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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue obtener etanol a partir del
exudado de la pulpa de cacao utilizando fermentacion alcohdlica, para ello se
aislaron una cepa del fruto de cacao y una cepa de la uva con lo cual se
fermentaron las muestras de exudado y se comparé con la fermentacién del
exudado utilizando levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae). Se
desarrollaron cuatro fermentaciones utilizando una cepa del fruto de cacao al 1
%, una cepa del fruto de cacao al 5 %, una cepa de la uva al 1 % y una cepa de
Saccharomices cerevisiae al 1 %, y después estos fermentados se destilaron en

las mismas condiciones.

Finalmente, se realiz6 la determinacion del contenido de etanol de las muestras
destiladas mediante cromatografia de Gases con detector de ionizacién de
llama, encontrandose que las muestras tratadas con cepa de uva y
Saccharomyces cerevisiae presentan mayor contenido de etanol comparadas
con las muestras tratadas con cepa aislada del fruto de cacao, la cual fue

identificada como Kloeckera sp.

Palabras clave: Theobroma cacao L., Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera

spp, fermentacion alcohdlica, etanol.



SUMMARY

The objective of this research work was to obtain ethanol from the exudate of the
cocoa pulp using alcoholic fermentation. For this purpose, a strain of the cocoa
fruit and a strain of the grape were isolated, with this samples of the exudate were
fermented, and compared with the fermentation of the exudate using commercial

yeast (Saccharomyces cerevisiae).

Four fermentations were developed using a 1 % cocoa fruit strain, a 5 % cocoa
fruit strain, a 1 % grape strain and a 1 % Saccharomyces cerevisiae strain, and

then these fermented were distilled into the same conditions.

Finally, the determination of the ethanol content of the distilled samples was
carried out by gas chromatography with flame ionization detector, finding that the
samples treated with grape strain and Saccharomyces cerevisiae present higher
ethanol content compared with the samples treated with isolated strain of the

cacao fruit, which was identified as Kloeckera sp.

Key words: Theobroma cacao L., Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera spp,

Alcoholic fermentation, ethanol.
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. INTRODUCCION

Theobroma cacao L. “cacao” es conocido mundialmente por ser la materia
prima del chocolate, pertenece a la clase Magnoliopsida, orden Malvales,
familia Malvaceae, género Theobroma'y especie Theobroma cacao, siendo el
principal fruto del género cultivado, debido al alto valor e importancia de sus

semillas'?.

El cacao se origina en las regiones de selva tropical de América desde Peru
hasta México, tiene aproximadamente el 80 % de su constitucion en la corteza
y el 20 % restante incluye semillas, pulpa y otros componentes. El principal
uso del cacao es en la produccion de chocolate. Otros productos, como los
cosmeéticos también utilizan esta fruta como materia prima. En la industria del
chocolate, el proceso comienza con la recoleccion de frutas, la extraccién de
pulpa y semillas, la fermentacion (una serie de reacciones que conducen al

desarrollo del sabor y aroma del chocolate), el secado y el tostado®*.

En la produccién del cacao se aprovecha la semilla del fruto, la misma que
representa cerca del 10 % del peso del fruto fresco, como consecuencia,
durante los procesos industriales para explotar el cacao se generan
desperdicios que por lo general no se utilizan. Entre estos desperdicios se
encuentran las cascaras, la pulpa que cubre la semilla la se elimina en gran
parte cuando se realiza fermentacién, debido a que acaba como “exudado” en
los cajones de fermentacion, no obstante, una fraccion menor de esta pulpa

se utiliza especificamente para generar el aroma del cacao®. Existe la



tendencia de emplear estos desperdicios como sustratos de fermentacion y
de esa manera obtener alcoholes, generando la oportunidad de desarrollar
otras formas de energia renovable considerando el desarrollo sostenible con

el ambiente®®.

El cultivo de cacao en el Peru es una fuente que genera importantes ingresos.
Entre los principales lugares donde se produce cacao se encuentran
Cajamarca, San Martin, Ucayali, Cusco, Huanuco, Ayacucho, Amazonas y
Junin. En los ultimos anos la produccion de cacao en el Peru se ha
incrementado, llegando a triplicarse durante los 15 anos previos segun
informacién brindada por el Ministerio de Agricultura y Riego’. En tal sentido,
mediante el aprovechamiento de la pulpa del cacao se generara un mayor
valor agregado al cultivo de cacao mejorando la situacion socioeconémica de

las familias de los agricultores.

A los efectos de utilizar como materia prima un subproducto de la produccion

del cacao para obtener etanol, se desarroll6 el presente estudio.

1.1. Objetivo general

Obtener etanol por fermentacion alcohdlica a partir del exudado de la

pulpa de cacao (Theobroma cacao L.)

1.2. Objetivos especificos

Realizar la caracterizacion quimica del exudado de la pulpa de cacao.



1.3.

Aislar e identificar una cepa de levadura, a partir de frutos de cacao y
uva, que posea capacidad de fermentacion, para utilizarla en la

fermentacién del exudado de la pulpa de cacao.

Producir etanol a escala de laboratorio por fermentacion.

Determinar el porcentaje de etanol obtenido en la fermentacion del

exudado de la pulpa del cacao (Theobroma cacao L.)

Hipotesis

Es viable obtener etanol por medio de fermentacién alcohdlica del

exudado de la pulpa de cacao (Theobroma cacao L.)



Il GENERALIDADES

2.1.  Aspectos botanicos

2.1.1. Clasificacion taxonémica

La identificacion y clasificacion taxondmica se llevé a cabo en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Esta
clasificacion se realizé utilizando el Sistema de Clasificacion de Cronquist de

1988.
Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Malvales
Familia : Sterculiaceae
Género : Theobroma
Especie : Theobroma cacao L.

Nombres comunes: cacao, cocotero, kakaw, kokoe, cacaoboom

Figura N° 1: Theobroma cacao L.

(Fuente: Manual técnico del cultivo de
cacao, lICA; 2017)



2.1.2. Descripcion morfologica

Theobroma cacao L. Es un arbol que dura mucho tiempo y que puede
alcanzar una altura de 5 a 8 metros y un didmetro de la corona de 4 a 6
metros. Sin embargo, puede alcanzar hasta 20 metros bajo condicién del

bosque, debido a la competencia por la luz con otras especies?.

El sistema de raices del arbol consiste en una raiz giratoria y su longitud y
forma varian segun la estructura y textura de la consistencia del suelo. En
suelos profundos con buena aireacion puede tener un crecimiento de hasta 2
m de la raiz pivotante. Mientras las raices secundarias son responsables de
la nutricion de la planta, y el 70 % a 90 % de estos se encuentran en los

primeros 30 cm del suelo®.

Con 2 afnos de envejecimiento presenta un tallo erecto y el crecimiento de la
yema terminal se detiene con 1,0 a 1,5 m de altura. Después, aparecen las
primeras coronas, compuestas de 3 a 5 ramas principales. En los primeros
anos, el arbol del cacao presenta tallos lisos de corteza. Posteriormente,
debido al desarrollo de las flores, se vuelve aspera y robusta. Las hojas son
oblongas, acuminadas y glabras, tienen un color que va del verde (mas o
menos rosado) al violeta, dependiendo de la cantidad de antocianina. Cuando
las hojas son longevas pierden su pigmentacion, volviéndose verde palido vy,
finalmente, verde oscuro y rigido. Las flores de cacao aparecen en cojines
florales en el tronco o ramas lefiosas, a partir de brotes que se desarrollan en
hojas viejas. Las flores son hermafroditas y tienen la siguiente constitucién:
cinco sépalos, cinco pétalos, cinco estaminodios, cinco estambres y un pistilo

cuyo ovario tiene cinco 6vulos. Las flores de cacao tienen caracteristicas



estructurales, esto limita su polinizacion exclusivamente por insectos. Los
principales agentes polinizadores del cacao son un pequefo grupo de
insectos perteneciente a la familia Ceratopogonidae, género Forcipomya. En
la regién amazénica, el arbol del cacao tiene dos flores. Una que coincide con
el comienzo del periodo menos lluvioso y uno principal que se produce al final
de la estacion seca y el comienzo de la temporada de lluvias. Anualmente, un
arbol de cacao en estado adulto puede llegar a producir mas de 100 000
flores; sin embargo, solo un 0,1 % se llega a convertir en fruta. Las flores
descolgadas caen dentro de las 48 horas. Por otro lado, los polinizados y las
flores fertilizadas permanecen fijas en el pedinculo y desarrollan el fruto?®. El

fruto presenta un pericarpio carnoso compuesto por tres partes distintas:

e El epicarpio, que es carnoso y grueso, cuya region epidérmica externo
puede estar pigmentado.
e El mesocarpio, que es delgado y duro, pero no muy lignificado

e El endocarpio, el cual es carnoso y no muy grueso.

Por lo general, la fruta cuando es inmadura es verde y amarilla cuando esta
madura. Otros son Purpura (vino tinto) en la fase de desarrollo y naranja en el
periodo de maduracion (periodo entre la polinizacion y la fruta). La
maduracion varia de 140 a 205 dias, con un promedio de 167 dias. Por lo
general, para obtener 1 kg de cacao comercial se requiere un aproximado de
15 a 31 frutas. La forma de la semilla varia de elipsoide a ovoide con 2 a 3 cm
de longitud. Esta cubierto por pulpa mucilaginosa blanca la cual tiene un sabor
acido-dulce. El embridén posee cotiledones con colores que van del blanco al

violeta. Las semillas de cacao tienden a ser bastante sensibles cuando existen



cambios de temperatura, por lo que mueren en poco tiempo al sufrir

deshidratacions.

2.1.3. Habitat y distribucion geografica

El cacao tiene su origen en América Central, México y el norte de Sudamérica
(Perud, Venezuela, Brasil, Ecuador, Colombia, Surinam, Guyana y Guayana

Francesa) °10.

Inicialmente el Theobroma cacao L. tenia un area de distribucion que se
extendia desde el Amazonas hasta la zona sur de México; sin embargo, desde
que llegaron personas provenientes de Europa a América, éstos introdujeron
el cacao en Africa, el Caribe y Asia, y se considera a la fecha como
pantropical. Los paises de Indonesia, Costa de Marfil y Ghana son

considerados como los paises que realizan la mayor produccién de cacao .

En su héabitat natural, el cacao crece en el subsuelo de la selva tropical. A
menudo crece en grupos a lo largo de las orillas de los rios, donde las raices
pueden ser inundadas durante largos periodos del afno. El cacao crece en
elevaciones bajas, generalmente a menos de 300 msnm, en areas que

presentan precipitaciones entre 1,000 y 3,000 mm por afio®.
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Figura N° 2: Distribucion de Theobroma cacao L.
*Coloracién verde (Nativo), coloracién violeta (introducido)
(Fuente: Plants of the World online, 2018).

2.1.4. Variedades de cacao

Para la especie Theobroma cacao L. se han encontrado varias clasificaciones
respecto a sus variedades; sin embargo, la mas reconocida es la propuesta
Urquhart en el afio 1961, la cual es una clasificaciéon que va a simplificar a
esta especie en tres variedades como son: Cacao Forastero, Trinitario y

Criollo'2.
Cacao criollo

Los Espafioles al ingresar a México lo denominaron como cacao genuino y se
presume que ha sido cultivado inicialmente por los Mayas hace
aproximadamente 3000 anos atras, a esta variedad se le conoce por ser de
alta calidad y ademas de tener bajas cantidades de tanino; estos arboles
demoran en crecer y no son tan vigorosos por lo que tienden a enfermarse y
son facilmente atacados por insectos; ademas, tienen la caracteristica de ser

morfolégicamente diversos, cuyas mazorcas por lo general son de forma



alargada y con punta acentuada, sus frutos tienen pigmentos de color rojo y
una esculturada y delgada cubierta. Esta variedad de cacao necesita para
completar su fermentacién alrededor de dos a tres dias; ademas, debido a
que es bastante aroméatico se le utiliza para elaborar los mas finos chocolates.
Se estima que esta variedad de cacao representa entre el 5 al 10 % de la
produccién mundial. A la fecha esta variedad es cultivada en paises de
América como Honduras, Venezuela, Peru, Guatemala, Ecuador, Colombia,

México, Bolivia, Trinidad, Nicaragua y Granada'3-'”.
Cacao trinitario

Esta variedad es cultivada en los paises como Trinidad, Venezuela, Colombia,
y México; sin embargo, también se esta introduciendo en el resto de paises
que producen cacao. Este cacao es una variedad hibrida entre el cacao
Forastero cultivado en la Guyanas y el cacao Criollo cultivado en Venezuela,
y precisamente es su caracteristica hibrida lo que le da una elevada
heterogeneidad variable. Es de origen reciente, al inicio se le clasificaba como
cacao Forastero y a la fecha se le puede reproducir de manera artificial. La
variedad Trinitario representa entre el 10 y 15 % de la produccién de cacao a

nivel mundial®19,
Cacao forastero

Tiene su origen en la Amazonia, la forma de su fruto es corta y ovalada, cuya
superficie  presenta una textura lisa, cuando maduran obtienen una
pigmentacién amarilla o verde. Presenta un mesocarpio muy lignificado por lo
que al momento de cortar es muy complicado debido a su espeso Pericarpio;

el color de sus granos es oscuro o purpura, son de pequefio tamano y de



forma aplastada. El chocolate que se produce con sus granos tiene un sabor

amargo debido a su alto contenido de taninos en su com posicion. Es por

esto que se le considera un cacao “corriente”. Las zonas donde se cultivan

son Africa Occidental, el Caribe, América Central y Brasil y a la fecha su

produccién representa alrededor del 80 % de la produccién de cacao a nivel

mundial, por lo que se le considera la mas importante variedad en cuanto a

comercializacion4 1619,

Por otro lado, en la literatura taxondmica de la botanica sistematica se clasifica

al Theobroma cacao en dos subespecies.

Theobroma cacao L. subsp. sphaerocarpum (Chev.) Cuatrec.

Theobroma cacao L. subsp. Cacao.

Dentro de esta clasificacion la subespecie sphaeorocarpum pertenece a la

variedad Forastero, mientras que la subespecie cacao corresponde a la

variedad Criollo™".

Tabla N° 1: Diferencias de las subespecies del Theobroma cacao®’

segun botanica sisteméatica (Fuente: Cuatrecasas, 1964)

Organo

T. cacao subsp. cacao

T. cacao subsp. sphaerocarpum

Forma del fruto

Superficie del fruto

Pericarpo y mesocarpo

Semillas

Cotiledones

Alargado, claviforme, fusiforme o
anguloso-ovado, atenuado hacia
la base y apicalmente apiculado.

Mas o menos con 10 costillas
marcadas o con 5 costillas y
rugosa.

Pericarpo moderadamente grueso,

mesocarpo lefioso delgado.

Ovadas o elipticas, normalmente
redondas en vista transversal.

Amarillos o blanco-amarillentos.

Eliptico, casi esférico o mas 0 menos
cuadrangular, redondeado en ambos
extremos.

10-surcada y lisa o ligeramente
rugosa.

Pericarpo muy delgado, mesocarpo
lefioso grueso.

Ovadas, mas o0 menos comprimidas.

Puarpuras o violeta oscuros.
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2.1.5. Produccién y demanda

Durante el periodo que comprenden los afios 2014 y 2015 la produccién a
nivel mundial del grano de cacao fue de 4,236 millones de toneladas. En Costa
de Marfil la produccion de cacao alcanz6 1,796 millones de toneladas lo cual
fue superior en comparacién con la anterior temporada. En Ghana la
produccién fue de 740,000 toneladas, existiendo una disminucién de 157,000
toneladas en comparacién con la anterior temporada; por otro lado, en
Ameérica la produccién alcanz6 763,000 toneladas por lo que tuvo un aumento
de 36,000 toneladas en comparacién con la anterior temporada, Asia y
Oceania present6 una disminucién en su produccion de aproximadamente 11
%, alcanzando 400,000 toneladas, por lo que junto con Indonesia representan
los lugares en los que se presenté una mayor disminucién. En este mismo
periodo se considera que la produccién de cacao en Africa representa el 73
% de la produccion a nivel mundial. La producciéon en América representa el

18 %, mientras que en Asia y Oceania el 10 %?'.
2.1.6. Distribucion y produccion en el Peru

En el Peru, se considera a ocho departamentos donde se realiza el cultivo de
Theobroma cacao, entre lo que se encuentran San Martin, Cajamarca, Piura,
Cuzco, Madre de Dios, Huanuco, Loreto y Junin; esto debido a que su
crecimiento varia entre los 0-500 metros de altitud y posiblemente hasta los
1000 metros; sin embargo, existen otros departamentos que también tienen
el habitat adecuado para su cultivo, como por ejemplo Ucayali, Ayacucho y

Pasco. Las condiciones climatolégicas son importantes para el crecimiento de

11



cacao, la fluctuacién es alrededor de los 24 °C y nunca exceda de 30 °C, con

una precipitacion por encima de los 1200 mm 2223,

Existe una variedad de cacao conocida como “porcelana” la cual tiene las
semillas de color blanco y se cultiva en el norte del Peru, esta variedad tiene
una uniformidad fenotipica muy marcada en el color de su mazorca, su sabor
a malta o panela, la forma de arquitectura que tiene el arbol, y su
susceptibilidad a ser atacado por hongos produciéndose una pudricién parda
y la enfermedad moniliasis®*. Se presume que tiene origen en la variedad
criolla de Cajamarca debido a que existe similitud en la morfologia de sus
semillas y frutos y ademas que a la fecha se cultiva en Huancabamba y
Morropon del departamento de Piura las cuales son zonas vecinas a San
Ignacio de Cajamarca®. En el V Concurso Nacional de Cacao lo cual fue
realizado en el departamento de Lima en el afio 2011, esta variedad de cacao
blanco ocup6 el primer puesto, destacando por su agradable sabor, toque

floral, atractivo color y acidez frutal 6.

Durante el periodo comprendido entre el afio 2012 y 2013 en el Peru se
produjo 78 000 toneladas de grano de cacao los cuales fueron cultivados en
los departamentos de Cajamarca, Amazonas, Junin, San Martin, Ucayali,
Cusco, Huanuco y Ayacucho; Sin embargo, también tuvieron participacién los
departamentos de Pasco, Loreto y Madre de Dios. De lo producido en ese
periodo, lo cultivado en San Martin representa el 37 % y lo cultivado en cusco

el 18 % 3.

Por otro lado, durante la inauguracién de la VIl edicion del Salén del Cacao y
Chocolate realizado en Lima, el Director General Agricola del Ministerio de

Agricultura y Riego (MINAGRI), Angel Manero Campos, indicé que el Per( se
12



convertira en el primer exportador mundial en el afo 2021 de cacao

orgéanico?’.
2.1.7. Crecimiento

Una vez sembradas las semillas tarda entre tres o cuatro dias para que
aparezcan las primeras raices pivotantes las cuales son de color
blanquecinas, estas raices en los proximos 15 a 20 dias llegan a tener una
profundidad de aproximadamente 10 a 15 cm. Al principio la plantita no
ramificada alcanza una altura de 1 a 2 m. El tallo formado es pequefo y es
ramificado en verticilos que tienen 3 a 5 ramas. Los ejes van creciendo de
forma horizontal o vertical. Cuando las plantas ya son juveniles, los ejes que
crecieron en forma vertical se originan en cualquier parte del principal eje. Por
lo general, estos ejes se desarrollan en la parte inferior de la primera horqueta.
Cuando las plantas ya son adultas desarrollan en ocasiones nuevos ejes
verticales. Estas plantas se desarrollan por completo después de 10 anos de
sembrar la semilla. Los frutos de estas plantas empiezan a evidenciarse
transcurridos los 3 a 4 afos después de la siembra. La maxima cosecha se
puede lograr pasados los 6 a 7 afos después de su siembra. Las plantas
cultivadas en desfavorables condiciones de luz llegan a medir 4 a 8 m; sin
embargo, en suelos cercanos a los rios y con buenas condiciones de luz
alcanzan hasta los 20 m de altura. Sus hojas son formadas en 4 a 5 fases y
su fotosintesis aparece después de su despliegue foliar en aproximadamente
4 a 5 meses, y después de transcurrido un promedio de 1 afio empiezan a
caer. El sistema radicular es pivotante lo cual puede llegar a tener una

profundidad entre 120 a 200 cm 14 16.2°.
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2.2. Aspectos quimicos

2.2.1. Pulpa de cacao
Los frutos de la planta de cacao son conocidos como "mazorcas” los cuales
estan formados por una cascara la cual contiene en la parte interior granos o
almendras que estan rodeados de una pulpa de color blanquecina y sabor
dulce y &cido, la cual retiene la capacidad de retener agua que va a ser util
para evitar la deshidratacion y favorecer la germinacién. La pulpa crece de los
tegumentos de las semillas y se le caracteriza por ser muy aromatica y tener
un agradable sabor, esta compuesta por células esponjosas
parenquimatosas, y en su composicidbn contiene elevada cantidad de
azucares las cuales son muy variables; sin embargo, sus constituyentes mas
destacados son la arabinosa, el acido galacturénico, la xilosa y la glucosa.
Esta pulpa en pequeina cantidad beneficia al grano durante su fermentacion
generando un agradable aroma y sabor, asimismo, con el exudado de esta

pulpa se pueden fabricar vinagres, nata, mermeladas, alcohol, etc 528,

Tabla N° 2: Composicién fisicoquimica de la pulpa de cacao

Caracteristicas Unidades Valores Referencia
pH - 3,19 3,45 30

. % de acido
Acidez valorable 1,57 2,12 30

citrico

Solidos solubles °Brix 12,97 16,55 30
Vitamina C mg 100 g 3,30 7,60 31
Proteina g 100 g* 0,73 1,13 31
Lipidos g 100 g' 0,12 0,65 31
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Contenido de agua
Fibra

Almidon

Sucrosa

Glucosa

Fructosa

g 100 g*
g 100 g*
g 100 g*
g 100 g*
g 100 g*

g 100 g*

75,33

0,29

3,65

6,62

3,72

4,41

80,06

0,35

4,58

8,22

5,29

5,95

31

31

31

31

31

Tabla N° 3: Composicion quimica de la pulpa y semilla de cacao®.

Componente
Lipidos
Proteina
Carbohidratos
Energia
Fibra
Agua
Ceniza
Foésforo
Hierro
Calcio
Niacina
Riboflavina

Vitamina C

100 gr de Pulpa

0,39
2849
16,5 ¢

71,0 cal

17,19
19,0 g
47,89

404,0 cal

100 gr de semilla
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Tiamina 1,8 mg 0,02 mg

Vitamina A (retinol) 32,0 mg --

(Fuente: Brack, 1999)

2.3. Alcohol etilico o etanol

El alcohol etilico en condiciones normales es un liquido volatil, inflamable,
transparente e incoloro. Su olor es agradable, familiar y caracteristico como
es su sabor cuando es adecuadamente diluido con agua. De lo contrario su

sabor puede ser picante.

Las propiedades fisicas y quimicas del alcohol etilico dependen
principalmente del grupo hidroxilo. Este grupo imparte polaridad a la molécula
y también da lugar a enlaces de hidrégeno. Estas dos propiedades explican
el comportamiento fisico anormal de los alcoholes de menor peso molecular
en comparacién con los hidrocarburos de peso equivalente. Los estudios
espectrogréficos infrarrojos han demostrado que, en el estado liquido, los
enlaces de hidrogeno son formados debido a la atraccidon entre el hidrégeno
que corresponde al hidroxilo de una determinada molécula y el oxigeno del
hidroxilo de una segunda molécula. El efecto neto de esta union es hacer que
el alcohol liquido se comporte como si estuviera en gran parte dimerizado.
Este comportamiento es andlogo al comportamiento del agua, que sin
embargo esta mas fuertemente unido y parece existir en grupos liquidos de
mas de dos moléculas. La asociacion del alcohol etilico, se debe notar, se

limita al estado liquido en estado vapor, este alcohol es monotérmico.
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La asociacion molecular de alcohol etilico liquido da lugar a un punto de
ebullicibn anormalmente alto y un alto calor de vaporizacién. La constante de
Trouton para el alcohol etilico es de 26,9 en comparaciéon con 21 para los
liqguidos no asociados. Esta constante es la entropia de vaporizacién a presién
atmosférica y se obtiene dividiendo el calor molecular de vaporizacién por la
temperatura absoluta del punto de ebullicion atmosférico. La polaridad y la
asociacion del alcohol etilico también se manifiestan en el comportamiento no
ideal de muchas soluciones de alcohol etilico y en el hecho de que el alcohol
etilico forma un gran numero de azedétropos. Muchos otros ejemplos de
anomalias del alcohol etilico pueden encontrarse en las propiedades de las

soluciones de alcohol etilico que aparecen en la literaturas*.
2.3.1. Situacion del alcohol a nivel mundial

En un estudio realizado a finales del 2016, se encontré que Estados Unidos
tuvo una produccion anual de 15 330 millones de galones de bioetanol y Brasil
tuvo una produccién anual de 7 295 millones de galones, siendo ambos los
paises con mayor produccién de bioetanol; por otro lado, a la Unién Europea

se le considerd como la mas importante fuente de produccion de biodiesel*.

Tabla N° 4: Produccién de etanol a nivel mundial 4, en el afio 2016.

Region Millones de galones
Estados Unidos 15330
Brasil 7295
Unién Europea 1377
China 845
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Canada 436
Tailandia 322
Argentina 264

India 225
Resto del Mundo 490
Total 26584

(Fuente: Zola y Barranzuela, 2017)

Segun lo que figura en la Tabla N° 5, se puede observar que ciertos paises

desarrollan metas

a nivel politico con el propésito de incrementar su

produccién de biocombustibles. Tal es el caso de Perld, que desde el afo

2006 se ha propuesto aumentar de forma progresiva la produccién de

biodiesel y bioetanol, por lo que se puede observar que existe una tendencia

favorable para desarrollar

biocombustibles.

proyectos nuevos orientados a producir

Tabla N° 5: Metas politicas propuestas para biocombustibles*’.

Region Pais Bioetanol Biodiesel
Renewable Fuels Standard & Alternative Fuels
Standard:

América Al 2012: 28,000 millones de litros de combustibles

USA

del Norte renovables
Al 2017: 132,000 millones de litros de combustibles
renovables y alternativos
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Al 2012: 2 % de contenido

Canada
Al 2010: 5 % renovable en diésel y
gasolina
Al 2010: 5,75 %
Unién Al 2015: 8 %
Europa
Europea | Al 2020: 10 % para biocombustibles en sustitucion
de diésel y gasolina para transporte
Al 2010: Sustitucién de 500 000 m3 de gasolinas
para transporte por afo (1,8 millones de litros al afo
de bioetanol en el corto plazo).
Japén
Al 2030: 6 millones de m® de bioetanol producido a
Asia
nivel local que representa el 10 % de la demanda
actual de gasolinas.
China | Al2020: 15 % del consumo utilizado para transporte
India Al 2020: 15 % del consumo utilizado para transporte
Al 2010: 350 millones de litros de bioetanol y
Oceania | Australia
biodiesel.
Al 2010: 5 % sobre el | Al 2010: 5 % sobre el
Argentina
producto final. producto final.
A partir del 2007: 2,5 %
Latinoamé-
Bolivia - hasta llegar a un 20 % en
rica'y
el 2015.
el Caribe
A partir del 2008: 2 %
Brasil Al 2001: 22 % Al 2013:5 %

Al 2020: 20 %
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A partir del 2006: 10 %
Colombia A partir del 2008: 5 %
por regiones.

Al 2007: 1 %
Paraguay | Minimo de 18 % Al 2008: 3 %

Al 2009: 5 %

A partir del 2006: 7,8 % | A partir del 2008: 5 % en
Peru en forma progresiva |forma progresiva por

por regiones. regiones.

(Fuente: Pistonesi et al., 2008)

Comercialmente se vienen produciendo biocombustibles generados a partir
de biomasa no alimentaria, debido a la existencia de tecnologia avanzada,
problemas econémicos y la necesidad de actuar sobre el cambio climatico.
Nuevos procesos mejorados en la industria han sido cruciales para que se
reduzcan los costos favoreciendo la expansion del mercado. Es por ello que
Estados Unidos presenta la mayor cantidad se establecimientos para la
produccién de biocombustibles, ademas de tener la capacidad instalada para
producir alcohol celulésico, después lo siguen paises como la Republica
Popular China, Canada, la Unién Europea y Brasil, respectivamente. Existen
diferencias en cuanto a los alcances tecnolégicos y materias primas que estos
paises utilizan para combustibles, tal es el caso de Estados Unidos que utiliza
maiz como materia prima para producir biocombustible, y Brasil a partir de la
cana de azucar, esta Ultima es muy eficiente para convertir el agua, el diéxido

de carbono y la luz solar en energia almacenada“®.
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El maiz produce siete veces menos de energia en comparacion con la cafa

de azlcar en la produccién de etanol 4.

En los ultimos diez afnos debido a una inversion realizada para este rubro de
US$ 200 millones ha traido como consecuencia la generacién de 40 000
hectareas sembradas y la generacion de 15 000 puestos de trabajo en el Peru.
Por otro lado, de acuerdo a un estudio de investigacion realizado por la
Universidad de Cartagena en el 2015, en donde se midié la eficiencia que
tienen los paises de Latinoamérica para producir biocombustibles dio como
resultado que Brasil y Peru son iguales de eficientes en la produccion de
bioetanol y biodiesel, comparado con el resto de paises que mostraron poseer

eficiencia baja o media“®.
Empresas representativas del Peru en la produccion de biocombustibles

Considerando la gran cantidad de campos de cultivo de cafia de azucar que
posee el Pert comparado con los demas paises de Latinoamérica tiene la
posibilidad de convertirse en exportador principal de bioetanol. Las empresas
Maple Energy y Cafa Brava son dos de las mas grandes empresas del sector

dedicada a la produccién de biocombustibles.
2.4. Métodos utilizados durante el proceso

2.4.1. Fermentacion

Existen diferentes tipos de fermentacién; sin embargo, para efectos de
obtener alcohol a partir del exudado de la pupa de cacao se utiliza la

fermentacion alcohélica.
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Durante el proceso de obtencién de almendras de cacao para la industria del
chocolate en las fincas, una porcién de la pulpa que rodea a las almendras es
removida. Esta porcion es conocida en la industria como “exudados”. La
porcion no removida, que permanece adherida a las semillas es utilizada para
el proceso natural de fermentacién e intervienen en el desarrollo de los
precursores del aroma del chocolate. A pesar de que la pulpa es necesaria
para el proceso de fermentacién de las almendras de cacao, en la mayor parte
de los casos existe mas de la necesaria, siendo posible eliminar mas del 50
% sin afectar la fermentacion. Este exceso de pulpa ha sido utilizado como
materia prima en la fabricacién de productos alimenticios en paises como
Costa Rica y Brasil debido al delicioso sabor tropical que posee. Entre los
productos desarrollados a partir de la pulpa de cacao extraida se pueden
mencionar algunas bebidas fermentadas, jaleas, jugo de cacao, mermeladas,
néctar de cacao, malteada de cacao y vinagre de miel de cacao, entre

otros®33,

2.4.1.1. Fermentacion alcohodlica

La fermentaciéon en términos generales hace referencia a la degradacion
aerbébica o anaerdbica de un substrato organico, producto de la cual se
generan diversas sustancias, por la accién de algunas bacterias y levaduras.
Estos microorganismos realizan la fermentacion gracias a las enzimas que
ellos mismos producen para realizar dicha funcién y obtener energia en forma

de ATP3S.

La fermentacion anaerdbica es posiblemente la mas antigua, puesto que los

organismos vivos aparecieron en una tierra primitiva carente de oxigeno.
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Existen diferentes tipos de fermentacion, teniendo en cuenta el tipo de
organismo que la produce, el substrato, o incluso las condiciones impuestas

tales como pH o el abastecimiento de oxigeno®°.

La fermentacion alcohdlica es una de las mas importantes y mejor conocidas.
Esta es una biorreaccion en la que el azucar se transforma en alcohol y diéxido

de carbono y es representada mediante la ecuacion de Gay-Lussac®®.

CH,OH
@)
OH > 2C2Hs0OH +  2CO2
OH OH
OH
D-glucosa Etanol Anhidrido Carbonico

Las levaduras son las principales responsables de esta degradacién. Dentro
de ellas la Saccharomyces cerevisiae, es la especie de levadura utilizada con
mayor frecuencia en los procesos fermentativos. Existen otras levaduras asi
como algunas bacterias dentro de ellas la Zymomona mobilis que segun
diversos estudios generan alcohol a través de la fermentacion; pero su

explotacion a nivel industrial es minima?3®.

Desde el punto de vista estequiométrico esta reaccion parece ser sencilla;
pero la secuencia de reacciones desarrolladas para transformar la glucosa
hasta dos moléculas de etanol y dos de anhidrido carbonico es un proceso
complejo, ya que al mismo tiempo de realizar la fermentacion la levadura
utiliza la glucosa y otros nutrientes adicionales para reproducirse®.
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2.4.1.1.1. Limitantes de la Fermentacion alcoholica

El rendimiento de los procesos de fermentacion es influenciado por algunas

condiciones como:

Concentracion de alcohol

Las levaduras se ven afectadas por las elevadas concentraciones de alcohol
que son producidas durante la fermentacion debido a que el etanol inhibe el
transporte celular de algunas sustancias como la D-xilosa, el amonio, la glicina
y algunos aminoacidos, las que intervienen en el proceso de metabolismo de
estos microorganismos; por otra parte, el contenido elevado de alcohol afecta
la funcién y estabilidad de algunas enzimas citoplasmaticas como la
hexoquinasa, debido a que, las concentraciones elevadas de etanol inducen
la formacién de un complejo hexoquinasa-etanol el que influye de forma
negativa en la reaccion y puede detener la transformacion de la glucosa a
glucosa-6 fosfato. La capacidad de tolerancia a las concentraciones de alcohol
depende de la habilidad de la célula de levadura para transportar el etanol del
interior de la célula al medio externo, este proceso depende de dos
caracteristicas basicas de la célula como son la fluidez y composicion de la
membrana. Tomando en cuenta lo antes mencionado, los microorganismos
logran tolerar las elevadas concentraciones de etanol cuando la célula
modifica la composicién de los acidos grasos de la membrana para minimizar
los efectos de la fluidez que produce el etanol. El segundo método de
adaptacién al etanol se produce cuando la levadura modifica la composicion
lipidica de la membrana debido basicamente a un enriquecimiento de las

mismas en esteroles y acido grasos de cadena larga. En conclusién las
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levaduras pueden resistir a las altas concentraciones de alcohol y vivir en
estos medios al realizar algunas modificaciones en su estructura celular y esto
ocurre por ejemplo a través del aumento del contenido de &cidos grasos
insaturados en relacién a los saturados y un aumento en la longitud de las

cadenas carbonadas de los acidos grasos®’.
pH- acidez del sustrato

El pH es un factor que limita en el proceso de la fermentacion debido a que
las levaduras son afectadas por el ambiente en el cual se desarrollan sea este
alcalino o acido. Las levaduras tienen un pH 6ptimo de trabajo entre 4 y 5, en
este rango de valores el pH es suficientemente bajo como para inhibir el
desarrollo de muchos tipos de bacterias. El pH éptimo para Saccharomyces
cerevisiae esta entre 4,2 y 4,8; estos valores de pH tienden a disminuir debido
a la produccién de &cidos, formados durante el metabolismo de las levaduras
al tomar los nitrégenos de los aminodcidos perdiendo su caracter anfétero. Sin
embargo, si el pH se eleva a la regidn alcalina, cambia el curso de la
fermentacién y se produce glicerol y acido acético, ademas de alcohol y
diéxido de carbono. Es por ello que en los procesos desarrollados a nivel
industrial, se utilizan soluciones Buffer con el objetivo de mantener niveles

adecuados de acidezS8.

Por otro lado, segun varias investigaciones el pH 6ptimo para el crecimiento
de las levaduras durante el desarrollo de una fermentacién alcohélica oscila
en el rango de 3 y 5; siendo el pH 4 el que produce mayor concentracion de

etanol en un menor tiempo®.
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Concentracion de azucares

Las concentraciones altas de azucares es otra de las condiciones que afectan
en los procesos de 6smosis dentro de la membrana celular, el rango adecuado
de concentracidén de azucar que debe tener un substrato para la fermentacion
es de 10 a 18 %, ya que a concentraciones de 22 % a mas las levaduras

empiezan a tener problemas en el proceso de respiracién celulars®.
Temperatura

Una levadura es un microorganismo mesdéfilo, por lo tanto, su temperatura no
puede sobrepasar los 50°C, puesto que a esta temperatura o temperaturas
superiores se produce su muerte. Debido a que la fermentacion es un proceso
exotérmico, se debe mantener en el mismo un control de temperatura para

mantener la temperatura en su valor 6ptimo que es de 30 °C*°.
Ritmo de crecimiento de las Cepas

Durante el proceso de fermentacién las células de levaduras crecen en
namero gracias a las condiciones favorables que se puedan desarrollar en el
medio; es decir que dependiendo de las condiciones favorables se incrementa

la concentracion de levaduras®®.
Materias primas

En los procesos de fermentacién el etanol puede obtenerse a partir de la
transformaciéon de cualquier azicar o polisacaridos debiéndose realizar un
tratamiento previo para algunas materias primas antes de iniciar el proceso de

fermentacién debido a la capacidad de fermentacion que poseen las levaduras
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con respecto a los carbohidratos. En general la materia prima que provee de

azlcares fermentables puede clasificarse en tres grupos:
Fuentes con alto contenido de azucares.

Dentro de estas, encontramos al azucar de cafa, melazas, remolacha, y jugos
de fruta. Estas materias primas presentan un elevado contenido de azucares
simples y fermentables, como glucosa, fructosa, galactosa y sacarosa, entre
otros. Las fuentes de este tipo tienen como ventaja el no necesitar
tratamientos previos para obtener los azucares fermentables, ya que estos se

encuentran presentes y disponibles.
Fuentes con alto contenido de almidon.

Como lo son el maiz, la malta, la cebada, la avena, el trigo, el arroz, el sorgo
y otros. Este tipo de fuentes requieren un tratamiento previo con la finalidad
de obtener azucares fermentables. Los cereales, por ejemplo, necesitan ser
tratados previamente en un proceso de hidrolisis para romper el biopolimero
almidén en carbohidratos fermentables y de esta forma puedan estar
disponibles para los procesos metabdlicos de los microorganismos que

realizaran la fermentacion alcohélica.
Fuentes ricas en celulosa.

Como ejemplo de este tipo de fuentes tenemos a la madera, algunos residuos
de pasta y el papel. Las materias primas dentro de este grupo presentan
elevado contenido de celulosa y son las fuentes mas abundantes de biomasa
a nivel mundial, y su uso ha tenido un creciente interés global; sin embargo,

debido a la compleja composicién quimica que poseen estas fuentes ricas en
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celulosa se han producido retos tecnolégicos que aun no han podido ser

satisfactoriamente superados®®.

2.4.2. Método de DNS (acido 3,5 Dinitrosalicilico) para la cuantificacion
de azucares reductores.

En 1921, Sumner introdujo el método del acido dinitrosalicilico (DNS) para
analizar los azlcares reductores en orina normal y diabética. El reactivo DNS
reacciona con azucares reductores y otras moléculas reductoras para formar
acido 3-amino-5-nitrosalicilico, compuesto aromatico que absorbe
fuertemente la luz a 540 nm, este compuesto es susceptible de ser medido a
través de una técnica espectrofotométrica cuantitativa para determinar la

cantidad de azlcar reductor presente 4.

La solucién reactivo de DNS (acido 3,5 Dinitrosalicilico) posee una coloracién
amarilla al ser preparada, luego de la reaccion de 6xido reduccion adquiere
una coloracién de rojiza a naranja*'. La intensidad de la coloracion es
directamente proporcional a la concentracion del azucar reductor en la
muestra. La coloracion formada puede ser determinada al medir las
absorbancias en un espectrofotdmetro, ademas de seguir las leyes de

Lambert-Beer*2.

HO .0 e e COOH
——0OH —oH
M T OH  , HO——
— —>
o < 5 o OH 2 —1 0H
I I o i L NH, ——H
Acido 3 5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro Acido D-glucénico
{amarilio) salicilico (il

Figura N° 3: Reaccion de glucosa con DNS.

(Fuente: Delgado, 2009) 28



El método de DNS ha sufrido multiples modificaciones a través del tiempo, lo
que le han permitido adecuarse al andlisis de distintos tipos de muestras. La
principal ventaja de este método radica en la alta sensibilidad y productividad
ya que es un método de tipo espectrofotométrico. Este método presenta dos
variantes segun la forma de preparacion de la soluciéon reactivo, una
preparacién en caliente y otra en frio. Segun bibliografia la preparacién en frio
demuestra menores o comparables desviaciones con respecto al método de
Eynon y Lane (método referencial en la Industria sucro-alcoholera) ademas
de ser mas productiva; por otro lado es mas recomendable que la preparacion

en caliente pues demuestra menores desviaciones*.

2.4.3. Espectrofotometria UV-VIS

La espectrofotometria esta conformada por un grupo de técnicas que hacen
uso de la luz para medir las concentraciones quimicas de ciertas sustancias

en determinas muestras.

La luz presenta un doble comportamiento: como particula y como onda. El
comportamiento como particula explica que la luz (energia) es absorbida o
emitida en paquetes de energia llamadas fotones al interactuar con los
cuerpos. El comportamiento como onda explica la forma cdmo se desplaza a
través del espacio, y asocia este comportamiento a una frecuencia (v) y a una
longitud de onda (A). Es por ello que la luz se puede explicar como un conjunto
de radiaciones que se desplazan a través de todo el espacio y que aquellas
radiaciones que el ojo humano sea capaz de detectar corresponden a la

pequena porcidn de espectro de radiaciones conocidas como la luz visible.
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Los fisicos han establecido la cantidad de energia que transporta un
determinado foton y que estéd asociado a la constante de Planck (h= 6,626 x

1034 J.s) y a la velocidad de la luz (3 x 108 m.s) de la siguiente manera:

h><c_h><
= v

E (energia asociada a un fotén) =

El conjunto de radiaciones electromagnéticas conocidas se encuentra
detallado en el espectro electromagnético, siendo el espectro
electromagnético que corresponde a la luz visible aquel que comprende las

emisiones de energia con longitudes de onda entre 380 nmy 780 nm.

Una molécula aumenta de energia cuando absorbe un fotén, durante este
proceso la molécula pasa de su estado fundamental al estado excitado y
viceversa al perder un fotdn. La ganancia de energia (fotén) generada por
una radiacion en el espectro visible sobre una muestra que contenga
moléculas produce el movimiento de los electrones de orbitales de menor a

mayor energia®.

La absorcién de las radiaciones que corresponden a la zona ultravioleta y
visible del espectro se ha utilizado de forma amplia para el analisis
cuantitativo. Las mediciones se realizan basandose en la ley de Lambert-Beer,
la que establece una ecuacion que ha sido utilizada por la Quimica Analitica
muy a menudo por lo cual es considerada una de las ecuaciones mas

utilizadas en esta rama Quimica“‘.
2.4.3.1. Leyde Lambert-Beer

La ley de Lambert-Beer establece que existe una relacién directamente

proporcional entre la absorbancia con la longitud del trayecto que viaja la luz
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al atravesar el medio de absorcion y la concentracibn de la especie

absorbente.

A=¢eb.c

En donde:

A: Absorbancia

B: Distancia que atraviesa la luz por el cuerpo

c. Concentracién de la especie absorbente.

¢: Coeficiente de absortividad molar

Esta ley resulta valida para cada longitud de onda del haz de luz incidente en
la muestra, siempre y cuando no existan interferencia con otros compuestos.
La absorbancia de un compuesto a cada longitud de onda es directamente
proporcional a la concentracion del soluto, siempre y cuando la fuente de luz

sea constante*°.

La ley Lambert-Beer presenta algunas limitantes para el adecuado empleo de

la ecuacioén descrita:

Requiere de radiaciones monocromaticas.

Otra limitacién se debe a la radiacion parasita (aquella que esta fuera
del ancho de banda efectiva del selector y se debe a procesos de
reflexion y dispersion de la radiacion que se producen en distintas

partes del instrumento de medida)

Finalmente las limitaciones quimicas de esta ley se producen cuando

las especies absorbentes participan en una reaccién de equilibrio. Las
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mas comunes que originan este efecto son la complejacion metalica
con mas de un tipo de complejo, los acido-base y la disociacion

disolvente-analitito.

Para realizar el analisis cuantitativo utilizando la ley Lambert-Beer, es
necesario realizar la preparacidbn de una curva patron o también
llamada curva de calibracién ya que dicha curva permite establecer
relaciones entre el valor de la concentracion que posea el analito en

una solucién y su absorbancia*.
2.4.3.2. El espectrofotometro UV - visible

Un espectrofotdmetro es un aparato disefiado para medir los factores de
reflectancia y transmitancia espectrales. Su objetivo es comparar el flujo
radiante transmitido o reflejado con el incidente de cada longitud de onda.
Toda substancia tiene la capacidad de absorber la energia radiante, incluso
el vidrio que parece ser completamente transparente, absorbe ligeramente en
longitudes de onda que corresponden al espectro visible; el agua absorbe
fuertemente en el infrarrojo. Este aparato tiene la capacidad de filtrar un haz
de radiacion electromagnética (REM), separandolo para facilitar la
identificacidn, calificacion y cuantificacién de la energia. Los parametros de
eficiencia, resolucién, sensibilidad y rango espectral dependeran del disefio y

de la seleccion de los componentes Opticos que lo conforman 2.
Los componentes que constituyen un espectrofotometro son los siguientes:
Fuente de radiacién (fuente de luz)

Selector de longitud de onda (Monocromador)
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Recipiente de la muestra (cubetas para muestras)
Detector

Amplificador de la sefal

Dispositivos de lectura (ordenador)

24.4. Destilacion simple

Es un método que permite separar liquidos gracias a las diferencias en la
temperatura de ebullicibn que presentan. Para realizar el proceso de
destilacion se aplica calor a una mezcla de liquidos hasta llegar a la
temperatura de ebullicion de uno de los liquidos componentes, e
inmediatamente el componente separado en forma de vapor se condensa y

se recolectan como un liquido destilado %°.

El método de destilacion simple se utiliza para separar liquidos con punto de
ebullicién inferior a 150 °C a presidn atmosférica, ya sea de impurezas no
volatiles o de otros liquidos miscibles que posean una diferencia de al menos

25°C en el punto de ebullicién con respecto al liquido de interés®®.

El alambique ha sido el aparato utilizado para realizar la destilacién en el
laboratorio durante mucho tiempo. El alambique consta de un recipiente que
almacena la mezcla a la que se aplica calor a partir de una fuente externa,
una porcién que funciona como condensador o refrigerante donde los vapores
generados se enfrian al entrar en contacto con una superficie un poco mas
fria, es decir que induce la condensacion del liquido vaporizado al estado
liquido y una tercera y ultima porcion formada por un recipiente que almacena

el liquido condensado. Hoy en dia a escala de laboratorio se pueden armar
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sistemas destiladores a base de materiales de vidrio como balones,
refrigerantes, termoémetros y pequefias conexiones para evitar la pérdida de
la porcidon vaporizada. En la industria quimica la destilacion es utilizada en la

separacion de mezclas simples o complejas 6.

2.4.5. Picnometria

Este método permite calcular la densidad de cualquier liquido. Para ejecutar
este calculo, el método requiere la determinacién de tres masas: masa del
picnédmetro vacio, masa del picnémetro con agua y la masa del picnémetro
con la muestra problema teniendo en cuenta que las mediciones se realizan
a una determinada temperatura. Para realizar las mediciones es necesario
contar con una balanza analitica en un ambiente en el cual no influyan
vibraciones externas y que dicha balanza se encuentre ubicada sobre una
superficie que permita la estabilidad del instrumento. Se trata de un método
simple, pero que requiere de la comprension de sus fundamentos. Ademas,
requiere de cierta destreza y cuidados por parte del analista para obtener
resultados fiables. Del mismo modo, en cualquier determinacién de la
densidad de una sustancia liquida es importante tener en cuenta que el
volumen varia con la variacion de la temperatura, por lo que la densidad

también sigue este patrén de variacion®.

Para poder calcular el contenido de etanol es necesario comparar las
densidades con las tablas de Windisch (tablas referenciales que relacionan %

de alcohol y la densidad del mismo a una temperatura determinada)
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2.4.6. Cromatografia de gases (GC)

La cromatografia de gases es una técnica de separacién que utiliza una fase
gaseosa y una fase estacionaria contenida en la columna cromatografica para
separar componentes vaporizados segun la afinidad de estos por la fase
estacionaria. Al realizar la separacidén cromatografica de gases, la muestra es
vaporizada antes de ser inyectada en la columna cromatografica. Luego de la
inyeccién de la muestra se produce la elucibn de los componentes
volatilizados por el calor de una fuente de energia a través de la columna de
acero impulsada por el flujo de un gas inerte que hace el papel de fase mévil.
Este tipo de cromatografia se diferencia de las otras en que la fase mévil y las
moléculas del analito no van a interactuar; sino que solo va a servir como
transportador del analito a través de la columna. La cromatografia de gases
permite separar, identificar y cuantificar los componentes de la muestra
analizada. Para el analisis cuantitativo se debe realizar la mediciéon de
parametros como por ejemplo, los volumenes de retencion y los tiempos, asi
como de medidas de alturas o areas de picos presentes en el cromatograma,
dichas alturas estan relacionadas con la concentracién del analito en la
muestra objeto de estudio. En este método cromatografico la columna asi
como su diseno constituyen el corazén de la separacién. En cromatografia de
gases los analitos siempre se encuentran en estado gaseoso y se distribuyen
entre una fase mévil gaseosa y una fase estacionaria que puede ser un sélido
o una delgada pelicula liquida que recubre al solido; y segun el tipo de fase
estacionaria utilizada, sea solida o liquida. La cromatografia de gases se

puede clasificar en: cromatografia gas-solido (CGS) y cromatografia gas-
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liqguido (CGL), siendo la mas selectiva y la que mayores usos presta la

cromatografia gas-liquido (GCL) °'.

Durante la cromatografia gas-liquido ocurre que el analito va a dividirse entre
una fase mévil gaseosa y una fase estacionaria que esta inmovilizada sobre
las paredes de un tubo capilar o en la superficie de un relleno solido inerte. En
la figura nimero 4, podemos observar un esquema general de un sistema
cromatografico gas-liquido. Martin y Synge enunciaron por primera vez el
concepto de gas liquido, quienes también perfeccionaron la cromatografia de
distribucién liquido-liquido. A pesar de todo esto, tuvo que pasar mas de diez
anos antes de que la cromatografia gas-liquido adquiriera la importancia que
hoy se le reconoce y se empezara a utilizar en forma rutinaria como
herramienta de laboratorio. En 1955 se comercializ6 por primera vez un
cromatdgrafo de gases para el desarrollo de la cromatografia de tipo gas-
liquido. Desde entonces las aplicaciones de los equipos cromatografos de

gases han crecido enormemente °'.

Registrador
Microjeringa l
=]
Divisor de flupp :
’mr‘:}i Ekectrometro
Septum, © puente
Regulador : !
de flup =
Regulador r DAC
de presion
Py
(A \J Orderador
~ Rotametro)
Columna
Gas portador

Horno termostatizado
Figura N° 4: Sistema cromatografico gas-liquido.

(Fuente: Rincén y Duque, 2014)
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Para el desarrollo del analisis de una sustancia por cromatografia de gases
se requieren diferentes tipos de detectores, uno de los mas conocidos y
comunes es el detector de lonizacion en la llama el cual sera utilizado en el

presente trabajo para determinar el contenido de etanol.

2.4.6.1. Detector de lonizaciéon de llama (FID)

Este detector es el mas utilizado y el mas versatil que existe. Técnicamente
es un quemador de oxigeno/hidrogeno, en donde se va a realizar la mezcla
del hidrégeno con el efluente de la columna conformado por el gas portador y
el analito. Inmediatamente, esta mezcla de gases es encendida gracias a una
chispa eléctrica, y se produce una llama con una alta temperatura. La mayor
parte de los compuestos organicos al ser sometidos a altas temperaturas se
pirolizan y producen electrones y iones, que funcionan como conductores

eléctricos °'.

La generacion de electrones y iones es aprovechada para establecer una
diferencia de potencial de unos centenares de voltios formada entre la parte
inferior del quemador y un electrodo colector ubicado por encima de la llama.
La corriente que se genera en este punto es baja de alrededor de los 10 a 12
A, por lo que debe ser obligatoriamente amplificada con el uso de un
amplificador de alta impedancia. El proceso de ionizacion que se produce en
la llama es sumamente complejo, pero el numero de iones producidos se
aproximan al numero de atomos de carbono transformados en la llama. Esta
aproximacion permite que sea un detector sensible a la cantidad de masa del

analito o dicho de otra forma que sea sensible al numero de atomos de
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carbono que salen de la columna, por lo que no le afectan las variaciones en

el flujo de salida de esta mezcla de gases °'.
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Ml PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiales y equipos

Material vegetal

Frutos de Cacao (Theobroma cacao L.)

Material de Laboratorio

Frascos de vidrio 250 mL

Probetas 100 mL

Pipetas 5 mLy 10 mL

Tips de 100 uL y 1000 uL

Micropipetas (Eppendorf)

Tubos de centrifuga de plastico de 10 mL
Placas Petri de plastico

Reactivos

Acido 3,5 dinitrosalicilico
BaCl2
Cepas

Cepa nativa aislada del fruto de cacao

Cepa aislada de la uva; obtenida a partir de un mosto de uva trabajado en el

laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Cepa de levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae), proporcionada por

el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.



Medios de cultivo

Agar Sabouraud
Agar caseinpeptona rojo fenol
Azucares

Lactosa

D-xilosa

Sacarosa

Maltosa

D - Fructosa

D - Galactosa

D - Glucosa

Equipos de Laboratorio

Balanza analitica (Sartorius CPA224S)
Bioreactor

Autoclave (Chincan LDZX-50KBS)
Estufa

Horno

Potenciémetro

Refrigeradora

Equipo de destilacion simple
Picnémetro

Refractometro
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3.2. Metodologia

3.2.1. Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo experimental.

3.2.2. Obtencion de los fruto de cacao
Los frutos fueron obtenidos en el caserio Santa Lucia del departamento de

San Martin, el cual se encuentra a 503 msnm.

La cosecha se realiz6 02 dias antes de su procesamiento, para ello se
consideraron los siguientes parametros: Madurez caracterizada por un color
rojizo-amarillo y la apariencia fisica la cual debe estar sin golpes y sin

enfermedades.

3.2.3. Obtencion del exudado de la pulpa de cacao

El proceso seguido para obtener el exudado de la pupa de cacao se detalla

en:

Seleccidn de frutos de
cacao

Lavar y desinfectar

!

Corte de las cascaras

\ 4

Separar las semillas

I

(Semillas con pulpa)

Extraccién del exudado

Figura N° 5: Proceso de obtencién del exudado de la pulpa de cacao



3.2.3.1. Descripcion del proceso

Seleccion de los frutos

Una vez obtenidos los frutos, en el laboratorio se seleccionaron aquellos que
se encontraban en buenas condiciones, separando los frutos que presentaban
cortes inadecuados y cambio de coloracién en su aspecto debido a maltrato o

contaminacion por plagas.

Pesaje

Se realizé el pesaje de los frutos enteros, el pesaje de las semillas con pulpa

y placenta y el pesaje de solo las cdscaras.
Lavado y desinfeccion

Para evitar la contaminacion de la pulpa, antes de realizar el corte del fruto se
realizé la desinfeccion de la mesa de trabajo utilizando Hipoclorito de sodio al

0,5 % y los frutos fueron lavados con jabdn y agua potable.

Corte

Para realizar el corte se utilizé guantes quirdrgicos y un cuchillo de acero

inoxidable lavado con jabdn y agua potable para evitar que contamine la pulpa.

El corte fue de tipo Longitudinal.

Separacion de las semillas cubiertas de pulpa

Considerando no contaminar la muestra, para extraer las semillas cubiertas
con la pulpa se utilizé6 una cuchara de acero inoxidable, previamente lavada
con jabon y agua potable; las semillas se depositaron en un envase lavado

para su pesaje.
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Extraccion del exudado de la pulpa de cacao

La extraccion de la pulpa de cacao se realiz6 mediante el método por presion

descrito por Luzuriaga®2.

Se tomaron las semillas con pulpa extraidas de cuatro frutos y se depositaron
en un colador que iba sobrepuesto en un envase, sobre las semillas se colocé
otro colador que sirvio como depdsito de las cascaras del fruto que ejercerian

presion.

El peso de las cascaras que ejercian presion fue igual al peso de las semillas

cubiertas con pulpa.

Después de 30 horas se separé el exudado de la pulpa de cacao, que ha caido

por presidn, en frascos estériles, y luego se mantuvieron en refrigeracion.

3.2.4. Estudio quimico del exudado

3.2.4.1. Analisis proximal del exudado
Se determiné el contenido de carbohidratos, grasas, proteinas, cenizas, fibra,
humedad segun metodologias AOAC. Este andlisis es importante para

establecer las condiciones de la matriz de fermentacion.

Para realizar el estudio quimico del exudado de la pulpa de cacao se envio
una muestra al Centro de Control Analitico — CCA ( CENPROFARMA) de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM, donde se realizaron las
pruebas de determinacion de proteinas, humedad, cenizas, grasas, fibras,

carbohidratos y energia, mediante métodos AOAC.
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3.2.4.2. Ensayos cualitativos para identificacion de carbohidratos®2

a)

b)

Ensayo con Reactivo de Molish: Ensayo general para cualquier
carbohidrato sin importar su complejidad. El 4cido sulfarico hidroliza los
carbohidratos complejos y deshidrata los monosacaridos formando
furfural y derivados; finalmente, se forman compuestos de color violeta

por reaccion con el a-naftol.

Procedimiento: En un tubo de ensayo se agregd 2 mL del exudado,
enseguida se adicioné V gotas del Reactivo de Molish y se agit6. En
seguida, se incliné el tubo y se agregd con cuidado por las paredes 2 mL

de soluciéon concentrada de acido sulfurico.

Interpretacion: Si se forma un anillo de color violeta en la parte de la

interfase indica la existencia de azucares en el exudado.

Ensayo con Reactivo de Lugol: Se fundamenta en el hecho de que se
forma un complejo entre el i6n I3~ y la amilosa que es una molécula
presente en el almidén; la cual presenta en su estructura una
conformacién helicoidal. La reaccion ocurre cuando el I3 ingresa a la
hélice y forma como consecuencia un producto de condensacion que va
a tener un color negruzco o azul segun sea la concentracion del almidén

en la muestra.

Procedimiento: Se tomé6 un tubo de ensayo y se anadidé 2 mL del
exudado. Se acidificé la muestra con V gotas de acido clorhidrico 1 M.

Después de mezclar se adiciond | gota de lugol y luego se agité.

Interpretacion: La formacion de un color azul o negro indicé la presencia

de almidoén en el exudado.
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c) Ensayo con Reactivo de Barfoed: Ensayo para diferenciar
monosacaridos de disacaridos reductores. El reactivo de Barfoed
presenta Cu*?> el cual va a ser reducido a Cu* en 2 minutos si
reacciona con un monosacarido, lo cual se evidencia al formarse un
color rojo. Por otro lado, si la reduccion y la formacion del color rojo
tarda de 7 a 12 minutos, entonces el reactivo a reaccionado con

disacaridos.

Procedimiento: En un tubo de ensayo se agregé 5 mL de Reactivo
de Barfoed, luego se anadié 1 mL del exudado. Se calent6 el tubo en
un bano de agua hirviendo durante 2 minutos. Se sacé el tubo y dej6é

reposar por 3 minutos.

Interpretacion: La formacion de un color rojo en el tubo indico la

presencia de azucares.

d) Ensayo con Reactivo de Bial: Este ensayo se fundamenta en una
reaccion especifica que identifica pentosas y algunos acidos urdnicos
los que son descompuestos al ser calentados con 4cidos fuertes. Bajo
condiciones controladas de temperatura, tiempo y concentracién de
HCI, las pentosas son rapidamente transformadas a furfural, mientras
que las hexosas presentes en la muestra son convertidas en
hidroximetilfurfural. En presencia del ion férrico (Fe*3) y orcinol (5-metil
resorcinol), el furfural se condensa rapidamente y produce un complejo
de color verde al calentar. El reactivo de Bial tiene dos componentes el

HCL y el orcinol.
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Procedimiento: Se coloc6 5 mL del Reactivo de Bial en un tubo de
ensayo. Luego se adiciondé 2 mL del exudado, se mezcld y calent6
suavemente la solucién hasta que las primeras burbujas alcanzaran

la superficie.

Interpretacion: La formacion de un color verde en el tubo indicé la

presencia de pentosas.

e) Ensayo con Reactivo de Selliwanoff (resorcinol, HCI concentrado
y agua destilada):El ensayo con el reactivo de Selliwanof permite
identificar la presencia de cetosas en la muestra de carbohidratos. El
proceso de la reaccion ocurre de la siguiente manera: en presencia de
una solucion concentrada de HCI, las cetosas son deshidratadas mas
rapidamente que las aldosas produciendo derivados del furfural. Estos
compuestos derivados de furfural forman complejos con el resorcitol
presente en el reactivo de Selliwanoff, y posteriormente la solucion se

torna de un color rojo cereza.

Procedimiento: En un tubo de ensayo se agregd 2 mL de reactivo de
Selliwanoff, despues se anadié 0,5 mL del exudado y se mezclé. En

seguida, se introdujo el tubo en un bafno maria a 100 °C por 1 minuto.

Interpretacion: La formacion de un color rojo cereza indicoé la

presencia de azucares.

3.2.4.3. Identificacion de carbohidratos por cromatografia en capa fina®?

Fase movil: Agua: Cloroformo: Acido acético (0,5: 3: 3,5)
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Revelador: Se realiz6 el pesaje de 1 g de difenilamina y luego se disolvié
junto con 1 mL de anilina en 100 mL de acetona. La mezcla fue trabajada con

acido fosférico 85 % antes de utilizar (10: 1 v/v, respectivamente)

En la placa cromatografica se aplicé la muestra de exudado y los estandares

de glucosa, galactosa, fructosa y sacarosa.

Adicionalmente, se realizaron los ensayos de determinacién de pH y Grados

Brix del exudado debido a su implicancia dentro de la fermentacion.

3.2.4.4. Determinacion de pH
En 10 tubos de centrifuga de plastico de 15 mL se agregd 10 mL de muestra
de exudado a cada uno y se realizé la lectura de pH utilizando un

potenciémetro; finalmente, se calculd el promedio de las 10 lecturas.

3.2.4.5. Determinacion de grados Brix
Este procedimiento se realiz6 utilizando los 10 tubos con muestras de

exudado utilizados en la lectura del pH.

En primer lugar se lavo el prisma del refractdmetro con agua destilada y se
secd con ayuda de papel toalla. Se realiz6 la lectura de grados Brix de una
gota de agua destilada la cual debe dar como resultado 0 grados Brix,
posteriormente se secd el prisma y la placa de luz diurna y se agregé en el
prisma una gota de la muestra de exudado contenida en el primer tubo y se
realizé la lectura de grados Brix. Se repitié el mismo procedimiento para la
lectura de las muestras restantes y finalmente se determin6 el promedio de

las 10 lecturas.
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3.2.5. Aislamiento de la cepa nativa

3.2.5.1. Cepa nativa del fruto de cacao

Se obtuvo la cepa a partir del fruto. El procedimiento se realizé en el

Laboratorio de Microbiologia de la siguiente manera:
Se lavé la parte externa del fruto con una solucion estéril.

Se sembrd la solucidbn de lavado en Agar Sabouraud dextrosa
suplementado con Cloranfenicol al 0,005 % (p/v) y se incubd a 30 °C

durante tres dias.

Luego de tres dias se observd las colonias y se hizo repiques en
placas Petri con Agar Sabouraud Dextrosa de aquellas colonias cuyas
caracteristicas en aspecto y color eran semejantes a levaduras del

género Saccharomyces.
Se siguio con los repiques hasta aislar las colonias.

3.2.5.2. Cepa nativa de uva

El proceso de aislamiento se realizé en el Laboratorio de Microbiologia y se

desarroll6 de la siguiente manera:

Se seleccioné las uvas maduras y en buenas condiciones,
separandolas de las podridas y en descomposicion. Se estrujé y
realiz6 la fermentacién de estas uvas de manera espontanea dentro

de un recipiente estéril a 25 °C por dos semanas®.

Se realiz6 muestreos a los mostos al término de sus dos semanas de

fermentaciébn en placas Petri con Agar Sabouraud Dextrosa
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suplementado con Cloranfenicol al 0,005 % (p/v), posteriormente

fueron incubadas a 30 °C durante tres dias.

Luego de los tres dias se hizo repiques en placas Petri con Agar
Sabouraud Dextrosa de aquellas colonias cuyas caracteristicas en
aspecto y color eran semejantes a levaduras del género

Saccharomyces.

Se siguio con los repiques hasta aislar colonias.

3.2.6. Identificacion de las cepas a utilizar en la fermentacion.

Para identificar las cepas se realizaron las siguientes pruebas:

3.2.6.1. Pruebas de identificacion microbiolégica:

Caracterizacion macroscopica

En placas Petri con agar Sabouraud Dextrosa suplementado con Cloranfenicol
al 0,005 % (p/v), se realizd el sembrado de las tres cepas y se incub6 por un
periodo de 5 a 7 dias a 30 °C después del cual se pudo observar sus

caracteristicas morfologicas.
Caracterizacion microscopica

En la caracterizacién microscopica se observaron las células de levaduras luego
de la fijacién y tincion de las mismas con azul metileno en placas portaobjetos.
Las células fueron observadas en microscopio con aceite de inmersién a 100X

luego se observé las células formadas y se registr6 sus caracteristicas.
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3.2.6.2. Caracterizacion bioquimica de la levadura.
Produccion de CO2

Esta se realiz6 con el empleo de monosacéaridos y disacaridos disueltos en
medios liquidos y semisdlidos para observar la capacidad fermentativa de la
cepa aislada frente a los azucares. Las muestras se incubaron a 30 °C durante
una semana. Los resultados se evaluaron como positivos al haber produccion de

burbujas de CO20 cambio de coloracién en el medio.

Fermentacion en agar caseinpeptona rojo fenol (Multiplicacion de colonias

y cambio de coloracion)

Se preparé el agar segun indicacidn en etiqueta y luego se agregé 9 mL del
preparado en 24 tubos de ensayo limpios y secos, luego se afadié 1 ml de
solucion saturada de los azucares al 5 % en 21 tubos, de tal modo que existian
tres tubos para cada uno de los 7 azucares, y los tres tubos restantes se utilizaron

como blanco; y finalmente, se esterilizaron en el autoclave.

Una vez esterilizados, se dej6 enfriar los tubos y posteriormente se realizé el
sembrado por puncion de las colonias de la cepa aislada del fruto de cacao, cepa
de uva y cepa de levadura comercial (saccharomyces cerevisiae), de tal modo
que cada cepa fue sembrada por triplicado en cada azucar y una en el blanco.

Posteriormente se incubd por un periodo de 3 a 7 dias a 30 °C.

Luego de incubar se observé si existia multiplicacién de colonias y cambio de

coloracion.
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3.2.6.3. Prueba de asimilacion de compuestos de carbono (Método
Auxonografico) 6567,

Preparacion de las placas:

El inéculo fue preparado a partir de un cultivo fresco de la levadura que se desea
identificar en agar Sabouraud. Se inocul6 4 mL de solucién salina estéril con
colonias aisladas para obtener una suspension que sea equivalente a la escala

4 de McFarland.

Luego se mezcl6 36 mL de medio Sabouraud fundido y enfriado a 45 °C con los
4 mL del in6culo anterior. Se homogeniz6 la mezcla, evitando la formacion de

burbujas.

El contenido se verti6 en una placa de Petri estéril (se realizd este paso
rapidamente con el fin de evitar la muerte de las levaduras debido a la

temperatura y la solidificacién prematura del medio).

El medio se dejé solidificar durante 30 min y luego se comprobé que la superficie
del agar esté bien seca; posteriormente, se realizd pozas en el agar con ayuda

de un sacabocado estéril y frio.

Se prepararon soluciones saturadas de cada carbohidrato a testar utilizando
agua como disolvente y luego se procedid a esterilizarlas para finalmente

agregarlas por filtracion en las pozas realizadas en el agar.
Incubacion:

Las placas fueron incubadas en una estufa a 30 °C y examinadas a las 48 horas

de incubacion.
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Interpretacion de los resultados

La utilizacion de los hidratos de carbono se pone de manifiesto por el crecimiento

de la levadura alrededor del disco correspondiente.

3.2.7. Fermentacion del exudado

Utilizando un equipo fermentador se realizaron cuatro fermentaciones del
exudado; en la primera fermentacion se utilizé cepa nativa del fruto de cacao a
una concentracion del 1 %, en la segunda fermentacién se utiliz6 la cepa nativa
del fruto de cacao al 5 %, en la tercera se hizo uso de la cepa aislada de la uva
al 1 %, y finalmente, la cuarta fermentacién se realizd utilizando una cepa de

levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae) al 1 %.

El desarrollo de la fermentacién en cuanto a parametros de control (temperatura,
andlisis de azucares reductores, control del pH, velocidad de agitacién) se realizé

siguiendo una metodologia similar a la establecida por Garzén y Hernandez®®.
3.2.7.1. Determinacion de la concentracion del inéculo

Segun la metodologia de Garzén y Hernandez® el indculo adecuado a utilizarse
en un proceso de fermentacion es aquel que genera conteos aproximados de
10%a 108 UFC/L cuando se realizan siembras del microorganismo en placas Petri
con un agar que permita el crecimiento del microorganismo. Para desarrollar la
metodologia antes mencionada se realizaron diluciones, en soluciéon salina
estéril, de colonias aisladas que presentaban un diametro de mas o menos 3
mm. Estas colonias se obtuvieron en siembras por agotamiento en placas Petri
con agar Sabouraud Dextrosa suplementado con Cloranfenicol al 0,005 % (p/v),
posteriormente se realizaron los conteos teniendo en cuenta las placas Petri que

permitian realizar un conteo de microorganismos entre 30 y 300 UFC y

52



finalmente se determind cuantas colonias de 3 mm de didmetro deben ser
utilizadas para la preparacién del inéculo. Adicionalmente, con el fin de
establecer una relacion entre la absorbancia del in6culo y las UFC que deben
generar segun la metodologia de Garzén y Hernandez se midieron las

absorbancias en un espectrofotémetro.

3.2.7.2. Equipo de fermentacion

El equipo de fermentacion constaba de un envase de vidrio de 1,5 L el cual
estaba contenido en otro envase de vidrio, formando un espacio entre ellos por
donde circul6 el liquido que se encontraba en un bafio maria controlado para
mantener el agua a 30 °C; para realizar este proceso, el bafo maria contenia un
controlador de temperatura y un motor que hizo posible que el liquido circulara a

través del equipo mediante el uso de dos mangueras.

El envase interno de 1,5 L, donde se agreg6 la muestra, present6 una tapa de
acero que contiene en la mitad de la parte interna un agitador y en la parte
externa un motor que estaba conectado con un dispositivo que nos permitid

controlar la velocidad de agitacion de la muestra.

Asimismo, en la tapa se encontraban dos orificios, a través de uno de ellos se
extrajeron las muestras haciendo uso de una pipeta y a través del otro orificio se
recogié el CO2 producido, para ello se hizo uso de una especie de manguera
delgada de pléstico estéril, el cual se obtuvo de una extensién de venoclisis, y
se conectd con un recipiente que contenia una solucion de BaClz saturada. Los
orificios se mantuvieron cerrados durante la fermentacién mediante una cinta

estéril para evitar la contaminacién y mantener las condiciones de anaerobiosis.
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Figura N° 6: Equipo de fermentacion

3.2.7.3. Proceso de fermentacion

Se tomd 500 mL de la muestra de exudado y se agreg6 al envase de 1,5, luego
se anadié el indculo de la cepa. Se prendid el bafio maria y se programo para
que se mantenga a 30 °C que es la temperatura adecuada en la que la cepa de
levadura ejerce su funcién fermentadora, asimismo, se tomdé una primera
muestra para determinar los grados Brix y el pH con el que el exudado inicié la

fermentacion.

Se prendi6 el dispositivo que permitia realizar la agitacién de la muestra a una
velocidad de 115 RPM. Posteriormente, se tomé las muestras cada 3 horas
durante 12 horas y luego cada 2 horas hasta las 30 horas y finalmente cada hora
hasta que las lecturas de pH y grados Brix nos indiquen que la muestra del

exudado se ha fermentado.
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3.2.8. Cuantificacion de azucares reductores

3.2.8.1. Preparacion del reactivo DNS (acido 3,5 Dinitrosalicilico)®s.
La preparacion del reactivo ha sufrido variaciones a través del tiempo vy

dependera de la matriz a la que se le aplique.

Se pes6 0,8 g de NaOH, 15 g de tartrato de Na-K y 0,5 g de acido 3,5
dinitrosalicilico en beakers separados. Luego se disolvié el NaOH en 20 mL de
agua destilada con ayuda de una bagueta y se afnadi6 el tartrato de Na-K
agitando lentamente hasta disolucion; después se agregd agua destilada hasta
40 mL del beacker y luego se comenzé a incorporar de forma lenta el acido 3,5
dinitrosalicilico y se agité con la varilla hasta completa disolucion; finalmente, se
agreg6 agua destilada hasta completar 50 mL. El beacker fue forrado con papel

aluminio a fin de evitar la exposicion prolongada a la luz.
3.2.8.2. Preparacion de la curva de calibracion

Para la preparaciéon de la curva patrdn se prepararon soluciones estandares a
partir de glucosa y posteriormente se generd la curva con las lecturas a 540 nm

de longitud de onda en un espectrofotometro UV-VIS.

3.2.8.3. Preparacion de la solucién madre

Se pes6 500 mg de glucosa en una fiola de 50 mL, luego se disolvié en agua
destilada y enras6 con el mismo disolvente (Se obtuvo una concentracion de 10

mg/mL).
3.2.8.4. Preparacion de las soluciones estandares

De la solucibn madre preparada se generd 06 diluciones estandares de

concentraciones que iban de 0,3 mg/mL hasta 0,9 mg/mL tal como describe el
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siguiente esquema. Las diluciones fueron preparadas con pipetas volumétricas

y enrasadas con agua destilada.

Soluciéon madre.
Pesar 500 mg de
glucosa en una fiola de
50 mL, disolver y aforar
con agua destilada

9mL

8 mL

/r;l—

6 mL

[1=10 mg/mL

5mL

3 mL

Fiola de 100 mL.

[1=0,9 mg/mL

Fiola de 100 mL.

[1=0,8 mg/mL

Fiola de 100 mL.

[1=0,7 mg/mL

Fiola de 100 mL.

[1=0,6 mg/mL

Fiola de 100 mL.

[1=0,5mg/mL

Fiola de 100 mL.

[1=0,4 mg/mL

Fiola de 100 mL.

[1=0,3mg/mL

Figura N° 7: Preparacién de soluciones estandares
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3.2.8.5. Preparacion de la muestra y desarrollo de la reaccion

2mL
Adicionar 5 mL de HCL (1:1)
v/v. Llevar a bafio maria a
3mlL 65°C por 10 min. Dejar
enfriar y agregar 10mL
NaOH 10 % p/v. Enrasar con
agua
Fiola de 25 mL. Fiola de 50 mL.
4mL 2mL
Exudado de la
pulpa de cacao
Fiolas de 25 mL.
Enrasar con agua
0.5mL

Agregar 0.5 mL de Rv. DNS.
Colocar en bafio de agua a
100°C x 5 min. Enfriar a
temperatura  ambiente vy
agregar 5 mL de agua. Realizar
lectura en esnectrofotémetro
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3.2.9. Obtencion de etanol

La obtencion de etanol se realiz6 mediante destilacion simple de la muestra
fermentada por un periodo de 2 horas, manteniendo la temperatura de ebullicién
entre 80 °C y 98 °C. El resultado esperado seria la separacién de la mayor

cantidad de etanol producido durante la fermentacion.

Figura N° 8: Equipo de destilacion simple

Se hizo uso de un destilador simple que constaba de un bal6n de destilacién de
1000 mL, termdmetro, un refrigerante de 30 cm, mangueras por donde se hizo
circular el agua del cano, las cuales fueron conectadas al refrigerante, y un
envase donde se recibié el destilado. Todos estos materiales se montaron

haciendo uso de soportes universales.

3.2.9.1. Proceso de destilacion simple

Se colocé el liquido en el balén de destilacién, luego se agregd perlas de vidrio
para lograr una destilacion homogénea y evitar sobresaltos y finalmente se

procedié a armar el equipo .
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Se verifico el perfecto cierre de las uniones para evitar pérdidas y hacer circular
una corriente suave de agua fria a través del refrigerante, posteriormente se
calentdé suavemente el balén de destilacién para lograr una ebullicién pareja y
constante. Se tom¢ lectura de la temperatura de ebullicién, luego se destil6 hasta

colectar el liquido, se dej6 enfriar y se trasvaso6 a un recipiente hermético .

3.2.10. Determinacion del contenido de etanol

El contenido se determiné utilizando el método de picnometria y se comparoé con
el contenido de etanol obtenido por el método de Cromatografia de Gases con

Detector de lonizacién a la llama.

3.2.10.1. Método 1: Picnometria

El contenido de etanol se determind utilizando un picnémetro y las tablas de
Windisch (tablas referenciales que relacionan % de alcohol y la gravedad

especifica del mismo a una temperatura determinada)

En primer lugar se determiné la densidad del liquido obtenido en la destilacion

de la muestra fermentada siguiendo el capitulo <841> de la USP 40.
Procedimiento

Se coloco el picndmetro limpio y seco en el interior de la balanza y se registro el
peso.

Para pesar el picndmetro con la muestra, primero se llevo la muestra destilada a
una temperatura de 25 °C y luego se anadié al interior del picnémetro, evitando
en todo momento que se formen burbujas, se secod la parte externa del

picnédmetro y se tapd para finalmente pesarlo en la balanza analitica.
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Después de lavar y secar el picndmetro se pesd el picndmetro con agua
destilada, para lo cual se siguié el mismo procedimiento realizado para pesar el
picnémetro con la muestra destilada.

La densidad se obtuvo mediante el célculo de la siguiente férmula:

Donde:

p : Peso del picnémetro vacio

p”’ : Peso del picnometro con la muestra destilada
p’ : Peso del picnédmetro con agua destilada

Se encontroé la relacion de la densidad con el % de etanol de acuerdo al analisis

de la Tabla Alcoholimétrica de la USP 40.

3.2.10.2. Método 2: Cromatografia de gases

Las muestras se analizaron en el Laboratorio de Toxicologia y Quimica Legal
utilizando el método de Cromatografia de Gases con Detector de lonizacion a la

Llama.
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4.1.

Obtencion del exudado de la pulpa de cacao

IV. RESULTADOS

Se selecciond una cantidad de 80 frutos los cuales se encontraban en buenas

condiciones.

Tabla N° 6: Relacién de pesos de frutos enteros y pesos de pulpa con semilla

de cada fruto.

N° Pesos de frutos Pesos de pulpa con
enteros semilla % Muestra
(9) (9)

1 1650 350 21,2 %
2 850 200 23,5 %
3 625 125 20,00 %
4 1100 250 22,7 %
5 1200 275 22,9 %
6 1025 200 19,5 %
7 1040 225 21,6 %
8 725 200 27,6 %
9 1125 250 22,2 %
10 1200 250 20,8 %
11 1225 275 22,4 %
12 1200 250 20,8 %
13 975 225 23,1 %
14 1075 200 18,6 %

61



15 1425 325 22,8 %
16 700 125 17,9 %
17 1050 275 26,2 %
18 1175 325 27,7 %
19 1075 350 32,6 %
20 750 250 33,3 %
21 1375 325 23,6 %
22 1325 325 24,5 %
23 1150 250 21,7 %
24 1175 275 23,4 %
25 1000 250 25,0 %
26 1125 225 20,0 %
27 850 225 26,5 %
28 725 200 27,6 %
29 1325 375 28,3 %
30 1200 250 20,8 %
31 1200 325 27,1 %
32 1200 375 31,3 %
33 1025 275 26,8 %
34 1275 300 23,5 %
35 875 300 34,3 %
36 1150 275 23,9 %
37 1000 250 25,0 %
38 1050 300 28,6 %
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39 775 250 32,3 %
40 1575 325 20,6 %
41 1050 275 26,2 %
42 1150 300 26,1 %
43 1000 250 25,0 %
44 850 275 32,4 %
45 1050 200 19,0 %
46 925 250 27,0 %
47 1200 300 25,0 %
48 975 275 28,2 %
49 1075 200 18,6 %
50 875 325 37,1 %
51 925 250 27,0 %
52 1300 325 25,0 %
53 1150 250 21,7 %
54 1050 200 19,0 %
55 900 200 22,2 %
56 875 200 22,9 %
57 1025 250 24,4 %
58 725 225 31,0 %
59 1325 325 24,5 %
60 800 200 25,0 %
61 1125 250 22,2 %
62 1175 300 25,5 %
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63 1200 250 20,8 %
64 1200 275 22,9 %
64 900 200 22,2 %
66 1225 275 22,4 %
67 750 200 26,7 %
68 1275 350 27,5 %
69 1150 200 17,4 %
70 1600 350 21,9 %
71 1200 300 25,0 %
72 1525 400 26,2 %
73 1275 275 21,6 %
74 1425 325 22,8 %
75 1375 325 23,6 %
76 975 200 20,5 %
77 1125 250 22,2 %
78 1350 250 18,5 %
79 1375 325 23,6 %
80 1250 275 22,0 %
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Tabla N° 7: Resumen de los pesos totales y cantidad de exudado obtenido de

80 frutos de cacao

ftem Cantidad
Peso total de frutos enteros 88,265 g
Peso total de pulpa con semilla 21,250 g

Peso total de semillas después de obtenido el exudado | 17,850 g

Peso total de semillas secas 5,600 g

Volumen total de exudado obtenido 3,230 mL

Rendimiento del exudado en relacion al peso de la| 15,2 %

pulpa con semilla

4.2. Estudio quimico de exudado

4.2.1. Analisis proximal del exudado de la pulpa del cacao

Tabla N° 8: Resultado del analisis proximal del exudado de la pulpa

de cacao
PRUEBAS METODO RESULTADOS
Proteinas AOAC 0,69%
Humedad AOAC 82,46%
Cenizas AOAC 0,23%
Grasas AOAC 0,01%
Fibras AOAC 0,14%
Carbohidratos AOAC 16,47%
Energa = - 68,73%

Realizado en el Centro de Control Analitico — CCA. Facultad de Farmacia y
Bioquimica. Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
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Ensayos cualitativos para identificacion de carbohidratos

Tabla N° 9: Resultado de los ensayos cualitativos para identificar carbohidratos

Ensayo Presencia Ausencia
Molish X
(Positivo para
carbohidratos)
Lugol X
(Negativo para almidén)
Barfoed X
(Positivo para
disacaridos reductores)
Bial X
(Negativo para
pentosas)
Sellivanoff X

(positivo para cetosas,
presencia de sacarosa y

fructosa)
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4.2.2. Analisis cromatografico en capa delgada

Se realiz6 el ensayo de cromatografia en capa delgada donde por las
coloraciones observadas, se identifico la presencia de sacarosa y fructosa.

Figura N° 9: Cromatograma A, B, C,DY E

Donde:

A = Exudado de cacao

B = Estandar de glucosa al 0,5 %
C= Estandar de fructosa al 0,5 %

D = Estandar de Galactosa al 0,5 %

E = Estandar de Sacarosa al 0,5 %
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Determinacion del pH

Se realiz6 la lectura del pH de 10 muestras a temperatura ambiente (entre

25 °C y 30 °C), obteniéndose en promedio un pH de 3,61.

Tabla N° 10: Lectura de pH de muestras individuales

Muestras pH
M1 3,58
M2 3,64
M3 3,72
M4 3,43
M5 3,65
M6 3,66
M7 3,48
M8 3,71
M9 3,57

M10 3,61

4.2.3. Lectura de Sdélidos solubles (grados Brix)

Se realizé la lectura de soélidos solubles a 10 muestras, obteniéndose un

promedio de 16,3 grados Brix.
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Tabla N° 11 : Lectura de grados Brix de muestras individuales

Muestras Grados Brix
M1 16
M2 17
M3 16,5
M4 16
M5 16
M6 17
M7 16
M8 16
M9 16,5

M10 16

4.3. Identificacion de la cepa a utilizar en la fermentacion

4.3.1. Pruebas de Identificacion microbioldgicas

4.2.1.1. Caracteristicas macroscopicas.

Tabla N° 12: Caracteristicas macroscopicas

CARACTERISTICA OBSERVACION
Cepa nativa Cepa nativa Cepa de levadura
aislada del fruto aislada de la comercial
de cacao uva (Saccharomyces
cerevisiae)
Color De blanco a Blanco Blanco
crema
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Elevacion

Borde

Apariencia

Forma

Convexas

Liso

Cremosa

Circular

Convexas

Liso

Cremosa

Circular

4.2.1.2. Caracteristicas microscopicas.

CARACTERISTICA

Forma

Presencia de

filamentos

Tipo de

reproduccion

Convexas

Liso

Cremosa

Circular

Tabla N° 13: Caracteristicas microscopicas

OBSERVACION
Cepa nativa Cepa nativa Cepa de levadura
aislada del aislada de la uva comercial
fruto de cacao (Saccharomyces
cerevisiae)
Apiculada Elipsoidales Elipsoidales

No presenta

No se observa

No presenta

No se observa

No presenta

No se observa
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4.3.2. Caracterizacion Bioquimica

4.3.2.1. Ensayo — Observacion de la produccion de CO:2

Tabla N° 14: Determinacién de presencia de CO2

PRESENCIA DE CO:2 (presencia de burbujas)

Cepa nativa aislada

del fruto de cacao

MUESTRAS
qer
test
Agua -
peptonada
D-xilosa +
Sacarosa +
Maltosa ++
Fructosa ++++
Galactosa +++
Glucosa ++++

2do

test

++

+++

++

+++

(-) Indica ausencia de COz2

3er

test

++

+++

+++

Cepa nativa aislada

1er

test

++

++++

++++

+++

(+) Indica presencia o resultado positivo.

de la uva

2do

test

++

+++

++

+++

3er

test

++

++++

++

+++

Cepa de levadura
comercial
(Saccharomyces
cerevisiae)
1er 2do 3er

test test test

+ + +
+ ++ +
++ ++ +

+++ +++ |+t

+++ ++ ++

+++ +++ ++
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4.3.2.2. Ensayo — Fermentacién en agar caseinpeptona rojo de fenol

Tabla N° 15: Multiplicacion de colonias en Agar caseinpeptona rojo de fenol

Muestra

Blanco(agar
caseinpeptona

rojo de fenol)

Lactosa

D-Xilosa

Sacarosa

Maltosa

Fructosa

Galactosa

Glucosa

Multiplicacién de colonias

Cepa nativa aislada

del fruto de cacao

1er

test

++

+++

+++

+++++

++++

+++++

2do

test

++

++

+++

+++

+++

3er

test

++

++

+++

+++

+++

++++

Cepa nativa
aislada de la
uva
qer 2do 3er
test  test | test
++ + ++
++ ++ | ++
++ | 4+ ++

+

+ ++ +
+++ | +++ | ++
+ + ++

Cepa de levadura
comercial
(Saccharomyces
cerevisiae)
1er 2do 3er

test | test @ test

+++ + ++

++ ++ +

+++ |+

++++ |+ |

+ +
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Tabla N° 16: Cambio de coloracidn de colonias en Agar caseinpeptona rojo de

MUESTRA

Blanco(agar
caseinpeptona

rojo de fenol)

Lactosa

D-Xilosa

Sacarosa

Maltosa

Fructosa

Galactosa

Glucosa

fenol

CAMBIO DE COLORACION

(indica variacién de pH)

Cepa nativa
aislada del fruto

de cacao

Rojo

- Rojo

+ Naranja

++ Naranja

++ Naranja

+++++ | Amarillo
++++ | Amarillo
+++++ | Amarillo

Cepa nativa
aislada de la

uva

Rojo

- Rojo
- Rojo
+++ | Naranja
++ Naranja
++++  Amarillo
++ | Amarillo

+++ | Amarillo

(-) Indica ausencia de cambio de coloracion

(+) Indica presencia o resultado positivo

Cepa de levadura

comercial
(Saccharomyces
cerevisiae)
Rojo
- Rojo
- Rojo
+++ Naranja
+++ Naranja
+++ Amarillo
4+ Amarillo
+++ Amarillo
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4.3.3. Identificacion de la cepa por el Método Auxonografico

Tabla N° 17: Asimilaciéon de compuestos de carbono

Asimilacién de compuestos de carbono

Cepa nativa
MUESTRA
aislada del fruto
de cacao
Lactosa +
D-Xilosa +
Sacarosa -
Maltosa +
Fructosa +
Galactosa +
Glucosa +
Manitol +
Rafinosa +

Cepa nativa
aislada de la

uva

Cepa de levadura
comercial
(Saccharomyces

cerevisiae)

Nota: La cepa nativa aislada del fruto de cacao fue analizada en el laboratorio

Micro Biol S.A identificandose como Kloeckera spp.

74



4.4. Fermentacion del exudado
4.4.3. Determinacion de la concentracion del indculo

Recuento en placa

De las colonias aisladas se realizaron diluciones hasta 10° y se
sembraron las ultimas tres diluciones por duplicado. Las placas se

incubaron a 25°C por tres dias.

Tabla N° 18: Resultados en UFC del recuento en placa

Diluciones sembradas

103 10 103
Placa1 | Placa2 Placa Placa2 @ Placa1 Placa 2
1

Resultados en UFC

1 colonia 77 61 10 14 1 3
2 colonias 104 108 16 12 2 4
4 colonias 333 278 84 78 18 9
6 colonias 400 410 96 96 16 9
8 colonias 419 409 95 80 25 23
10 colonias 710 613 124 119 31 28
12 colonias  >1000 >1000 285 298 43 50
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Se seleccioné la dilucion 104 por tener un nimero de UFC entre 30 y 300.

Se realizé el recuento y se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla N° 19: Resultado de UFC de la dilucién 104

Numero de colonias
seleccionadas Resultado en UFC
1 colonia 6,9 x 10°
2 colonias 1,1 x 108
4 colonias 8,1 x 108
6 colonias 9,6 x 10°
8 colonias 8,8 x 106
10 colonias 1,2 x 107
12 colonias 3,6 x 107

Se selecciond como indculo la dilucién preparada a partir de 10 colonias ya que

el nimero de UFC en el recuento se encuentra entre 108 UFC y 108 UFC.
Relacion entre absorbancia y UFC

Tabla N° 20: Relacién entre nimero de colonias y absorbancia del inéculo

(A=625 nm)
5 -

1 0,040 0,046

2 0,131 0,120

4 0,255 0,225

6 0,362 0,353

8 0,475 0,414

10 0,524 0,535

12 0,648 0,681

Y=0,0531X + 0.0219 Y= 0,0551X + 0,0008

R2 = 0,9865 R2=0,9933
R = 0,99323 R = 0,99664
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Interpretacion: La relacidén entre el nUmero de colonias sefala que 10 UFC de
3 mm de didmetro de la levadura a utilizar incubada a 30°C por tres dias
producen una absorbancia cercana a 0,524 y 0,535.

Ensayo “A”: Preparado por persona “A” utilizando una asa de siembra para el
recojo de las colonias.

Ensayo “B”: Preparado por persona “B” utilizando torunda estéril para el recojo
de las colonias.

Absorbancia Vs UFC - Ensayo "A"

0.7

0.6
y =0,0531x + 0,0219

0.5 R?=0,9865 g

0.4
0.3
0.2
0.1

0 2 4 6 8 10 12 14

Figura N° 10: Grafico de Absorbancia Vs UFC- Ensayo A

Absorbacia Vs UFC - Ensayo "B"

0.8

0.7 y =0,0551x +0,0008 g
0.6 R?=0,9933 -
0.5 :
0.4
0.3
0.2
0.1

0 2 4 6 8 10 12 14

Figura N° 11: Grafico de Absorbancia Vs UFC- Ensayo B
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4.4.4. Registros de pH y grados Brix de cada muestra durante la

fermentacion

Fermentacion de la muestra con cepa nativa aislada del cacao al 1 %

Tabla N° 21: Evolucion del pH y grados Brix a lo largo de la fermentacion con

cepa nativa del fruto de cacao al 1 %

TIEMPO Grados BRIX pH
Inicial 17,0 3,510
3 horas 16,5 3,498
6 horas 16,5 3,470
9 horas 16,0 3,456
12 horas 15,5 3,450
14 horas 14,5 3,437
16 horas 14,5 3,429
18 horas 14,0 3,412
20 horas 13,5 3,390
22 horas 13,0 3,387
24 horas 12,5 3,386
26 horas 12,0 3,384
28 horas 11,5 3,370
30 horas 11,0 3,368
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31 horas 10,5 3,367
32 horas 10,0 3,357
33 horas 9,5 3,351
34 horas 9,0 3,349
35 horas 9,0 3,320
36 horas 8,5 3,312

Fermentacion de la muestra con cepa nativa aislada del cacao al 5 %

Tabla N° 22: Evolucion del pH y grados Brix a lo largo de la fermentacion con
cepa nativa del fruto de cacao al 5 %

TIEMPO Grados BRIX pH
Inicial 17 3,633
3 horas 17 3,607
6 horas 17,0 3,550
9 horas 17,0 3,512
12 horas 17,0 3,480
14 horas 16,5 3,466
16 horas 16,0 3,438
18 horas 15,5 3,414
20 horas 13,5 3,401
22 horas 13,0 3,393
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24 horas 12,5 3,387
26 horas 12,5 3,370
28 horas 12,0 3,345
30 horas 11,0 3,340
31 horas 10,5 3,338
32 horas 10,5 3,323
33 horas 10,0 3,312
34 horas 10,0 3,310
35 horas 9,0 3,307
36 horas 8,5 3,303

Fermentacion de la muestra con cepa nativa aislada de la uva

Tabla N° 23: Evolucion del pH y grados Brix a lo largo de la fermentacion con

cepa nativa aislada de la uva

TIEMPO Grados BRIX pH
Inicial 16,5 3,557
3 horas 16,5 3,537
6 horas 16,0 3,503
9 horas 16,0 3,489
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12 horas 15,5 3,479
14 horas 15,0 3,468
16 horas 15,0 3,464
18 horas 14,5 3,445
20 horas 14,5 3,439
22 horas 14,0 3,438
24 horas 13,5 3,417
26 horas 12,5 3,402
28 horas 12,0 3,396
30 horas 11,5 3,389
31 horas 11,5 3,378
32 horas 11,0 3,366
33 horas 10,5 3,363
34 horas 10,0 3,357
35 horas 9,5 3,351
36 horas 9,0 3,351
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Fermentacion de Ila muestra con cepa de Ilevadura comercial

(Saccharomyces cerevisiae)

Tabla N° 24: Evolucion del pH y grados Brix a lo largo de la fermentacion con

cepa de levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae)

TIEMPO Grados BRIX pH
Inicial 17,0 3,641
3 horas 17,0 3,612
6 horas 16,5 3,589
9 horas 16,5 3,570
12 horas 16,5 3,564
14 horas 16,0 3,548
16 horas 15,5 3,535
18 horas 15,0 3,523
20 horas 14,5 3,505
22 horas 13,0 3,487
24 horas 13,0 3,470
26 horas 12,5 3,451
28 horas 12,0 3,435
30 horas 11,5 3,417

82



31 horas 11,5 3,401
32 horas 11,0 3,399
33 horas 10,5 3,391
34 horas 10,5 3,385
35 horas 10,0 3,376
36 horas 9,5 3,369

4.5. Cuantificacion de azucares reductores

4.5.3. Curva de calibracion

Tabla N° 25: Resultados de lectura de la absorbancia de D-glucosa con
DNS

N° de estandar

Concentracion del

Absorbancias

estandar mg/mL (glucosa) 540 nm
St-1 0,301 0,259
St-2 0,401 0,360
St-3 0,502 0,463
St-4 0,602 0,557
St-5 0,702 0,688
St-6 0,802 0,790
St-7 0,903 0,875

y =1,0444x - 0,0582
R?=0,9982; R =0,9991
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0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
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0.2
0.1

m)

Absorbancia (540 n

CURVA DE CALIBRACION - DETERMINACION DE AZUCARES POR DNS
Absorbancia Vs Concentracién

0.1 0.2

Figura N° 12: Curva de calibracion del método DNS

0.3

y =1,0444x - 0,0582

R? = 0,9982
.'...
g o
Ry
Lo
o
04 05 0.6 0.7 0.8

Concentracion mg/mL

0.9

4.5.4. Cuantificacion de azucares reductores en las diferentes

fermentaciones

Fermentacion con Saccharomyces cerevisiae al 1 %

Tabla N° 26: Resultados de lectura del método DNS — Saccharomyces
cerevisiae al 1 %

Horas Absorbancia Concentracion Factor de | Concentracion
(mg/mL) dilucién final (mg/mL)
(segun curva
patron)
0 50 x 25
0,541 0,574 2% 2 179,290
6 50 x 25
0,508 0,542 2 % 2 169,415
12 50 x 25
0,454 0,490 2 % 2 153,258
18 50 x 25
0,361 0,401 2 % 2 125,431
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50 x 25

24 0,252 0,297 2 % 2 92,816
25 x 25

32 0,355 0,396 3% 4 20,606
25 x 25

36 0279 0,323 3 % 4 16,816

Concentracion de azucares reductores Vs Tiempo

200
180
160
140
120
100

Concentracion (mg/mL)
N B OO
O O O O O

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (Horas)

—@— Concentracion

Figura N° 13: Concentracidon de azucares reductores Vs Tiempo —

Saccharomyces cerevisiae al 1 %

85




Fermentacion con cepa de uva al 1 %

Tabla N° 27: Resultados de lectura del método DNS — Cepa de uva al 1 %

Horas Absorbancia Concentracion Factor de Concentracion
(mg/mL) dilucién final (mg/mL)
(segun curva
patron)
0 50 x 25
0,541 0,574 2% 2 179,290
6 50 x 25
0.513 0,547 2 % 2 170,912
12 50 x 25
0,463 0,499 2 % 2 155,951
18 50 x 25
0,359 0,399 2 % 2 124,832
o4 50 x 25
0,258 0,303 2% 2 94,612
30 25 x 25
0,359 0,399 3 X 4 20,805
36 25 x 25
0,289 0,332 3 X 4 17,315

86




200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Concentracion (mg/mL)

Concentracién de azucares reductores Vs Tiempo

15

20 25

Tiempo (Horas)

—@— Concentracion

30 35

40

Figura N° 14: Concentracion de azucares reductores Vs Tiempo — Cepa de

Uvaal1 %

Fermentacion con cepa de cacao al 1 %

Tabla N° 28: Resultados de lectura del método DNS — Cepa de cacao al 1 %

Horas Absorbancia Concentracion Factor de | Concentracion
(mg/mL) dilucion final (mg/mL)
(segun curva
patrén)
0 50 x 25
0,541 0,574 2% 2 179,290
6 50 x 25
0,502 0,536 2% 2 167,620
12 50 x 25
0,478 0,513 2% 2 160,439
18 50 x 25
0,352 0,393 2% 2 122,738
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o4 50 x 25

0,276 0,320 2 % 2 99,998
30 25 x 25

0,344 0,385 3 X 4 20,057
36 25 x 25

0,268 0,312 3 X 4 16,267

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Concentracion (mg/mL)

Concentracidon de azucares reductores Vs Tiempo

15 20 25
Tiempo (Horas)

—@— Concentracion

30 35

40

Figura N° 15: Concentracion de azucares reductores Vs Tiempo — Cepa de

cacao al 1 %

Fermentacion con Cepa de cacao al 5 %

Tabla N° 29: Resultados de lectura del método DNS — Cepa de cacao al 5 %

Horas Absorbancia Concentracion Factor de | Concentracion
(mg/mL) dilucion final (mg/mL)
(segun curva
patron)
0 50 x 25
0,541 0,574 2 %X 2 179,290
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6 50 x 25
0,487 0,522 2% 2 163,132
12 50 x 25
0,426 0,464 2% 2 144,880
18 50 x 25
0,323 0,365 2% 2 114,061
o4 50 x 25
0,245 0,290 2 %2 90,722
30 25 x 25
0,332 0,374 3 X 4 19,459
36 25 x 25
0,259 0,304 3 X 4 15,818
Concentracidn de azucares reductores Vs Tiempo
200
180
160
E 140
[eTs}
£ 120
t§ 100
E 80
2 60
S
40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (Horas)

—@— Concentracion

Figura N° 16: Concentracion de azucares reductores Vs Tiempo — Cepa de

cacao al 5 %

En las figuras N° 13, 14, 15y 16 se observa el comportamiento de los azlcares

reductores a lo largo de la fermentacién; se observa que las concentraciones
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de los azucares van disminuyendo conforme transcurre el

degradacion producida por las cepas.

4.6. Obtencion de alcohol etilico

tiempo debido a la

Después de 2 horas de destilacion se obtuvo los siguientes resultados:

Tabla N° 30: Cantidad de destilado obtenido de las muestras fermentadas

Muestra destilada

Cantidad obtenida

Muestra fermentada con cepa aislada del cacao al 1 %

60 mL

Muestra fermentada con cepa aislada del cacao al 5 %

50 mL

Muestra fermentada con cepa aislada de la uva al 1 %

75 mL

Muestra fermentada con cepa de levadura comercial
(Saccharomyces cerevisiae) al 1 %

80 mL

4.7. Determinacion del contenido de etanol

Método 1

La tabla N° 31 muestra los pesos del picnémetro vacio, el peso del picnémetro

con agua y el peso del picnédmetro con cada una de las

Tabla N° 31: Pesos con picnometro

muestras.

Item Peso (g)
Peso del picnémetro vacio 27,1418
Peso del picnédmetro con agua destilada 37,0008
Peso del picnédmetro con destilado (cepa de cacao 1%) 36,8293
Peso del picnédmetro con destilado (cepa de cacao 5%) 36,9052
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Peso del picnémetro con destilado (Saccharomyces cerevisiae) | 36,4209

Peso del picndmetro con destilado (cepa de uva) 36,2419

FORMULA DE LA DENSIDAD

Donde:

p : Peso del picnémetro vacio

p’’ : Peso del picnédmetro con la muestra destilada

p’ : Peso del picnédmetro con agua destilada

Utilizando la formula se calcul6 la densidad de cada una de las muestra.

Destilado obtenido de la fermentacion con cepa de cacao al 1 %

36,8293 — 27,1418

. 0, =
Densidad (Cepa Cacao 1%) = 2= aa0a—-—773

9,6875

. o —
Densidad (Cepa Cacao 1 %) 9.859

Densidad (Cepa Cacao 1 %) = 0,9826

Destilado obtenido de la fermentacion con cepa de cacao al 5 %

36,9052 — 27,1418

. 0, =
Densidad (Cepa Cacao 5 %) = z=ao0a——-—773

9,7634
9,859

Densidad (Cepa Cacao 5 %) =

Densidad (Cepa Cacao 5 %) = 0,9903
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Destilado obtenido de la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae al 1

%

36,4209 — 27,1418

Densidad (Saccharomyces cerevisiae al 1 %) =

9,2791
9,859

Densidad (Saccharomyces cerevisiae al 1 %) =

Densidad (Saccharomyces cerevisiae al 1 %) = 0,9412

37,0008 — 27,1418

Destilado obtenido de la fermentacion con cepa de la uva al 1 %

36,2419 — 27,1418
37,0008 — 27,1418

Densidad (cepadeuvaal 1 %) =

9,1001
9,859

Densidad (cepadeuvaal 1 %) =

Densidad (cepa de uvaal 1 %) = 0,9230

Luego de comparar las densidades con la Tabla Alcoholimétrica de la USP 40,

se encontré el contenido de alcohol aproximado de las muestras, las mismas que

van descritas a continuacion:

Tabla N° 32: Contenido de etanol de las muestras por picnometria

Tipo de muestra

Contenido de
etanol (%)

Destilado de la fermentacion con cepa de cacao al 1 % 10,50 %
Destilado de la fermentacion con cepa de cacao al 5 % 5,61 %
Destilado de la fermentacion con Saccharomyces 36,96 %
cerevisiae al 1 %

Destilado de la fermentacion con cepa de uva al 1 % 45,33 %
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Se puede observar que el mayor porcentaje de etanol se obtuvo en las muestras

fermentadas con cepa obtenida de la uva 'y Saccharomyces cerevisiae

Una vez obtenido resultados con el método 1, se puede realizar la comparacion

con el contenido de etanol obtenido con el método 2, tal como se indica en la

tabla N° 33.

Para obtener el contenido de etanol por el método 2 se mandé a analizar las

muestras en el Laboratorio de Quimica Legal y Toxicol6gico utilizando

Cromatografia de Gases con Detector de lonizacion a la Llama.

Tabla N° 33: Comparacion de resultados del contenido de etanol obtenido por

Picnometria y Cromatografia de gases.

Muestras

Contenido de etanol
Método 1
(Picnometria)

Contenido de etanol
Método 2
(Cromatografia de

cepadeuvaal 1 %

gases)
Destilado de la fermentacion con 10,50 % 8,00 %
cepa de cacao al 1 %
Destilado de la fermentacion con 5,61 % 4,70 %
cepa de cacao al 5 %
Destilado de la fermentacion con 36,96 % 40,08 %
Saccharomyces cerevisiae al 1 %
Destilado de la fermentacion con 45,33 % 40,00 %
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V. DISCUSION

Segun Luzuriaga®, el mejor método para la obtencion del exudado de la
pulpa de cacao es el “método por presion”, debido a que se obtiene un mayor
rendimiento en cuanto al volumen de exudado obtenido y ademas con este
método no se altera los sélidos solubles y tampoco el pH de la muestra, es
por ello que se decidi6 utilizar este método para obtener las muestras del

exudado.

Las muestras de exudado de pulpa de cacao presentaron en su composicion
0,69 % de proteinas, 82,46 % de humedad, 0,23 % de Cenizas, 0,14 % de
fibras, 68,73 % de Energia y 16,47 % de Carbohidratos; datos que fueron
similares a lo encontrado en un analisis fisicoquimico del exudado de la pulpa
de cacao realizado por Villagémez®* en Ecuador, cuyos datos fueron 0,4 %
de proteina, 86,5 % de humedad, 0,3 % de cenizas, 0,1 % de fibras, 52,9 %
de Energia y 16,5 % de Azlcares totales. Las diferencias resaltantes se
estima que pueden deberse al tipo de clima, la temporada de recoleccién y
los diferentes tipos de suelo que existen entre ambos paises. Por otro lado,
se encontr6 que la pulpa del cacao posee un promedio de 3,61 de pHy 16,3
grados Brix, lo cual indica que el exudado de la pulpa tiene una excelente
concentracion de azucares y un adecuado pH, los mismos que son

necesarios para lograr una buena fermentacion.

A partir del fruto de cacao se aislé una cepa de levadura, cuyo analisis de sus
colonias mediante pruebas de identificacion microbioldgicas, caracterizacion

bioquimica y prueba de asimilacion de compuestos de carbono nos
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permitieron presumir que se trataba de una levadura del género Kloeckera,
comprobandose a través de un andlisis de identificacion realizado en el

laboratorio Micro Biol S.A, donde se identificd a la levadura como Kloeckera

spp.

Se aisl6 una cepa de levadura de un mosto de uva cuyo andlisis de sus
colonias mediante pruebas de identificacion microbiolégicas, caracterizacion
bioquimica y prueba de asimilacion de compuestos de carbono fueron
comparadas con los resultados de las mismas pruebas realizadas a colonias
de una levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae), siendo estas

similares.

Con la finalidad de obtener resultados que se puedan comparar, las
fermentaciones de las cuatro muestras fueron realizadas en las mismas
condiciones, y siguiendo la metodologia de Garzén y hernandez®®; es decir,
utilizando una muestra de igual volumen en un equipo Bioreactor en
condiciones anaerdbicas, con un pH natural, a temperatura de 30 °C y con
igual velocidad de agitacion. Del mismo modo, se mantuvo las mismas
condiciones de trabajo y el mismo periodo de tiempo al momento de realizar

la Destilacién simple para las cuatro muestras.

En relacién a la cantidad de solidos solubles se observa un descenso durante
la fermentacién, llegando a los 9,5 grados Brix en la fermentacion con
Saccharomyces cerevisiae y a 8,5 grados Brix en la fermentacién con cepa

aislada del cacao (Kloeckera spp) a las 36 horas, esto se deberia a que la
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levadura Saccharomyces cerevisiae tiene un mejor metabolismo de los

azlicares a comparacion de Kloeckera spp, tal como lo sefiala Mogoll6n®8.

Al transcurrir el tiempo de fermentacion el pH de la muestra disminuia, segun
Garzén y Hernandez®, esto se deberia a que durante el proceso se
incrementaria la formacion de &cidos debido a que las células que poseen las
levaduras atrapan los nitrogenos presentes en los aminoacidos, consiguiendo
que estos pierdan su caracter anfotero y por lo tanto ocurra una disminucion

en el pH.

La fermentacién fue realizada utilizando el pH natural del exudado el cual se
encuentra en el rango de 3 a 5 que es el pH 6ptimo para el crecimiento de las

levaduras durante la fermentacion segin lo indicado por Leal I. et al®®,

Las diferencias existentes entre el contenido de etanol obtenido por
Picnometria y el contenido de etanol obtenido por Cromatografia de Gases en
las cuatro muestras se explicaria con lo sefialado por Atares®!, quien indica
que el método por Picnometria es simple ya que se realiza de manera manual,
y por consiguiente se requiere ciertas destrezas y precauciones durante el
proceso para que los resultados sean fiables. Por lo tanto, se consideraran los
resultados obtenidos por Cromatografia de gases por ser estos mas exactos

y fiables.

Del contenido de etanol de las cuatro muestras, obtenidas mediante

Cromatografia Gaseosa, se encontrd6 que las muestras trabajadas en la
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fermentacién con cepas de levadura comercial 1 % y cepa de lauva al 1 %
obtuvieron porcentajes de alcohol de 40,08 % y 40 % respectivamente, lo cual
fue muy superior en comparacion con el porcentaje de alcohol obtenidas con
las muestras que se fermentaron con cepas del cacao utilizando inéculo al 1
% Yy 5 %, las cuales fueron 8 % y 4,7 % respectivamente; esto se deberia al
tipo de levadura utilizada en la fermentacion, ya que estas Ultimas cepas
extraidas del cacao corresponden a una levadura identificada como Kloeckera
spp la cual segin Mogollén®® es apta como alternativa para realizar la
fermentacién de bebidas con bajo grado alcohdlico. Asimismo, los resultados
de las fermentaciones con cepa de cacao guardan relacién con lo expuesto
por Alvarez, Zamora y Acedo® quienes indican que Kloeckera spp.
corresponde a un género de levaduras no Saccharomyces, las cuales crecen
durante los primeros dias (4-6) y luego mueren por su intolerancia a las altas
concentraciones de etanol por arriba del 6 % y cuyo efecto principal durante
la fermentacion es el de mejorar la calidad sensorial, esto se corrobora con
otro estudio realizado por Hernandez, Trujillo y Duran®’, donde a partir de la
uva obtuvieron especies de levadura entre ellas Kloeckera spp, la cual segun
su investigacion corresponderia a una especie fermentativa que ejerce su
funcion en la fase inicial de la fermentacién del mosto, logrando sintetizar
componentes que generan aroma, es por ello que es necesario para lograr el

bouquet durante la produccién del vino.

El bajo porcentaje de etanol obtenido de la muestra tratada con Kloeckera
spp. Es similar a lo indicado por Estela et al®®, quienes refieren que ésta

levadura produce aproximadamente 4,48 % v/v de etanol.
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Teniendo en cuenta que el mayor rendimiento de etanol fue obtenido de la
muestra fermentada con cepa de Saccharomyces cerevisiae y considerando
que la produccién de grano de cacao a nivel nacional durante el periodo 2012
al 2013 fue de 58 000 toneladas segun lo descrito por Huaman y Hurtado?3,
se calcula que de esta produccion se obtendria alrededor de 33 millones de
litros de exudado, los cuales equivaldrian a aproximadamente 5 millones de

litros de etanol al 40,08 %.

98



VI.  CONCLUSIONES

El exudado de la pulpa de cacao, obtenido en el caserio Santa Lucia del
departamento de San Martin, contiene 0,69 % de proteinas; 82,46 % de
humedad; 0,23 % de cenizas; 0,01 % de grasas; 0,01 % de grasas; 0,14 %
de fibras; 16,47 % de carbohidratos y 68,73 % de energia. Ademas, el

exudado tuvo un pH promedio de 3,61y promedio de 16,3 grados Brix.

Se aislaron e identificaron dos cepas nativas, una aislada a partir del fruto
de cacao, la cual fue identificada como Kloeckera spp, mientras que la otra
cepa fue aislada a partir de la uva e identificada como una levadura
perteneciente al género Saccharomyces; ambas demostraron poseer

capacidad de fermentacién.

Debido a que se realiz6 un trabajo a escala de laboratorio, se hizo uso de
un equipo implementado de tal modo que reuna las condiciones necesarias
para poder realizar la fermentacion, logrando obtener un producto

fermentado final que posteriormente se destilé hasta la obtencidn de etanol.

Se determind el porcentaje de etanol de las muestras destiladas,
encontrandose que el contenido de etanol de las muestras fermentadas
con cepa de levadura comercial y cepa obtenida de la uva fue de 40,08 %
y 40 % respectivamente, mientras que el contenido de etanol obtenido de
las muestras fermentadas con cepas de cacao al 1 %y 5 % fuede 8 %y

4,7 % respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se puede hacer un estudio alternativo para determinar el rendimiento de
etanol obtenido utilizando muestras fermentadas con in6culos, de cepa de
levaduras aisladas del cacao, en diferentes concentraciones para de esa

manera encontrar un resultado mas preciso.

Para mejorar el trabajo, durante la fermentacion se debe realizar el analisis
de recuento microbiano de cada muestra extraida para evaluar que esta no

se encuentre contaminada por otras impurezas.

Considerando que las levaduras fermentadas a un pH 4 produce una mayor
concentracion de etanol y en un menor tiempo segun lo indicado por Leal
. et al®® se recomienda utilizar una solucién buffer que mantenga este pH

y de ese modo se obtenga mejores rendimientos.

Tomando en cuenta el rendimiento de etanol obtenido del exudado de la
pulpa de cacao, se recomienda realizar un estudio socioeconémico para
determinar la viabilidad del aprovechamiento del exudado para generar
combustible y por ende mejorar la situacién socioeconémica de los

agricultores.
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IX. ANEXOS

Anexo N° 1: Clasificacion botanica de Theobroma cacao L.
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Se extiende la presente constancls a solicitud de |s perts interasada, para fines de
astudios.

Lime, 26 de mayo da 2017

Mag. ASU
JEFE DEL HERBARTD SAN MAR

AL ddn

W Aronaigs |20 |esds Nldr Tedin SR04, 45004471 e-inl: Mencvhn@amomadore

s B, Lira 14, Perd DEEFA1D, i 197003 anees 911 bt P mansenbe aarenniv edipe




Anexo N° 2: Analisis proximal del exudado de la pulpa de cacao

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Ferti. DECANA DE AMERICAY

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00191-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS : 0044642017
SOLICITADO POR | JOIN TRUJILLO DOMINGUEZ
WMUESTRA | EXUDADO DE PULPA DE CACAQ
N* DE LOTE T
CANTIDAD 01 Frasco de plistico
FECHA DE RECEPCION <08 de Junio del 2017
FECHA DE FABRICACION -
FECHA DE VENCIMIENTO ! e
PRUEBAS | METODOS | ResuLrapos |
PROTEINAS AOAC 'l 0.69% |
HUMEDAD AOAC 82.46%
Ir =
CENIZAS ' AOAC 0,23%
GRASAS ADAC l 001%
FIBRAS ADAC A 0,14%
~ CARBOHIDRATOS AOAC | 1647%
— - | T —— —)
ENERGIA _— 68,73 Keal/100g

@
Q%Ofﬂtc X
Director del Centro de Control Analiticr ==

£ e

DUREAY VERITAS
Cartlicyion
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Anexo N° 3: Identificacién de levadura obtenida del fruto de cacao

(T

:

—JMICRO BIOL S.A.

INFORME DE ENSAYO N° 1358 - 2017

Pag 1del
CLIENTE : JOHN JAIMITO TRUJILLO DOMINGUEZ
DIRECCION :Jr. Colon N° 953- Callao - Callao
NOMBRE DEL PRODUCTO : CULTIVO MICROBIANO
INFORMACION ADICIONAL : No indica
LOTE / FECHA DE VENCIMIENTO : No aplica / No aplica
PRESENTACION : Placa descartable
TIPO DE MUESTRA : No aplica
NUMERO ASIGNADO A LA MUESTRA - : 1710071
CANTIDAD RECIBIDA : 01 placa
CONDICION DE LA MUESTRA - Muestra transportada a temperatura de ambiente.
FECHA DE RECEPCION :24.10.17
FECHA DE INICIO :24.10.17
FECHA DE TERMINO :02.11.17
TIPO DE ANALISIS : Microbiolégico
DOCUMENTO DE REFERENCIA : Solicitud de analisis N° 17-0516
PARAMETRO EVALUADO RESULTADO
Identificacion de levadura Kloeckera spp

COMENTARIO:

Kloeckera spp : Esta levadura vinica es anaerobia facultativa, presenta un metabolismo respiratorio a
condiciones aerébicas y son sensibles a la variacion de la concentracion de oxigeno en el medio. Asimismo,
durante la fermentacion produce una variedad de compuestos quimicos, como : glicerol, 1-propanol,
1 y 2- Butanol, 2 Metil- propanol, 2 y 3 Metil-butanol.

Método:
Aislamiento e Investigacion de microorganismos en alimentos, cosméticos, productos farmacéuticos y otros: MA-022-4

Miraflores, 02.11.17

MICROBIOL S.A.
//——L—B«L‘QH\-C

Los resultados presentados corresponden sélo a las muestras ensayadas.
Queda absolutamente prohibida la reproduccién total o parcial de este informe de ensayo sin autorizacién de
MICROBIOL S.A.

Teléfonos: (511) 441 3939
(511) 221 4298
www.microbiol.com.pe

JOAQUIN CAPELO N° 222
LIMA 18 - PERU

microbiol@microbiol.com.pe
microbiol@speedy.com.pe
cursosmicrobiol@gmail.com
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Anexo N° 4: Contenido de etanol del destilado de la fermentacion con cepa
aislada de cacao al 1 %.

N* de Diclamen Pericial 2010002000817 Fecha g impresion 0S91/2015 11:.2) N*Pag 1de?

MMNITTERIO PURLICD
INSTITUTO DE MEDICINA LECAL
2ub Garencia de Labantoee o

Texicciogh y Quimics Lead

SERVICIO DE TOXICOLOGIA FORENSE

ELEMENTD
DICTAMEN PERICIAL N* 2018002000517
DESCRIPCION. MUESTRA &1 - FRASCO (1), CONTENENDO DESTLADD DE FERUENTACION CON CEPA AISLAGA DE
CACAD AL 1%
AMLIOFICIO 5N

SOUCTTADO POR: PARTICULAR - 0N TRULLO DOMNGLEZ
FECHA DE WCIDENTE: O2n2201?
FECHA DE RECEPCION 02122017 F.QERRE | 025012012

ANALTSIS SOLICITADO: DOSAJE DE ALCOMOL ETILICO
MUESTRA FRASCO

westigacion Solokada yo Descripoidn o Muestra:
DCON CONTENDO

DETERMINACION DE | ALCOHOL ETILICO
CANTIDAD: 809 00) ALCOMOL ETLICO

METOOO CRCMATOGRAFA DE GASES CON DETECTOR DE IONZACION A LA LLAMA

OUSERVACIONES: LA CONCENTRACION DE LA MUESTRA ANALIZADA CORRESPONDE A BN g %
MJESTRAADOTADA DURANTE ELANALISS

CONCLUSIONES: LA MUESTRA ANALIZADA PRESENTA 2000 p 000 DE ALCOMCL ETILICO

Lima, 05 de Emnerc de 2012

-

g M TEZ VIALTER
COQFP N T4

| DNe0B238422
Comicio Legal . Jr. Cangake 51.3‘(':9\:30: e Lima
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e Casimico Farmacdutic o
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Anexo N° 5: Contenido de etanol del destilado de la fermentacion con cepa

aislada de cacao al 5 %.

N? o Dictamen Perieal 019202050821 Foahe de imprasidn G6S1/2018 11:24 N Top 1wt

MINISTERD PUBLICO
INSTITUTO Di BIEDICTNA 1EGAL
Sub Gersncia de Labontane de

Toxcologs y Quimics Lagel

SERVICIO DE TOXICOLOGIA FORENSE

ELEMENTO
DICTAMEN PERICIAL N° 2018002000521

DESCRIPCION: MUESTRA (2 - FRASCO (01), CONTENENDO DESTLADC DE FERMENTACION CON CEPA AISLADA DE
CACAD AL 5%

RMLUOFICIO SN

SOLICITADO POR: PARTICULAR - JOHN TRUWILLD DOMINGLEZ
FECHA DI INCIDENTE- DS1272017

FECHA DE RECEPCION 81122017 F.CIERRE : 05012010

ANALISIS SOLICITADO: DOSAJE DE ALCOMOL ETILICO
NUESTRA : FRASCO

irvestigacion Solciiads ylo Descrigcion de Muestra:
CON CONTENIDD

DETERMINACION DE . ALCOHOL ETILCO
CANTIDAD: &7 D W00 ALCOSOL ETILICO

METODO: CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECTOR DE IOMZACION A LA LLANMA

OBSERYVACIONES: LA MUESTRA ANALIZADA CORRESPONDE A 4 Tog %
MUESTRA AGOTADA DURANTE EL ANALISIS

CONCLUSIONES: LA MUESTRA ANALIZADA PRESENTA 4700 000 DE ALCTHOC ETLICO

Lima, 05 de Enero de 2018

N P —

\ N\ g - ~

o= R It \
-..--&.-." - —— 'Q_ -

O jandiv _{het."nkw‘zk . .,
S cank e RIS ALTFZ WALTER
DL NT2rve st omiied
ONI DEQD8422
R > INTETERIO PUBLICO Domiciio Legal Jr. Cangatio 315 Cercado 2e Lisa
f;‘; ' | e Waiter Rivas Altez
\ " V°B Quimico Farmacséutico
N C.Q.FP 13884
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Anexo N° 6: Contenido de etanol del destilado de la fermentacién con levadura
comercial (Saccharomyces cerevisiae) al 1%.

N* do Dictamen Pericial 2010002000622 Fecha de impresian  QS/0VZ018 11:36 N Pag 1det

MINISTERDO PUELICO
DNETITUTO DE MEDICTNA LEGAL
Sub Gerencia de Laborstomo de
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SERVICIO DE TOXICOLOGIA FORENSE

ELEMENTOD
DICTAMEN PERICIAL N* 2018002000822
DESCRIPCION: MUESTRA 03 FRASCO(I1) DESTILADO DE FERMENTACION LEVADURA COMERCIAL [SACCHARCOMYCES
CEREVISIAE|
RNLOFICIO SN

SOLICITADO POM; PARTICULAR « JHON TRUJALLC DOMINGUEZ
FECHA DE INCIDENTE: (6122017
FECHA DE RECEPCION OO/122017 P CIERRE : CONT/2018

ANALISIS SOLICITADO; DOSAJE DE ALCONOL £TiLICO
MUESTRA : FRASCO

Investigacitn Solictada y'o Descripoide de Muestra
CON CONTENDC

DETERMINACION DF : ALCOMOL ETRICO
CANTIDAD: 400,08 000 ALCOHOLETILCO

METCOO: CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECTOR DE IONZACION A LA LLANA

CESERVACIONES: LA MUESTIA ANALIZAGA CORRESPONOE A 40 08 g %
MUESTRAAGOTADA DUSANTE ELANALISS

CONCLUSIONES: LA MUESTRA ANALIZADA PRESENTA 40008 g G/D0 DE ALOOHCL ETILCO

Lima, 05 de Encro de 2018
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Anexo N° 7: Contenido de etanol del destilado de la fermentacion con cepa
aislada de la uva al 1%.

N° de Dictamen Pericial 2012002000524 Fecha de Impresion 0GV1/2090 1138 N Pag fdet

MINISTERID PUELICO
INSTITUTO DF MEDOTINA LBJFAL
Suhy Gerencie de Labomtoeio de

Toxicologs y Quimices Lepd

SERVICIO DE TOXICOLOGIA FORENSE

ELEMENTO
DICTAMEN PERICIAL N° 2018002000524

DESCRIPCION: MUESTRA 04 . FRASCO (1), CONTENIENDO DESTILADO DE FERMENTACION CON CEPA AISLADA DE LA

RMUIOFICID SN

SOUCITADD POR: PARTICULAR - JHON TRLWILLD DOMINGUEZ
PRCHA DE INCIDENTE: 08122017

FECHA DE RECEPCION £8122017 F.CIERRE ; 020172010

ANALISIS SOLICITADO: DOSAJE DE ALCOMOL ETILICO
MUESTRA : FRASCO

Investigacion Solcitada y'o Descaripcion de Muastra:
CON CONTENIDO

DETERMINACION CE © ALCONOL ETILICO
CANTIDAD: 400 g 200 ALCOHOL ETILCO

METODO: CROMATOGRAFIA DE CGASES CON DETECTOR DE IOMZACION A LA LLANMA

OBSERVACIONES: LA MUESTRA ANALZADA CORRESPONDE A 40.00 g %
WUESTRA AGOTADA DURANTE EL ANALISIS

CONCLUSIONES: LA MUESTRA ANAUZADA PRESENTA 402009 Q00 DE ALOCHOL ETILICO

Lma, 05 de Erero de 2018
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ANEXO N° 8: Tabla alcoholimétrica (USP 40)

TABLA ALCOHOLIMETRICA

Basada en datos publicados en el National Bureau of Standards Bulletin, vol. 9, pp. 424-425 (publicacion del National
Institute of Standards and Technology, Instituto Nacional de Normas y Tecnologia).

a | @ 3) [ (4) (5) | (6) @ [ (8)
Porcentaje de C;H.0H Peso especifico en el aire Porcentaje de C:H.OH Peso especifico en el aire
En volu-
men a A A En volumen a A A
15,56°C En peso 25°/25° 15,56°/15,56° En peso 15,56°C 25°/25° 15,56°/15,56°
[1] 0.00 1,0000 1,0000 1] 0,00 1,0000 1,0000
1 0,80 09985 0,9985 1 1,26 0,9981 0,9981
2 1,59 0,9970 0,9970 2 2,51 0,9963 0,9963
3 2,39 0,9956 09956 3 376 0,9945 0,9945
4 3,19 0,9941 09942 4 5,00 0,9927 09928
5 4,00 09927 09528 5 6,24 0.9911 0,9912
6 4,80 09914 09915 & 748 0.9894 0,9896
7 5,61 0,9901 09902 7 8,7 0.9879 0,9881
8 6,42 09888 0,9890 8 9,94 0.9863 0,9867
9 7,23 0,9875 0,9878 9 11,17 0.9848 0,9852
10 8,05 0,9862 0.9866 10 12,39 09833 0,9839
11 .86 0,9850 0,9854 11 13,61 0,9818 0,9825
12 9.68 0,9838 0,9843 12 14,83 0.9804 0.9812
13 10,50 0,9826 09832 13 16,05 0.9789 0,9799
14 11,32 09814 0,9821 14 17,26 0,9776 0,9787
15 12,14 0,9802 0,9810 15 18,47 09762 09774
16 12,96 0,9790 0,9800 16 19,68 0,9748 90,9763
17 13,79 09778 0,9789 17 20,88 0,9734 10,9751
18 14,61 09767 09779 18 22,08 0,8720 09738
19 15,44 0,9756 09769 19 23,28 0,9706 0,9726
20 16,27 0,9744 0,9759 20 24,47 0,9692 09714
21 17,10 0,9733 0,9749 21 25,66 0.9677 0.9701
22 17,93 02721 0,9739 22 26,85 0,9663 0.9688
23 18,77 0,2710 0,9729 23 28,03 0,9648 0,9675
24 19,60 0,9698 09719 24 29,21 0,9633 0,9662
25 20,44 0,9685 0,9708 25 30,39 0,9617 0,9648
26 21,29 0.9673 0.9697 26 31.56 0,9601 0,9635
27 2213 0.9661 0.9687 27 3272 0,9585 0,9620
28 22,97 0.9648 09676 28 33,88 0.9568 0,9605
29 23,82 09635 0.9664 29 35,03 0,9551 0,95%0
30 24,67 09622 09653 30 36,18 0.9534 09574
31 25,52 09609 0,9641 31 37,32 09516 0, 9558
32 26,38 0,9595 0,9629 32 38,46 09498 0,9541
33 27,24 0.9581 0,9617 33 39,59 09480 09524
34 28,10 09567 0,9604 34 40,72 0.9461 0,9506
35 2897 09552 0,95%20 35 41,83 0,9442 0,9488
36 29 B4 0,9537 0,9576 36 42 94 0,9422 00,9470
37 30,72 __0,9521 ___0,9562 7 44,05 0,2402 0,9451
38 31,60 0,9506 0,9548 kL] 45,15 0,9382 0,9432
39 32,48 0,59489 09533 39 46,24 0,9362 09412
40 33,36 09473 09517 40 47,33 0,9341 09392
41 34,25 0,9456 0,9501 41 48,41 0,9320 0,9372
42 3515 0.9439 0.9485 42 49,48 0,9299 0,9352
43 36,05 09421 0,9469 43 50,55 0,9278 02331
44 36,96 09403 0,9452 44 51,61 0,9256 02310
45 37.87 09385 0,9434 45 52,66 10,9235 09289
46 38,78 0.9366 09417 46 53,71 09213 0,9268
47 39.70 09348 0,9399 47 54,75 02191 09246
48 40,62 09328 0,9380 48 55,78 0,9169 09225
49 41,55 0,9309 0,9361 49 56,81 10,9147 0,9203
50 42 49 0,9289 10,9342 50 57,83 09124 09181
51 43,43 0,9269 09322 51 58 84 0,9102 0,9159
52 44,37 0,9248 0,9302 52 59,85 0,9079 09137
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2760 Tabla Alcoholimétrica / Tablas de Referencia

USP 40

m | @ @ | (a) (5) | (5) @ | (8
Porcentaje de C;H:0H Peso especifico en el aire Porcentaje de C;H;0H Peso especifico en el aire

En volu-

men a A A En volumen a A A

15,56°C En peso 25°/25° 15,56°/15,56° En peso 15,56°C 25°/25° 15,56°/15,56°
53 45,33 09228 0,5282 53 60,85 0,9056 09114
54 46,28 09207 0,8262 54 61,85 0,9033 0,9092
55 47,25 09185 0,8241 55 62,84 0,5010 0,5069
56 48,21 0,9164 0,9220 56 63,82 08987 09046
57 49,19 09142 0,9199 57 64,80 0,8964 0,9024
58 50,17 09120 09177 58 65,77 0,8941 0,9001
59 51,15 0,9098 0,9155 59 66,73 0,8918 08978
60 52,15 0.9076 0,9133 60 67,79 0.8895 08955
61 5315 0,9053 09111 &1 68,64 0.8871 0,8932
62 5415 0,9030 0,9088 62 69,59 0.8848 0.8909
63 5517 0,9006 0.9065 63 70,52 0.8824 0,8886
64 5618 08983 0,9042 64 71,46 08801 08862
65 57.21 __0,8959 0.9019 65 72,38 08777 0,8839
66 5824 0,8936 0,8995 66 73,30 08753 0,8815
67 539,28 0,8911 08972 67 74,21 08729 0,8792
68 60,33 08887 0,8948 58 7512 0,8706 08768 |
69 61,38 0,8862 0,8923 69 76,02 0,8682 0,8745
70 62,44 0,8837 0.8899 70 76,91 0.8658 0,8721
Al 63,51 0.8812 0.8874 71 7779 0,8634 08697
72 64,59 0.8787 0,8848 72 78,67 0,8609 0,8673
73 65,67 0.8761 0.8823 73 79,54 0,8585 08649
74 66,77 0.8735 0,8797 74 80,41 08561 08625
75 67,87 08709 08771 75 81,27 08537 08601
76 68,98 08682 0,8745 76 82,12 08512 08576
77 70,10 0,8655 08718 77 82,97 08488 08552
78 71,23 0.8628 0,8691 78 83,81 0,8463 08528
79 7238 0.8600 0, 8664 79 84,64 0,8439 0.8503
80 7353 08572 08636 B0 85,46 08414 08479
B1 74,69 08544 0,8608 1 B6,28 08389 08454
82 75,86 __ 08516 08580 82 87,08 0,8364 0,8429
83 77,04 0,B487 0,8551 83 87 B9 08339 0,8404
B4 7823 10,8458 08522 84 BB.68 08314 08379
85 79,44 0,8428 0,8493 85 89,46 0,8288 0,8354
86 80,66 0,8397 0,8462 86 90,24 08263 0,8328
87 81,90 0,8367 0,8432 87 91,01 08237 08303
88 83,14 0,8335 0,8401 88 91,77 08211 08276
89 84,41 0,8303 0.8369 89 92,52 08184 0,8250
90 85,69 08271 08336 90 93,25 08158 08224
91 86,99 08237 0.8303 91 9398 08131 08197
92 88,31 0,8202 08268 92 94,70 0.8104 08170
93 89,65 0,8167 0,8233 93 9541 0,8076 08142
94 91,03 0,8130 08196 94 96,10 0,8048 08114
95 92,42 0,8092 08158 95 96,79 0,8020 0,8086
96 93,85 0,8053 08118 98 97.46 0,7992 08057
97 9532 08011 0,8077 97 98,12 0,7962 08028
98 96,82  0,7968  0,8033 98 98,76 0,7932 0,7998
599 9B, 38 0,7921 0,7986 99 9939 0,7902 0,7967
100 100,00 0, 7871 07936 100 100,00 0,7871 0,7936 |
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ANEXO N° 8: Fotografias

Fotografia N°1: Obtencién de los frutos de cacao
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Fotografia N° 3: Pesaje de los frutos

Fotografia N° 4: Corte de los frutos
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Fotografia N° 6: Extraccion del exudado de la pulpa de cacao
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Fotografia N° 7: Exudado de la pulpa de cacao
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Fotografia N° 8: Equipo de fermentacién (Bioreactor)

Fotografia N° 9: Equipo de destilacién simple
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Fotografia N° 10: Pesaje del picnémetro en la balanza analitica

127



Fotografia N° 12: Cromatografia de capa delgada

Fotografia N° 13: Colonias de la levadura obtenida del fruto de cacao
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Fotografia N° 14: Visualizacion en el microscopio de la cepa de levadura
obtenida del fruto de cacao
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Fotografia N° 15: Produccion de CO:2 de la cepa de levadura aislada del fruto
de cacao
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