 6Cecevoesvscscccensns 40°
- Licores Finos g B o de 30 & 40.ceessssssiocessoss | 359
- Licores Semi Finos L " " de 22 & 30cecccccccsccsccasne 300
- Licores Ordinarios TN " a8 120a 2005t cesnesssnocas et |25
20= Amargos
Aperitivos:
- Vermut. Vino blanco,alcohol Bebidas alcoholicas pobres en
azlicar y esencias. contenido de alcohol y azficar
y ricas en substancias amargas.| 15 a 18°

* NOTA.- Los licores obtenidos por destilacién de los principios arométicos, previa
maceracién en alcohol, son siempre los que proporcionan unos sabores y &ro
mas més finos y delicados. La maceracién es empleada de preferencia en las

elaboraciones de licores de frutas o ratéfias.
En las elaboraciones denominadas " en frio" por esencias, aceites esencig

les y extractos, se han generalizado,en gran manera, pcr su simplicidad de --
elaporacidn y tambiéa por la economfa del costo de produccifn.

14
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ANOTACIONES ANEXAS AL CUADRO.

Algunos productos se encuentran reglamentados por la Direc-
cién General de Normas. A continuacién se daréd la definicidén y --
algunas caracteristicas de las bebidas normadas. -

nyw_

now_

Norma Oficial Mexicana para "Agua Miel",IGN-V-22-1972.
Definicién.- Se entiende por agua miel, el jugo que se
obtiene mediante el raspado previo del cajete o cavi-—-
dad central del maguey pulquero.

Maguey Pulquero.- Es la planta de la que se obtiene el

agua miel para la produccién del pulgque, que se culti-

va principalmente en los estados de México,Hidalgo y -

Tlaxcala y corresponde a ciertas especies del género -

Agave.

Noxma Oficial de Calidad para Vinos de Mesa.

IGN-V-12-1971. Definicién.- Se entiende por Vino de Me

sa la bebida resultante, esclusivemente,de la fermenta

cién alcohélica complete o parcial del mosto de uva —
fresca,en contacto o no de sus orujos.

Mosto de uva.- Es el producto lfquido resultante del -

pisado,escurrido o prensado de la uve fresca y sucepti

ble a ser corregido por falta de acidez y/o azdcar; —
ésta dltima adicionada en una proporcién no mayor de -

5 kilogramos de sacarose por hectolitro de mosto.

Orujos de uva.— Es el complejo de partes sélidas de la

uva fresca estrujada.

Clagificacién.

El vino de mesa se clasifica en tres tipos con un solo

grado de calidad.

TIPO I.- Tinto.- Es el producto de la vinificacién de
los mostos de uves tintas, con maceracién —-
més ¢ menos prolongada de sus orujos, o de -
la vinificacidén de mostos de uvas cuyo jugo
es tinto.

TIPO II.- Blanco.- Es el producto de la vinificacidn -
de los mostos de uvas blancas o de mostos ——
blancos de uvas tintas.
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TIPO III.- Rosado.- Es el producto de la vinificacién de los
mostos de uvas rosadas o de uvas tintas con mace-
racién parcial de los orujos o de las mezclas de
vinos blanco y tinto,

-El vino se considera como seco cuando contenga menos de 4ge.
por litro de materias reductoras espresadas en azficar inver
tidoe.

-Se consideran abocados, semisecos o dulces los que tengan -

un contenido de azficares superior a los 4 g/l.

"3"_. Norma Oficial de Calidad para Sidra gasificada.DGN-V—11-1970.
Definicidn.- bebida que se obtiene por fermentacién alcohdli-
ca del zumo de manzanas frescas o del zumo mezclado de manza-
nas y peras; el de peras en proporcién méxima del 10 %, con -
adicién de jarabe para endulcorar al terminar la fermentacién
y gas carbdénico a una presidn de dos o més atmosferas.
Clasificacibn. _

La Sidra gasificada serf’de tres tipos con un grado de calidad

cada uno:

TIPO I.- Sidra seca.- con 2 g/l. de azficar.

TIPO II.- Sidra semidulce o semiseca con 5 g/l.méximo de --
azficar,

TIPO III.- Sidra dulce.- con 10 g/l. méximo de azficar.

"4". Norma Oficial Mexicana para Brandy.DGN-V-18-1972.
Definicibén.- Es el aguardiente de uva que se envejece natu-—-
ralmente en barricas de roble o encino, hasta gque adquiere -
los caractéres organolépticos especificos de &ste producto.
Aguardiente de uva.- es el producto resultante de la desti-
lacién de los vinos obtenidos por la fermentacién alcohdli- .

ca del mosto de la uva fresca, concentrada o no.

OBSERVACIONES,.

-Las bebidas obtenidas por la mezcla de alcoholes no vinicos
con esencias, edulcorantes o culquier otra sustancia, no ~-
podrén ser consideradas dentro de ésta norma.

-Dilucién.- Para alcanzar la graduacién G.L.real requerida,
se debe usar agua destilada, agua desmineralizada, agua ==
suavigada o agua potable.
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"S"-Norma Oficial de Calidad para Rone. DGN-V-2-1970

Generalidades.- E1 Ron es un liquido transparente, de olor y
sabor caracter{sticos que se aprecian mediante pruevas de ca
tado. Las propiedades Fisicas y Qufmicas de un Ron en gene—-
ral, son comparables a las de un alcohol et{lico de la misma
concentracifn. Sus diferencias estriban solo, en el mayorcon
tenido de sustancias congenéricas encontradas en el Ron, asi
como de productos de extraccidn por contacto con la madera -
de las barricas en que se guarda para su maduracidn o afie ja-
miento y eventualmente de agregados edulcorantes y caramelo.
Definicién.- Es el producto obtenido por fermentacién alcohd
lica y destilacidn del jugo de cafia de azlicar, ya sea natu--
ral o concentrado, incluyendo las mieles incristalizables de
fabricacién del azficar de caiia,

Maduracién.-~ Es el proceso de transformacién lenta del pro--—
ducto recién destilado, que le permite adgquirir las caracte-
risticas organolépticas, tipicas, del Ron; por procesos qui-
micos y Fi{sicos que tienen lugar en forma natural durante su
permanencia en barricas o cubas de madera apropiads, quems--
das o né en su superficie interna,

Independientemente de las caracteristicas del destilado,
no se define como Ron ninguno que haya sido madurado durante
un lapso inferior a 8 meses.

La maduracién debe efectuarse en recipientes cuya capa-
cidad méxima sea de 600 litros.

Afiejo 6 Afiejado.- Deben aplicarse &stos términos a los
Rones que hayan sido madurados, durante un periodo mfnimo de
2 afios. Los fabricantes de Ron deben comprobar, al menos gn-
te inspeccidn de facturas Y existencia de producto en madura
cién, el tiempo de retencién medio bara una marca determina-
da,

Mezclas.- Para que una mezcla se congidere Ron, el com-
ponente més joven debe tener 8 meses como minimo ¥ para que
se considere Ron afiejo éste mfnimo debe de ser de 2 afios,
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Clasificacidne.
El Ron se clasifica en dos tipos con un grado de calidad cada

uno:

TIPO I.- Ron.

TIPO II.- Ron Afiejo o Afiejado.

- Los términos de extraafiejo, super aiiejo, extra viejo y simi-
lares podrén aplicarse a Rones que se comprueben que tengan
més de 3 afos de afiejamiento.

Norma Oficial Mexicana para Whisky.DGN-V-1-1969.
Definicién.- Es el producto obtenido por destilacién direc-
ta de mostos fermentados y preparados idnicamente con malta y
cereales como materias primas, en las que la sacarificacidén
se efectfia por la accién de las diastasas de la malta y/o --
concentrados diastfsicos y susceptibles a ser rectificados -
en los li{mites caracteristicos para cada uno de ellos y que
es sometido en recipientes de encino o roble a un proceso de
afiejamiento, cuando menos durante 3 afios, para el sub tipo -
D.O.(destilacién en olla), y dos aifios para el sub tipo D.T.
(destilacién en torres),
Clasificacién.
El Whisky se clasifica en 9 tipos por materia prima y proce-
so de mezclado y en 3 sub tipos por proceso de destilacién.
- Por materia prima empleada:

TIPO I.- Whisky de centeno o centeno malteado: es el pro--
veniente de un mosto, cuya composicién debe conte
ner como minimo 51% de granos de centeno o cente
no malteado.

TIPO II.- Whisky de trigo o trigo malteado: es el proveniente
de un mosto cuya composicidén debe contener como -
minimo 51 % de granos de trigo o trigo malteado.

TIPO III.- Whisky de mafz: es el proveniente de un mosto cu-
ya composicién debe tener como minimo 51 % de —--
granos de mafz, se le podrf denominer Whisky =—--
Bourbon.

TIPO IV.- Whisky de cebada o cebada malteada (malta): es el
proveniente de - un mosto cuya composicién debe con
tener como mfinimo 51 % de cebada o cebada maltea-
da (malta).



TIPO Ve-
TIPO VI.-
TIPO VII.-
TIPO VIII.-
TIPO IX.-
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Es el resultado de la mezcla de los Whiskies
cuyos tipos & sub tipos se mencionan gpn el -

proceso de destilacién, en el cual predemina
el 51 % de uno de los tipos mezclados; con -
adicién de agua para obtener la graduacién -
alcohblica requerida,

Es el resultado de la mezcla de Whiskies del
tipo V en proporciones diversas en la que se
le agrega agua para obtener la graduacién --
alcoh8lica requerida.

Es el resultado de la mezcla de Whisky impor
tado de Escocia, en proporcién no menor del
25 % en volfmen, de Whisky nacional en una -
proporcién no msyor de 75 % en volfmen.

El Whisky importado, debe ser de malta y des
tilado en alambique de olla,

Es el resultado de la mezcla de Whisky impor
tado en una proporciém no menor de 1.5 % en
volimen y de Whisky nacional en una propor--
¢ién no mayor del 98.5 % en volfimen. E1 to--
tal de la mezcla debe contener un minimo de
25 % de Whisky de malta., E1 Whisky importa-
do serf de malta y destilado en alambiques -
de olla.

Es el resultado de la mezcla de Whisky impor
tado, en una proporcién no menor del 1.5 % en
volfimen, y el Whisky nacional en una propor--
cién no mayor del 98.5 % en volfmen., E1 Whis-
ky importado puede ser de mafz, centeno, y/o
trigoe.

-Por proceso de destilacién.
Subtipo D.O. Son los destilados en alambiques de olla a

una concentracidén alcohblica inferior a —-
80° GL.
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Subtipo D.T. Son los destilados en torres de destilacién
continuo, a una concentracién alcohSlica méxi
ma de 95° GL.

Subtipo 0.T. Son las cobinaciones de las dos anteriores.

Color.- Para uniformizar el color se debe permitir el em-

pleo de caramelo,

'7"— Norma Oficiel de Calidad para Ginebra DGN-V-20-1970.
Definicién.- Es la bebida alcohblica obtenida por la redes
tilacibén de alcohol etflico proveniente de productos natu-
rales, en contacto con bayas de enebro y otras semillas, -
cortezas y raices arométicas.

La redestilacién se lleva a cabo en alambiques de =—=-—
olla y los ingredientes arométicos llsmados comunmente bo-
ténicos, se introducen directamente en el seno del liquido
o se colocam en la parte superior de la olla en sacos o ca=

nastos apropiados.

Clesificacibn.

La ginebra se clasifica en dos tipos, con un grado de cali-

dad cada uno.

TIPO I.- Ginebra dulce.

TIPO II.- Ginebra seca 0 extra seca,- Este tipo de Ginebra
es la que no contiene azficar.

Color.- La Ginebra puede presentar un color ligeramente ==

amarillento, &ste puede ser originado por un almacenamien-

to corto de la Ginebra en barricas de roble o por la adi--

cién de caramelo,

8".-Norma oficial de calidad para Vodka DGN.-V-19-1970.
Generalidades.- El Vodka es un liquido incoloro o ligera--—
mente amarillo, trasparente de olor y sabor caracter{stico
que se aprecian mediante pruebas de catado.
Las propiedades Fisicas y Quimicas de un Vodka en gene
ral son comparables a las de un alcohol etflico de la misma
concentracién, sus diferencias estriban en el destufado del

producto final,



Definicién.- Se entiende por Vodka la bebida obtenida por
fermentacibén alcohélica de mostos provenientes de produc-
tos naturales, sometidos posteriormente a destilacién y -
rectificacién; pudiéndose tratar con carbén activado u --
otros absorbentes registrados por la Secretarfa de Salu--
bridad y asistencia y/o aromatizarce con productos vegeta
les naturales.

Norma Oficial de Calidad para Tequila.DGN-V-7-1976.

Alcance.~ Esta norma se limita al aguardiente que provie-
ne de agaves del especie Tequilana Weber, yariedad azul,
cultivados en el estado de Jalisco y zonas de estados co
lindantes que presenten caracteristicas ecolfgicas seme-
jantes a dicho estado.

Definicién.- Es el aguardiente regional, obtenido por des
tilacién y rectificaciédn de mostos preparados unicamente
con los azficares extrafdos de las cabezas cocidas de aga-
ves Tequilana Weber variedad azul, sometidos previamente
a fermentacién alcohélica con levaduras adecuadas selec-
cionadas o no; este tequila deberé denominarse " 100 % -
de agave" previa autorizacién. También podréd’ permitirse
la adicién de hasta 49 % de otros azficares en la prepara
cién de mostos.

El Tequila es un lfguido de olor y sabor suigéneris, —--
transparente, incoloro o ligeremente amarillento después
de madurado, en recipientes de madera o roble o encino.
Se entiende por maduracién la transformacibén lents que -
le permite adquirir al producto las caracteristicas orga
nolépticas deseadas, por procesos Fisico-Quimicos que en
forma natural, tienen lugar durante su permanencia en --
las barricas.

Tequila Blanco.- Es el producto obtenido en la rectifica
cién sin agregar nada mis que agua de diluciédn para ajus
tar la graduacién comercial requerida, debiendo tener un
reposo minimo de 20 dias.

61
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Tequila Reposado.- Es el producto que se deja madurar por lo

menos 4 meses en recipientes de madera de roble o encino.

Tequila Afiejo.~ Es el producto sometido a un proceso de ma--

duracién, por lo menos un afio en barricas de madera de roble

o encino, estableciéndose que la edad para éste Tequila se -

la proporcionaré el componente més joven.

Clagificacibn. :

De acuerdo a su elaboracién, el Tequila se clasifica en:

a).- Tequila 100 % de Agave.- Es aquel que proviene de los -
mostos que finica y exclusivamente contienen azficares --

provenientes de los " agaves " Tequilana Weber, varie--
dad azul.

b).- Tequila.- Es aquel que proviene de los mostos a2 los que
se les ha adicionado " hasta un 49 % de otros azficares
ajenos al agave azul Tequilana Weber ".

'10"-Norma Oficial de Calidad para Mezcal DGN-R10-1949.
Definicibn.- Se entiende por mezcal, el aguardiente obtenido
del Agave Esperrima Jacobi, Amarilidéceas(Maguey de Cerro, -
Bruto o Cenizo ); Agave Weberi Cela, Amarilidéceas (Maguey
liso ); Agave Potatorum Zucc, Amarilidfceas (Maguey de Mez-
cal), y otras especies del mismo género que se cultivan ----
principalmente en los estados de: San Luis Potos{, Zacatecas,
Coahuila, Nuevo Leedn, Oaxaca, y Sinaloa, en las tierras y +4
condiciones climatolégicas que les son caracteristicas. De --
éstos Agaves, se usarfn las partes constitutivas del tallo y-
de las bases de las pencas maduras,se someterin a la aceidn
del calor con objeto de acelerar la formacién de monosas; y
por medios meclnicos, se extraeréd el jugo, separfndolo del -
bagazo y se le agregaré agua para dilufr hasta la concentra-
cién conveniente. E1 1fquido as{ obtenido, se fermentarf a
temperatura adecuada,por accién de levaduras,seleccionadas o
no, propias de los mismos Agaves, y una vez que haya termina
do la fermentacién, se destilara; obteniéndose un producto -
de una riqueza alcohblica real, comprendida entre 450 y 500
GLe.




Generalidades.- E1 Mezcal es un lfquido transparente, incoloro
o ligeramente amarillento, cuando ha sido envejecido en dep6sl
tos de madera, de olor y sabor caracteristicos, con fuerte can
tidad de alcohol y débil proporcidén de extractos.

Clasificacidn.

El1 Mezcal comprende dos tipos A y B, con un solo grado de cali

dad cada uno. '

TIPO “A".- Mezcal Natural.

TIPO "B",- Mezcal Afiejo, con dos afios mfnimos de afiejamiento -
en barriles de maders de encino en‘bodegas anexas &
las plantas de envasado.
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BJETIVO:

Tener las bases y corocimientos suficientes y necesarios pa
s poder elaborar alcohol y cualquier tipo de bebida producidos-
. partir de éste.
IATERTAL: .

- Un fermentador (el utilizado en la préctica de Obtencién-
de Biomasa, con todos sus dispositivos excepto el sistema
de aireacién).

- Cuatro matraces Erlenmeyer de 250 ml.

- Un matraz de fondo plano de 1 litro con tapén de hule.

- Tres pipetas volumétricas de 5 ml.

— Una bureta de 50 ml.

- Un embudo de cola larga.

- Un soporte universal.

- Dos pinzas de tres dedos.

- Un mechero com manguera.

- Una tela de asbesto.

= Un refrigerante con manguera.

- Una trampa Kjeldahl.

- Un termémetro de - 10°a 260°C.

- Cuerpos de ebullicién.

- Papel pH.

- Papel filtro.

- Tela de muselina (1m).

REACTIVOS:

- Solucén de Fehling "A"
Solucién de Fehling "B"
Solucién de NaOH concentrada,
Solucién de NaOH 0.1 N.
Solucién de HC1l concentrada.
Solucién de HC1l 0.1 :N,
Solucién de fenolftaleina,
Solucién de azul de metileno.
Metabisulfito de potasio.
Oxalato de potasio.
Subacetato de plomo.
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DESCRIPCION DE CADA OPERACION.

Todos los pasos de este diagrama hasta el inciso 14 estan -

destinados a la elaboracién de vino tinto (los pasos 15, 16, 17,

son

para aguellos productos que requieran de una o més destila——

ciones durante su proceso de obtencidn). Si el alumno desea fa-—-
bricar otra bebida alcohélica ya sea un producto destilado o no,
podra hacer uso de este diagrama como base de su trabajo, modifi
céndolo en las partes que a é1 le convengan en funcién de un es-
tudio previo realizado sobre los pasos particulares en el proce-
so de obtencidn en la bebida alcohblica escogida.

lc"'

3.-

I.— PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO.
MATERTA PRIMA:

Uvas enteras.- La calidad de nuestra materia prima es -
factor primordial para la obtencién de un buen vino de mesa.
Las uvas deberédn estar maduras para obtener la mayor canti--
dad de carbohidratos,ademas de tener una baja acidez, debe -
ser una uva sana, que no se halla empezade a fermentar.
ACONDICIONAMIENTO DE LA MATERTA PRIMA:

Lavado de uves.- Un lavado es conveniente para eliminar
el polvo y la tierra que puedan traer las uvas, siendo ade-——
mes el motivo principal el de quitar la flora microbiana sil
vestre que pudieran contener éstas,

EXTRUSION:

La uva desgranada se estruja a mano para la obtencidén -
del mosto. La uva no debe de ser molida en licuadora por que
esto provocaria la ruptura de las semillas aumentando la as-
tringencia del producto final,

FILTRACION:

Esta operacién puede realizarse con un pafio, manta de -
cielo o gasa, recibiendo el producto en un recipiente limpio.

Una vez obtenido el mosto, a este se le practica el si-
guiente andlisis quimico:

- Reductores Directos.

~ Reductores Totales

- Acidez Volétil.
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- Acidez Fija.

- Acidez Total.

- pH.

Este mosto se guarda en matraces o frascos limpios de prefe-
rencia color ambar, se llenan lo més posible, para evitar el con
tacto con el oxfgeno del aire, se almacenan en refrigeracién o -
en su defecto en un lugar fresco y apartado de la luz.
PREPARACION DEL INOCULO Y PIE DE CUBA.

En esta parte de la préctica se va a trbajar con el 10-15 %
del volumen total del mosto a preparar (ellvoldmen total puede -
ser de 2 a 3 litros).
5= ESTERILIZACION:

Esterilizacidén Fisica.- A 200 ml del mosto (obtenido en
los pasos 1, 2, 3 y 4) se les coloca en un matraz Erlenmeyer
de 250 ml y se calientan & ebullicién un minuto, se tapa con
un algodén y un capuchén de aluminio, se enfria al chorro de

agua.

Esterilizacidén Quimica.- Tanto al mosto inicial comio a
los 200 ml que se acaban de ealentar se les agregan 150 mg/l
de metabisulfito de potasio (K28205) teniendo cuidado de agre
garle la sal en una zona estéril.

6.~ CULTIVO MADRE Y RESIEMBRA:

El maestro del laboratorio facilitard al alummno un tubo
de ensaye con cepa de Saccharomyces cerevisiae variedad ellip
soideus, la cual procedera a resembrar en 50 ml del medio ob-

tenido en el paso *5".
To— INCUBACION:

Se incuba el matraz a una temperatura de 28-30°C de —-
preferencia en una mesa de agitacién controlada o en un cu-
arto de incubacidén con temperatura constante.

8.- PIE DE CUBA.

Una vez que el microorganismo esta acondicionado al me-
dio 1lfquido, se procede a la preparacidén del pie de cuba, es
to se logra agragando 50 a 150 ml més del mosto estéril (és-
ta cantidad depende del voldmen final que se quiera trabajar
este debe ser del 10 %). Se somete a las mismas condiciones-
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de temperatura que en el paso anterior.

III.- TRANSCURSO DE LA FERMENTACION.

9.- INOCULACION:

Uno o dos dias son suficientes para que el pie de cuba-
se encuentre en franca fermentacidédn,por lo tanto ya podemos-
inocular con este el resto del mosto obtenido. El mosto guar
dado en refrigeracidén se coloca en el fermentador el cual ha
sido previamente esterilizado. E1 tiempo de fermentacién se-—
empieza a contar desde este momento.

10,~ CONTROLES DE LA FERMENTACION:
’ Durante el transcurso de la fermentacién se llevan los-
siguientes controles:
- Reductores Directos.
Reductores Totales.
— Acidez Total.
— Acidez Voldtil.
— Acidez Fija.
- Por ciento de Alcohol.
—pH.
- Temperatura.
- Produccién de CO,

El final de la fermentacién puede ser detectado por el-
valor de los azdcares reductores totales de la muestra, cu--—
ando éstos se acerquen a cero o permanezcan constantes, nos
indica la terminacién de la fermentacién o algun problema en
ella (si es que el valor es todavia muy alto).

11.- DESCUBE:

‘Se entiende por descube la separacién del vino de las he
ces de éste, debe hacerse por medio de una decantacién.los re
cipientes donde se recibe el vino, se llenan totalmente, te--
niendo la precucién de dejar un pequefio espacio entre la su—-
perficie del 1liquido y el tapén para alojar el CO, que toda—
via pueda producirse.

IV.~- PRODUCTOS NO DESTILADOS.
Existen varios sistemas para la clarificacién de un vino

ya sea en escala industrial o & nivel laboratorio, entre los—
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o=

comunes se encuentran:

Con 4cido ténico.- Se disuelven en un poco de vino 50 a-
80 mg/1 de 4cido, ura vez disuelto se agrega al voliumen-
total del vino y se agita perfectamente, a continuacién
se afiaden de 30 a 50 mg/1 de grenetina, dispersa en un =

. poco de vino o agua caliente,se agrega y se agitea perfec

bo_

tamente hasta su disolucidén total en el vino y se deja -
reposar, (para decantarlo después).

Se agrega un poco de vino de 80 a 150 mg/1l de bentonita-—
se agita y se deja reposar,
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c.— A continuacidén se dard una tabla de los clarificantes méds

comunes, cantidades y vinos en donde se recomienda su —-—

empleo:
CLARIFICANTES.

CLARIFICANTE CANTIDAD VIEFO

Caseina 3-5g/MH Vino Blanco y Rosado

Ictiocola 1 -2 g/Hl Vino Blanco y Rosado

Gelatina 3 -4 g/HL Vino Blanco y Rosado

Alb¥mina 8 -16 g/H1 V. Claretes y Tintos Finos

Agar-Ager 15 -30 g/H1 Vs, Viscosos y Musilaginoseos

gel al 1 %

Fitatos 20 mg/H1 En la mayoria de los V. que
adolescan de un elevado con-
tenido de hierro.

Bentonitas 50-150 g/H1 En V. enturbiados por subs-
tancias albuminoides

Bentonitas |hasta 400 g/H1 V.diffcil clarificacién

Caolin hasta 100 g/H1 V. Blanco,Dulces y Viscosos

Carbdn 10 -20 g/H1 En V., matiz amarillento obs
curo

Carbén

activado 50 - 100 g/H1 En V. pardos para ser deco-
lorados

El alumno puede escoger de estas, la que mds le agrade o pue

de utilizar otros métodos investigados por'él.

13- REPOSO:

El vino se deja sedimentar de 24 a 48 horas, sin impor-

tar el método de clarificacién empleada y en refrigeracidn o
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en un lugar de baja temperatura.
14.— DECANTACION:
El vino es separado de todos los sélidos precipitados—
después de la clarificacidén. Una vez decantado el vino se le
agregan otros 50 mg/l de metabisulfito de potasio (K28205) y

se llena casi completamente el recipiente donde se trasiega-

el vino y se mantien cerrado.

ANEJAMTENTO RAPIDO O ARTIFICIAL DEL VINO.

Cuando ha terminado la fermentacién, el vino generalmente es
ta verde, dspero y desagradable a los paladares sensibles. No obs
tante se distinguen méds o menos enmascarados por el sabor & fru--
tas, diversos aromas caracteristicos de ciertas variedades de uwas
pero adn asi es muy diffcil todavia preveer cual serd el bouguet—
del vino. Este exceso de juventud se acentdia progresivemente en el
transcurso del afio, en donde se produce una neta suavidad, esta —-
suavidad, es el resultado de un conjunto de reacciones que inicia-
das en los toneles, contimian de manera lenta mientras el vino en-
vejace. Se trata de cierta disminucién de acidez (fermentacién Ma-
lo-Léctica), esterificaeiones, oxidaciones, reducciones que poco a
poco transforman el vino.

Todas éstas reacciones quimicas en presencia de un cataliza——
dor, se pueden acelerar en cuanto a su tiempo de reaccidén, por lo-
tanto es posible darle a unos vinos jovenes algunas caracteristi—
cas de un vino "hecho" en un tiempo méds corto que el que se requie

re por el procedimiento natural,

El método que se debe emplear en un proceso de afiejamiento ré
pido, depende de dos factores primordialmente: primero la composi-
cién y caracterfsticas de la bebida alcoholica a tratar y segundo-
el material disponible en el laboratorio.

PROCEDIMIENTO RAPIDO-PROCEDIMIENTO MONTI.

El doctor Eudo Monti de Turin es el autor de uno de los mejo-
res métodos de envejecimiento rédpido de los vinos. Los resultados-
que se obtiene son parecidos a los conseguidos con el procedimien-
to natural de crianza.
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METODO

El sistema Monti consiste en enfriar el vino a menos de 50°C
y saturado con aire esterilizado (haciéndolo pasar por alcohol y-
glicerina o cualquier otro método efectivo), y finalmente subdivi
dido, durante 6 horas. Iuego se deja el liquido en reposo, siempre
a la misma temperatura durante 48 horas, al cabo de cuyo tiempo se
repite la asireacién, otras 6 horas, dejandolo reposar en frio (4°C)
otras 48 horas y repitiéndo por tercera vez la aireacién durante 6
horas. Se quita el vino del recipiente en el cual ha sido aireado——
y enfriado se le pasa a las cubas puestas en un local a temperatu-
ra no superior a 30°C, durante tres semanaé, se enfria de nuevo el
vino, pero ya no se le satura de aire. Se filtra y conserva en en-—
vases de madera, ( en su defecto en garrafones de vidrio con viru-
ta de madera no resinosa ) a los cuales llega como si hubiese su——
frido un afiejamiento natural de algunos afios.

El sistema de Monti es de aplicacién general, sirve para Toda
clase de vinos que puedan ser afiejados y para mostos y demés zumos
de frutas dulces, las cuales como consecuencia del enfriamiento y-
aireacién se enriquecen en aroma haciéndose més agradables como be
bida. '

En el sistema de Monti, el afiejamiento es debido al frio y el
aire, el frfo insolubiliza el cremor y la materia colorante (em —-
los vinos tintos) con lo cual el vino se despoja y se "hace" adgqui
riendo tan pronto aclara, el paladar propio de los vinos hechos.
El aire en el 1liquido frio se disuelve en una cantidad mucho mayor
que el que admitirfa a la temperatura ordinaria, siendo por lo tan
to esta oxidacién intensa la que ha determinado la formacién de di
cho depdésitoy el desarrollo del bouquet, es asf{ gue en otros expe
rimentos realizados por Monti, el vino sometido al frio pero sin - .
contacto con el aire no se afiejo.

Existen otros métodos de afiejamiento répido como son:

- Por medio de una Pasteurizacién .

- Por asoleo (efecto de la temperaturs y la luz del sol).

- Por medio de electricidad ya sea corriente alternd o conti-

nua.

- Por medio de oxigeno, ozono, etc.
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Sea cual fuere el método a seguir, todos y cada uno de ellos-
tienen sus ventajas y desventajas. Son aplicables para diferentes-
tipos de vinos con caracteristicas propias, dadas por la gran va--
riedad de uvas que existen en el mercado.

Los vinos se han guerido afiejar por métodos rdpidos desde ha-
ce mucho tiempo, pero ninguno ha podido competir con lo que la na-
turaleza hace,

Los vinos creados naturalmente no han podido ser igualados y-
probablemente pase mucho tiempo antes de que se perfeccione alguno
de los métodos mencionados o que se invente otro nuevo. Lo mds fac
tible que suceda, y ya estd pasando es que cambien las costumbres-
de beber el vino, y éstos sean consumidos més jovenes.

la comercializacidén y la cada vez més creciente poblacién ha-
ce que los vinos llegen al mercado con mucho menos tiempo de afieja
miento (de 6 & 12 meses en barrica) cosa gue anteriormente no se -
acostumbra.

V.- PRODUCTOS DESTILATOS.

Este tipo de productos constituye una gra parte de la indus-—
tria de bebidas alcohélicas, ya que su voldmen de ventas en produc
tos de espiritus destilados como: Ron, Whisky, Brandy, Ginebra, —
Cordiales y Licores es muy cuantiosa y afio con afio se va incremen-
tando.

Tanto la materias prima como los cuidados durente la fermaenta
cién, el proceso de destilacién y el tipo de maduracién, son los -
factores més importantes en 1la obtencién de un producto de buena -
calidad. Sabemos que la destilacién es la separacién de los consti
tuyentes de una mezcla lfquida por la vaporizacién parcial de la -
misma y la recuperacién de vapores y residuo. Esta separacién com-
pleta de los componentes depende de las propiedades de los mismos.
El método més comin de separacidén consiste en calentar a ebulli--
cidén conducir los vapores a un sistema de enfriamiento donde pue-
dan ser recolectados.

Las instalaciones de destilacidén empleadas pueden ser varias-—
Alembiques, Calderas de marcha continua acopladas a columnag de —-—
rectificacién, Aparatos de rectificacién doble, etc.

A nivel laboratorio se recomienda que la primera destilacién-
sea una destilacién simple, y en la segunda se utilice una columna
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de faccionsmiento (refrigerante) con el relleno poroso, también se
puede empacar la columna con piedras de ebullicién, perlas de vi——
drio o fibra de vidrio.

Por lo tanto para llevar a cabo una destilacién el factor im-
portante que hay que cuidar es la temperatura, se tiene gque cono—
cer el punto de ebullicién de la substancia que deseamos destilar,
ademds debemos tomar en cuenta la presién de vapor, que es la pre-
sién en la cual las fases liquida y gaseosa estdn en equilibrio a-
una temperatura dada. ‘
15.~ PRIMERA DESTILACIOKR.

Este proceso €8 una destilacién simple y tiene como ¥ni-
co fin el de separar los componentes alcohélicos, asf{ como —
los aldehidos, ésteres y cetonas ademds de todos los compues-
tos contenidos en el aceite de Fdsel del mosto fermentado. Eg
to se logra destilando de 55 a 90°C a una presion normal,

16.,~ SEGUNDA DESTILACION Y DESTUFADO. -

En este paso al aparato de destilacién se le adapta uné-
columna de fraccionamiento y separamos las partes principales

de la destilacién que sonj;
- Cabeza (temperaturas menores de 72°C).
- Corazén (temperaturas entre 72°-76°C).
- Colas (temperaturas mayores de 76°C).

Una vez separados estos compuestos, a la parte denomina-
da Corazdén se le somete a un proceso de destufado (deodoriza~
do) esto se hace con el fin de guitar los malos olores que —-—
provengan de la materia prima, este paso solamente se hace pa
ra productos que requieran en su obtencidén de un alcohol puro
y 8in olores extrafios como es el caso de la Vodka, Ginebra, -

cremas y licores.
17.- MADURACION.

Durente la maduracidén se mejora el cardcter de los pro—
ductos destilados, se va atenuando los aromas poco agradables
también se desarrolla el color y en general el producto se ——
suaviza, durante los primeros meses se lleva a cabo el princi
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pal cambio en los ésteres, dcidos, sélidos, aldehidos,en el--
furfural, en el aceite de fisel y en la coloracidn.

El Ron, Whisky y Brandy se deben de afiejar en barricas -
de roble blanco requemados, generalmente se emplean tone
les corrientes. El tiempo de maduracién fluctdia entre varios-
meses a algunos afios.

18s principales factores que intervienen durante el pro-
ceso de maduracién son: La efectividad en el proceso de desti
lacién (composicién de la cifra no alcohdlica) su por centaje
de alcohol, la naturaleza de los toneles a emplear (de prefe-
rencia de roble blanco y nuevo),temperatura y humedad relati-
va de la bodega de afiejamiento, la accién del oxigeno y el ——
tiempo de maduracidn.

VI.- PRODUCTO TERMINADO.

ENVASAIDO.

El envasado se debe de hacer en botellas de vidrio de me
dio o tres cuartos de litro limpia; se llena la botella hasta
el cuello teniemdo cuidado de dejar un espacio entre la super
ficie del 1fquido y el tapén de corcho para alojar una posi--
ble produccién de gases. :

Se debe de fabricar una etiqueta con todas las especifi-
caciones que ampara la norma de etiquetas para bebidas alcohd
licas de la Direccidén General de Normas.

PRUEBAS COMPARATIVAS Y DE COUTROL DE CALIDAD.

A una botella con bebida alcohélica comercisl semejante
a la obtenida en el laboratorio y a ésta dltima se les practi
can los siguientes andlisis:
a.— Andlisis Fisicos:
- Apariencia.
- Presencia o Ausencia de Gas.
- Color.
- Sabor.
- Olor.
- Astringencia.
- Textura.
- Cuerpo.
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b.- Andlisis Quimicos:
- Reductores Directos.
- Reductores Totales.
-~ Acidez Voldtil.
- Acidez Fija.
- Acidez Total.
- pH.
— Por ciento de Alcohol.
Si los productos son destilados también se les puede ——
determinarseles:
- Aceite de Fisel.
- Esteres.
— Aldehidos.
Se debe reportar en cuadros los resultados tanto fisi--
cos como quimicos, anexando observaciones, aclaraciones o co
mentarios.

CUESTIONARTIO

l.- Mecanismo de la fermentacidén alcohdélica.

2.—

¢Diga por qué en la elaboracibén de vino, se agrags matabisul-
fito de potasioc ( K,S,05 ) y como actua?

3.-¢Qué es una destilacién, como se efectua y que factores hay —-

4.-
5.
6.~
7=

que tomar en cuenta?
&Cual es el objeto de la clarificacidn?
éQué es un trasiego? i
;Por que se determina acidez voldtil en los vinos?
De los iguientes productos alcohélicos menciones
a.- Materia prima de donde puede provenir.
b.- Por ciento de alcohol. .
c.- Otras dos caracteristicas importantes con respecto a ese -
producto.
Los productos son:
— Alcohol desnaturalizado.
- Alcohol potable.
- Aguardiente.
- Vino rosado
Licor de naranja.
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Crema de limdn.
- Whisky. .-
- Brandy.
- Ron.
- Sidra.

8.- Reportar en tablas y gréficas:
- Acidez total vs. tiempo.

- Acidez voldtil vs. tiempo.

— Acidez fija vs. tiempo.

- Reductores directos vs. tiempo.

Reductores totales vs. tiempo. -
- Por ciento de alcohol vs. tiempo.

9,- Rendimiento y eficiencia de la fermentacién, el rendimiento -
se calcula por medio de un balance, anexando calculos y tabla

BIBLIOGRAFIA :
4,5,6,7,10,13,13,18, 22, 23, 24, 28,29, 30, 31, 32,36,39,41,43,49,51,
53, 54,57,58,60,62,64,65,66,70.



BALANCE DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA

MICROORGANISMO__Saccharomyces cerevisiae.

SUSTRATO. Glucosa al 18 %

PRODUCTO b #cC % Moles |mili Moles |mili Moles de C.
Glucosa

CgH120g 180 6 18 0.1 100 600
ac,.Fija

ac.Tartdrico

C4Hg0g 150 4 0.11 0,00073 0.73 . 2.92

602,92 TOTAL

Etanol
CoHgO 46 2 4.6 0.1 100 200
COp 44 1 6.0 0.136 136 136
ac.,Voldtil
ac.Acético
CoHyOp 60 2 0.151 0,0025 2.5 5.0
ac.Fija
ac.Tartédrico
C4HgOg 150 4 0,157 0.001 1.0 4.0
Azicares
Residuales
Glucosa
CgH1206 180 6 0.53 0,0029 | 2.9 17.4
- 362.4 TOTAL

Rendimiento = DMC. Productos x 100 362f4 x 100 _ 60.1 %

mMC, Reactivos 602,92

LL
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RENDIMIENTO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA

®

mMC. Productos x 100

Rendimiento =
mMC. Reactivos

EFICIENCIA DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA

Alcohol Producido x 100
% EFICIENCIA DE LA F =

T. F. C.

T, F. A. = Tedrica Formacidén de Alcohol, a partir
del azicar fermentada.,
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PRACTICA No. 3

FERMENTACION ALCOHOLICA I.- PRODUCTO NO DESTILADO,.

Io“

II.-

ELABORACION DE VINO DE MESA,
OBJETIVO: La fabricacién de un producto no destilado, los con
troles durante la fermentacidén y un anélisis del vino obteni-
do,
MATERTIAL:
- Un fermentador (el utilizado en la prédctica de Obtencidn de
Biomasa con todos sus dispositivos).
- Cuatro matraces Erlenmeyer de 250 ml.
- Un matraz de fondo planoc de 1 litro con tapén de hule.
- Tres pipetas volumétricas de 5 ml.
- Una bureta de 50 mi,
- Un embudo de cola larga.
- Un soporte universal.
- Dos pinzas de tres dedos.
= Un mechero con menguers.
- Una tela de asbesto.
- Un refrigerante con mangueras,

= Una trampa Kjeldahl.

[II."

- Un termémetro de - 10 a 260°C.

- Cuerpos de ebullicién.

- Papel pH, papel filtro.

- Uva.- 3 kilogramos o su equivalente en jugo de uva (no comer
cial) para obtener de 1 a 2 litros de mosto & una concentra-
cién de 18 a 20 ¥ de azdcares reductores.

REACTIVOS: o

~ Solucién de Fehling "A"

- Solucién de Fehling "B"

- Solucidén de FaOH concentrada.

- Solucién de NaIH 0.1 N.

Solucién de HC1l concentrada.

Solucién de HC1 0.1 N,

Solucién de fenolftalefna.

Solucidn de azul de metiléno.

Metabisulfito de potasio,

Oxalato de potasio.
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IV.- EXPERIMENTO:
Preparacidén del Medio de Cultivo.- lLas uvas deberdn estar lo
més maduras posibles para obtener la mayor cantidad de carbo-
hidratos,-as{ como la acidez lo més'bajo que sea posible, de-
be ser una uva sana, que no se haya empezado & fermentar. Se
ls¥an las uvas para quitar polvo, tierra, ademds de la flora
microbiana silvestre que pudieran contener éstas.
la uva se desgrana y se estruja a mano para la obtencidén del
mosto. Se filtra el mosto en un pafio, manta de cielo o gasa,y
se le practica el siguiente anélisis quimicoi Reductores Di——
rectos, Reductores Totales, Acidez Voldtil, Acidez Fija, Aci-
dez Totel y pH.
Este mosto se guarda en matraces o frascos limpios, de prefe-
rencia color eambar, se deben llenar lo méds posible, pars evi-
tar el contacto con el oxigeno del aire, se almacena en refri
geracidén o en su defecto .en un lugar fresco y apartado ds la
luz. : .
Preparacién del Inéculo y Pie de Cuba.- Esterilizacién, & —
200 ml1 del mosto obtenido, se les colocan en un matraz Erlen-
meyer de 250 ml, se calientan & ebullicién un minuto y se ta-
pa con un algodén y un capuchén de aluminio, se enfr{a al cho
rro de agua. Tanto al mosto inicial como a los 200 ml que se
acaban de calentar se les agregan 150 mg/l1 de metabisulfito -
de potasio(K,;5,0;).

Se facilita al alumno un tubo de ensaye con cepa de Saccharo-
myees cerevisiae variedad ellipsoideus, el cual se resiembra~-
en 50ml del medio puesto en ebullicién. Se debe incubar a una
temperatura de 28-30°C, de preferencia en una mesa de agita -
cidn controlada o en un cuarto con temperatura constante. Una
vez que el micro-organismo esté acondicionado al medio liqui-
do, sé procede a la preparacién del pie de cuba, esto se lo =
gra agregando 50 a 150 ml més del nosto estéril y mantenién -
dolo en las mismas condiciones de temperatura y aireacién.

Uno o dos dias después se puede inocular el resto del mosto -

obtenido.
Controles en la fermentacién.- Estos son: Reductores Directos,

Reductores Totales, Acidez Volatil, Acidez Fija, Acidez Total,
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L]

Por ciento de Etanol, pH, Temperatura y Produccidén de Didxido de -
Carbono. ILos controles deben hacerse cuando menos dos veces al dfa
durante el transcurso de la fermentacién. E1l final de ésta es de-——
tectado por los reductores totales.

Se descuba el vino (separacidén del vino de las heces) y los réci—
pientes en donde se recibe el vino, deben llenarse casi totalmente
teniendo la precaucidén de dejar un pequefio espacio entre la super-
ficie del 1fquido y el tapér para alojar el CO, que todavia pueda~

producirse. Existen varios sistemas para la clarificacién de un ——
vino, ya sea en escala industrial o a nivel laboratorio, entre los
nds comunes se encuentran: Casefna de 30 a 50 mg/1, para vino blan
20 y rosado, Alb¥mina de 80 a 160 mg/l, para vinos claretes y tin-
tos finos, Agar-Agar(Gel al 1%) de 150 a 300 mg/l1, para vinos vis-
20808 y mucilaginosos, Carbén activado de 0.5 a 1.0 g/1, para vi -
108 pardos para ser decolorados.

i1l alumno puede escoger de éstas la que mds le acomode o puede uti
lizar otros métodos investigados por é1.

1 vino se deja sedimentér de 24 a 48 horas sin importar el método
le clarificacién empleado, se guarda en refrigeracién o en un lu—-
zar de baja temperatura. El vino es separado de todos los sélidos-
recipitados después de la clarificaciédn. Una vez decantado el ——-
rino se iepagrégen otros 50 mg/l, de metsbisulfito de potasio.

21 envasado se debe de hacer en botellas de vidrio de medio o tres
uartos de litro, limpias; se llena la botella hasta el cuello te-
1iéndo cuidedo de dejar un espacio entre l= superficie del 1fquido
r el tapén de corcho para alojar una posible produccién de gases.
e fabrica una etiqueta con todas las .especificaciones que aﬁparap
a norma de etiquetas para bebidas alcoholicas de la Direccién ——
reneral de Normas.

ruebas Comparativas y de Control de Calidad.- A una botella de —
ino de mesa comercial'y al vino obtenido en el laboratorio se les
rectican los siguientes andlisis:

.~ Anélisis Fisicos: Apariencia, Presencia o susencia de gas, co-
or, olor, sabor, astringencia, textura y cuerpo.
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b.- Andlisis Qufmicos: Reductores Directos, Reductores Totales, -
Acidez Voldtil, Acidez Fija, Acidez Total, pH, Porcentaje de -
Etanol.

Se debe reportar en cuadros los resultados tanto fisicos como qui-

micos, anexando aclaraciones o comentarios, ademds de observacio——

nes sobre las diferencias més notebles, entre el vino comercial y

el vino del laboratorio, explicando la posible ceusa de ésta dife

rencia, as{ como recomendeciones para gue en una repeticidén del -
trabajo prédctico ésta diferencia disminuya o desaparezca.

CUESTIONARIO:

1.- Mecanismo de la fermentacién alcohdlica.

2.- Diga por qué en la elaboracidén de vino, se agrega metabisul -
fito de potasio y como actda éste.

3.~ jCual es el objeto de la clarificacién?

4.- ;Que es un trasiego?

- ¢Por qué se determina acidez voldtil en los vinos?

METODOS DE EVALUACION:

El alumo serd evaluado en funcién des

— E1 rendimiento de la fermentacién, obtenido por medio de un ba-

lance (aceptable desde un 70%)

-~ Todos los datos obtenidos en los controles de la fermentacidn, -

reportados en gréficas y tablas.

- Las pruebas comparativas y de control de calidad. La Direccién-

General de Normas da los siguientes lfmites para el vino de mesa

ESPECIFICACIONES MIITIMO MAXTMO
Grado alcohdlico®GL real a 15°C (% de al-

cohol en voldmen & 15°C).ccacccccccsccccce 6 15
Reductores totales previa inversién g/1 .. - 80
Acidez total (ac. tartérico) /1 .cececccoe 4,0 8.75
Acidez volétil corregida (ac. acético) g/1 = 1,2

- Los resultados de los andlisis fisicos.

- Las concluciones y observaciones.

BIBLIOGRAFIA.

4,5,6,7,10,13,14,18,22,23, 24, 28,29, 30, 31, 32, 36, 29 41,43,49,51,53,
54,57,58,60,62,64,65,66,70.
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PRACTICA No. 4
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FERMENTACION ALCOHOLICA II.- PRODUCTO DESTILAIO.

ELABORACION DE RON.

OBJETIVO: La obtencién en el laboratorio de un producto desti
lado, los controles durante la fermentacién y un andlisis f£i-
sico quimico del ron obtenido. '
MATERTAL:

- Un fermentador (El utilizado en la préctica de Obtencién -

de Biomasa con todos sus dispositivos).
Cinco matraces Erlenmeyer de 250 ml.

- Un matraz de fondo plaeno de 1 litro con tapén de hule.

Tres pipetas volumétricas de 5 ml.

Una bureta de 50 ml.

Un embudo de cola. largsa.

Dos soportes universales.

Tres pinzas de tres dedos.

Un mechero con manguera.

Una tela de asbesto.

Dos refrigerantes.

Una trampa Kjeldahl.

Un termémetro de - 10 a 260°C.

Cuerpos de ebullicién.

Papel pH.

Papel filtro.

Un litro de jugo de cafia (guarapo) o la
te para obtener de dos a tres litros de

cantidad equivalen
jugo de cafia, con-—

una concentracién de 14 a 18% de azicares. reductores totales
REACTIVOS:

Solucidén de Fehling "A"
Solucién de Fehling "B"
Solucién de NaOH concentrada.
Solucién de NaOH 0.1 N.
Solucién de HC1l concentrada.
Solucién de HC1l O.1 N.
Solucién de fenolftaleina.
Solucién de azul de metileno.
Oxalato de potasio.
Subacetato de plomo.
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- EXPERIMENTO:
Preparacién del Medio de Cultivo.- Se mide y ajusta (de 14 a 18%)
la cantidad de reductores totales de gsuarapo, el voldimen puede —
ser de dos a tres litros, se pesan 362 mg/l de sulfato de aménio-
dibdsico ( (Nﬂ4)gﬂso4), ¥ la misma cantidad de fosfato de aménio-

dibédsico ( (NH4)ZHP04), se disuelven &stas sales en 10 ml de agua

destilada y se esterilizan tanto las sales inorgdnicas como los——
carbohidratos en matraces separados, a una temperatura de 121°C y
1.4 Kg/cm2 de presién durante 10 minutos. Se enfrfan y se mezclan
en una zona estéril, se ajusta el pH a 4.8-5.0, con solucidén de -
H2SO4 dilufdo.

Preparacién del Inéculc y Pie de Cuba.- Se facilita al alumno un-
tubo de ensaye con cepa de Saccharomyces Cerevisiae, el cual se -
procéde a recembrar en 50 ml del medio preparado, se incuba a una
temperatura de 28 a 30°C, de preferencia en una mese de agitacién
controlada o en un cuarto con temperatura constante. Una vez gque-
el microorganismo se ha acondicionado 21 medio liquido, se pfepa—
ra un pie de cuba, esto es, se agrecan de 100 a 150 ml més del —
mosto estéril y se mantiene en las mismas condiciones de tempera~
tura y aireacidén. Uno o dos dfas después se inocula el resto del-
mosto obtenido, manteniéndolo a una temperaturs de 28 a 30°C ya -
sin agitacién.

Controles Durante la Fermentacidn.- Estos son: Reductores Direc——
tos, Reductores, Totales, Acidez Voldtil, Acidez Fija, Acidez ——
Total, Por ciento de Etanol, pH, Temperatura y Produccién de CO,,
Estos controles se deben hacer dos veces al dfa durante el trans-
curso de la fermentacién. Cuando el valor de los reductores tota-
les se aproxime a cerc o permanezca constante en un valor bajo, -.
ésto nos indicard el final de la fermentacidn.

Destilacién.- Se llevan a cabo dos destilaciones, la primera es -
una destilacién simple, y en la secunda se utiliza una columna de
fraccionamiento (refrigerante) con relleno poroso, también se pue
de empacar la columna con piedras de ebullicidn, perlas de vidrio
o fibra de vidrio. .
Primera Destilacién.- Este proceso es una destilacién simple y —
tiene como ¥nico fin el de separar todos los componentes alcoholi
cos, asf como los aldehidos, ésteres y cetonas ademds de todos -
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los compuestos contenidos en el aceite de fisel del mosto fermen—
tado. Esto se logra destilando de 55-90°C, a presién normal.

egunda Destilacién.- En este paso al aparato de destilacién se le
avdapte una columna de freccionamiento, y se separan las partes ——
rincipales en una dectilacién que son: Cabeza (temperaturas meno-
res de 72°C), Corazdén (temperaturas entre 72-76°C) y Colas (tempe-
raturas mayores a 76°C). El ron debe contener cantidades muy peque
ias de 4cidos, ésteres, aceite de fisel etc. E1l ron también debe -
yasar por un periodo de maduracién, pero por falta de tiempo éste—
baso no se lleva a cebo en el laboratorio (#). Se le debe dar al -
on presencis comercial, por lo tanto se le puéde agregar un poco-

le azycar quemada para darle el color caracterfstico. Se envasa en
)otellas de vidrio de medio o tres cuartos de litro limpias, se —-
|lena la botella hasta el cuello y se tapa con un tapén de corcho.
Se fabrica una etiqueta con todas las especificaciones gue ampara
la norma de etiquetas para bebidas alcoholicas de la Direccidn —
reneral de Normas. _ A

ruebas Comparatives y de Control de Calidad.-— A una botella de —
on comercial y al ron obtenido en el laboratorio se les practican

08 siguientes endlisis:
1.~ Anélisis Ffsicos: Apariencia, Coloy Olor,Sabor, Textura, Astrin
' gencia y Cuerpo. :

)o— Anédlisis Quimicos: Acidez Voldtil, Acidez Fija, Acidez Total,-
pH, Por centaje de Etanol, Aldehidos, Esteres y alcoholes ——
superiores.

e reporta en cuadros los resultados fisicos y quimicos, anexando-

iclaraciones o comenterios, ademds de observaciones sobre las dife

encias més notablez, entre el ron comercizl y el ron del labora -

;orio, explicando la posible czusa de ésta diferencia, asf{ como Tre

omendaciones para que en una repeticidén del trabajo prdctico, -—-

ista diferencia disminuya o desaparesca.

UESTIONARIO:

.- ¢Que es una destilacién, como se efectua y que factores hay —
que tomar en cuenta?

.- ¢Se puede obtener ron a partir de otras materias primas?

).— De los siguientes productos zlcohdlicos menciones
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- Materie prima de donde puede provenir.
b.- Porcentaje de alcohol.
c.— Otras dos caracteristicas importantes con respecto a ese -
producto.
Los productos son: Alcohol desnaturalizado, alcohol potable, -
aguerdiente, vino rosado, licor de naranja, crema de limén, —
whisky, brandy, champafia, cidra.
A.- Reportar en tablas y gréficas: acidez total Vs tiempo, acidez-
voldtil Vs tiempo, acidez fija Vs tiempo, reductores directos—
Vs tiempo, reductores totales Vs tlempo, por ciento de etanol-
producido Vs tiempo.
5.— Rendimiento de la fermentacidén, obtenida por medio de un balan
ce de ésta, anexando cuadro y calculos.
.— METODOS DE EVAQUACION: El alumno serd evaluado en funcidén de:
- El1 rendimiento de la fermentacidén (aceptable desde un 70%).
- Todos los datos obtenidos en los controles de la fermentacidn
reportados en gréficas y tablas.
- Los resultados de las pruebas comparativas y control de ca—
lidad, cotejados con el siguiente cuadro que da la Direccién
General de Normas para la produccién de ron en México:

ESPECIFICACICNES MINIMO MAXTIMO
Grado alcohélico GL real a 15°C (% de -

alcoh6l en voldmen & 159C)ecececcccccscs 38 55
Aldehidos (como acetaldehido) mg/l ...o  — 500
Acidez total (en ac. acético) mg/l coeo — 1200
Esteres (en acetato de etilo) mg/l ceee  —— 20
Alcoholes superiores Mg/l c.eeeccecesscs == 4000

- Los resultados de los anélisis fisicos.
- Las respuestas del cuestionario..

BIBLIOGRAFIA.

$,5,6,7,10,13,14,18,22,23, 24, 28,29,30,31,32,36,38,41,43,49,51,53.-

54,57,58,60,62,64,65,66,70,

(#) NOTA: Si el alumno lo desea, se puede hacer como préctica ex -
tra un afiejamiento rdpido del ron.



CAPITULO IV.

FERMENTACION ACxTICA.

- DIFERENTES TIPOS DE FERMENTADORES.

— BIOQUIMICA DE LA FERMENTACION ACE-
TICA.

PRACTICA No. 5

MODIFICACION AL METODO FRANCES O DE
ORLEANS. -

FRACTICA No. 6
METODO D ACETIFICACION SUMERGIDA.



FuUMwNTACION ACLTICA:

[ TRODUCCION:

La fermentacidén acética es conocida por el hombre desde hace
ichos arios, como consecuencia del agriamiento del vino. Técnica-
nte el vinagre es un alimento producido por fermentacidén, gque -
ntiene no menos de 4 g de 4cido acético por 100 ml , tiene ca-
cteristicas especiales de aroma y sabor producidas durante la -
rmentacién, cuya concentracién y composicidn es muy diversa; es
ndo en funcidén directa de la materia prima.

Estas caracter{sticas especiales no se encuantran en una —-
ntesis quimica de #cido acético. ‘

Bl vinagre es un compuesto quimico, se usa como condimento,
_ prepara por dos procesos microbianos separados, primero una --
rmentacidn alcohdlica de las diversas materias primas que con-—-
enen azdcares naturales o fermentables, efectuado por especies-
levaduras del género Saccharomyces, en segundo lugar ocurre la
rmentacién oxidativa del alcohol, obtenida por especies de bac-
rias del género Acetobacter.

Usos del Vinagre.- Dentro de la industria de alimentos se -
plea en gran amplitud, como condimento de platillos de mesa, en
oductos ya preparados ( mayonesa, mostaza, salsas, chiles, ade-
z0s, etc.), impide el crecimiento de mohos en el pan; en la fa-
icacién de conservas, etc. En medicina suele usarse el vinagre-
mo antiséptico.

DIFERENTES TIPOS DE FERMENTAﬁORES:

Se pueden hacer dos grupos con los métodos més usados en la
bricacién del vinagre:

1l.- Métodos lentos, Francés o de Orledns (como el procedi--—
ento casero).

2.~ Métodos répidos, Generador de Virutas y Acetificacién -
mergida, ( siendo estos de mayor aplicacidén en la industria de-
nagre en México ).

En el método lento no se mueve el mosto durante la acetifi-
cidén, en el método rdpido si se mantiene el mosto en movimien-

o
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Existen varias teorfas sobre la formacidn de Acido Acético.
La oxidacién de alcohol a 4cido acético es el resultado de-
acciones de deshidrogenacidn, involucradas en el sistema de ci-

CromosS.

La conversién de alcohol a 4cido acético puede ser represen

da por las siguientes reacciones:

l.- Formacién de Acetaldehfdo:

? ? Alcohol ?

H-C-C - OH H-C

ﬁ ﬁ Deshidrogenasa ﬁ
Etanol Acetaldeh{ido

2.- Hidratacidén del Acetaldehfdo:

B i
H-C=C=0+ Hy0 ———mmmmmemm H-C-C- 0

H H H .
Acetaldehido Hidrato de Acetaldehfido
3.- Formacién de Acido Acético:

H oH =y . N
He € b om Aldehfdo H-C~-C=0+2H + 2e

é H Deshidrogenasa H

Hidests da Acido Acético

Acetaldehido

4.~ Transferencia de Electrones:

Sistema 2H20
de Citocromos

+ —
4H" + 4e + O2

H
! A
- C=0+ 2H" + 2e
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KETIVO:
Conocer los fundamentos y caracteristicas de las técnicas més

leadas para la produccién de vinagre, as{ como los controles -
se requieren durante el proceso.

ERIAL:

- Fermentador.
— Un frasco de boca ancha de 3000 ml.
- Un tapén de hule (del tamafio de la boca del frasco).
- Una bomba de aireacidn. (
- Un termémetro de - 10° a 260°C
— Un embudo de separacién.
- Tubo de vidrio de 5 mm F.
- Una tapa de madera o pldstico.
- Manguera de hule 5 mm @.
- Una bujfa (piedra para romper la burbuja de aire).
- Cinco matraces Erlen-Meyer de 250 ml
- Un matraz de fondo plano de 1000 ml con tapén de hule.
- Tres pipetas volumétricas de 5 ml
- Una pipeta volumétrica de 10 ml
- Una bureta de 50 ml
- Un embudo de cola larga.
- Un refrigerante con manguera.
= Una trampa de Kjeldahl.
- Un matraz aforado de 100 ml
— Un picnémetro de 25 ml
— Un termémetro de - 10o a 260°C
- Un sopofte universal.
- Dos pinzas de tres dedos.
- Un mechero con manguera.
- Una tela de asbesto.
- Papel pHe
- Papel filtro.
— Cuerpos de ebullicidn.
- Un metro de tela muselin.
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ACTIVOS:

— Solucidén de Fehling "A".

- Solucién de Fehling "B".

— Solucién de NaOH concentrada.
— Solucidén de NaOH O.1 N.

— Solucién de HC1l concentrada.

- Solucidén de HC1 0.1 N.

- Solucién de fenoftaleina.

- Solucidén de Azul de metileno.

1.- MODIFICACION AL METODO FRANCES O DE ORLEANS.

Este método es el mds antiguo y el que mejores resultados da-
. la produccién de vinagre de mesa.

Método.- En el fermentador ( fig 4.1 ) se colocan 2 litros de
nagre ( este vinagre debe ser casero O en su defecto comercial.
es comercial, se debe agregar una madre de vinagre ), se adi--
ona un litro de mosto alcohélico **, con las siguientes caracte

sticass

Et2nolecceccccccoccecsnscscccscscscccsccccne 10 - 11%

Fosfato de Amonio DibdSiCOsececcsccscccces 1.0 g
Sulfato de Magnesio Heptahidratadoeeess.. 0.2 g
Sulfato de Potasio DibdSiCOeeccessssscacs 0.1 g
Volumen de MediOeeseccscscscsccsccoasccsns 1.0 1

)TA:

++ §1 mosto alcohblico se puede obtener por cualguiera de los
¢todos vistos durante la prdctica de Fermentacidn Alcohélica.



(a)

MODIFICACION AL METODO DE ORLEANS

(Fig. 4.1)

PARTES DEL FERMENTADOR

a .— Sistema de
Alimentacion

b .- Sistema de toma
de muestra .

¢ .- Zooglea

d .- Tela de muselin .

6



95

A la siguiente semana se le agrega otro litro de mosto con =
aal composicidén, a la tercera semana se separa un litro de vina
> y se reemplazd por la misma cantidad de mosto alcohélico, se-
bite sucesivamente esta operacidén estableciendose asi un siste-

continuo. '

La boca del fermentador se encuantra cubierta por una tela de
selin, esto permite la entrada de aire e impide el acceso de ba
~a e insectos al mosto en fermentacidn.

Las bacterias acéticas formaun una pelicula fina sobre la su—-—
~ficie de la solucidén con el tiempo se hacen gruesa y gelatino-
, Se debe evitar el agitar o mover violentamente el fermentador
que provoca que la capa musilaginosa se vaya al fondo, al un-
se provoca el consumo de las sustancias nutritivas del medio,-
1 produccidén de 4cido, para evitar el&gndimiento de la zooglea-
agregar el mosto alcohblico, se adapta al fermentador un embu-
de cola larga que deposita suavemente el lfiquido en el medio,-
1bién se adapta un tubo de vidrio unido a una manguera para ex-—
ier el vinagre por medio de un simple sifdén.

El vinagre producido es de buena calidad, el proceso es lento
>ostoso.

la temperatura de la fermentacién es de 28 a 30° C.
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2= METODO DE ACETIFICACION SUMERGIDA.

La investigacidén de éste procedimiento se atribuye a Hromatka
ner, y Haeseler, algunos otros investigadores han modificado ég
 proceso introduciendo cambios en el sistema de aireacidén. En -
ste proceso las bacterias del vinagre dtilizan el oxfgeno intro-
icido en forma de pequefias burbujas de aire y el alcohol del mos
 para formar dcido acético.

En este método no hay sélidos de empaque dentro del generador
. fermentacién, como coque o virutas de madera, quedando elimina
. la formacidén de mucilago, no hay contaminacién de fierro y co-
'c como sucede con el empague de cogue.

La fabricacién de vinagre por éste sistema requiere de un equi
 especial actualmente existen tres métodos apropiados de acetifi
cién sumergida: '

El ‘Acetador.-— Desarrollado sobre las bases de la investigacidn-
- Hromatka y colaboradores en Austria.

El Cavitador.-Basado en un invehnto usado para la oxidacidén bio-
gica de aguas domésticas residuales; descrito por Choes y Ste-
en, patentado por Borgon y asociados. Modificado por Meyer para
. produccidﬁ de flujo continuo.

El Aspirator.- Desarrollado por Richarson.
Estos tres procesos difieren en el método de introducir y dis—-
ibuir el aire en el medio de fermentacidn.

En esta prdctica trataremos el sistema Acetator por contar —-
n el equipo en el laboratorio, ademds tiene una amplia aceptaci
~en la produccién de vinagre en México.

CARACTERISTICAS GuNERALES DEL ©QUIPO DEL LaBORATORIO.

Acetificador Frings, el tanque del acetator es de forma cilig
ica, puede estar hecho de acero inoxidable o de madera; en este
so es de pldstico con cuatro bafles en su interior, la capaci--
d del tangue es de diez litros. Durante la fermentacién se lle-

el tanque a tres cuartas partes de su capacidad. Se enfria por
dio de un refrigerante en forma de serpentin de tubo por el --—-
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12l pasa el agua fria, la cantidad de agua es controlada automd-
icamente,

La aireacidn se efectia por medio de un aireador colocado en-—
| fondo del tanque, es accionado por un motor eléctrico, el aire
spirado pasa por un filtro de carbdén activado y-fibra de vidrio,
5 distribuido en el medio del fermentador en forma de pequeflas -
irbujas, cuenta con un medidor de aire incorporado a la tuberia-
> aire fresco.

La carga del tanque se encuentra en la parte superior del apa
2to, las muestras se toman por medio de una llave que se encuen-—
~a instalada en el fondo del tanque, también sirve para vaciar -
| tanque.

Posee un control del terméstato 2 un lado del tanque, que Jun
) con el sistema de refrigeracidén, sirve para ajustar la tempera
ira de mosto en fermentacidén.

,TODOLOGIA:

Se puede llevar a cabo dos o mds variantes en la fermentacién
ética, la diferencia consiste en la composicién del mosto & uti
.ZaT e

l.- El1 vinagre "A".- Se obtiene a partir de mosto alcohélico-

de frutas y sales ( si es que estas son necesarias ).

_ Descripcién del Método.— E1l mosto alcohblico de frutas es co-
cado en el acetator Frings a una temperatura de 29 - 30°C con -
)a entrada de aire de 25 litro por hora. Se debe acidificar el -
dio, esto tiene dos objetivos, primero inhibir el desarrollo de
.cterias perjudiciales y segundo suministrar un medio adecuado -
ra la inoculacién.

La cantidad de sales que Se agregan se encuentra en funcién -
recta de la materia prima que se utilizd en la fermentacién al-
hélica, aunque la literatura nos recomienda la adicidén de sales
. amonio, magnesio y potasio.

Sulfato de Amonio Dib48iCOeececccccccccees L1leO g/l
Sulfato de Magnesio Heptahidratadoeeeese. 0.2 g/1
Sulfato de Potasio DibdSicCOeecececcecceees 0.1 g/l



Al adicionar las sales se inocula el medio,

iento de bacterizs acéticas en relacidn al volumen total,el ind-

5 5 -t
ulo crecio en un medio de Hoyer

2,

Los controles que se hacen durante la fermentacién son:

Acidez Total.
Alcohol en pociento.

Temperatura.

OTA:

-

Cantidad de Oxigeno que entra al medio.

** Bl indculo serd dado por el maestro, la técnica de aisla—-

iento de la cepa se describe al final de la prédctica.

2.- El vinagre "B".- Se produce de alcohol obtenido por desti

lacidén del mosto alcohélico de frutas.

Descripcibén del Método.— Es producido a partir del alcohol ob

enido por destilacién del mosto alcohdélico de frutas, es necesa-
io adicionar sales inorgdnicas y factores de crecimiento para un

pen desarrollo de las bacterias.

Composicién del Mosto para obtener el vinagre "B".

B HEN0Ne slale c)sie elare sle)slslale s slels o o slaisios e s aleis oo s ele

SECATOSE s 7 e slsia e s s vicleie s os o diseioeioielsialsineialolore
Fosfato de Amonio Dib&SiCOeescsecoccoccccccce
Sulfato de Magnesio HeptahidratadOeeeeceosss.

Citrato de AmMONiOececcccscsccscsccssccssnsecs

Aciidol Banto S CniCOes «eoeaeesississsiesssaessssts

Vollimen: de ME A1 0/ e cie s oisials oo sis s vielsis s)slslalerets als

Condiciones Experimentales:

PEMPETATIATE 6 o »'s sisisis e sis s s sisis oeisisisiessioisrsoisie &9
P s I 15 1928 AR €5 O O RO O 6 I i G (a5

TG C L0 o o o s e e e alslois o shele s olsininte s shatetste e obarare ol b0

Acidez Tot8leceecsvscescnsscsssssssssscess

La dcidez del medio se ajusta al
Los controles que se deben llevar a cabo durante

ién son iguales a los del vinagre

n
£

5
& e

con vinagre

A' S

2

9 - 10%
1.054 g/1
0.569 g/1
0.117 g/1
0.117 g/1
0.001 g/1
B.0 1

la fermenta-—
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con un diez por =’



3.- SISTMA De GiN:RADOR Dis VIRUTAS:

Ll inicio de este sistema fue a principios del siglo pasado-
uwando Boerhave descubrié que cuando se dejaba caer el vino a tra
ds de un recipiente relleno de bagazo de manzana se producia rd-
idamente vinagre. kn 1823 Schtzenbach, modificé el método de Bo-
rhave empleando otros tipos de materias porosas, los que permiten
n contacto mds intimo de los organismos con el aire, lo cual ha-
ervido como base para los métodos modernos de fabricacién.

Bl sistema de Generadores de virutas en alcohol dilufdo con-
cua, adicionada con la cantidad necesaria de materias nutritivas
demds de una cantidad de vinagre acabado, se dcja caer en tone--
es verticales conteniendo material de relleno, al pasar el alco-
o0l del mosto e8 oxidado y transformzdo en dcido acético; gracias
. 1lu actividad ae las bacterias acéticas gque se desarrollan en --
ran cantidad e#® los materiales de relleno; el mosto fluye por la
arte baja de generadores en forma de vinagre acabado. zn la par-
e baja del generador lleva un falso fondo perforado, a través ——
el cual entra aire. Algunos otros generadores de mayor tamafio —-
ienen otro bastidor perforado aproximadamente a la mitad,ayudan-
o a soportar el material de relleno, cerca del techo del genera-
lor hay una tapa perforada sobre la que se descarga un rociador -
iratorio que distribuye uniforme el 1{guido sobre la parte altaw

el material de soporte.

Para obtener la dcidez deseada puede pasarse varias veces el
{quido por el generador o bien a_través de dos o tres generado—-
es conectados en serie, con lo cual se incrementa la dcidez hasta

legar a la descada.

[MODIFICACION AL METODO DE GENERADOR DE VIRUTAS.

Deseripcidén del aparato.— Se utiliza el mismo fermentador gque
e ha usado en précticas anteriores. Bl sistema de aireacidn es-
1 mismo, una bomba de pecera con terminales de 2 bujias para el-
ic jor rompimiento de la burbuja de aire. Se coloca un tubo de se-
ruridad para la salica de gases, un sistema de tomz de muestras -
formado por un tubo de vidrio y una manguera con una llave de --

ore).
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Un bastidor de madera perforaco que sirva para soportar el -
>rial de relleno empleado, evitando la presibén de éste en el -
io; haciendo que no se entorpezca el sistema de aireacidn; se-
ilita el movimiento del mosto alcohdélico por todo el fermenta-
, aumentando la superficie de contacto y disminuyendo el tiem-

je fermentacidn.

La cantidad de oxigeno se regula por unas pinzas de more sSi-
jas a la salida del aire de la bomba y el filtro de aire, cuyo
>tivo es detener cualquier cuerpo extraiio que pueda estar pre-—
te en el aire del medio ambiente. Se coloca un terméme tro que-
>ue a la mitad del fermentador.

El material de relleno debe cumplir con varios requisitos i, -
vensables, como son tener la mayor superficie posible ocupandc
nismo tiempo el menor espacio, y sSer porcsoc o sea que pueda al
ber una cierta cantidad de liguido; debe tener resistencia al-
wgre; al alcohol y conservar su forma por largo tiempo. Con el
1scurso del tiempo no debe compactarse, formar glomérulos o bol
impermeables, los materiales que cumplen estos requisitos son-
virutas de madera de haya roja, el carbdén de madera en peda--
del tamafio de avellanas, el corcho, trozos de madera, olote,-
s de ramaje, cepas y escobajos de uvas; también puede emplear
lu madera de roble que es adecuada por su durabilidad.

Una buena viruta tiene una superficie aspera algo ondulada y
tada sobre la que se fijun facilmente las bacterias. El arro-—-
niento de las virutas no debe ser excesivamente flojo ni dema-
jo apretado, el aire debe circular facilmente por los pliegues
la viruta. Antes de introducir las virutas al fermentador se -
cn de tamizar para apuartar el polvo, pedazos de madera, pie-
metédlicas, como clavos, alambre, etc. iste paso es importante
jue si entra en el generador una pieza de metal, provoca un ca

negro en el vinagre.

Construccidén del Aparato. (fig. 4.2)

SRIAL:
- Cantidad suficiente de viruta de madera (roble o haya roja)

— Un frasco de “3000 ml
- Tubo de vidrio de 5 mm @.



GENERADOR A VIRUTAS

(Fig 42)
(d) PARTES DEL FERMENTADOR
a.- Bomba de aireacion
b.- Bujias
¢.- Tubo de seguridad
w d.- Termometro
\/ W 8. - Sistema de toma de
: muestra.

f.- Virutas

g.- Falso fondo (madera)

h.- Tela musalin.

: R (g )

(a)

10T
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— Una bomba de aireacidn.

- Dds Bujias.

— Una "Y" para el sistema de aireacidn.

— Una llave de more,

-~ Una tarima de madera con perforaciones.
- Manguera de pldstico de 5 mm @.

- Tela de muselin (manta de cielo).

Se tamiza la viruta y se estiriliza junto con la tela, se co
oca la tela de modo que cubra toda la plataforma de madera; se -
ace para evitar que caiga viruta en la cdmara colectora y obstru
2 el tubo de toma de muestra y vaciado. Se coloca la plataforma-
1 el fondo del frasco de vidrio y se adapta al sistema de airea-
ién. Se meten las virutas al frasco y son distribuidas uniforme-
>nte, debe de quedar un espacio libre para que el falso fonda que
> al descubierto, esto serd en el centro del frasco en la direc-
i6n donde estd el tubo de toma de muestra por donde entra la man
lera de aire. v

SCANISMO DE TRABAJO:

Acetificacibn.- Una vez que el material de relleno estd en su
.tio se procede a sembrar las bacterias acéticas en el generador,
3to se logra agregando a €ste una mezcla de vinagre de buena ca-
dad y las bacterias acéticas crecidas en el medio de Hoyer. Es-
. mezcla debe de tener una dcidez mayor al 5% y una concentracién
 alcohol residual del 1%. Este alcohol es necesario para que las
.cterias puedan vivir en el vinagre durante esta opemacidén. Ia ca .
dad del vinagre utiliado en la acetificacidén, es determinante pa
. el buen funcionamiento del generador, el volumen total de la ——
zcla es de 3 litrose.

IBNTACION:

Después de la acetificacibén, el generador debe de gotear du-—
nte 12 horas, posteriormente se vacfa la cdmara colectora y se-
troduce la primera mezcla normal de trabajo.
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La composicién de la mezcla es la siguiente:

AICONOT e sieis s aliaiala o sislals sl elolslal s sistale o oieio sioloialel O/ %

ACTAE ZioTals eioteiatoraloln's aioin siniolslaels)oiaie ae o s aia s sioale 1
SBCAroSAeesesesecceccsscscscnsannnnccssas 1.054 g/l
Fosfato de Amonio DibésiCOe.eeeeeveeeceess 0,569 g/1
Sulfato de Magnesio Heptahidratadosessess. 0.117 g/1
Citrato de AmONiOescesccectioneenenenannass 0,117 g/1
Acido PantoténicOeceeccesscecccessssessses 0,001 g/1
Volumen total del mediOeeeeeeceesesessesses 3000 ml

Las bacterias acdticas necesitan una temperatura de mds de -
°¢ para estimular su actividad, la temperatura Sptima es 288 gs
o
D" Co

ONTROLES DURANTE LA FERMENTACION:

— Acidez Total.
- % de Alcohol.
- Temperatura.

JARIFICACION:

Independientemente del método utilizado en la fermentacidén -
ética, el producto final debe clarificarse. Durante la clarifi-
cién no se debe modificar las caracterf{sticas desarrolladas en-
. vinagre, es decir el aroma desarrollado no debe ser disminui-
y los componentes secundarios producidos biolégicamente no de——
n ser darados y las substancias extractivas normales y coloran-
S no deben ser eliminados completamente.

us importante distinguir la composicién de las substancias -
turbiantes del medio fermentado.

En el'vinagre producido a partir de alcohol de frutas, las -
bstancias enturbiantes generalmente se componen de las bacterias
1 vinagre, en cambio los vinagres ricos en extracto como el vina
e de frutas, cuyas substarncias enturbiantes dependen de la compo
cién del fruto y principalmente de la edad de éste, lo que mds -
contramos son substancias de desintegracidén celuldsica; pectinas
buminas bacterias y otras substancias extractivas insolubles flo

lentas,
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Todos los vinugres pueden obtener por un almacenamiento lar-
, el estado caracterfstico, en el gue las substancias gue el li
ido no puede soportar debido a sus propiedades fisicas y quimi-
s, se han sedimentado en el fondo. Sin embargo las condiciones-

onémicas ya no permiten almacenamientos largos.

El método més simple de filtracidn, es usar una malla de te-
do fino y suficientemente vellosa para eliminar las peliculas -
andes y hacer escurrir lfguidos de muteriales gelatinosos.

Los filtros de mayor uso en la industria se basan en la a---—
ién de mezclas de amiato y celulosa en fibras finas, que estan-—
hidmedas se juntan y ofrecen una buena filtracién. Se debe de -
ybajar con mezclas de diversos materiales filtrantes, estas mez
s deberdn componerse de substancias de filtracién fina y débil
3 filtracién demasiado fuerte puede tener como consecuencia una
sminucién en las caracteristicas que constituyen la calidad del

nagre .

La formacidén de capas filtrantes en la filtracidn es por el-
nento el método m4s conveniente para la clarificacién de grandes
rtidades de liquido a un precio moderado. Lste tipo de filtra——
Sn ofrece un producto brillante y parcialmente estéril y el cos

de la masa filtrante es muy baja.

Si el alumno no puede conseguir éste tipo de filtros, puede-
ilizar los de lau prdctica de Fermentacidn Alcohélica o usar un-
ltro Millipore, una centrifugacidén o para un mejor resultado --

DaS .

FRULBAS COMPARATIVAS Y DE CONTROL DE CALIDAD.

El vinagre obténido en el laboratorio se compara con un vina
> comercial, realizando los siguientes andlisis.

a.— Andlisis Fisicos: b.- Andlisis Quimicos
- Apariencia. - Acidez Total.
— Color. - Reductores Totales.
- Olor. - % de Alcohol.
- Sabor. - Adicidn de dcidos minerales.
- Densidad. (adulteracidén de vinagre).

- pH.
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AISLANISHTC Di La ChbFA A UTILIZAR oN LA FERMENTACION ACETICA.

La cepa de scetabacter fue aislado de la siguiente manera:
Utilizando cdscaras de pifia fermentada (150 g) y 200 ml de un
dio alcohdlico con la siguiente composicién:

T HRTI0 N s ora ot srtor v she SlovedeLereiol o sisiatt ale s orereietoiols) 1005 %

Sulfatode potssio DibABICosssseesicnnes Lal /1
Sulfato de magnesio Heptahidratado..... 0.2 g/l
Fosfato de amonio Dib4SiCO.eceeeecceess 0.1 g/l

Se distribuye éste medio en tres matraces Erlen-Meyer de 250
y se airea en una resa de agitacién a 200 rpm y una temperatu
de 28°C durante 72 horas.

Se preparo un medio de Manitol-Agar para el desarrollo del -
etabacter.

La composicién del medio es la siguiente:

Manitol.cecceccoocccoccesccscsncccsancene 25 g
OB & oieTate o s ots olaiain lstoleretols slayeliaieralet e slc aielarate 15 g
kxtracto de LevaduUr8eecececcsescsccccsccnse 58
PeptONG . eeissecsoiscnsiesassisionseissaosieessd000 ml

Una vez obtenido el medio, se preparan cajas de Petri, y tu-
s de ensayo con medio inclinado, se siembra en estria con una -
ada del mosto alcohélico. Se incuba a diferentes temperaturas,-—
ra favorecer el crecimiento de las diversas especies de Acetabac
TS

Acetabacter aceti, tiene una temperatura Sptima de 26°¢ llega
producir el 5% de dcido acético.

Acetabacter acet{genum, tiene una temperatura Sptima de 33°C
oporciona aroma al vinagre haciéndolo mds agradable.

Acetabacter Xylinum, tiene una temperatura Sptima de 30°¢C se
racteriza por el colbr amarillo ocre y una mucosidad elevada,--
te micoroorganismo tiene poca conversién de alcohél a dcido acé
co y proporciona un sabor amargo al vinagre.

Acetobacter aceti, A. peroxidans, A. lovaniese y A. acetige-
m, presentan crecimiento en el medio de Hoyers y la especies de
etobacter Xylinum, 4. rancers, .., mesoxidans y A. acendes, no -

ecen en el medio de Hoyers, lo cual es una ventaja pues tres de
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stos Ultimos, pueden causar problemas en la fermentacidn;

La composicidén del medio de Hoyers es la siguiente:

BGANO0 1 ominisie sisi sisisisiers s sie s oiais aionis sisisjoisiaoon 3000
Sulfato de Amonio Dib&SiCOescccssccccss 1.00
Fosfato de Potasio DibdSiCOeeccscccccse 0.90
Fosfato de Potasio Monob&dsiCOeesscecsces 0.10
Sulfato de Magnesio Heptahidratado..... 0:25
Cloruro Férrico HexahidratadO.esecesscsse 0.02
Agua destiladBcececscccccoccscnsossoccas 1.00

H MR & MK MK MK

Se esterilizan las sales en cuatr®o quintas partes del vold—-

n final y el alcohol en el volimen restante, Se coloca éste me-

o0 en matraces Erlen-lMeyer de 250 ml con un Volimen de 75 ml ca-

. uno, y se indéculan con el microorganismo sembrado en el medio-

nitol-Agar, se colocan en la mesa de agitacién a 200 rpm y a u-

- temperatura de 30 C.

ESTIONARIO:

10—

80_
9--

Mencione algunas materias primas a partir de las cuales-—
se puede obtener vinagre.

¢ Qué microorganismos se usén en la obtencién de wvinagre
¥y por que?.

Mencione las diferencias que existen entre el método de-
acetificacibén sumergida y el generador de virutas.

; Quf es un soporte, y que funcidén tiene ?.
Comercialmente a que concentracidén se vende el vinagre -
y cuales son los dcidos inorgdnicos que generalmente se—
usan para adulterar el vinagre.

Mecanismo de la fermentacidén Acética.

¢, Se usa Metabisulfito de Potdsio en la fermentacién Acé
tica por que %.

Grifica y Tabla de por ciento de Acidez vs. Tiempo.
Grifica y Tabla de por ciento de ktanol vs. Tiempo.
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RoNDINI=NTO PARA LA FERMENTACION ACSTICA:

Para el generador de acetificacidén sumergida el rendimien
to se calcula, considerando solamente las concentraciones ini-
cial y final del alcohol, esto se puede hacer por no haber pé£
didas o &stas son minimas de etanol, debido a lu presencia de
un "colchén" de espuma en la superficie del liquido en fermens
tacidn, que sieve para condensar.el alcohol que se estd evapom
rando, devolviéndolo a la mezcla de reaccidn. (50).

Cl - CF x 100
Cl

RENDIMIENTO

Cl.- Concentracidén Inicial de alcohol.
CF.- Concentracién final de alcohol.

NOTA:

**Se debe reportar en -cmadros los resultados tanto Fisi-
cos como Quimicos, anexando observaciones, aclaraciones y co-—

mentarios.,

BIBLIOGRAFIA:

2, 4, 6, 7, 8, 9, 15, 18, 26, 28, 34, 36, 50, 51, 59, 62,
64, 68, 69, Tl.
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FERMEMTACION ACETICA .
MOSTO LLOONOLICO BE PEUTAS LlEln
(DATH DE. FaLird (His'2) iR
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8.0 JJH

20} 1

é0] | 20

5.0 |
e -~ fre
3.0
'zo )iai

/.0l L ;

o w ;.m{osohanb ®
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TIEMPO | % TANOL | B AC/OCE |
0 4.45 1.9/
¢ £.28 2.05
24 z.63 3.57
| z8 2.0¢ 4./5
YA /.87 ¢33
45 0.82 4 74
.73 2. 47 £ 73 I
S 0,53 2.72 :
72 0. 49 8.7 [ i
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SLRMUNACLN HCETIEA |
MOSTO I AR DLSTHALE.

2.0

9.0

T IERMIPD T WORHE e -

J/IEMFPO | BEJANK | B AR
0 L5 2.72

4 9.08 220

8 8.52 L dsal
24 279 3.9¢
_ 38 /.49 S .04
42 /.78 52
48 0. 8¢ 5.38
52 0.70 5 .30
5¢ 0.58 5.29
72 0.50 5.08

METO00 DE ACLTIACACION SOMERGION
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PRACTICA No. 5
FERMENTACION ACETICA I.
MODIFICACION AL METODO FRANCES O DE ORLEARS.
.— OBJETIVO: la produccién de vinagre por un método lento, ha ——
ciendo énfasis en la adaptacién de la técnica al laboratorio,-
as{ como de las propiedades qufmicas y organolépticas de los -
productos.
.— MATERTAL:
- Un fermentador con todos sus dispositivos.
- Cinco matraces Erlenmeyer de 250 ml.
- Tres pipetas volumétricas de 5 ml.
~ Una bureta de 50 ml.
- Un embudo de cola larga.
- Un refrigerante con mangueras.
- Une trempa Kjeldahl. '
-~ Un matraz aforado de 100 ml.
- Un picnémetro de 25 ml.
- Un termémetro de - 10 a 260°C.
- Un soporte universal.
- Dos pinzas de tres dedos.
- Un mechero con mancuersa.
-~ Una tela de asbesto.
- Papel pH.
- Papel filtro.
- Cuerpos de ebullicidn.
- Dos metros de tela muselina (manta de cielo)
- Dos litros de vinagre casero.
.= REACTIVOS:
- Solucién de Fehling "A"
- Solucién de Fehling "“B"
- Solucion de NFaOH concentrada
- Solucién de NaCH 0.1 N
- Solucién de HC1l concentrads
- Solucién de HC1 0.1 N
- Solucién de fenolftaleina
- Splucién de azul de metileno
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— EXPERIMENTO: Originalmente este método ers para la obtencidn de
vinagre a partir del vino, pero debido al alto costo gue repre-
sentarfa hacer una préctica con vino, se les da la opcién de —
trabajar con el mosto alcoholico reportado en esta préctica.
Método.— En el fermentador se colocan dos litros de vinegre, —
'(éste vinagre deberd de preferencia ser casero O en Su defecto-
comercial, si es comercial el vinagre, se debe agregar a ste,~
medio litro de vinagre casero o una madre de vinagre) se le adi
ciona un litro de mosto alcoholico (*), con la siguiente concen
tracién de alecohol y sales:

BEtanol ececccccscscsecacsscsssssscessssscsces 10-11 %
Fosfato de amonio dib4sicO cececscccccocse 1.0 g
Sulfato de megnesio heptahidratado ....... 0.2 g
Sulfato de potasio dibésicCO sccececcccccce 0.1 g
Voldmen de mediOeccsceccocsscecsscsscscssce 150" 1

A la semana siguiente se le agrega otro litro de mosto con igual
composicidén que en el anterior, a la tercera semana Se separa un-
litro de vinagre, rcemplazéndolo por la misma cantidad de mcsto
alcohélico, se repite sucesivemente ésta operacién, establecien
dose as{ un sistema continuo. La boca del fermentador se encnhg
tra cubierta por una triple cepa de tela con poro fino, esto —
permite la entrada de aire e impide ademds el acceso de basura~
e insectos al mosto de fermentaciéa.

Tas bacterias acéticas formen una pelfcula fina sobre la super-
ficie de la solucién, que con el tiempo ‘se hace gruesa y gela -
tinosa. Se debe evitar el agitar o mover violentamente el ma ——
traz, ya que ésto provocaria que la capa musilaginosa cayera al
fondo, al undirse ésta, provoca elrconsumo de las sustancias -—
nutritives del medio, sin produccién de 4cido acético, para evi
tar el undimiento de la zooglea al momento de agregar el'mosto-‘
alcohblico, se le adapta al fermentador un embudo de cola larga
que sirve para depositar suavemente el 1fquido en el medio, tam- -
bién se le adapta un tubo de vidrio en forma de "L" unido a una
manguera para la extraccién del vinagre, por medio de un simple
sifén. .
Controles Durante la Fermentacidn.- Estos son: Temperatura e ——
Higiene, entre cada semana o ciclo, se tomen datos de Acidez —
Total (una por dfa), '
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Se filtra el vinagre y si es necesario se clarifica. El envasado
se debe de hacer en botellas de medio o tres cuartos de 1litro,—
limpias; se llena la botella hasta el cuello teniendo cuidsdo de
que el espacio entre la superficie del 1fquido y el tapén sem -
muy pequefio, para evitar lo mds posible el contacto entre el oxi
geno_y el vinagre.

Pruebas Comparativas y de Control de Calidad.- A una botella con

vinagre comercial semejante al obtenido en el laboratorio, y & -

éste ¥ltimo se les practicen los siguientes anélisis:

8.- Andlisis Fisicos.- iparigncia, Color, Olor, Sabor, Dongidad—

¥ pE. '

b.- Anflisis Quimicos.- Acidez Total, Reductores Totales, Porcen
taje de Alcohol y Adicidén de Acidos Minerales (adulteracidn-
de vinagres). Se debe reportar en cuadros los resultados, —-

anexando observaciones, aclaraciones o comentarios.

— CUESTIONARIO: el

1.- Mencione algunas materias primas a partir de las cuales se-
puede obtener vinagre.

2.- ;Que microorganismos se usan en la obtencién de vinagre y -
por que? . '

3.~ sComercialmente & que concentracidén se vende el vinagre y -

' cuales son los 4cidos inorgénicos que generslmente se usen-
para adulterar el vinagre? '

4.- Mecanismo de la Fermentacidn Acética.

- METODOS DE EVALUACION: El alumno serd evaluado en funcidn de:

— El1 rendimiento de la fermentacidén.

- Los resultados de las pruebas comparativas y de control de ——

calidad, cotejados con el siguiente cuadro:
ESPECIFICACIONES CANTIDAD
Acidez Total (en ac. acético) ceeeecccess mayor a 5 %
Reductores ToOt8leS eecececscsssscssecsss Mmenos del 2 %
Por centi:je de BEENOl,,...0c000ecseseeso Menos del 1 %

- Los resultados de los andlisis fisicos.

- Las respuestas al cuestiohario.

*#) NOTA: E1 mosto alcoholico se obtiene por cualquiera de los ——-
métodos conocidos, ya por el alum o para éste propésito,
vistos durante la préctica de fermentacién alcohélica).

3] BLTIOGRAFTA. ‘

,4,6,7,8,9,15, 18, 26, 28, 34, 36,50,51,59,62,64,68,69,71.
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FRACTICA To. 6
FERMENTACION, ACETICA II.
METODO DE ACETIFICACION SUMERGIDA

OBJETIVO: La produccién de vinagre por un método rdpido, los —
controles durante la fermentscién y el anédlisis fisico quimico-
del producto obtenido.

MATERIAL:

Un Acetificador Frings (Acetator)
Cinco matraces Erlenmeyer de 250 ml
Tres Pipetas Volumétricas de 5 ml
Una bureta de 50 ml :
Un embudo de cola larga

Un refrigerente con mangueras

Una trampa Kjeldahl

Un matraz afeorado de 100 ml

Un picnémetro de 25 ml

Un termémetro de - 10 a 260°C

Un soporte universal

Dos pinzas de tres dedos

Un mechero con manguera

Una tela de asbesto

Papel pH

Papel filtro

. Cuerpos de ebullicién

REACTIVOS:

Solucidén de Fehling "A"
Solucién de Fehling "B"
Solucidén de INaOH concentrado
Solucién de NaCH 0.1 N
Solueidn de HC1l concentrada
Solucién de HC1l 0.1 N
Solucién de Fenolftaleina
Solucidn de azul de metileno
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- EXPERIMENTO:

Caracteristicas Generales del Acetator.- En el acetificador ---
Frings, el tanque es de forma cilfndrica, puede estar hecho de-
acero inoxidable o de madera, en este caso es de pléstico con -
cuatro bafles en su interior, la capacidad del tanque es de diez
litros. Durante la fermentacién se llena el tanque a tres cuar-
tas partes de su capacidad. El enfriamiento se hace por medio -
de un refrigerante en forma de serpentin de tubo, por el cuel -
pasa azua, la cantidad de &sta es controlada automdticamente.

La sireacién se efectda por medio de un aireador colocado en el

fondo del tanque, &ste aireador es accionado por un motor eléc—

trico, el aire aspirado por éste pasa por un filtro formado de-
carbén activado y fibra de vidrio, a continuacidén el aire es —
distribuido en la mezcla de fermentacién en forma de pequefias -
burbujas, existe un medidor de aire incorporado a la tuberfa de
aire fresco. La carga del tenque se encuentra en la parte supe-
rior del aparato, las muestras para anélisis se toman por medio
de una llave que se encuentra instalada en el fondo del aparato

y que también sirve para el vaciamiento total del tanque. Posee

un termémetro de control a un lado del tanque, que junto con el

gistema de refrigeracidén, sirven para ajustar la temperatura —-—
del mosto en fermentacién. :

Método.- Para la produccidén de vinegre el mosto alcohélico a ——

utilizar puede provenir de dos fuentes que son:

1.- Fermentacién Alcohdlica de mostos de: jugos de frutas, mate
rias con alto contenido de sacarosa, materias que contienen
almidén y/o materias celuldcicas.

2.~ Destilacién de los mostos alcohdlicos descritos en el inciso
enterior.

El mosto alcohélico es colocado en el Acetator Frings a una teg'

peratura de 29-30°C y con una entrada de aire de 25 litros por-

hora. Se debe acidificar el medio (al 2% con vinagre) y esto tig
ne dos objetivos, primero, inhibe el desarrollo de ciertos tipos
de bacterias perjudiciales y segundo suministra un medio adecua
do para la inoculacidén. La cantidad de sales a agregar se_ encuen
tran en funcién directa de la materie prima que se utilizé en la
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fermentacién alcohélica, sunque la literatura nos recomienda (para
nostos inclufdos en el inciso uno) la adicién de sales de aménio,-
negnesio y potasio.
Sulfato de amonio AibdBiCOceccscsccccscsces 1.0 g/1
Sulfato de magnesio heptahidratadoe..ececccee 0.2 2/1
Sulfato de potasio AibdSiCOscssescescscaces 0.1 g/1
>ara mostos inclufdos en el inciso dos la composicidn del mosto —
iebe ser: .
BEanodsc cescesicecissssossensnassssssessssse G0 9 10%
HaCaI0BR.sase st sesvsssananinsnnsssseses To054 /1
Fosfato de aménio Aib&SIiCO seceesscesccscss 0.569 g/1
Sulfato de magnesio heptahidratado eccecees 0.117 g/1
@itrato de amdnio seessssssasnssnsnsansssss 0117 gfl
Acido pantoténico seececsccccccsrecccccasss 0.001 g/1
Voldmen del meGiO eeececescccsscccsssscsncsces 6,0 1
Jne. vez que el medio se encuentra con todas sus sales; se procede-
2 inocular, se agrega un diez por ciento con respecto al voldmen -
sotal, de bactérias acéticas crecidas en el medio de Hoyer (*).
.08 controles que se deben llevar a cabo durante la fermentacidén -
jon: Acidez Total, Por centaje de Etanol, Temperatura y Cantidad -
le ox{geno que entra en el medio. Estos controles se deben de efec
uar tres veces al dfa, durante el transcurso de la fermentacién.
‘erminada la fermentacidén se filtra el vinagre y si es necesario -
e clarifica. El1 envasado de hace en botellas de medio o tres cuar
;08 de litro, limpias: se llena la botella hasta el cuello tenién-
lo cuidado de que el espacio entre la superficie del lfuido y el -
;apén sea pequefio, para evitar lo més posible el contacto entre el
xfgeno y el vinagre.
'ruebas Comparativas y de Control de Calidad.- A una botella con -
inagre comercial semejante al obtenido en el laboratorio, y a és-
e Ultimo, se les practican los siguientes andlisis:
.— Andlisis Fisicos:vApariencia, Color, Olor, Sabor, Densidad y -
pH.
.— Andlisis Quimicos: Acidez Total, Reductores Totales, Por centa
je de Etenol y Adicién de 4cidos minerales (adulteracién de ——

vinagres)
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Se debe reportar en cuesdros los resultados tanto fisicos como qui-
micos, anexando aclaraciones o comentarios, ademéds de observacio--
nes sobre las diferencias més notables, entre el vinagre comercial

¥

el vinagre del laboratorio, explicando la nosible causa de ésta-

diferencia, as{ como recomendaciones para que en una repeticién —
del trabajo préctico, ésta diferencia disminuya o desaparezca.
-CUESTIONARIO: :

1.

- Mencione las diferencias que existen entre el método de aceti-
ficacién sumergida y el generador a virutas.

2.- ;Que es un soporte y que funcidbn tiene?

3.

- ¢(Se usa Metabisulfito de Potasio en la fermentacién acética —-
por que?

METODOS DE EVALUACION: El alumno serd evaluado en funcidén de:

El rendimiento de la fermentacién (aceptable desde un T0%)

Los resultados de las pruebas comparativas y de control de cali-
dad, cotejados con el siguiente cuadro:

ESPECIFICACIONES CANTIDAD
Acidez total (en ac. acétict).cceececcesceeess. mayor al 5 %
Reductores totales ....cccccevcccccacscasscasaes menos del 2 %
Por centaje de etanol & 15°C cseecvcccecccscesss menos del 1 %
Los resultados de los andlisis fisicos.

Las respuestas al cuestionario.

Todas los datos obtenidos en los controles de la fermentacidn,
reportados en gréficas y tablas.

(*) NOTA: El indculo serd dado por el maestro, lo mismo que la ——-—

tecnica de aislamiento de la cepa a utilizar.

BEIBLIOGRAFIA.

2,

4,6,7,8,9, 15,18, 26, 28, 34, 36,50,51,59,62,64,68,69,71.
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CAPITULO V.

FERMENTACION LACTICA.

- BIOQUIMICA DE LA FERMENTACION
LACTICA.

— OBTENCION DE PRODUCTOS VEGETA
LES FERMENTADOS.

— OBTENCION DE PRODUCTOS LACTEOS
FERMENTADOS.

PRACTICA No. 7

FrRMENTACION LACTICA I
— ELABORACION DE COL ACIDA.

PRACTICA No. 8

FxuRMsNTACION LaCTICA II.
— oLABORACION DE YOGURT.
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FoRWENTACION LACTICA.

INTRODUCCION.,

Una de las industrias mds amplias y abundantes de productos—

fermentados es la industria de vegetales fermentados y productos-—

ldcteos fermentados.

En su inicio fue de manufactura casera; pero debido a la gran

aceptacién que dichos productos
na industria, 1o que incrementa
de produccidn y conservacién de

PRODUCTOS

los productos.

tenfan, se constituye pronto en u-
el desarrollo de nuevas técnicas -

FERMENTADOS

PRODUCTOS VEGETALES FERMENTADOS
IPRODUCTOS MATERTIA ] MATERIA COMFUESTOS COMPUESTOS | MICROORGANISMO
[FABRICADOS |PRIMa SECUNDARTA |METABOLIZADOS FORMADOS QUE ACTUAN
o= Col Sal Azdcares Acidos - | Leuconostoc
Col Acida. |Repollo | Glucosa Léctico,- mesenteroides
Eneldo Acético,- | Lactobacillus
Alcaparras Manitol, - cucumerus, L.
Etanol, - plantarum, L.
002! - pentoaceticus
Esteres, L. brevis, L.
brassicae, ——
Streptococcus
lactis.
b.— Aceitu- | Sal Azdcares Acidos - Lactobacillus
lAceitunas. |nas, —- | Glucosa Léctico,- prentosus, L.-
(verdes Acético,~ | pentoaceticus
etc. L. brevis.
Com Pepinos sal Azdcares Acidos = | Cocos gram) -
[Encurtidos
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coliflor| Pimienta Léctico,~ | positivos, -
Cebolla | Cilantro Acético,- | Lactobacillus
Zanaho- |Eneldo,- Manitol, - Cortos y lar-
rias, « fHojas de Etanol, - g0s.
etce, Lauroel, - co,, -
glucosa. Esteres.
PRODUCTOS LA CTEOS FERMENTADOS
le— Leche ———————— Lactosa Acidos ,- L. bulgaricus
Yogurth Léctico,- | y otros lac—
Acético,- | tobacilos, -
etc,, Streptococcus.
2.- Leche ————————— | Lactosa Acidoes ,- | L. Casei -
Kefir Ldctico,~ | Saccharomyces )
Acético,- | Kefir.
etc.,
Zhis Leche —— Lactosa Acidos , - L. Casei, S.-
Yints Ldctico,- | lactis, leva-
Acéti¢o,- | duras.
et
4.- Leche  |—=———— — Lactosa Cetonas Penicillui
Jueso Acidos- Roqueforti
Grasos.

rentes
- La produccidn de sabores y cardcteres fisicas nuevos desea=

bles, es decir un alimento diferente.

cencial la produccidén de 4cido

algunas caracteristicas rrincipales desarrolladas en los dife

productos fermentados son:

- Ayudar a la conservacidén del alimento.

.

Para realizar la conservacidén de este tipo de alimentos es es

14ctico principalmente, dado que -

€ste tiene una funcién muy importante en la obtencidn de los dife—

rentes productos fermentados, como: Col Acida,
dos, Leches Fermentadas, Luesos, etce,,

Aceituna, Encurti--




Acido acético

CH,COOH + 002 + H2

3
i CO - COOH + H2
CH3CHOH - COOH
ido Pirdvico Acido ILdctico.

OBTENCION DE FRODUCTOS VEGETALES FrRMENTADOS.

Los vegetales mds usados en la industria de vegetales fermen-
ios son:

Pepinillos, Col Acida, Aceitunas, Alcachofas, Nabos, Cebolli-
5, etc., Cuyo proceso de elaboracién varia solo en lagunos deta-

2S e

ELABORACION DE COL ACIDA.

La col dcida se conoce comercialmente con los nombres de:
JCRUTA O SAUERKRAUT.

Las caracteristiéas que debe tener la col dcida son: .

Debe ser un producto‘obtenido por fermentacién ldctica de las
jas de la col. De acuerdo con la definicién establecida por la -
leral Food and Act de los Estados Unidos, se define como "col 4-
la al producto, sano .y limpio de sabor caracteristico, obténido-
~ fermentacién total, primordialmente léctica; La col especial--
1te preparada y picada, en presencia de no menos de 2 %, ni més-
. 3 % de sal. Contiene, después de la fermentacién, no menos de-
) % de 4cido expresado en dcido ldctico. La col dcida envasada,-
|la que se ha agregado salmuera nueva, no deberd contener menos -
| 1 ;o de 4cido, expresado como £cido ldctico".

JETIVO:
Adquirir los conocimientos necesarios para poder elaborar- un-—

yducto vegetal fermentado, asi como las condiciones que para «-—-
L0 se requiera. i

"WRIAL:
- Fermentador:
- Un frasco de 3000 ml de boca ancha.
- Una tapa de madera o plédstico.
- Una manguera de pldstico de 5 mm de @.
- Un embudo de separacién.



- Unas pinzas de more.

- Tela de muselin.

- Pesar.

Cuatro matraces krlen-Meyer de 250
Dos pipetas volumétricas de 5 ml
Una pipeta volumétrica de 10 ml
Una bureta de 50 ml

Un embudo de cola larga.

Un soporte universal.

Una pinza de tres dedos.

Un mechero con manguera.

Una tela de asbesto.

Un termémetro de - 10° a 260°C
Un matraz aforado de 100 ml
Papel filtro.

Papel pH.

Cuerpos de ebullicién.

Un salometro o baling.

SETALES:

Col.
Pepinillos.
Cebollas.
Aceitunas,
Repollo.

etc..

4CTIVOS:

Solucidén de Fehling "A".
Solucidén de Fehling "B".
Solucidén de NaOH concentrada.
Solucidén de NaOH 0.1 N.
Solucién de HC1l concentrada.
Solucidén de HCL 0.1 N,
Solucidén de fenoftaleina.
Solucidén de azul de metileno.
Jolucidn de AgN03 0.1 NW.
€Clorpro de sodio granulado .
Solucidén de cromato de potasio.
Metabisulfito de potasio.

ml
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DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO PARA LA OBTENS\ON DE

MICRO ORGANISMOS
INICIADORES DE LA
FERMENTACION

" VEGETALES

FERMENTADOS "

MATERIA PRIMA

ACONDICIONAMIENTO DE LA_
MATERIA PRIMA

ol e

A,

MADURACION

CORTE.

SAL

FERMENTADOR

CONTROLES DE LA
FERMENTACION

TERMINO DE LA
FERME NTACION .

ACONDICIONAMIENTO DEL
PRODUCTO TERMINADO .

PRUEBAS COMPARATIVAS
Y DE
CONTROL DE CALIDAD.



123

DiSCRIECION D LaS OPSRACIONSS,

o— LiaTERIA PRIMA:

La col 4cida puede producirse a partir de distintas variedades

e coles; pero son preferibles las variedades que forman cogollos-

pretados.
COMPOSICION DE LAS COLES.

EPARTES MADURAs FRESCAS
Agua 86 - 94.3 % 91 - 93 %
Aziicares 2.9 6e4 % 2= 2
Proteinas 02 - 2.4 % 0.1 - 1.5 %
Grasa 0.l = 0.7 % 0.1 - 0.3 %
Fibra 0.5 - 1.6 % 0.5 - 1.0 %
Cenizas 04 = 2.4 % 0.4 = 2.0 %

o— ACONDICIONAMIENTO DE La MATsRIA PRIMA:

Seleccibn.- Se usan coles maduras, de lo contrario puede dar -
roductos defectuosos en color y textura,

Lavado.- Las coles se lavan en fuerte chorro de agua fria 6 --
e jor adn, caliente teniendo por objeto eliminar la tierra y los —
icroorganismos indeseables que pudiera tener a la hora de la re—-—
oleccibn de las coles, en lu superfisie de las hojas.

.— MADURACION:

Antes de proceder al picado se dejan las coles sanas en un lu-
ar bien ventilado por lo menos durante 24 horas para gue Se mar-—--—
1iten y conseguir con ello una maduracidén uniforme.

.— CORTE: .

Una vez separadas las hojas exteriores y partes malas se pPro=-
2de a sacar el corazén de la col y posteriormente se lava en fuer
> chorro de agua. La col es cortada primeramente a la mitad o en-

iartos y postiormente se corta en tirillas de unos 8 mm la col de

e

> cortarse sin .deshacer los pedasos, por que esto podria se cau-

» de que se estropease el producto.

Una vez cortada y pesada la col se coloca en el fermentador.
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,— SAL:

La sal ejerce varias funciones durantc. el transcurso de la =
>rmentacion. Actva. como aeshidratante,. provocando la salida del-
10 célular; favorece la fermentacidén ldctica, que evita la pu--
refaccidn; contribuye al sabor y determina en parte la consisten
la del producto final. La sal seca y fina se agrega en proporcién
> 2.25 a2 2.5 % en relacidn al peso de la col, ya gue si 1la canti
2d de sal es menor del 2%, la col toma una textura viscosa y si-
)r el contrario, es mayor del 3 %, adquiere un color rosa, el —-
1sto es demasiado salada y la 4cidez es baja, inhibe en parte el
>sarrollo de las bacierias fermentativas.,

' Por eso es necesario la eleccidén de una concentracién adecua
., por lo tanto se adopta el valor de 2.25 a 2.5 Y.

Se acostumbra agregar, algunos condimentos tales como: pimi-
1ta, comino, clavo, oregano etc..

,— MICROORGANISMOS INICIADORES DE La FERMENTACION:

Las bacterias ldcticas de la fermentacidén de la col se divi-.

n, en tres grupos:

l.- Cocos productores de gas: Durante la primera parte de la
rmentacién predomina el Leuconostoc mesenteroides, siendo favo
ble a su desarrollo la concentracién del 2.25 a 2.5 % de sal -
la temperatura de 20° ¢ dste copo ataca los azidcares incomplew
umente, produciendo dcido ldctico, acético, etanol, manitol,CO,,
-ansformando ligeramente las protefnas y la estructura célular
wrante su desarrollo se producen ésteres por reaccidén de dcidos-
alcoholes que dan aroma a la col dcida. kstas bacterias se des
uyen cuando se alcanza la dcidez de 0.7 a 1 %.

2.- Bacilos no productores de gas: Pentro de &ste grupo de -
1cilos se encuentran Lactobacillus cucﬁmeris, L. plantarum, que
stuan sobre el azdcar sintransformar y el manitol para dar dci-
) 1ldctico en grandes cantidades. A su vez estos bacilos son des
~-ufdos lentamente por su poca resistencia al dcido producido.

.

3.- Bacilos productores de gas: La fermentacién se completa-
»r éste grupo, al cual pertenecen L. pentoaceticus, L. brevis,-
e producen 4cido ldetico, etano], manitol y CO, a partir de --
s aztcares remarentes. nste grupo es bastante resistente a los

N\
N
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idos, sopotando una acidez de 2.4 %

DDUCTO3 D ..CIDO &N LA FoRMsNT.CION Ds COL ACIDA,

£.5F ——
2 L III.- Bacilos Yroductores-
- - de gas. /{. 'c.(.(vz_‘.
% de
ACIDO II.- Bacilos no productores-—
1r & =i= de gas., fetucnmneit
o £ L SRR
I.- Cocos Productores— (=, {
de gase. Lesre aniNne vaegestergide
L A A L
0 — i

3]
TIEMPO ———————¥®

- FERMENTADOR:

3 Col se va agregando en el fermentador y se va adicionando la -
1, distribuyendo de una manera uniforme, y se comprime fuertemen
E1 fermentador se llena por lo general hasta el borde, Encima
todo se coloca una tela de muselin, con el objeto de mantener -
smpre la superficie humeda, ayudando a que no se contamine el —-—
>ducto, encima se coloca una tapa (madera o pldstico), sobre la-
> se coloca un peso tal que provoque la salida del jugo céiular—
la .col, es recomendable colocar una tela de muselina en la boca
] fermentador, para evitar la entrada de insectos, que pudieran-

4

fectar el producto.

E1l jugo extraido de la col por accién de la sal y de la com-—-
>sidn sube pronto y a las ocho horas ya existe suficiente canti=
i para cubrir la col ( fig. 5.1)

El sistema de control del pH , concentracidén de sal es de ——-
an importancia para la obtencién de un buen producto.

La toma de muestra es de gran ayuda para determinar cuando ce
pararse la fermentacién, ademds disminuye la posibilidad de una
ntaminacién a la hora de tomar una muestra.

- CONTROLES DE La FERMENTACION:

Estos controles son fisicos y quimicos, dentro de los primeros
tdn: Temperatura 20°C, Presidén adecuada para obtener una mayor -
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FERMENTADOR
(Fig, 5.1)

f)

(h)

PARTES DEL FERMENTADOR

a.~ Frasco de 3000 mi.
b.- Col cortada y acondicionada.

c. - Sal
d.- Toma de muestra

e. - Tela de muselina

f.~ Tapa de :madera o pl astico
g. - Contra peso.

h. - Tela de muselina.

i.= Sistem de control de

PH, Sal

9etl



raccién del jugo célular de la col.

Controles wuimicos: pH 3.4 - 3.6, Reductores Totales, Acidez -
2, Voldtil, Total, Concentracidén de la Salmuera.

_tos vontroles se deben hacer cada tercer dia, durante el —-—-—

nscurso de la fermentacidén, que es de 3 a 4 semanas.

TsRNING DE LA FulRMuNTACION:

1 final de la fermentacidén serd determinada cuando se alcance
valor de 1.7 a 2.4 % de 4cido lédctico.

- ACONDICIONAMIENTC DEL IFRODUCTO TLRMINADO:

E1 producto fermentado se lava, con una salmuera cuya concen-
cién es de 2.25 a 2.5 %; en la actualidad se procede a envasar-
producto, asegurando as{ la conservacién del producto, que por-
répida descomposicién -solo seria posible consumir en los meses-—
os del afio. Se desarollan nuevas técnicas para conservar mis —-—
npo el producto. Se procede de la siguiente manera:

— En frio : Se saca la col 4cida del fermentador, ya lavada, -
llenan los envases, se estériliza calentando hasta'65°C por 40-
utos pues la penetracién del calor es muy lenta.

- En caliente : Se saca la col 4cida del fermentador, ya lava
y se calienta hasta que alcance 45° ¢ se llenan los envases y-
sgrega salmuera 2.25.a 2.5 % caliente a 75°C cerrando los enva-
sin preesterilizar.

- Esterilizacién : Se saca la col 4cida del fermentador, ya--
ada, se llenan los envases, se cierran y se calienta a 10026 .=~
ante 35 minutos, inmediatameénte se enfrian-para preservar el co

, evitando el ablandamiento del producto y la formacién de incha

L]
Los productos vegetales fermentados requieren poca esteriliza
n, porque su contenido de dcido fdecilita 1la conservacidn.

ilteraciones : Las alteraciones en la col dcida son debidas -
eralmente a las siguientes causas:

- Cantidad insuficiente de sal.
— ~liminacién de parte del jugo.
— Producto mal elaborado.
Deterioros de la col 4cida :
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a).— Col 4cica rosada : causada por algunas levaduras que -
se desarrollan en la superficie del producto cuando el nivel del
jugo no cubre la col, cuando se ha agregado mucha sal o ésta es-
t4d mal distribuida.

b).- Espuma blanca : producida por un desarrollo superficial
de levaduras. Se evitan cuidando que el producto no esté expuesto
al aire.,

¢)e.— Col Acida blanca : Debida a la concentracién baja sal,
altas temperaturas, exposicién al aire y falta de higiene en la-
elaboracidn.

d).- Col Acida viscosa : Debida al desarrollo excesivo de -
ciertos tipos de bacterias, como consecuencia de temperaturas al

tas y poca cantidad de sal.

e).— Col Acida podrida : Se encuentra solamente en la Su---—
perficie, cuando ha habido demasiada exposicién al aire.

f).- Color obscuro : es un defecto comin causado por varios
factores, como son : falta de higiene, baja contenido de sal,al-'
tas temperaturas de fermentaciép, mucho contacto con el aire.

g).— Col Acida con sabor diferente debidps a la difusién de
productos desarrollados durante las alteraciones.

11.— PRUEBAS COMEARATIVAS Y Dk CCONTROL DE CALIDAD:

Se compara el producto obtenido, con uno comercial, de a--
cuerdo a los siguientes andlisis.
a.-— Andlisis Fisicos.
- aspecto
- color
- olor
- sabor
- acidez
- textura

b.— Andlisis Quimico
- reductores directos
— acidez voldtil
- acidez fija
- acidez total
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o concentracién de la salmuera

_pH

STIONARIO :

1l.- Definicién de encurtido.

2.- ¢ Qué es un grado salino ?

3.- ; Qué es un salbmetro ?

4,- ; Qué mocroorganismos actuan durante la fermentacién ?
5.- Principales alteraciones en vegetales fermentados y -

formas de evitar.
6.~ ; Qué sucede si la concentracién de sal es del 3 % ?
7.- Es recomendable el uso de iniciadores en productos -
vegetales fermentados.

A ¢
++ Se debe reportar en cuadros los resultados tanto fisicos -
o> quimicos, anexando observaciones, aclaraciones y comentarios.

LIOGRAFIA :
1, 12, 15, 22, 25, 27, 29, 30, 34, 35, 39, 44, 45, 46,
49, 55, 56, 63, 68.
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OBTENCION D& PRODUCTOS LACT=OS FoRuuNTADOS

wntre las leches fermentadas se encuentran:
La leche agria cultivada, leche bdlgara, yogurt, leche acidé
fila, Kefir, Kumis, skyr, taette, y algunos otros muy simila
res.

Las leches fermentadas son productos ldcteos que se con
servan en parte, por el dcido originado por las bacterias, a
demds dan ciertas caracteristicas organolepticas al producto.

En las leches fermentadas las bacterias ldcticas reali-
zan la fermentacién principal, cuyo producto mds importante-
es el dcido léctico.

fista propiedad de acidificacién de la leche, ha hecho -

posible que a través de la historia del hombre, se hayan de-
sarrollado leches fermentadas en varias formas.

ELABORACION DE YOGURT.

Una de las presentaciones mds antiguas y comunes de le-
ches fermentadas es el yogurt en donde se favorece el creci-
miento de los microorganismos;‘Streptococcus termophilus y -
Lactobacillus bulgaricus; dando como resultado un producto -
 de alta acidez.

OBJETIVO:

Adquirir las bases y conocimientos necesarios para poder
elaborar un producto ldcteo fermentado, asi como los contro--
les que se requieren durante el proceso.

- Fermentador :
" = Un frasco de 3000 ml
- Un termdémetro de - 1a 260° ¢
— Tela de muselin.
— Cugdtro matraces Erlen- leyer de 250 ml
- Un matraz aforado de 100 ml
— Un embudo de cola larga.
— Una bureta de 50 ml
- Dos pipetas volumétricas de 5 ml
- Dos pipetas volumétricas de 10 ml



DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

PARA LA OBTENCION DE

" PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS"

MATERIA PRIMA

ACONDICIONAMIENTO DE LA _
MATERIA PRIMA

Ml CROORGANISMOS INICIDORES
DE LA FERMENTACION

FERMENTADOR

INCUBACION

CONTROLES DE LA
FERMENTACION

TERMINO DE LA
FERMENTACION

ACONDICIONAMIENTO DEL
PRODUCTO TERMINADO

PRUEBAS DEL PRODUCTO
TERMINADO.
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kstufa con control de temperatura.

Un soporte universal.

Una pinza de tres dedos.

Bafio maria.
Una tela de asbesto.

Un termémetro de - 10° a 260°cC.
Papel filtro.

Papel pH.

Cuerpos de ebullicidn.

Batidora eléctrica.

RIA FRIMA :

Dos litros de leche.
Microorganismos: Lactobacillus bulgaricus,

Streptococcus termophilus.

TIVOS :

Solucién
Solucién
Solucién
Solucién
Solucién
Solucién
Solucién
Solucidn

de
de
de
de
de
de
de
de

Fehling "A".
Fehling "B".

NaOH concentrada. -
NaOH 0.1 N.

HC1l concentrada.
HC1 0.1 N.
fenoftaleina.
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azul de metileno al 0.2 %

Metabisulfito de potasio.

Oxalato de potasio.

Subacetato de plomo.

DESCRIPCION DE CADA

OPERACION

MATLRIA PRIMA:

E1l yogurt puede elaborarse a partir de las diferentes varieda-

de

leche que existen en el mercado,leche de vaca (principal--

e), de burra, de cabra, etc..

Se puede usar la leche de vaca en sus diferentes presentacio--—

e jemplo ;

leche bronca,

leche descremada,

leche en polvo, etc.
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CONMPOSICION De La LECHs Dm ViCA Y DEL
YOGURT ( g/ 100 g producto)

LECHE De VACA
DeTERMINACION BRONCA HsRVIDA YOGURT
Humedad BT 75 86.55 86.45
Grasa 38 3.4 3.41
Froteina 3.01 3.04 3.04
Cenizas 0.79 081 0.83
Solidos Totales 12.25 13.45 13.55
Solidos no
Grasos 8.95 10.05 10.14
Lactosa 5.01 4.97 4.08
pH 6.7 " 6.65 4,2
Acidez
( % de Acido - 1
Lfctico ) 0.15 0.16 0.91

Como era de esperarse la composicidén del yogurt es semejan
te a la de lu leche, observandose la principal diferencia en su
contenido de lectosa, debido a la fermentacién.

2 .- ACONDICIONAMIANTO DE LA MATWRIA PRIMA:

Seleccidén.— Debe usarse leche de vaca que no contenga anti-
bidticos, ya que si los contiene inhibe el crecimiento de los -
microorgamismos y la fermentacién ldctica no se efectua.

Acondicionamiento.- La leche se calienta a 120°C durante -
15 minutos o bien a temperaturas mds bajas durante un tiempo ma
yor. kn seguida se enfrfa ( pasteurizada ) a 36° ¢ y se vacia -

en el fermentador.

Debe tenerse cuidado de no alterar el sabor, y la composSi——
cién de la leche con un exceso de calor.

»l proceso termico presenta algunas ventajas, como son :

a).- Destruccibn de microorganismos indeseables, evitando
asi la competencia de estos con la cepa seleccionada, obtenien
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ose un producto mds uniforme en cuanto a su calidad.
b).- Se destruyen también inhibidores naturales de la le--—
he bronca que afectdn el crecimiento de la cepa seleccionada.

o= MICROORGANISMOS INICIADORES DE LA FuRMuNTACION:

La cepa usada para la elaboracién de yogurt consta de dos -
icroorganismos ldcticos principalmente que son: lLactobacillus-—
ulgaricus y Streptococcus termophilus en relacidén de 1l:1.

E1l Streptococcus termophilus se desarrolla mejor entre los-
7° a 40° C, es menos acidificante y mds productor de aroma y -
onsistencia.

El Lactobacillus bulgaricus ®s un bacilo ldctico homofermen
ativo que se desarrolla bien entre los 45° a 50° C, acidifica=
uertemente el medio.

La cepa se resiembre en leche estéril y libre de antibidti-
os, con el fin de mantenerla en éptimascondiciones de activi--
ad. ‘
.- FERMENTADOR: ( Fig 5.2 )

La leche acondicionada se vacia en el fermentador, y se adi
iona 2% del inéculo, se agita el fermentador para que se dis—-
ribuya homogeneamente el indculo. .

1 fermentador se introduce en un bafio maria que debe. man-—
enerse a la temperatura de 42° ¢ durante el tiempo que dura la
ermentacidéne. :

Si se cuenta con una estufa que tenga control de termperatu
a se puede usar en vez del baiio maria, fijando la temperatura-

o
- 427°C

Al momento de tomar la muestra se debe tener cuidado de no
over mucho el fermentador, ya que puede romper la cuajada del
ogurt, dando un producto final con muchos sueros y de una con
istencia poco rigida. '

Es recomendable colocar una tela de muselin en la boca del
ermentador, para evitar la entrada de insectos, gque puedieran

ontaminar el producto.
.— INCUBACION:

La incubacidn puede realizarse por medio de un bafio maria-—



4. - FERMENTADOR

( Fig 5.2)

(g)

N O

MBRES

Fermentador
(frasco de 3000 ml)

Leche acondicionada con_
2% de inoculo.

Baho Marla

Termom etro

Tela de muselina
Tripie meta lico

Tela de asbesto

Mechero co nangu era.

9¢T
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0 en una estufa con control de temperatura, es my importahte el
control de la temperatura en la fermentacidn léctica, ya que si-
la temperatura es muy alta se desarrolla mayor acidez en el pro-
ducto o en el caso contrario se obtiene un producto muy ineipido
Por lo que se tiene gque seleccionar una temperatura adecuada pa-—
ra la obtencién de un producto de acidez y consistencia, caracte
ristica de los productos ldcteos fermentados.

6o— CONTROL:S Dm La FuRMENTACION:'

Lstos controles son fisicos y quimicos.

E1l control fisico que se realiza es por medio de la tempera-—
tura que debe ser incrementada segin aumenta el tiempo de la fer
mentacidén y va de 37° a 47°C, esto se hace para obtener un buen-
desarrollo de los microorganismos responsables de la fermentacidn
ldctica.

Los controles quimdcos que se determina son:

pH 4.2, Reductores Directos, Reductores Totales, Acidez (de—

terminada en 4cido 1ldctico ).

Estos controles se deben de hacer cada hora durante el trans
curso de la fermentacidén, que es de 6 a 8 Hrs.

Te— TERMINO DE LA FERMENTACION:

k1 final de la fermentacidén serd determinado cuando el valor
de la acidez (dado en 4cido 14ctico ) este entre 0.91 a 1.2 %.

La concentracidén de ldctosa es otro factor que nos determina
cuando termina la fermentacidén, ya que la concentracidén de azica
res es muy poca, al final de la fermentacidn.

8.- ACONDICIONAKIENTO DEL PRODUCTO TERMINADO:

E1l producto fermentado se enfrfa a 10° ¢ para detener la fer
mentacidén, luego se bate para obtener un producto homogeneo.

Este producto puede mezclarse con frutas maturales o mermela
da, o también puede consumirse natural.

Algunas de la ventajas que presentan los productos ldcteos -
fermentados son:

a).- Fresenta mayor digestivilidad gue la leche fresca.

b).- Ayuda a restablecer la flora intestinal.
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iroporciona un medio desfavorable para posteriores con=
naciones, en virtud de lo cual es posible elaborar ali-
mentos a base de leche fermentada, con una mayor vida -
de anaquel gue aquéllos productos a base de leche fres-
ca.

9,- PRUEBAS DEL FPRODUCTO TxRLWINADO:

Se compara el producto obtenido con uno comecial de acuerdo

a los siguientes andlisis.

2)e—

Andlisis Fisicos
Aspecto.

Color.

Sabor.

Acidez.

Textura.

Andlisis Quimicos

Reductores Directos.

Reductores Totales.

Acidez (determinada en 4cido 1léctico ).
pH.

CUESTIONARIO:

1.- Principales microorganismos que intervienen en la e—-—

laboracibén de yogurte.

2.- Mencione 5 productos ldcteos fermentados y sus carac-

teristicas.

3.— A que temperatura se desarrollan el ldctobacillus bul

garicus, y el Streptococcus termophilus.

4.- ; Qué caracteristicas desarrollan en el yogurt el L.-

bulgaricus y el S. termophilus.?

5.— ¢ Qué sucede si la temperatura de incubacién es de ——

60° ¢ 2.

6.— Principales alteraciones que presenta el yogurt y for

ma de evitar.

7.- liencione zlgunas ventajas de los productos 14cteos ——

fermentados,.
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B8e= mxplique el mecanismo de la fermentacidn.
9,- Grdfica y tabla de Acidez vs. Tiempo.
10.- Grdfica y tabla de Reductores Totales vs. Tiempo.

Reductores Directos vs. Tiempo.

T4

**Se debe de reportar en cuadros los resultados tanto fisi-
cos como quimicos anexando, observaciones, aclaraciones,-
¥y comentarios.

BLIOGRAFIA:

1, 11, 12, 15, 16, 17, 25, 29, 30, 33, 34, 39, 44, 45, 46,
49, 51, 56, 62, 68.
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PRACTICA No. 7
FERMENTACION LACTICA TI.
ELABORACION DE COL AGRIA.

I.— OBJETIVO: Adquirir los conocimientos necesarios para poder ela
borar un producto vegetal fermentado, as{ como los controles -
que se requieren durante el proceso. '

I.- MATERIAL:

- Fermentador:
- Un frasco de 3000 ml de boca ancha.
- Una tapa de madera o pldstico.
- Una manguera de plédstico de 5 mi g
~ Un embudo de separacién.
- Unas pinzas de more.
- Tels de muselina (1 m)
- Pesas.
- Un matraz aforado de 100 ml.
— Cuatro matreces Erlemmeyer de 250 ml,
- Dos pipetas volumétricas de 5 ml.
- Una pipeta volumétrica de 10 ml.
— Una bureta de 50 ml.
- Un embudo de cola larga.
- Un soporte universal.
- Unas pinzas de tres dedos.
- Un mechero con manguera.
- Una tela de asbesto.
- Un termémetro de - 10 a 260°C.

Papel filtro.

i Papel pH.

- Cuerpos de ebullicién.

- Un salometro.

VEGETAL.

- Col (1 kg).
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[.~ REACTIVOS
— Solucién de Fehling “A"
— Solucién de Fehling "B"
— Solucién de NaOH concentrada
- Solucién de NaOH 0.1 N
— Solucién de HCl concentrada
- Solucién de HC1 0.1 N
~ Solucién de AgNO3 0.1 N

- Solucién de fenoftaleina
- Solucién de azul de metileno
- Solucién de cromato de potasio
- Metabisulfito de potasio
- Oxalato de potasio
- Subacetato de plomo
- EXPERIMENTO:

Elaboracidén de Col dcida.
Se fabrica el Fermentador (*) se lava la col (con el objeto de—
eliminar la tierra y microorganigmos que pudiera haber en las -
hojas), Se deja madurar, en un lugar bien ventilado por un lap-
so de 24 hrs. Se eliminan las hojas exteriores y partes malas,-

. se saca el corazén y se lava con agua. La col se corta primero-
a la mitad o en cuartos y luego en tirillas de unos 8 mm. Se ——
debe cortar sin deshacer los pedasos, porgue se podria estro —-

pear el producto.

Una vez cortada y pesada la col se coloca en el fermentador, —-—
junto con 2.25 a 2.5 % de sal en relscidn al peso de la col. ——
Se puede agrezar algin condimento como: pimienta, comino, clavo
etc. La distribucidén de la col en el fermentador es, primero —-
una capa de col y adicidn de sal, otra capa de col y adicidén de
sal y as{ sucesivamente, esto es para que existan una distribu-
cién homogenea de la sal. Iuego se coloca un pedazo de tela de-
muselina (con el objeto de mantener la superficie humeda y asi-
se ayude a que no se contamine el producto), encima se coloca -
una tapa (de madera & plédstico), sobre lz que se colocan pesas—
(con el fin de facilitar a la extraccién del jugo celular de la
col), el jugo debe llegar hasta el borde superior.
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Es recomendable tapar la boca del fermentador con una tela de musé
lina para evitar la entrada de insectos, que pudiera infectar el -
producto. .
Controles Durante la Fermentacidn.
Fisicos: Temperatura (20°C) y Presidén adecuada para obtener una —
nayor extraccién de jugo célular de la col.
Qufmicos: pH (3.4 a 3.6), Reductores Totales, Acidez Fija, Volétil
rotal, Concentracién de Salmuera.
Estos controles se hacen cada tercer dfa, durante el transcurseo do
la. fermentacién que es de 3 a 4 semanas.
E]l final de la fermentacién es determinado cuando se alcanza el va
lor de 1.7 a 2.4 % de dcido léctico. E1 productc fermentado se —
lava con una salmiera de concentracién de 2.25 a 2.5 ¥. 5
CUESTIONARIO
1.~ Definicién de encurtido
2.~ ¢Qué es un grado salino?
3.~ ¢Qué es un salometro?
t.- ;Qué microorganismos actian en la fermentacién?
5.— Principales alteraciones en la col dcida y formas de evitar
5.— ;Qué sucede si la concentracién de sal es menor del 2 % § su~—
~ perior al 3 %?
7.- ¢Es recomendabid el usc de iniciadores en productos vegetales-
fermentados?
3.~ Bxplique el mecanismo bioquimico de la fermentacién
).~ Gréfica de dcidez total Vs. tiempo.
. dcidez fija Vs. tiempo.
dcidez voldtil Vs. tiempo.
).— Tabla comparativa del producto obtenido con uno comercual, de

acuerdo a los andlisis fisicos y quimicos.
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VI.- METODOS DE EVALUACION:
El alumno serd evaluado en funcidén de los sicuientes parame-—

tros:

Caracteristicas del producto (4cidez 1.7 a 2.4 # de 4cido--
l4ctico)

Todos los datos obtenidos en los controles de la fermenta--—
cidén, reportados en gréficas y tablas

Resultados de los andélisis fisicos y quimicos del producto-
elaborado y el comercial

Observaciones, aclaraciones y comentarios

(*) NOTA: La fabricacidén del fermentador es dada por el maestro -

en una clase previa a la seccién del laboratorio.

BIBLIOGRAFIA:
1,12,15,22,25,27,29,30,34,35,39,44,45,46,49,51,55,56,63,68-



PRACTICA Ko. 8

FERMEI'TACION LACTICA II.

ELABORACION DE YOGUR.
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.-~ OBJETIVO: Adquirir las bases y conocimientos necesarios para

[o-

poder elaborar un producto ldcteo fermentado.

MATERTAL:

Fermentador:

= Un frasco de 3000 ml.

- Un termémetro de - 10 a 260°C.
- Tela de muselina (1 m).

Cuatro matraces Erlenmeyer de 250 ml.

Un matraz aforado de 100 ml.

Un embudo de cola larga.

Una bureta de 50 ml.

Dos pipetas volumétricas de 5 ml.
Dos pipetas volumétricas de 10 ml.
Un soporte universal.

Una pinga de tres dedos.

Dos mecheros con manguersa.

Dos telas de asbesto.

Un termémetro de - 10 a 260°C.
Papel filtro.

Papel pH.

Cuerpos de ebullicidnm.

Un recipiente para bafio maria.

EQUIPO:

- Una estufa con control de temperatura (42°C)

Una batidora eléctrica.

KATERTA PRIMA:

Dos litros de leche.

Cepa de microorganismos:

- Lactobacillus bulgaricus.
— Streptococcus temophilo’é.
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REACTIVOS:

- Solucién de Fehling "A"

- Solucidén de Fehling "B"

- Solucidn de NaOH concentrada,

- Solucién de NaOH 0.1 N.

- Solucidén de HC1l concentrada.

- Solucién de HC1 0.1 N,

~ Solucién de fenolftaleina.’

- Solucidén de azul de metileno al 0.2 %.

- Solucién acuosa saturada de acetato de plomo.
- Solucién acuosa saturada de sulfato de sodio,
- Acido acético glacial Q.P.

- Metabisulfito de sodio.

- Oxalato de potasio.

EXPERTMENTO ¢

Elaboracidn de Yogurt. -

Se fabrica el fermentador (*), la leche se calienta a 120°C,
durante 15 minutos o & una temperatura menor durante més ——
tiempo. En seguida se enfrfa a 36°C y se vacia en el fermen-
tador. Se adiciona el inéculo en una proporcién del 2 % con

respecto al voldmen total de leche. El inéculo ésproporcio—
nado por el maestro del laboratorio; se agita el fermentador
para que se distribuya homogeneamente el 1n6culo.

El fermentador se introduce en un bafio marfa, que se mantie-
ne a temperatura de 42°C, durante el tiempo en que se lleva

a cabo la fermentacidén. Si se cuenta con una estufa se puede
usar en vez del bafio maria; a la misma temperatura.

Se debe tener cuidado de no mover el fermentador a la hora -
de tomar las muestras ya que se puede romper la cuajada del

yogurt, dando un producto con mucho suero y de una consisten

cia poco rigida.
Controles de la Fermentacidén.- Estos son fisicos y quimicos,

dentro de los primeros estd la Temperatura la cual es impor-
tante por que si es alta se desarrolla mayor acidez en el —
producto o por el contrario si es baja se obtiene un yogurt
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inefpido. Se recomienda que se incremente la temperatura poco &

poco, conforme transcurre la fermentacidn hasta llegar a 42°C.

Los controles gquimicos que se determinan son: pH (4.2), Reduc— .

tores Directos, Reductores Totales, Acidez Total (de 0.91 & —

1.2 % expresada en dcido léetico).

Estos controles deben realizarse cada hora durante el transcur-

so de la fermentacién, que es de 6 a 8 horas. El final de la —

fermentacién serd determinado cuendo el valor de la acidez sea

de 0,91 a 1.2 % de 4cido ldctico.

El producto resultante se enfria a 10°G para detener la degrea—

_cién de carbohidratos, se le debe de dar al producto presentac—

cién comercial por lo tanto se somete a un proceso de batido -

pare homogenizar y mejorar la consistencia y si se quiere se le

puede agregar color y Babor artificiales proporcionados por fru

tas frescas de la temporada,se'presenta en un envase caracterfs

tico y con su etiqueta correspondiente.

CUESTIONARIO:

l.- Principales microorganismos que intervienen en la produc —
cién del yogutt.

2.- Mencione 5 productos lécteos fermentados y sus caracteristi

_ cas,

3.- 5 A que temperatura se desarrollan el lactobacillus bulgari
cus y el Streptococcus termophilus?

4.- ; Qué caracter{sticas desarrollan en el yogurt el L. bulga
ricus y el S. termophilus? :

5.— ¢ Qué sucede si la temperatura de incubacién es de 60°C?

6.- Principales alteraciones que presenta el yosurt y forma de
evitarlos.

7.- Yencione algunas ventajas de los productos ldcteos fermen-
tados. '

.— Explique el mecanismo de la fermentacidn léctica.

9.— Gréfica y tabla de acidez Vs. tiempo.

10.- Gréfica y tabla de reductores totales Vs. tiempo.

11.- Gréfica y tabla de reductores directes Vs. tiempo.
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METODOS DE EVALUACION:
El alumno sera evaluado en funciép_de los siguientes parametros:

Rendimiento de la fermentacién (de 0.91 a 1.2 # de dcido —-—-

1ldctico)

Todos los datos obtenidos en los controles de la fermentacién

reportados en gféficas y tablas. :

Resultados de los anédlisis fisicos y quimicos del producto -

elaborado y el comercial.

Observaciones, aclaraciones y comentarios.

KNOTA: La fabricacién del fermentador es dada por el maestro-
en una clase previa a la sesién del laboratorio.

BLIOGRAFIA:

12,15,16,17,25,29, 30, 33, 34, 39, 44,45,46,49,51,56,62,68.
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CAPITULO VI.

FERMENTACION CITRICA.

- BIOQUIMICA D& LA FERMENTACION
CITRICA.

- DIAGRAMA GeNERAL DE TRABAJO.

PRACTICA No. 9
FTuRMENTACION CITRICA.
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FoRMERTACION CITRICA.

INTRODUCCIOR:
En un principio el Acido Citrico se extraia del zumo de los -
frutos citricos, en forma de solidos cristalizados.

Dentro de las principales fuentes de dcido citrico natural se
encuentran los limones, limas, pifias, etc..

E1l Acido Citrico producido por la fermentacidn, es un produc-
to del metabolismo intermedio de la desasimilacién oxidativa, pro-
ductora de energia, de los azlcares.

Los microorganismos productores de 4cido citrico, si cuentan-
con las condiciones adecuadas metabolizan fdcilmente su producto.

Entre los microorganismos mds usados se encuentran:

Citromyces glober, C. citricus, Aspergillus niger, A. carbone
rius, Penicillius arenarium, P. glaucum; etc.. En la actualidad el
microorganismo mfs empleado en la produccién de dcido citrico es -
el Aspergillus niger, dste Moho en condiciones adecuadas, convier-—
te los sustratos fermentables (azidcares con 2 a 12 dtomos de car--
bono) en buena proporcidén de gcido citrico.

BIOQUIMICA DE La FERMENTACION CITRICA.

La hexesa es oxidada y transformada en dcido gluconico y 4ci-
do sacdrico; €ste, por deshidratacidén es convertido en dcido ~<—- ¥ -
dicetoadfpico, se hidroliza y se forma &cido acético y oxalacético
convinandose estos dos para formar el £cido citrico.

QHO ?OOH ?OOH ?OOH——
H?OH H?OH ? =10 9 =0
OH?H OH?H ?He 9H2 ?AZCOOH
H(.)OH + 3/2 02_’1{(30}1 -2 H29_'('3 =0 + Hgg+ COOH ".C(OH)-COOH
HgOH H?OH ?H2 Acido CHQCOOH
oxalacético
HZCOH COOH COOH : Acido
Glucosa Acido Acido - Citrico.
Sacédrico Diceto- e
sdipico GOOH—
Acido

Acético.
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&TIVO:

La obtencidén de 4cido citrico a nivel de laboratorio asi como
los controles que se reguieren, durante el proceso.
ERIAL:
- Fermentador:
- Un frasco de 3000 ml
- Un soporte para inclinar el frasco.
- Un tapén de hule (del tamafio de la boca del frasco).
- Tubo de vidrio de 5 mm #. '
~ Manguera de pldstico de 5 mm .
— Unas pinzas de lLiore.
- Un matraz crlen-lieyer de 3000 ml
— Cinco matraces prlen-leyer de 250 ml
- Un matraz aforado de 100 ml
- Un matraz kitasato de 500 ml
- Dos pipetas volumétricas de 5 ml
- Dos pipetas volumétricas de 10 ml
- Una pipeta graduada de 5 ml
- Una probeta de 1000 ml
— Una bureta de 50 ml
- Un embudo de cola larga.
- Un vaso de 600 ml
= Un buchner.
- Un desecador,
- Un soporte universal.
- Un mechero con manguera.
— Una tela de asbesto.
- Un triple.
- Unas pinzas de tres dedos.
- Papel pH.
- Pepel filtro.
- Tela de muselin.
— Cuerpos de ebullicidn
- Un aerometro brix ( 0° - 259 )



DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

MATERIA PRIMA

PREPARACION
DEL MEDIO

"“ACIDO

LA OBTENCION DE 153

CEPA EN TUBO INCLINADO

PIE DE CuBA

FERMENTADOR

CONTROLES DE LA FERMENTACION

TERMINO DE LA FERMENTACION
Y DETERMINACION DE ACIDO
CITRICO .

SEPARACION Y PRECIPITACION.

CENTR| FUGACION .

DECOLORACION Y FILTRACION .

PRECIPITACION Y
CENTRIFUGACION .

SECADO .

OBTENCION DEL PRODUCTO
TERMINADO .

PRUEBAS DEL PRODUCTO
TERMINADO .



154

Centrifuga.
Cuarto de Incubacidn

REACTIVOS:

- Solucién de Fehling "A".

- Solucién de Fehling "B":

- Solucibén de NaOH concentrada.
- Solucién de NaOH 0.01 N.

- Solucidén de HC1l concentrada.
- Solucién de HCL diluido.

- Solucién de CaCl, al 10%.

— Solucidn de fenoftaleina.

- Solucién de NH4OH concentrada.
- Solucién de H,50, diluida.

— Solucibén de azul de metileno
- Solucién CaCl,

- Solucién CaCO3

- Acetato de sodio.

- Metabisulfito de potasio.

- Oxalato de potasio.

- Subacetato de plomo.

- Carbon animal.

DiSCRIPCION D LAS OPERACIONES

| .~ MATSERIA PRINA:

Muchus substancias orgdnicas, entre ellas los compuestos de 2,
3, 4, 5, 6, 7 y 12 4tomos de carbono ( azicares principalmente ),-
sueden ser fermentados con produccién de dcido citrico: por lo ge-
leral, los mayores rendimientos se han obtenido a partir de sacarg
sa y fructosa. £n determinadas circunstancias la glucosa da eleva-
ios rendimientos, gomparables a los de lu sacarosa: en general, pa
~a producir grandes rendimientos de 4cido citrico se reguiere una-
soncentracidén elevada de azidcar, se pueden usar soluciones en con-

sentraciones de 14 a 20 jo.

Se na encontrado que cuando se emplea mds del 15« de azucar -

.
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ueda sin transformar en dcido citrico una cantidad mayor de ézﬁ—.
ar que la normal (menso del 3%). La hidrdélisis parcial de la glu
osa durante la esterilizacidén da lugar también a rendimientos me

orese.

e— PREPARACION DEL MEDIO:

Ademds de carbono, hidrégeno y oxigeno suministrado por los hi
ratos de carbono, son necesarios también en el medio nitrdégeno, -
otasio, fésforo, azufre y magnesio, Se hallé que el medio mds fa-
orable para lu produccidén de dcido citrico, tiene la siguiente -

omposicidn:
Composicidn del medio:

Guarapo (azidcar de cafi@)eesececcccceccsccces 1,500 ml
Nitrato de amonio (NH4NO3)................. 0.2 %
Fosfato de potasio ( K H2P04 I K M ISR ¢ 0 L ¢
Sulfato de magnesio ( MgSO, 7 Hy0 )ee..... 0.025 %

Se ajusta el pH con dcido clorhidrico (HCL) N/5 a 3.4 - 3.5 o

Se disuelven las sales y los azicares con agua destilada has-
a un Ltro, se ajusta el pH de 1.6 a 2.2 con dcido clorhidrlco ——
ormal y se esteriliza durantelQ minutos a 121°% y l.4 Kg/cm .

La restriccién en el abastecimiento de nitrdégeno tiende a au-
entar la produccién de dcido citrico.

La presencia o ausencia de ciertos elementos pueden tener un-—
arcado efecto sobre los resultados.

o~ CEPA EN TUBO INCLINADO.

El maestro del laboratério proporcionard al alumno un tubo con
edio inclinado que contiene la cepa de Aspergillus niger.

+— PIE D& CUBA.
Se toman 100 ml del medio esterilizado en un matraz y se resi

mbra la cepa de A. niger, con dos o tres asadas es suficiente pa-
a la incorporacidén del microorganismo en el medio liguido.

Las condiciones en que se desarrolla el microorganismo son:

0 0
pH ( 1.6 a 2.2 ); temperatura 26 a 28 C,la concentracidén de-
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’ o
ucares de 15 a 18° Bx.

Cuando la superficie del matraz esta cubierta con una capa de
icelio, se vierte todo el contenido del matraz en el fermentador.

.— FERMENTADOR: (Fig. 6.1)

8l fermentador €sta disefiado de modo que tenga la mayor area-
uperficial posible, Ya que la conversidén de azldcares es efectuada
or las enzimas intracelulares, por lo tanto, tiene lugar dentro -
2 la célula que constituyen la pelicula del hongo; el azdcar pasa
1 interior de la célula por ésmosis, por lo tanto este proceso de
ifusibén enzimdtico determina el tiempo de fermentacidn.

En un recipiente profundo y de gran capacidad, la formacidén -
> dcido serd lenta, puesto que la superficie de la capa de hongos
>réd pequefia en comparacidén con el voliumen.

Inversamente con empleo de recipientes planos se consigue una
ran superficie de micelio y la conversidn de azicar en dcido citri
> se efectda con gran rdpidez; de acuerdo con ésto habrd de em——-—
learse la relacidén drea de superficie-voldmen a la que corresponde
1 menor tiempo de fermentacidn, ¥

La agitacidn del medio, adn muy ligera hace disminuir 1la velo
. dad de produccidén de dcido citrico.

El aire en grandes cantidades tien un efecto pejudicial sobre
. rendimiento de la fermentacidn, sin embargo el paso de pequefias
intidades de aire sobre la capa de mohos no es perjudicial. Por -
;ra parte la escacez de aire es también desfavorable para la pro-
iccién de dcido citrico.

La temperatura Sptima es de 26° a 28°C., la cantidad de £cido
trico producido aumenta a la temperatura de 28°C y a 30° C & mds
sminuye la produccién de dcido citrico, aunque aumenta la acidez
tal por formacidn de dcido oxdlico.

— CONTROLES Dis FuRMENTACION:

Estos son fisicos y quimicos, dentro de los primeros estan la
mperatura, la relacidn entre el Arda Superficial y el Voldmen.

Los controles quimicos son pH, aicidez ( en dcido citrico ), -
ductores Directos y Reductores Totales.






5.- FERMENTADOR

(Fig 6.1)

PARTES DEL FERMENTADOR
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Micro organismo
Soporte

Tubo de seguridad
Toma de muestra .

Tapon de hule.

LGT
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o= TEMINO Di L. FoRMeNTACION Y DETERMINACION DE ACIDO CITRICO:

&l final de la fermentacidn es determinado por el valor de la-
cidez, cuando alcanza 1.4 a 2 % de 4cido citrico, y la cantidad -
e azidcar en el medio es pequeiia. 3e toma una muestra de 10 ml ge-
leva a ebullicidén, se trata con cloruro de clacio al 10% y no debe
recipitar ya que ésto indica presencia de dcido oxdlico. Se agre
a hidrdéxido, de &monio y se reduce el volimen & un tercio (ebu——-—
licibn), se precipita el citrato de calcio; se lava con agua ca--—
jente y después con alcohol al 60%, se seca a 130° a 135°C obteni
ndose el citrato de calcio sin agua de cristalizacidn.

lg de citrato de calcio = 0.843 g de Ac. citrico con agua.
lg de citrato de calcio = 0.77 g de Ac. citrico con agua.

Se debe agregar al dcido citrico; en el caso de que presente-—
recipitacién por presencia de 4cido oxdlico, cloruro de calcio en
bullicién, y dejando reposar de 3 a 4 horas., Se filtra y se disu-
lve el precipitado con la cantidad minima de €cido clorhidrice di
uido, con €sto se redisuelve el dcido oxdlico y se procede a pre-
ipitar con acetato de sodio, finalmente se disuelve el precipita-
o en dcido sulfirico delufdo en caliente, ésto se hace para disol
er y favorecer la reaccién después se titula la solucidén con ———
Hno4 0.1 N en caliente.

3 nl de KMnO4 = 6.3 mg de Ac. oxdlicoCen agua
1 ml de KMnO, = 4.5 mg de Ac. oxdlico sin agua.
o= SEPARACION Y PRECIPITACION:

Se procede a lu separacién, en donde se somete al micelio é =
a ligera presién para extraer el dcido citrico que contenga (Tela
e muselin).

E1l resto se pasa a un recipiente grande, y se va agregando po-
o a poco carbonato de calcio (para formar la sal), bajo agitacidén
onstante; se agrega un ligero exceso y se hierve durante 5 minu--
os' ésto se hace para eliminar CO, y se tenga una mayor solubilidad.

o— CEIITRIFUGA:
Se recupera el precipitado por cgentrifuga ¥ Se lava con agua

aliente y se centrifuga.
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10.- DECOLORACION Y FILTRACION:

Se disuelve el preciritado en 4cido clorhidrico diluido y se-
decolora con carbén animal, se filtra y se precipita.

1l.- PRECIPITACION Y CENTRIFUGACION:

Se precipita con NaOH concentrado bajo agitacién constante y=-
se recupera el precipitado por centrifugacién o filtracidén y se la
va con agua caliente,

12 .- SECADO:
Se deja secar a temperatura ambiente en un desecador con 03012
como deshidratante.

13.- OBTENCION DiL +RODUCTO TERMINADO:

El citrato de calcio obtenido se trata con una cantidad equiva
lente de H2804 ( 1:5 ) se filtra se lava con agua y se evapora al-
vacio; se separan el CaSO4; el dcido citrico se cristaliza en hielo

Usos del dcido citrico: Aproximadamente el 65 % del dcido cix
trico se usa para fines medicinales (citratos,ete.), el 15% en ali
mentos (extractos aromatigantes, bebidas espumosas, etc.), el 9% -
en confiteria y pequefias cantidades como ingredientes de tintas, en
plateados, en tefiidos y estampados de percal, en grabados, etc..

14.,- PRUEBAS DEL PRODUCTO TERMINADO:

-

Se califica el producto de acuerdo a los siguientes andlisis.

a).— Andlisis fisicos.

- aspecto.

- color.

- acidez.

- forma de los cristales.
b).- Anfdlisis quimicos.

- reductores directos.

- reductores totales.

- acidez ( en £eido eitrico ).

- pH.
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CUESTIONARIO:

l.- Explique el mecanismo de la fermentacidn.

2.~ Usos del d4cido citrico.

3.~ Describa dos métodos empleado& en la industria para la -
obtencidén de 4cido citrico,

4.~ Mencione dos microorganismos que efectien la fermentacién
citrica y sus condiciones (diferente de A. niger ).

5.- Generalidades de Aspergillus niger.

6.- Como influyen las sales en el metabolismo del Aspergillus
niger. _

T.- Grédfica y tabla de acidez Vs. tiempo.

8.~ Grdfica y tabla de reductores totales Vs. tiempo.

reductores directos Vs. tiempo.

NOTA:

**3e debe de reportar en cuadros los resultados tanto fisicos -
como quimicos, anexando observaciones, aclaraciones y comen—

tarios.

3LBLIOGRAFIA:

i, 9, 15, 20, 29, 30, 35, 36, 38, 39, 51, 64, 69,
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PRACTICA No. 9
FERMENTACION CITRICA
CBTENCION DE ACIDO CITRICO

. OBJETIVC: La obtencidn de &cido cftrico a nivel de laboratorio -

as{ como los controles que se requieren en el proceso.
MATERTAL: '
- Fermentador:
- Un frasco de 3000 ml
Un soporte para inclinar el frasco
Una tapa del frasco
- Pubo de vidrio de 5mm ¥
" - Manguere de pléstico de 5 mm @
- Unas pinzas de More
- Un matraz Erlemmeyer de 3000 ml
- Cinco matraces Erlenmeyer de 250 ml
— Un matraz aforado de 100 ml.
- Un matraz kitasato de 500 ml
- Dos pipetas volumétricas de 5 ml
-~ Dos pipetas volumétricas de 10 ml
- Una pipeta graduada de 5 ml
- Una probeta de 1000 ml
-~ Una bureta de 50 ml
- Un embudo de cola larga
- Un vaso de 600 ml
- Un buchner
- Un desecador
- Un soporte universal
- Un mechero con manguera
- Una tela de asbesto
- Un tripie
- Unas pinzas de tres dedos
- Papel pH :
- Papel filtro
- Tela de muselina (1 m)
- Cuerpos de ebullicidn
- Un aerémetro brix (0° - 25°)
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EQUIFO: Centrifuza, Cuarto de Incubacién.
REACTIVOS:

- Solucidén de Fehlinz "A"

- Solucién de Fehling "B"

- Solucién de NaCH concentrada

- Solucién de NaOH 0.01 N

- Solucidén de HC1l concentrada

- Solucidén de HC1l diluido

- Solucién de CaClp al 10%

- Solucién de fenolftaleina

- Solucién de NH4OH concentrado
- Solucidén de H2S04 diluida

- Solucién de azul de metileno
- Solucidén de CaClp

- Solucién de CaC03

- Acetato de sodio

- Metabisulfito de potasio

- Oxalato de potasio

- Subacetato de plomo

- Carbon animal

EXPERIMENTO:

Se monta el fermentador (*), se esteriliza junto con sus implemen
tos, con una solucidén de metabisulfito de potasio (150 mg/1).

En un matraz con 1500 ml de mosto (jugo de cafla, sacarosa, melasa
-etc., a una concentracién de 14 a 20%) se adiciona NH4NO3 al 0.2%
KH2P04 al 0,14, MgSO4-7H20 al 0,025%. Se esteriliza el medio a -

una temperatura de 121°C y una presidén de 1.4 Kg/cm2 durante 10-

min., después se enfrfa el medio al chorro de agua, hasta una --

temperatura de 26° - 28°C. Se vacia el medio al fermentador, te-

niendo cuidado de hacerlo en una zona estéril, una vez en el fer

mentador se mide y se ajusta el pH, el cual debe estar en un ran

go de 3.0 a 4.0. Se hace un pie de cuba para que el microorganis

mo se adapte al nuevo medio de crecimiento, esto se hace colocan

do en un matraz de 250 ml, 100 ml del medio disefiado y se ino --

cula con una susvensidén de esporas de Aspergillus niger, propor-

cionada por el maestro del laboratorio.
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Se incuba a 26 - 30°C y una vez que se observa desarrollo licelar -
en el matraz, se vacia su contenido en el fermentador, empezando-

a contar el tiempo de ferment:cién una vez que el desarrollo mice

lar llega a extenderse en todo la superficie del medio.

Controles de la Fermentacién.- Estos son fisicos y gquimicos, den-

tro de los primeros estan la Temperatura, la relacidén entre el —-
4rea superficial y el volumen.

Los controles gqufmicos son: pH, Acidez (en &cido cftrico), Reduc-
tores Directos y Reductores Totales. Estos controles se llevan a-
cabo cada dia, durante el transcurso de la ferméntacidén. E1 final
de la fermentacidén serd detectado cuando el walor de la &cidez —-
permanesca constante y la cantidad de carbohidratos en el medio -
sea pequefio. Cuando esto sucede se procede a extraer el dcido -—-—
citrico del medio. La capa del hongo se exprime con una tela de -~
muselina; el medio fermentado se filtrz en un vaso grande y se va
agregando poco a poco CaCO03, bajo agitacién constante y calenta -
miento, se agrega un ligero exeso de CaCO3 y se hierve 5 min., se

recupera el precipitado por centrifugacidén, se lava con agua ca—
liente y se centrifuga. El precipitado se disuelve en HC1 dilufdo
y se decolora con carbon animal, ge filtra y se precipita con ——=
NH4O0H concentrado, bajo agitacidén constante y en ebullicién. Se -
recupera el precipitado por centrifugacién, se lava con agua ca—
liente y se centrifuga; se deja secar a temperatura ambiente en -
un desecador con CaClycomo deshidratante.

El citrato de calcio obtenido se trata con una cantidad equivalen
te de H SO diluido (1.5) se filtre se lava con agua y Se evapora
al vacio; se separa primero en CaSO4 que se retira; el dcido cf -

trico se cristaliza en hielo.

Determinacidén de Acido C{trico.- En el dltimo dfa de la fermenta-—

cién se toma una muestra de 10 ml del medio fermentado, se lleva -
a ebullicién y se trata con una solucién CaCl, al 10%; no debe ha

ber precipitado (precipitado indica dcido oxdlico), se agrega ---

NH

4OH concentrado y se reduce el volumen a un tercio por ebulli--

cién; se precipita el citrato de calcio, se filtra se lava con --
asua caliente y después con alcohol al 60%, Se seca hasta peso —-

constante. Se obtiene citrato de calcio sin agua de cristaliza --
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cién. 1 g de citrato de calcio = 0.843 g de dcido cftrico (con --
asua) '

1 g de citrato de calcio = 0.77 g de &cido citrico (sin agua)

En caso de que haya &cido oxdlico Be precipita este (antes de la.
determinacién del écido citrico) con CaClp y en ebullicién se de

ja reposar 3 a 4 horas, se filtra se disuelve el precipitado con
la cantidad necesaria de HC1l dilufdo y se vuelve a precipitar —--
con acetato de sodio (papel congo). Finalmente se disuelve el —
precipitado en HpSO4 dilufdo caliente y se titula solueién con -
EMnO4 O.1 N. Un mililitro de KMnO4 equivale a 6.3 mg de 4cido —
oxélico (con agua) y 4.5 mg de dcido oxédlico (sin agua).

.— CUESTIONARIO:
1.— Explique el mecanismo y la fermentacidn.
2.- Usos del dcido cftrico. _ '
3.— Describa dos métodos empleados en la industris para la ob —-

tencién de dcido cftrico. '
4.~ Mencione dos microorganismos qﬁe efectien la fermentacidén —-—
citrica y sus condiciones (diferente de A. niger).

5.- Generalidades de Aspergillus niger.
6.~ ;Como influyen las sales en el metabolismo del Aspergillus -
" niger?
T.- Gréfica y tabla de 4cidez Vs. tiempo. »
8.- Gréfica y tabla de reductores totales Vs. tiempo.
9.~ Gréfica y tabla de reductores directos Vs. tiempo.

.— METCDOS DE EVALUACION:
El alumno sera evaluado en funcidén de los si-vuientes pardmetros:
- Rendimiento de la fermentacién (optimo de 3-4 ¢ de &cido —mwm

cftrico)
—~ Todos los datos obtenidos en los controles de la fermentacién-
reportados en gréficas y tablas.
(*#) NOTA: La fabricacién del fermentador es deda por el maestro en-
una clase previa a la sesidén de laboratorio.
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CONCLUSIONLS:

El laboratorio de Fermentaciones Industriales, posee vari
as caracteristicas interesentas entre las cuales destaca por su
importancia la de aplicar los conocimientos adquiridos en mate-
rias como Andlisis de Alimentos, Enzimologia Aplicada a los A-—-
limentos, Control de Calidad, Bioquimica, Orgdnica, Procesos de
Alimentos efc.. Estos conocimientos son utilizados y aplicados-
en la obtencidén de los productos fermentados. Esto hace que el-
alumno se de cuenta de sus errores o faltas durante su aprendi-
saje, permitiéndole llenar estas deficiencias al tener que in——
vestigarlas y corregirlas para poder cursar este laboratorio.

Se ha podido observar el interés que tienen los alumnos -
por los procesos fermentativos y los problemas a que se tienen—
que enfrentar en este laboratorio, como son : la falta de equi-
po adecuado, la falta de informacién, pero sobre todo la falta
de tiempo, este Jltimo factor es importante, ya que es el que——
limita nuestro curso.

En el presente trabajo se trata de organizar las prédcti--
cas ahorrdndo tiempo al maestro y al alumno, Se proporciona in-
formacidn general sobre todas las prdcticas, dando la fuente y-
ubicacidén de esta informacidén, se dan también los lineamientos-
para la evaluacién del alumno, se trata de motivar, al alumno -
haciendo que €ste conozca me jor los procesos de obtencidén de —-—
los diferentes productos y comparando los resultados obtenidos-
en el laboratorio con productos comerciales,

sto ayuda a que el alumno adquiera mayores conocimientos
de lo que son las fermentaciones industriales.
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