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RESUMEN

El presente trabajo de investigacidon tiene como objetivo principal el determinar
la cinética de crecimiento de la levadura Saccharomyces boulardii en una
bebida hecha a base del germinado de maiz morado (Zea mays L), la bebida se
obtuvo a partir del germinado de maiz morado y agua en una proporcion de 1:
20 (maiz morado — agua), se prepararon los sustratos que fueron usados para
evaluar el crecimiento cinético de Saccharomyces boulardii de acuerdo con el
disefio factorial 22, donde las variables fueron el % de sustrato (sacarosa) y el %
de inoculo (levaduras). Se realizaron cuatro tratamientos por triplicado, el
tratamiento 1 (T1) 5% sacarosa mas 3% inoculo, tratamiento 2 (T2) 10%
sacarosa mas 3% inoculo, tratamiento 3 (T3) 5% sacarosa mas 5% indculo,
tratamiento 4 (T4) 10% sacarosa mas 5% inoculo); posteriormente cada
tratamiento en 200 ml de mosto de maiz morado se incub6 a 37°C por un tiempo
de 16 horas, obteniendo cada 2 horas una alicuota de cada tratamiento para su
siembra y conteo de los microorganismos mediante la técnica de recuento en

placa, paralelamente a ello se tomé los °Brix y el pH.

A partir de los datos experimentales recolectados se elaboraron las curvas
sigmoideas del modelo de Gompertz para cada tratamiento realizado a lo largo
de 16 horas. Se simularon los procesos fermentativos con los parametros
obtenidos y se compararon con los resultados experimentales, en donde se
observa que T1, posee la menor tasa de crecimiento ello debido a que presenta
la menor concentracion de sustrato e inéculo (5% sustrato - 3% inoculo); asi
como la maxima carga de poblacion de levadura lo tiene el T4 (10% sacarosa,

5% inoculo).

Entonces podemos afirmar que los parametros cinéticos hallados si describen el
crecimiento de la levadura Saccharomyces boulardii en la fase exponencial lo
que nos permite predecir el rendimiento, y comportamiento de los procesos
fermentativos, a estos resultados podemos decir que las bebidas alcanzaron

valores de 108 UFC/ mL, dato que asegura que la bebida es probiética.

PALABRAS CLAVES: Saccharomyces boulardii, maiz morado, cinética

crecimiento.



RESUMO

O objetivo principal deste trabalho de pesquisa € determinar a cinética de
crescimento da levedura Saccharomyces boulardii em uma bebida elaborada
a partir de brotos de milho roxo (Zea mays L), a bebida foi obtida a partir de
brotos de milho roxo e agua na proporcdo de 1:20 (milho roxo - agua), os
substratos utilizados para avaliar o crescimento cinético de Saccharomyces
boulardii foram preparados de acordo com o planejamento fatorial 22, onde as
variaveis foram a % de substrato (sacarose) e a % de indculo (leveduras). Quatro
tratamentos foram realizados em triplicata, tratamento 1 (T1) 5% de sacarose
mais 3% de indculo, tratamento 2 (T2) 10% de sacarose mais 3% de indculo,
tratamento 3 (T3) 5% de sacarose mais 5% de inoculo, tratamento 4 ( T4) 10%
de sacarose mais 5% de indculo); Posteriormente, cada tratamento em 200 ml
de mosto de milho roxo foi incubado a 37°C por 16 horas, obtendo-se uma
aliguota de cada tratamento a cada 2 horas para semeadura e contagem de
microrganismos pela técnica de contagem de placas, paralelamente a isso, o

°Brix e o pH foram medidos.

A partir dos dados experimentais coletados, foram elaboradas as curvas
sigmoides do modelo de Gompertz para cada tratamento realizado ao longo de
16 horas. Os processos fermentativos foram simulados com os parametros
obtidos e comparados com os resultados experimentais, onde se observa que
T1 possui a menor taxa de crescimento, devido ao fato de apresentar a menor
concentracdo de substrato e inéculo (5% substrato - 3% inoculo); assim como a
carga maxima da populacéo de levedura é encontrada em T4 (10% de sacarose,

5% de in6culo).

Entdo podemos afirmar que os parametros cinéticos encontrados descrevem o
crescimento da levedura Saccharomyces boulardii na fase exponencial, o que
nos permite prever o desempenho e comportamento dos processos
fermentativos. A partir desses resultados podemos dizer que as bebidas

atingiram valores de 108 UFC/mL, dado que garante que a bebida é probiética.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces boulardii, milho roxo, cinética de

crescimento.



INTRODUCCION

En estos ultimos afios, los alimentos saludables y probiéticos han ganado mucho
terreno en la aceptabilidad y preferencia de los consumidores que padecen
alguna enfermedad, entonces, la tendencia del ser humano en este momento
esta fijada en el consumo de alimentos naturales y mas aun el consumo de
alimentos funcionales, debido a que cientificamente se ha comprobado su

actividad favorable para la salud.

Segun la investigacion hecha por Ronceros, 2012 y citado por Bonilla, 2015 en
pacientes, nos indica que uno de los alimentos muy beneficioso es el maiz
morado, cereal de reconocida actividad antioxidante, hipolipemiante,
antiinflamatoria e hipotensora. Frente a estos beneficios es posible la
formulacion de una nueva bebida probiética a base de germinado de maiz
morado, incorporando como levadura probidtica a Saccharomyces boulardii.

En el trabajo realizado por Rafael y Llelysmar (2016) mencionan que,
Saccharomyces boulardii, es un microorganismo que noOS proporciona
multiples efectos favorables en el sistema digestivo, logrando reducir los riesgos
de padecer cancer de colon y favoreciendo la salud de los huesos, ya que
aumenta la absorcion de calcio y minerales, disminuye el nivel de lipidos y
glucosa en la sangre, fortalece el sistema inmune entre otras bondades que nos

proporciona la levadura.

Debido a todo lo anteriormente expuesto, surge la necesidad de evaluar la

cinética del crecimiento de Saccharomyces boulardii, durante la fermentacion.



l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcién de larealidad problemética

La sociedad actual esta sufriendo una evolucibn muy rapida, con profundos
cambios en los habitos alimentarios que han dado lugar a la denominada
transicion nutricional, segun Royo (2017) quien identifica un mayor consumo de
alimentos ultra procesados con alto contenido en grasas saturadas, azucares,
sal y proteinas de origen animal, en disminucién de la ingesta de alimentos
frescos de origen vegetal. Los alimentos funcionales se han convertido en unas
de las areas mas atractivas y présperas en el mercado global de la salud y
bienestar, segun Betalleluz (2017) quien sostiene que las investigaciones y
desarrollo de nuevos productos son un gran potencial de crecimiento en el sector
alimentario, tal es el caso de las bebidas funcionales quien en la Ultima década
han sido consumidos como productos saludables (Corbo et al., 2013 citado en
Bernal et al., 2017 p.384); sin embargo el sector cereales solo representa el 22%
de productos puestos en el mercado (Inti, 2006 citado en Cabanillas 2017 p.17),

debido a la poca disponibilidad de productos probioticos a base de cereales.

Las bebidas probioticas a base de cereales como el germinado del maiz morado
son pocos difundidas en las regiones del Peru, debido a la poca industrializacion
del producto; porque, en nuestro pais el maiz morado es un cultivo de pequefios
agricultores y su produccion esta dedicada principalmente al consumo en estado
fresco debido al desconocimiento en la elaboracion de productos a base de este
cereal pues no se busca alternativas para darle un valor agregado (Apaza y
Atencio, 2017), adicionalmente existen pocas investigaciones por parte de la
academia en el campo de la cinética y modelamiento del crecimiento de los
microorganismos, aspectos que nos permitirdn predecir el comportamiento de
los microorganismos y sus parametros cinéticos, de tal forma que los
investigadores puedan controlar y proyectar su crecimiento para la elaboracion

de alimentos que contengan microrganismos probioticos.

A través del presente estudio se evaluara la cinética de una levadura probidtica
bajo condiciones controladas, brindando asi una nueva alternativa de consumo

a base de germinado de maiz morado en bebidas probioticas con la finalidad de
8



mejorar la absorcion de nutrientes en personas con malos habitos alimentarios,

con factor inmunoldgico debilitado y con problemas gastrointestinales.

1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general

¢, Cuales son los parametros que permiten establecer la cinética del crecimiento
de una levadura probidtica (Saccharomyces boulardii), en el sustrato del

germinado de maiz morado Zea mays (L.)?

1.2.2. Problemas especificos

¢, Como evaluar experimentalmente el crecimiento de Saccharomyces boulardii

a partir del sustrato del germinado de maiz morado Zea mays (L.)?

¢, Como ajustar al modelo matematico (Modelo Gompertz), los datos obtenidos
en la etapa de fermentacion del sustrato del germinado de maiz morado Zea

mays (L.)?
1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar los parametros que permiten establecer la cinética del crecimiento
de una levadura probidtica (Saccharomyces boulardii), en el sustrato del

germinado de maiz morado Zea mays (L.).

1.3.2. Objetivos especificos

Determinar experimentalmente el crecimiento de Saccharomyces boulardii a

partir del sustrato del germinado de maiz morado Zea mays (L.)

Ajustar al modelo mateméatico (Modelo Gompertz), los datos obtenidos en la

etapa de fermentacion del sustrato del germinado de maiz morado Zea mays

(L)



1.4. Limitantes de la investigacion
1.4.1. Limitante teorica:

El germinado de maiz morado se usé para la obtencion de una bebida probidtica
usando la levadura Saccharomyces boulardii, observandose limitaciones en la

obtencion de referencias.
1.4.2. Limitante temporal

La ejecucién del trabajo experimental y longitudinal llevé a cabo en el mes de

septiembre y octubre del 2021.
1.4.3. Limitante espacial

Por medidas de seguridad sanitaria el trabajo de laboratorio se realizé en un

ambiente acondicionado en nuestro domicilio.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio
2.1.1. Antecedentes internacionales

En la investigacion realizada en Ecuador por Romero (2017), se hizo un estudio
sobre la elaboracion de una bebida fermentada a partir de jora de maiz negro
(Zea mays L.), mencionando que el objetivo de su trabajo fue utilizar la jora de
maiz negro (Zea mays L.) de la variedad “Racimo de uva”, proporcionado por el
Programa de maiz “INIAP”, y extractos de frutas como la guayaba y banano
obtenidos del mercado local, para la elaboracion de una nueva bebida
fermentada. Se llegd a realizar siete tratamientos para la elaboracion de esta
bebida fermentada determinando que la mejor formulacién fue la de 50% de
extracto de guayaba y 50% de mosto de maiz fermentado dato que se obtuvo
mediante una prueba heddnica de 5 puntos llevada a cabo por 10 panelistas

entrenados.

En el trabajo de investigacion realizado por Calderén (2017), en Bogoté, acerca
del ajuste de un modelo cinético para el crecimiento de Lactobacillus
acidophilus en la fermentacién de un sustrato complejo menciona que la
fermentacion se realizd en condiciones de microaerofilia durante 96 horas
utilizando bacterias de la especie Lactobacillus y del género acidophilus, se tuvo
una agitacion constante a 150 rpm y un rango de temperatura entre los 34°C -
37 °C, para la recolecciéon de datos se realiz6 un muestreo cada 12 horas, para
su posterior siembra y conteo de microorganismos mediante la técnica de
recuento en placa, obteniendo como resultado la curva de crecimiento
microbiano y se logré comparar 8 modelos cinéticos no estructurados cuyos
parametros se estimaron a partir del ajuste de los datos experimentales mediante
regresiones no lineales, los modelos de Haldane y Amrane y Prigent fueron los
que mejor se ajustaron a los datos experimentales, con un R? de 0.977 y 0.982,

respectivamente.

La investigacion realizada por Tranquilino (2015), en la ciudad de Morelia —

Michoacan, pais de México; tuvo como objetivo principal la evaluacion del efecto

11



probidtico de Saccharomyces boulardii adaptado a un yogurt elaborado con
inulina y aceite vegetal, nos menciona que realizaron dos formulaciones de
yogurt, en el primer caso se afiadié S. boulardii en forma de células libres y en
el segundo caso las levaduras fueron micro encapsuladas, estos productos
fueron sometidos a un proceso de liofilizacién por 24 h manteniéndose a una
temperatura de 20 £ 5°C y 3 mm Hg de presién, en donde la viabilidad de S.
boulardii no fue afectada y la evaluacion de la vida en anaquel acelerada a 35°C
por 21 dias mostré6 que la viabilidad de S. boulardii micro encapsulada se
incrementd en 1.77-Log UFC/g a diferencia de cuando se encuentra en forma de

células libres, incrementando la vida de anaquel del producto.
2.1.2. Antecedentes nacionales

En la investigacion llevada a cabo por Cerro (2013), sobre aprovechamiento de
pigmentos antocianicos del maiz morado (Zea mays L) en la elaboracion de una
bebida alcohdlica tipo vino, realizado en Tacna, menciona que en su formulacion
agrega 50% de granos malteados, 10% de granos no malteados y 40% de
corontas, mencionando que se trabajaron cuatro muestras molidas previamente
(M-1, M-2, M-3y M-4) y puestos a calentar durante 1 hora, a una temperatura
que fluctia de 75°C a 85°C y con cuatro niveles de agua (M-1=6 L, M-2= 8 L,
M-3=10 Ly M - 4= 12 L), pero para favorecer el proceso fermentativo de los
cuatro mostos, se adiciond jarabe acidulado de sacarosa, hasta elevar sus
sdlidos solubles de 5 a 22.5°Brix, asi como también se aumenté en 3% el
volumen de un fermento de maiz blanco como pie de cuba, logrando la
obtencion de cuatro vinos de maiz morado que se conservaron y decantaron
cuatro veces, durante 90 dias y contenian una graduacién alcohdlica entre 9 y
10°GL. pH entre 3.1y 3.3, asi como contenidos de antocianinas registrados entre
104 y 205 mg/L que son iguales y hasta superiores a lo mostrado por las corontas
iniciales, siendo la muestra M- 3, la de mayor preferencia organoléptica (7,0

puntos = Bueno) y catalogado como un vino semidulce de maiz morado.

El trabajo de investigacion desarrollado por Colque (2016), tiene como objetivo
principal determinar los parametros para la elaboracion de bebida probidtica de

tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) empleando Saccharomyces boulardii.

12



Teniendo como parametros para la elaboracion de la bebida probidtica de tarwi,
una relacion de 1:2 (tarwi-agua) con un 6% de sacarosa y 4% de inoculo a 37°C,
a esta muestra se le analiz6 sus propiedades fisico quimica cuyos datos
obtenidos fueron: pH 5.40, materia seca 8.11%, humedad 91.99%, proteina
44.05%, grasas 15.32%, cenizas 3.50%, acidez 0.26%, alcohdlico 0.98%, sélidos
totales 8.11%, densidad 1.025g/ml., ademas, la evaluacion del crecimiento

cinético de Saccharomyces boulardii alcanzaron valores de 10 -107 ufc/ml.

En la investigacion trabajada por Rodriguez y Chambi (2019), se tuvo como
objetivo principal el de realizar un estudio para determinar la curva de crecimiento
microbiano de Saccharomyces boulardii en TUNTA de las variedades
CHASCA y NEGRA, mediante modelamiento matematico donde aplica las
ecuaciones de Gompertz y Logistico, lograron realizar cuatro tratamientos que
constaron de mezclas en matraces de 250 ml entre agua destilada — Chaska
(T1); agua destilada — Negra (T2); Solucién Salina Peptonada — Chaska (T3);
Solucion Salina Peptonada — Negra (T4); ademas, realizaron una comparacion
del pH, °Brix y acidez entre las variedades de tunta en tiempos de fermentacion
de 24 y 48 horas; los resultados del modelamiento matematico les dio que
graficamente los tratamientos T1 y T4 presentan similitud; asimismo este
fendbmeno se repite en los tratamientos T2 'y T3.

En la investigacion ejecutada por Chambi (2021), se tuvo como objetivo
primordial el realizar un estudio para modelar cinéticamente Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii en Leche Fresca de Vaca (LFV) y Extracto Vegetal de
Quinua (EVQ). Para tal efecto las pruebas se realizaron por triplicado colocando
cada una de las muestras por separado en matraces de 250 ml, para luego
esterilizarlas a 121 ° C x 15 min, luego se inoculé la cepa a 37 °C manteniendo
la temperatura en agitacion constante (20 RPM) hasta completar seis horas de
incubacion, para la construccion de los modelos cinéticos (Gompertz y
Logistico), se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonia por mililitro
(ufc/ml) en intervalos de una hora. Asimismo, se tomaron mediciones de pH y el
porcentaje de acidez lactica. Para determinar si existe diferencia estadistica
entre muestras se aplicé una prueba t de muestras independientes a una

significancia del 95%, ademas, para cada una de las cinéticas se realizo el
13



calculo de modelos de bondad de ajuste y el analisis de normalidad de cada uno
de los modelos en cada sustrato. Los resultados muestran que existe diferencia
en cada cinética con un valor p = 0.019, asimismo, el modelo que mejor presento
para ambos sustratos fue el modelo de Gompertz, sin embargo, LFV mostr6 un
mejor comportamiento frente a EVQ, y la prueba de normalidad mostr6 que todos
los datos estuvieron normalmente distribuidos. Finalmente, se modelo
cinéticamente Saccharomyces cerevisiae var. boulardii siendo LFV el mejor

sustrato.
2.2. Bases teoricas:
2.2.1. Caracteristicas generales del maiz, Zea mays

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se
conocen. Pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, y
es la Unica especie cultivada de este género. (La Organizacién de las Naciones

Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO), 2001).

El maiz esta clasificado dentro de una sola especie botanica, Zea mays L., ver
tabla 1

Tabla 1 Sistemética del maiz (Zea mays L.)
Reino Vegetal (Plantae)
Division Angiospermae (Magnoliophita)
Subdivisién Pterapsidae
Clase Liliopsida
Subclase Monocotiledoneas
Orden Poales
Familia Poacea
Subfamilia Panicoideae
Tribu Maydeae (Andropogoneae)
Genero Zea
Especie Zea mays L.

Fuente: Adaptado de Fernandez, 2009 en Dévalos 2017
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El maiz se define como «un sistema metabdlico cuyo producto final es, en lo
fundamental, almidon depositado en unos érganos especializados: los granos»
(FAO, 1993). Los granos de maiz estan constituidos principalmente de tres

partes: la cascarilla, el endospermo y el germen (Cueva 2014).

Segun la FAO (1993) menciona que, la cubierta seminal o pericarpio se
caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda, aproximadamente el 87%,
la que a su vez estd formada fundamentalmente por hemicelulosa (67%),
celulosa (23%) y lignina (0,1%) (Burga y Duensing, 1989). El endospermo, en
cambio, contiene un nivel elevado de almidon (87%), aproximadamente 8% de
proteinas y un contenido de grasas crudas relativamente bajo. Por ultimo, el
germen se caracteriza por un elevado contenido de grasas crudas, el 33% por
término medio, y contiene también un nivel relativamente elevado de proteinas
(proximo al 20%) y minerales. En la tabla 2 se muestra la composicion quimica

del grano de maiz.

Tabla 2

Composicion quimica proximal de los granos de maiz (%)

Componente

quimico Pericarpio Endospermo Germen
Proteinas 3,7 8,0 18,4
Extracto etéreo 1,0 0,8 33,2
Fibra cruda 86,7 2,7 8,8
Cenizas 0,8 0,3 10,5
Almidén 7,3 87,6 8,3
Azucar 0,34 0,62 10,8

Fuente: Watson, 1987, citado en FAO 1993

De acuerdo Salhuana (2004) el proceso evolutivo del maiz en el Perl se ha
podido establecer cinco grupos de razas: 1. Razas primitivas 2. Razas derivadas
de las primitivas 3. Razas de reciente derivacion 4. Razas introducidas 5. Razas
incipientes, y 6. Razas imperfectamente definidas.
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A continuacién, se muestra la tabla 3 que muestra las razas de maiz en el Peru.

Tabla 3

Razas de maiz de Peru

RAZAS PRIMITIVAS

RAZAS DERIVADAS DE LAS PRIMITIVAS

RAZAS DE RECIENTE DERIVACION

RAZAS INTRODUCIDAS

RAZAS IMPERFECTAMENTE DEFINIDAS

Confite Morocho
Confite Puntiagudo
Kculli
Confite Punefio
Enano

Huaylefio
Chullpi
Granada
Paro
Morocho
Huancavelicano
Mochero
Pagaladroga
Chaparrefio
Rabo de zorro
Piricinco
Ancashino
Shajatu
Alazan
Sabanero
Uchuquilla
Cuzco Cristalino
Amarillo
Cuzco
Piscorunto

Arequipefio
Huachano
Chancayano
San Gerénimo
Huancavelicano
Perla
Rienda
Marafion
Chimlos
Cuzco Gigante

Jora
Coruca
Morocho
Cajabambino
Morado Canteno
Sarco

Perlilla
Tumbesino
Colorado
Ajaleado
San Gerénimo
Amarillo
Huancabamba
Huarmaca
Chancayano Amarillo
Blanco Ayabaca

Fuente: Salhuana (2004)
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2.2.2. Maiz morado

El maiz morado, cuyo nombre cientifico es Zea mays L., pertenece a la familia

de las Poaceae, género Zea y especie Zea Mays (ver tabla 4).

Tabla 4

Clasificacion taxonémica del maiz morado

Caracteristica Detalle

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivision Embryophyta
Divisién Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida

Superorden Lilianae

Orden Poales
Familia Poaceae
Género Zea L.
Especie Zea mays

Fuente: Mayorga y Pérez 2018

El maiz morado posee un pigmento denominado antocianina, que tiene
propiedades farmacoldgicas y nutracéuticas, haciéndolo un producto potencial y
de gran interés para el mercado nacional e internacional (Inapaqué 2016)
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Segun Inapaqué 2016, existen diversas variedades de maiz morado tales como:

a. Morado Cantefio.

o

Morado Mejorado (derivados de Caraz): PVM-581, para siembra en sierra
media; PVM-582, para costa central.

Morado Caraz.

Arequipefio (variedad tradicional).

Cuzco Morado.

- @ o o

Negro de Junin

Caracteristicas nutricionales

Segun lo manifiesta Guillen et al., (2014), el maiz morado es una planta oriunda
de América, que tiene el epispermo de las semillas (granos) y la tusa (coronta)
de color morado, lo que le otorga caracteristicas especiales a los pigmentos que
poseen (entre 1,5% y 6,0%), llamados antocianinas, que pertenecen al grupo de
los flavonoides. Debido a su alto contenido de antocianinas (cianin-3-glucosa
C3G que es su principal colorante) y compuestos fendlicos actia como un
poderoso antioxidante natural y anticancerigeno, teniendo ademas propiedades

funcionales debido a estos compuestos bioactivos.

En general, se destaca que el maiz morado posee un mayor contenido de
proteinas y minerales que otros tipos de maiz (Mayorga y Pérez 2018), tal
como lo muestra la tabla 5. EI maiz morado ademas aporta cantidades
importantes de almidon, cerca del 80%; un 10% de azucares los cuales le
confieren un sabor dulce, un 11% de proteinas, 2% de minerales y vitaminas
(complejo B y acido ascérbico) concentrados en el endospermo (Guillen et al.,
2014). En la tabla 6 se muestra diferentes minerales reportados en maiz

morado.
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Tabla b

Composicion proximal de maiz con distintas coloraciones

*Azul
) *Morado ) ) *Multicolor *Multicolor
(Agama- *Azul (Ortiz- *Azul/morado *Morado *Morado *Rojo (Ortiz- ] )
) ) ) ) (3) (Reyes- ) (Ortiz- (Ortiz-
Componente Acevedo et  Prudencio, (Salinas Moreno  (Nascimento (Mansilla, Prudencio, ) )
Garcia et Prudencio, Prudencio,
al., 2011) 2006) et al., 2013) (1) et al., 2014) 2018) 2006)
al., 2009) 2006) 2006)
1)
Humedad (¢/100g) ~ 7,22-10,67  9,02+0,58 10,00 + 0,03 11,4 9,69+016  9,60+023  9,60+0,23
Carbohidratos
76,2
totales (g/100 g)
Almidén (g/100g)  78,5-89,9 03,48-
midon ,9-89,
g g 64,77
Amilosa (g/100 g) 20,7-33,32 27,10 £ 0,5
Fibra (g/100 g) 13,95 + 2,73 11,20 + 0,4 1,8
Proteinas (g/100 g) 6,73-9,37 9,73+£0,72 9,5-10,9 9,10+0,1 9,67-11,37 7,30 11,27 £ 0,44 10,20 £ 0,22 10,20 £ 0,22
Lipidos (g/100 g) 4,46-5,98 5,35+ 0,943 4,2-5,3 1,80+ 0,02 7,32-7,53 3,4 6,18 +0,443 5,38+0,154 5,38+0,154
Cenizas (g/100 g) 1,40-1,68 1,52+0,11 1,71+ 0,02 1,86-2,06 1,7 1,53+ 0,06 1,47 + 0,09 1,47 + 0,09

1) valores en base seca, 2) g/100 g de almiddn, 3) maiz sin mazorca o coronta, 4) determinado como extracto etéreo.

Fuente: Mayorga y Pérez 2018
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Tabla 6

Contenido de diferentes elementos reportados en maiz morado

Elemento Concentracion

Molibdeno (ug/100 g)

Estroncio (ug/100 g) 119+7,4
Cobalto (ng/100 g)
Litio (ug/100 g) 9,48 £ 0,21
Vanadio (ug/100 g) 9,01 +0,42
Niquel (ng/100 g) 8,50 £ 0,39
Selenio (ug/100 g) 2,91 +0,16
Cobre (mg/100 g) 0,16 £ 0,004
Manganeso (mg/100 g) 0,57 +0,01
Hierro (mg/100 g) 2,78 £ 0,31
Cinc (mg/100 g) 2,54 £ 0,03
Magnesio (mg/100 g) 118 + 0,83
Calcio (mg/100 g)
Fésforo (mg/100 g) 291 + 3,6
Sodio (mg/100 g)
Potasio (mg/100 g) 458 + 3,5

Fuente: Mayorga y Pérez 2018

2.2.3. Saccharomyces boulardii:

Es considerado como una levadura cuyo crecimiento o6ptimo es a una
temperatura inusualmente alta de aproximadamente 37°C vy, por ello, se le
considera como un microorganismo resistente al calor, asi lo manifiesta Buts
(2005), y que ademés requiere de ciertas condiciones ambientales y sustentos,
para su desarrollo y proliferacién. Algunos elementos basicos necesarios para
poder tener un crecimiento optimo es la de incorporar elementos necesarios
como, carbono, hidrogeno, nitrégeno, oxigeno y fosforo, asi lo menciona Ospina
y Palacios 1994 y citado en Vicente (2015). En la tabla 7 se presenta la

clasificacién taxondémica de la levadura Saccharomyces boulardii
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Tabla 7

Taxonomia de Saccharomyces boulardii

Dominio Eucariota

Reino Fungi

Division Ascomycota
Subdivision Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces
Especie S. boulardii

Fuente: Lozada 2021

Segun Castafieda (2017) menciona que Saccharomyces boulardii presenta las

siguientes caracteristicas:

e Es resistente al acido clorhidrico, la bilis y las enzimas digestivas;
e Atraviesa el tracto digestivo hasta el colon;

e Es viable en todo el trayecto del intestino;

e Es resistente a la mayoria de los antibiéticos;

¢ No produce colonizacién a largo plazo;

¢ No es detectable después de dos a cinco dias de interrumpir la ingestion.

En muchos articulos cientificos y patentes muestran que Saccharomyces
boulardii es efectivo contra muchas enfermedades (colitis pseudomembranosa,
amebiasis) y también ponen de manifiesto Garcia (2017), que puede ser
recomendada para la prevencién de la diarrea asociada a la toma de antibioticos,
a la conocida como diarrea del viajero y a la diarrea entérica asociada a la
nutricion. Ademas, reduce los sintomas relacionados con el tratamiento de
Helicobacter pylori, previene recurrencias de la enfermedad de Clostridium
difficile y se ha observado su eficacia en el tratamiento del sindrome del
intestino irritable.

Segun la investigacion de Castafieda (2017) sostiene que han sido definidos dos
tipos de mecanismos de accion en estudios in vitro e in vivo que argumentan sus

efectos beneficiosos:
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* Inhibicion de ciertas toxinas bacterianas y/o sus efectos patégenos;
» Efectos directos sobre la mucosa intestinal por su actividad tréfica, accion anti
secretora, estimuladora de la inmunidad intestinal y antiinflamatoria sobre la

mucosa intestinal.

Asi también nos describe Castafieda (2017) las principales acciones de

Saccharomyces boulardii:

* Antimicrobiana, inhibe la invasion celular de Salmonella typhimurium,
Yersinia enterocoliticay E. coli O157 H7, debido a que las bacterias se van

a adherir a la levadura y posteriormente arrastradas al exterior.

* Inmunoestimulante, el tratamiento con la levadura modifica las poliaminas de
la mucosa intestinal que renovaran y estimularan la maduracién de las células
intestinales y en los fluidos del yeyuno e ileon, induce la produccién de

Inmunoglobulina A.

* Enzimatica, se evidencia que en hombres tratados con la levadura aumento la
produccion de lactasa, alfa glucosidasas y fosfatasa alcalina aumentando la

digestion de nutrientes.

« Antitoxina, la levadura produce dos proteinas de pesos de 120 kDa que
compite de manera especifica con la hipersecrecién causada por la toxina de
Vibrio cholerae y 54 kDa inhibe las enterotoxinas y citotoxinas que produce

Clostridium difficile.

* Metabdlica, presenta actividad prebidtica, produciendo acidos grasos de
cadena corta especialmente el acido butirico, no alterando la microbiota

intestinal.

* Antiinflamatoria, la levadura tiene la propiedad de secretar sustancias

antinflamatorias que actian principalmente cuando se observa apoptosis de los
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enterocitos, ademas que se ha demostrado que la levadura secreta un factor
hidrosoluble que se presenta cuando hay inflamacién intestinal por accion

bacteriana.

2.2.4. Fermentacion:

El término fermentacién es entendido de forma distinta en el contexto de la
Biologia celular que en el contexto industrial, segun lo manifiesta Paez (2010),
puesto que en el sentido biolégico la fermentacion es un proceso de obtencion
de energia en condiciones anaerdbicas (ausencia de oxigeno) que puede
generar como producto final 4cido lactico (fermentacion lactica, por las bacterias
acido — lacticas) o etanol (fermentacion alcohdlica por levaduras), pero en el
contexto industrial, se denomina fermentacion a un proceso microbiano a gran
escala, tanto si se realiza en condiciones aerobicas como anaerdbicas.

La reaccion general de la fermentacion de azlcares por levaduras se expresa

por la ecuacion de Gay-Lussac:

CsH,,05 = CH;CH,OH + CO, + Q + SUBPRODUCTOS

Las fermentaciones con células libres constituyen todavia el método mas
utilizado, segun P4ez (2010) debido a que su manipulacion es relativamente facil,
y, en algunos casos no requiere de un medio de cultivo estéril, por otro lado, las
células se producen con la misma rapidez con la que son eliminadas del reactor
y existe una sintesis constante de nuevo catalizador. De esta forma, y
suministrando al reactor condiciones apropiadas para el crecimiento, la
fermentacion puede transcurrir en un estado estacionario en la que la eficiencia
catalitica no cambia. Ademas, a partir de la degradacion catabdlica de los
nutrientes, la célula que crece activamente es capaz de suministrar la energia
necesaria para la sintesis. Sin embargo, el mayor niumero de reacciones
requeridas para el metabolismo significa también aumento de probabilidades
para la formacién de productos secundarios no deseados.

La fermentacion se observa cuando el piruvato procedente de la glucélisis pierde

un carbono en forma de COg, y forma acetaldehido por accion de la enzima
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piruvato descarboxilasa, lo manifiesta Sanagustin 2015 (citado en Valdiviezo y
Morales 2016) y menciona que la enzima necesita Mg*? y tiene una coenzima
unida, la TPP (tiamina pirofosfato), aqui el acetaldehido es reducido a etanol por
la enzima alcohol deshidrogenasa y el NADH (Deshidrogenasa), el NADH se
trasforma en NAD+ (oxidado) que se reutiliza en la glucélisis para seguir

produciendo los dos ATP (Adenosin Trifosfato).

Las levaduras que se conocen para la produccion de bebidas alcohdlicas son:
Saccharomyces cerevisiae, S. uvarum, S. carlsbergensis, S. bayanus, S.
ellipsoideus, S. chevalieri, S. oviformes, S. italicus, S. sake, etc., segun lo
manifiesta Péez (2010). La gran diversidad de formas, funciones vy
caracteristicas bioquimicas hacen dificil la clasificacion, pero se ha comprobado
que todas estas especies ya mencionadas son diferentes cepas de una misma
especie, en la tabla 8 se presenta los sustratos requeridos por levaduras

fermentadoras.

Tabla 8
Tipo de condiciones y propiedades de sustrato para el desarrollo de algunos

microorganismos fermentadores

Factores del sustrato Levaduras
Sustancias ricas en carbohidratos como
Habitat frecuente frutos granos y cereales

Son mesodfilas, la mayoria crece entre 5y
39° C con optimos de 28 a 35° C. Varias

Temperatura
P entre 3y 10° C.
son anaerobias facultativas, crecen mejor en
Presencia o ausencia de oxigeno presencia de oxigeno; en ausencia de
(aerobiosis o anaerobiosis) oxigeno fermentan la glucosa.

Gases en el Ambiente como N, O CO, inhiben su crecimiento aunque son mas
resistentes que los hongos
Actividad del agua (aw) Aw entre 0.84y 0.97
Aw 0.62 para las levaduras osmotolerantes
la mayoria entre 3.5y 4.5
pH Saccharomyces cerevisiae tolera pH entre
2.3y8.6

Fuente: Puerta (2010)
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2.2.5. Alimentos funcionales

La definicién de Vasconcelos (2000), de los alimentos funcionales esta centrada
en que existen alimentos en forma natural o procesada, que ademas de sus
componentes nutritivos contiene componentes adicionales que favorecen a la

salud, la capacidad fisica y el estado mental de una persona.

En la investigacion realizada por Serna (2012), menciona que, los alimentos
funcionales han sido clasificados en: alimentos fortificados, alimentos
enriquecidos, alimentos alterados y alimentos mejorados, haciendo hincapié que
en estos momentos las tendencias se centran en el desarrollo de alimentos que
ofrezcan multiples beneficios para la salud en un solo producto, como son los

probioticos.

Bebida probiodtica a base del germinado de maiz morado:

El maiz morado es un cereal que contiene una considerable cantidad de
antioxidante natural que retarda el envejecimiento celular, principalmente por los
mecanismos de accion de la cianidina-3-B-glucésido, pelargonidina-3-p-
glucésido, peonidina-3-B-glucosido, &cidos fendlicos, quercetina y hesperidina,

esto lo menciona en su investigacion Salinas et. al., (2013).

Los beneficios de las antocianinas en el maiz morado los han hecho muy popular
en toda la industria alimentaria, siendo utilizados como colorantes y también
como ingredientes funcionales para diversos productos alimenticios, Barco
(2017), nos indica en su trabajo que existen nuevas tendencias alimenticias que
se ven influenciadas por una nueva forma de vida saludable, se buscan
productos con beneficios para la salud y que sean faciles de comer o faciles de

elaborar.

La levadura Saccharomyces boulardii, es un microorganismo con muchas
acciones destacadas en la actividad probidtica, segun lo manifiesta Pérez
(2007), y que una de las tendencias es la elaboracién de bebidas probitticas
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fermentadas; por ejemplo, la de elaborar bebidas en base a este cereal que es
el maiz morado y que se debe considerar como punto crucial la adecuada
inoculacion respecto a cantidad y tipo de levadura o bacteria con capacidad

probidtica a utilizar.

Probidticos:

La organizacion mundial de la salud define un probi6tico como un
microorganismo vivo con efectos beneficiosos para la salud humana. Las
caracteristicas que deben cumplir son: ser de origen animal debido a su facilidad
de adaptacion en el intestino y su baja patogenicidad, ademas, de ser resistentes

a condiciones ambientales. (Lozada 2021)

Los probidticos segun lo considera Cervantes (2014), ayudan en la salud de las
personas que lo consumen al incrementar el valor nutricional (mejor
digestibilidad, aumentan la absorcion de minerales y vitaminas), promover la
digestion de lactosa, prevenir infecciones gastrointestinales, regular la motilidad
del intestino (estrefiimiento, sindrome del intestino irritable), mejorar el sistema

inmune, entre otras.

En su investigacion Tormo (2006) sefiala que, las bacterias mas comunes
relacionadas con la actividad probiotica son: Lactobacillus acidophilus, L.
casei, L. reuteri, L. plantarum, L. casei GG; Bifidobacterium brevis, B.
longum, B. infantis, B. animalis; Streptococcus salivarius subespecie
thermophilus, y que también se debe considerar especialmente a las levaduras
como Saccharomyces boulardii, por presentar una actividad probidtica

comprobada.
2.2.6. Modelos matematicos

Los modelos predictivos pueden ser clasificados segun Martinez (2016), segun
su fundamento matematico como empirico 0 mecanicistas (Roels y Kossen,

1978) y como modelos probabilisticos y cinéticos (Roberts, 1989) y, también se
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expresan modelos primarios, secundarios y terciarios (Whiting y Buchanan
1993).

Modelos cinéticos

“Estudian las velocidades o cinética de eventos o respuestas especificas de
microorganismos frente a los factores activadores del medioambiente”
(Ratkowsky 1982 citado en Yarce 2017, p.55).

En su investigacion Gutiérrez (2011), manifiesta que, los modelos cinéticos
pretenden explicar el tiempo que toma un crecimiento especifico, en términos de
variables ambientales y que se pueden incluir algunas otras variables como
gases en la atmésfera, potencial redox, estructura biolégica, humedad relativa,

contenido nutricional y propiedades antibacterianas.

Modelos probabilisticos

En el trabajo realizado por Aguirre (2013), nos indica que, los modelos
probabilisticos se refieren a procesos estocasticos y dan un resultado que
contempla la variabilidad de un sistema y de sus componentes ademas
considera que la misma entrada puede proporcionar diferentes resultados.

En la investigacion de Gutiérrez (2011) menciona que, las bases de los modelos
de probabilidad combinan la relacién que existe entre el crecimiento de células
bacterianas y las propiedades fisicoquimicas del ambiente, ademas, que las
probabilidades de crecimiento pueden ayudar al fabricante a reforzar las
decisiones en la formulacion de su producto, procesamiento, empaque Yy

almacenaje.
2.3. Conceptual
2.3.1. Cinética de crecimiento microbiano

La investigacion realizada por Gutiérrez (2011) menciona que, un modelo
predictivo microbiolégico de alimentos es una expresion matematica que

describe el crecimiento, sobrevivencia, inactivacion y procesos bioquimicos de
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microorganismos transmitidos por los alimentos. En el &rea de la microbiologia
predictiva en alimentos hay variedad de esquemas de clasificacion. De cualquier

manera, todavia se debe decidir un esquema absoluto.

Segun Calderén (2017) entre los modelos cinéticos de crecimiento microbiano,
se encuentran los siguientes (ver tabla 9):
Tabla 9

Modelos mateméticos para el crecimiento microbiano

Modelo matematico Ecuacion para crecimiento microbiano
Ecuacion Logistica: ax _ ( _i)

dt Xin

ax _ . S
Modelo de Monod: dr — XHmix T
Xo— X n

dx (S0 + 4

Modelo de Moser: = Hmix AT

Ko + (S0 +54=%)

__s.u_xyl—x
.. ax (sz)
Modelo de Teissier: S = Hmax | 1—e x
dx So + X"},-;X
Modelo de Haldane: 5 = Hmax

Xy — X\’
KS+SD+K;(SD+—"}T)

. Xog— X
Modelo de Contois: dx _ Sot Vv
E = Hmax Y — X
KqX + Sy + —ﬂy—
X5
Modelo de Amrane y ax 1 .
= = Hmax ——ar
i . dt cedt
Prigent: 14 eet
Modelo de Gompertz: X = Xy + Ce—e "™
Xg— X
S50 + =5
daX o Voo
Modelo de Powell TF = Hmax X
(Ks+ L)+ 5, +—‘T

Fuente: Datos obtenidos de Calderdn (2017)
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2.4. Definicién de términos basicos
Maiz morado

El maiz morado es un producto que se cultiva en el Peri desde épocas
prehispanicas y era conocido como Sara o kculli, pertenece a la familia graminea
y es conocido por su nombre cientifico como también por su nombre comun, es
decir Zea mays, maiz morado, Kkillusara respectivamente, (Exportadora
Productores Incas, 2010 citado en Morales 2018).

Malteo.

Segun lo manifiesta Figueroa (1984) y citado por Romero (2017), se considera
como un proceso fisicoquimico donde los granos desarrollan y activan sus

sistemas enzimaticos modificando sus reservas alimenticias.
Fermentacion.

En la informacion proporcionada por Fula (2010), dice que la fermentacion es el
proceso de transformacion quimica de las sustancias organicas, llevado a cabo
por las enzimas producidas por los microorganismos y que, generalmente, va

acompafnado de un desprendimiento de gases y de un efecto calorifico.
Fermentacién aerobia.

Rios (2013), menciona que es un proceso que necesita la presencia de oxigeno
para el desarrollo de los microorganismos y como parte del resultado se

observara mayor cantidad de energia que en la fermentacién anaerobia.
Fermentacién anaerobia.

Rios (2013), manifiesta que es un proceso donde los microorganismos
desarrollan en ausencia de oxigeno, pero, es necesaria una pequefia cantidad

inicial de oxigeno para favorecer el desarrollo de microorganismos.
Levadura

Nombre genérico de ciertos hongos unicelulares, eucariotas, de forma ovoidea,
que se reproducen por gemacion o division. Suelen estar unidos entre si en
forma de cadena, y producen enzimas capaces de descomponer diversos
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cuerpos organicos, principalmente los azlcares, en otros mas sencillos (Fraizier
y Westhoff, 2003 citado en Morales 2018).

Probidtico.

El término probidtico (del griego “para la vida”) incluye una amplia gama de
microorganismos, principalmente bacterias y levaduras, sin embargo, el efecto
en la salud humana es especifico de la cepa (Rai y Bai, 2015 citado en Bernal et
al.,2013).
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.  HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipoétesis
3.1.1. Hipétesis general

La concentracion del indculo y el tiempo de fermentacion permiten establecer la
cinética del crecimiento de una levadura probiotica (Saccharomyces boulardii),

en el sustrato del germinado de maiz morado Zea mays (L.)
3.1.2. Hipétesis especifica

Se determina experimentalmente el crecimiento de Saccharomyces boulardii

a partir del sustrato del germinado de maiz morado Zea mays (L.)

El modelo matematico (Modelo Gompertz), si ajusta con los datos obtenidos en

la etapa de fermentacién del sustrato del germinado de maiz morado Zea mays

(L.)

3.2. Definicion conceptual de variables

Variables Dependientes:

Y: Incremento del numero de levaduras Saccharomyces boulardii

Es el periodo de crecimiento donde las células empiezan a dividirse y alcanzan
su maxima actividad metabdlica durante un periodo de tiempo, este puede ser
corto o largo dependiendo de las condiciones de disponibilidad de nutrientes en
el medio donde se desarrollan, en esta fase llamada exponencial las células
estdn en un estado fisioldgico adecuado para estudiarlas estructural y

enzimaticamente.
Variable Independiente:
X1: Concentracion del indculo

La concentracion de inéculo al inicio de la fermentacion, este debe ser el
adecuado para asi optimizar la produccién de biomasa, ya que, si la
concentracion de inéculo es grande, se pierde sustrato debido a una competicion

exagerada, entre microorganismos que genera muerte celular y exceso de calor.

31



Por otro lado, si la concentracién de in6culo es baja, se corre el riesgo de

contaminacion por microorganismos indeseables, ademas del incremento en el

tiempo de fermentacion que disminuye la productividad (Ortiz y Arias, 2008).

X2: Tiempo de fermentacion.

El tiempo de fermentacion tiene que ser el minimo posible, pues si este se

reduce, se aumenta la productividad.

3.2.1. Operacionalizacion de las variables:

Tabla 10

Operacionalizacion de variables

Unidad
Variables Dimensiones Indicadores de Métodos Técnica
medida

|.DEPENDIENTE

Y: Ingremento del Recuento Tiempo

namero de de microorganismos Recuento de Horas Recuento en
levaduras org . UFC/ ml placa Petri. ICMSF - 2000
probidticos. colonias
Saccharomyces
boulardii
II.INDEPENDIENTE
Tiempo Horas Horas
Tiempo de pH pH Potenciometria
) - - ] ob i P AOAC 981,12/90
X1: Condluor_u:}s de fermentacién Solido Brix Brixometria AOAC 925.105 / 90
fermentacién solubles
Tiempo Horas
X2: Cinética de Modelado de Recuento de Recuento en
L T . . ICMSF 2000
crecimiento crecimiento colonias UEC / ml placa Petri
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IV. DISENO METODOLOGICO
4.1. Tipoy disefio de investigacion:

Es de tipo experimental y longitudinal: Se realizaron 4 tratamientos y se
triplicaron, obteniendo finalmente 12 ensayos que fueron ejecutados para el
tiempo de fermentacién (ver tabla 11). Se analizaron las muestras en el

laboratorio acondicionado utilizando métodos analiticos, conteo en placa.

Tabla 11

Disefio factorial

Min Max
Factores
-1 1
% Concentracion de In6culo (C.1) 3 5
% Concentracion de Sacarosa (C.S) 5 10

En las figuras 1 y 2 se puede observar el disefio experimental que se realizo en
la presente investigacion.

Figural

Diagrama de flujo general de procesamiento para obtener el sustrato de
germinado de maiz morado

Maiz morado
germinado

-
Filtrado

Harina de germinado:agua
1: 20 (p/v)

Clavo de olor, canela, hierba
luisa y trozos de coronta de
maiz morado.

Temperatura de
ebullicion
1h 30 min.

40°C

Fibra (afrecho)
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Elaboracion del sustrato de germinado de maiz morado por experimentos

a) Recepcion:

Se utiliz6 180 g de maiz morado germinado.

b) Molienda del maiz morado germinado:

Se realizé mediante un molino de mano para asi disminuir el tamafio del grano y
obtener la harina de germinado.

c) Mezclado:

Se realiz6 la mezcla del maiz morado germinado y agua en una proporcion de
1:20. Se mezcld con agua fria para evitar la formaciéon de grumos en la coccién.
d) Coccidn:

Se llevo la mezcla a ebullicion durante unos 90 minutos, se agrego trozos de
mazorca de maiz morado y especias (clavo de olor, canela y hierba luisa).

e) Filtracion:

Se separ6 el afrecho (fibra) del mosto

f) Envasado:

El sustrato se envaso en envase de vidrio de 250 ml previamente esterilizados.

g) Almacenado:

Se almacend el sustrato a una temperatura de refrigeraciéon (4° C).
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Figura 2

Disefo de los tratamientos a experimentar

Maiz morado

germinado
Molienda
Harina de germinado:agua
1:20 (p/v) > Dilucion
Clgvo de olor, canela, hierba —» Mezclado
luisa y trozos de coronta de
maiz morado. L Temperatura de
.. ebullicion
Coccion 1h 30 min.
o
Enfriado 40°C
Filtrado » Fibra (afrecho)
Separacion
Mosto Mosto
\ \
Acondicionado | €S Acondicionado | €S
| 5% | 10%
Inoculacion Inoculacion
I'T I
[ — 1 — [ — 1 —
a7oc | Incubacion 370c | INCUbacioN 37oc | Incubacién Incubacion | o
24h c.i 3% 24 h C.i 5% 24h c.i 3% c.i 5% 24h
\ \ \ \
c/2h Muestreo c/2h | Muestreo c/2h Muestreo Muestreo c/2h
Conteo de . Conteo de . Conteo de . Conteo de .
levaduras || B"% | PR levaduras | | BFX || Ph levaduras | | B'X | Ph levaduras | | Bfix| | ph
Andlisis de
datos
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4.2. Método de investigacion

Nuestra investigacion emple6 métodos cuantitativos, disefiando un flujo

experimental, por lo que el tratamiento de datos es de forma numérica,
4.3. Poblacion y muestra

La poblacion para nuestro presente trabajo es el sustrato del germinado de maiz
morado Zea mays (L.) obtenido de acuerdo con nuestro diagrama de flujo de

procesamiento (figura 1).

La muestra estuvo conformada por 150 gramos de germinado de maiz morado
para cada tratamiento realizado, se realizaron 4 tratamientos por triplicados; es
decir, un total de 12 ensayos llegando a utilizar 1800 g de germinado de maiz

morado para el total de experimentos.
4.4. Lugar de estudio y periodo desarrollado

El presente trabajo de investigacion se realizd en un laboratorio acondicionado
en nuestro domicilio en la Provincia de Cafete, distrito de San Vicente de
Canfete. La presente investigacion se desarroll6 durante el mes de setiembre y
octubre del 2021.

4.5. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de lainformacion.
4.5.1. Técnicas

Andlisis microbiolégicos, se realizé el método de conteo en placa utilizando la
técnica ICMSF, 2000.

Andlisis fisicoquimicos, se realizo la obtencion del pH y solidos solubles mediante
la técnica descrita en AOAC de acuerdo con la tabla 12 presentada a

continuacion.

Tabla 12
Propiedades fisicoquimicas

Caracteristicas Técnica
pH AOAC 981,12/90
Solidos Solubles AOAC 925.105/ 90
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En este apartado se describe el procedimiento que se empleé para llevar a cabo
los experimentos que tuvieron como inoculo cepas liofilizadas de
Saccharomyces boulardii (Florati CNCM I- 745, sobre con 250 mg.) con un
medio liquido pasteurizado constituido por agua 200 ml mas 55 g de panela. Esta
solucion liquida se le llamo cultivo madre temperado a 40°C y se inoculé con 250
mg de levadura liofilizada, incubandose por 24 horas a 37 £ 1°C, agitandola cada

4 horas.

El mosto de maiz morado se obtuvo llevando a proceso térmico por 90 minutos,
150 g de germinado de maiz morado en 3000 ml de agua, posterior al tratamiento
térmico se enfrid6 hasta 40°C y se prepararon 4 baterias, una para cada
tratamiento para ser inoculadas con las cantidades de in6culo por tratamiento

(ver figura 3).

Cada tratamiento fue incubado por 16 horas a temperatura de 37 £ 1°C, se tomo
una alicuota de 1 ml cada 2 horas para hacer una siembra en placa para el
conteo respectivo de levaduras, paralelamente a ello se tomo los grados Brix y

el pH respectivo.

Los conteos en placa de hicieron por triplicado y se uso la técnica de “conteo en
placa o difusiéon” y se reportaron como Log (ufc/ml) para la obtencion de los

parametros cinéticos de acuerdo con el modelo matematico de Gompertz.
Figura 3

Diluciones para evaluar el crecimiento de Saccharomyces boulardii

250 mg Sacciaromyces boukardii
+

250 mi solucion de agua con panela

T2

T1 T2 T4
200 ml mosto 20 ml mosto 200 ral mosto 200 ml mosto
C.1 3%
C.l3% C.15%
C.5 5 C.5 10% C.5 5% Gl

C.5 10%
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45.2. Instrumentos.

e Placas petri descartables 90x15mm
e Pipetas Pasteur de plastico 3 ml

e Probeta de plastico 100ml

e Probeta de plastico 250mi

e Cintade pH

e Brixébmetro 0-80°

e Densimetro para mosto

e Termdmetro de canastilla (0-100 °C)
e Termdmetro de alcohol (0-150°C)

e Mecheros de alcohol

e Contador de colonia

e Lupas de laboratorio 4X

e Asa de siembra

e Espatula de DRIGALSKY

e Yogurt maker modelo REC-INYGM159

4.6. Anélisis y procesamiento de datos

El analisis estadistico de los resultados de las pruebas experimentales se efectu6
mediante el software StatSoft versidbn 10 y Excel, mediante su aplicacion se
obtuvieron graficas, diagramas y la obtencion de la regresion lineal del
crecimiento de las levaduras Saccharomyces boulardii respecto al porcentaje

de concentracion de esta.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados descriptivos

En la tabla 13 se presentan los resultados del crecimiento de Saccharomyces boulardii obtenidos mediante un promedio de un

conteo por triplicado para cada tratamiento obteniendo las UFC a intervalo de 2 horas por un periodo de fermentacién de 16 horas.

Tabla 13

Crecimiento de Saccharomyces boulardii

Tiempo | T1(3%C.l + 5%C.S) T2(3%C.I+10%C.S) T3(5%C.1+5%C.S) T4(5%C.1+10%C.S)

Tiempo | ufc/ml ufc/ml ufc/ml ufc/ml ufc/ml Ufc/ml ufc/ml ufc/ml
0 3020566 3.02E+06 3193867 3.19E+06 2906250 2.98E+06 2720849 2.72E+06
2 4101896 | 4.10E+06 4202626 4.20E+06 3835573 3.67E+06 3598100 3.60E+06
4 4830442 | 4.83E+06 5755211 5.76E+06 5533884 5.18E+06 5075629 5.08E+06
6 6158214 | 6.16E+06 7056678 7.06E+06 7540452 6.84E+06 6440370 6.44E+06
8 6443814 | 6.44E+06 8319693 8.32E+06 8353501 8.09E+06 7480298 7.48E+06
10 7064687 7.06E+06 8993606 8.99E+06 8687879 8.69E+06 8353213 8.35E+06
12 7494558 7.49E+06 8899700 8.90E+06 8278841 8.51E+06 8640564 8.64E+06
14 7068635 | 7.07E+06 8655208 8.66E+06 7640791 7.97E+06 8433578 8.43E+06
16 6840600 | 6.84E+06 8488700 8.49E+06 7250658 7.65E+06 8230157 8.23E+06

Nota: CS: concentracion de sacarosa; Cl: Concentracion de Indculo.
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El Crecimiento de Saccharomyces boulardii a través del tiempo en los

tratamientos realizados, se ilustra en las figuras 4, 5,6y 7.
Figura 4

Crecimiento de Saccharomyces boulardii a través del tiempo con la

concentraciéon de sustrato al 5% y concentracion de inoculo al 3%

6.90
6.85

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (h)

Figura 5

Crecimiento de Saccharomyces boulardii a través del tiempo con la

concentracion de sustrato al 10% y concentracion de inoculo al 3%

7.00
6.95
6.90
6.85
—
£ 6.80
Q 6.75
S 6.70
S 6.65
-
6.60
6.55
6.50
6.45
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (h)
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Figura 6

Crecimiento de Saccharomyces boulardii a través del tiempo con la

concentracion de sustrato al 5% y concentracidon de in6culo al 5%

7.0000

6.9000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (h)

Figura 7

Crecimiento de Saccharomyces boulardii a través del tiempo con la

concentraciéon de sustrato al 10% y concentracién de inéculo al 5%
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o
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o

o
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o
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Tiempo (h)

41



En la tabla 14 se muestra los resultados del andlisis °Brix y pH efectuados en

cada uno de los tratamientos.

Tabla 14

Resultados de pH, °Brix

T1(5%CS+3%Cl)  T2(10%CS+3%Cl) T3(5%CS+5%CI)  T4(10%CS+5%Cl)
Tiempo (h)
°Brix pH °Brix pH °Brix pH °Brix pH
0 7.00 6.50 12 6.5 7.00 6.50 12 6.5
2 7.00 6.00 115 6 7.00 6.00 12 6.5
4 7.00 6.00 11 6 6.50 6.00 11.5 6
6 6.50 5.50 11 55 6.50 6.00 115 6
8 6.50 5.00 11 5.5 6.00 5.50 11 55
10 6.00 5.00 10.5 5 6.00 5.50 10.5 5.5
12 550 5.00 10.5 5 5.50 5.00 10.5 5
14 5.00 450 10 5 5.00 5.00 10 5
16 450 4.00 10 4.5 4.50 5.00 10 5
5.2. Resultados inferenciales

En la figura 8, 9, 10 y 11 se pueden apreciar las curvas sigmoideas del modelo

de Gompertz aplicados a cada uno de los tratamientos realizados.
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Figura 8

Curvas sigmoideas del modelo de Gompertz correspondientes al tratamiento con
la concentracion de sustrato al 5% y concentracién de inéculo al 3%
Model: Y=6.47971+C*exp(-exp(B-M*T))

y=6.47971+(.37313105547376)"exp(-exp((1.0695672631038)-(.43359958999098)*x))
6.90 T T T T T T - . .

6.85

6.80

6.75

6.70

6.65

6.60

6.55

6.50

6.45 : : - : : : : - -
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Figura 9

Curvas sigmoideas del modelo de Gompertz correspondientes al tratamiento con

la concentracion de sustrato al 10% y concentracion de inéculo al 3 %

Model: ¥Y=6.502463+C*exp(-exp(B-M*T))
y=6.502463+(.44253079730357)*exp(-exp((1.2991213968367)-(.48003742307675)*x))
7.0 T T . . . . . . .

@ o

[=]

6.4

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Figura 10

Curvas sigmoideas del modelo de Gompertz correspondientes al tratamiento con

la concentracion de sustrato al 5% y concentracion de inéculo al 5 %

Model: ¥Y=6.47263+C*exp(-exp(B-M*T))
y=6.47263+(.44488943174487)*exp(-exp((1.6526363847142)-(.54937775673551)*x))

7.0

6.4

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Figura 11
Curvas sigmoideas del modelo de Gompertz correspondientes al tratamiento con

la concentracion de sustrato al 5% y concentracién de inéculo al 10 %

Model: Y=6.40116+C*exp(-exp(B-M*T))
y=6.40116+(.52482770324103)*exp(-exp((1.3027533808274)-(.45921027283989)*x))
7.0 T T . . . T T . T
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En la tabla 15 se muestra los parametros de la cinética de crecimiento

Tabla 15

Pardmetros cinéticos de Saccharomyces boulardii en las diferentes muestras del sustrato del germinado de maiz morado

Modelo de Gompertz

Tratamientos C
T1 (3%CI+5%CS) 0.37313
T2 (3%CI+10%CS) 0.44253
T3 (5%CI+5%CS) 0.44489
T4 (5%CI+10%CS) 0.52483

B

1.06957

1.29912

1.65264

1.30275

M

0.43360

0.48004

0.54938

0.45921

X=X+ Ce¢ "™
Mm A
0.16179 0.16044
0.21243 0.62312
0.24441 1.18796
0.24101 0.65929

G

4.28425

3.26292

2.83597

2.87605

Nota: C, B, M: constantes; umax Velocidad Especifica; A: duracién de la fase de latencia; G: tiempo de generacion); CS: concentracion de

sacarosa; Cl: Concentracién de Indculo.
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5.3. Otro tipo de resultados estadisticos

En la tabla 16 se muestra el andlisis de varianza del crecimiento de la levadura

Saccharomyces boulardii.

Tabla 16

Analisis de varianza respecto al crecimiento de la levadura

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  Valor Valor

F p
CS 1 0.006812 0.006812 0.24 0.625
Cl 1 0.000103 0.000103 0.00 0.952
CS*Cl 1 0.017201 0.017201 0.61 0.439
Error 32 0.897446 0.028045
Total 35 0.921563

Nota: CS: concentracion de sacarosa; Cl: Concentracion de Inéculo.
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Contrastacion y demostracion de la hipdtesis con los resultados
Hipotesis general

Después de realizar el método de conteo de las unidades formadoras de colonia
para las muestras obtenidas de la fermentacion, se obtuvieron los resultados
mostrados en el capitulo anterior. EI modelo de Gompertz se ajusté para los
cuatros tratamientos realizados en base al sustrato del germinado de maiz
morado Zea mays (L.); ya que, nos mostraron una curva cinética ajustada a los
datos experimentales no obstante cada curva tuvo su propio comportamiento. Es
posible notar que, durante la primera hora de fermentacién, el microorganismo
se estuvo adaptando a las condiciones del medio que lo rodeaba y empezar a
consumir el sustrato del germinado de maiz morado. Estos valores, obedecen al
objeto para el cual el modelo cinético en mencidon representa una mejor

aproximacion a los datos experimentales.
Hipodtesis especificas

Los datos experimentales mostraron el crecimiento de Saccharomyces
boulardii a partir del sustrato del germinado de maiz morado en los cuatros
tratamientos siguiendo una curva tipica de crecimiento microbiano y asi lo
demuestra el analisis de varianza que no hay diferencia significativa entre los
cuatros y con una confiabilidad (p<0.05). Los valores alcanzados en el
crecimiento microbiano varia de 6-7 log en las diferentes concentraciones de las
muestras, también cabe resaltar que el punto mas alto de crecimiento que
alcanza las muestras son: 6.9528 Log(ufc/ml) a las 10 horas en el tratamiento
dos (T2) 10%CS+3%ClI; 6.9385Log(ufc/ml) a las 10 horas en el tratamiento tres
(T3) 5%CS+5%CI; 6.8730 Log(ufc/ml) a las 12 horas en el tratamiento uno (T1)
5%CS+3%CI; 6.9332 Log (ufc/ml) a las 12 horas en el tratamiento cuatro (T4)
10%CS+5%CI.

El modelo de Gompertz si logré ajustarse a los datos experimentales, un
parametro importante para el andlisis es la tasa de crecimiento especifica

(Mmax), el cual es un indicador de que tanto esta creciendo el microorganismo y
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su afinidad por el sustrato empleado en la fermentacion, en donde se observa
que el tratamiento uno (T1) posee la menor tasa de crecimiento ello debido a que
posee la menor concentracion de sustrato e inéculo (C.S. 5%, C.I. 3%); asi como
la maxima carga de poblacion de levadura lo posee el tratamiento cuatro (T4),
C.S. 10%, C.I. 5% y que era de esperarse por que posee la mayor tasa en

concentracion de sustrato e indculo.
6.2. Contrastacion de los resultados con otros estudios similares

Los resultados de esta investigacion son contrastados con el resultado de Colque
(2016); porque su curva de crecimiento de la levadura siguié una curva tipica del
crecimiento microbiano al igual que la presente investigacion; ademas, su mayor
desarrollo se produjo con su concentracibn mas alta de sustrato e indculo

constatando también nuestro resultado.

En la investigacion de Rodriguez y Chambi (2019), obtienen como resultados
que el modelo Gompertz se ajustd a sus cuatros tratamientos obteniendo en T2
y T3 valores mas altos de crecimiento microbiano por Saccharomyces boulardii

con el sustrato de Tunta Negra y Tunta Chaska

Igualmente, los resultados obtenidos por Chambi (2021), precisa que el modelo
cinético que mas se ajusta a sus datos experimentales es el modelo de
Gompertz, puesto que en sus parametros microbiolégicos permitieron observar
una curva de crecimiento que permite predecir, determinar condiciones optimas

para el crecimiento microbiano.

Segun la investigacién de Calderén (2017), en su modelado cinético para el
crecimiento de Lactobacillus acidophilus en sustrato complejo, deduce que el
modelo de Amrare y Prigent proyecta una mayor tasa de crecimiento especifica
(Umax) 0.72598 frente al modelo de Gompertz de 0.12964, puesto que ambos
modelos no dependen de la concentracion de sustrato presente para representar

el proceso de crecimiento microbiano.
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6.3. Responsabilidad ética de acuerdo con los reglamentos vigentes

Los autores de la presente investigacion acreditamos que lo resultados
expuestos son producto de procedimientos reales, siguiendo la normativa

vigente para su desarrollo segun el Protocolo de Investigacion de Posgrado.
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CONCLUSIONES

En la presente investigacion fue posible realizar el modelado matematico y asi
poder obtener las curvas de crecimiento microbiano, siendo estas bastante
aproximadas para definir la actividad de Saccharomyces boulardii en el
sustrato del germinado de maiz morado, donde el modelo de Gompertz se ajusté
a los cuatros tratamientos realizados en la presente investigacion. El tratamiento
4 que corresponde a C.S. 10%, C.l. 5% fue el que mejor resultado presenté por

gue posee la mayor carga de poblacién de levaduras.

La evaluacion del crecimiento cinético de Saccharomyces boulardii en la fase
exponencial en las bebidas alcanzaron valores de 108 ufc/ml. Segun Puente y
Cortes, (2009) que para que un producto se denomine probidtico debe contener

valores minimos de viabilidad de 108 ufc/ml

Se obtuvo pardmetros microbiolégicos que nos permiten detallar el
comportamiento del microorganismo en la curva de crecimiento aspecto que nos
dio la facilidad de predecir y determinar las condiciones adecuadas para el

crecimiento microbiano.
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RECOMENDACIONES

Proponer el realizar més estudios sobre evaluacion de crecimiento cinético en
microorganismo probidticos, que nos permitan el emplear mas sustratos
elevados en nutrientes y los modelos mateméticos que mas se ajusten a lo
requerido para poder desarrollar mas alimentos probiéticos que seran de mucha

importancia y utilidad para la poblacion de nuestro pais.

Realizar trabajos de investigacion con Saccharomyces boulardii debido a que
es el unico probidtico de levadura cuyas ventajas han sido postuladas y
considerar que existen diferencias evidentes frente a probidticos bacterianos.
Ademas, hay que aclarar que su eficacia ha sido considerada en el ambito
alimentario y clinico por sus buenos resultados sobre la microbiota intestinal y el

ecosistema intestinal.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

ANEXO

Problemas Objetivos Hipotesis Variables Dimensiones Indicadore  Unidad de Métodos Técnica
s medida
Problema general Objetivo general Hipotesis general |. Dependiente
Determinar los La concentracion
¢Cudles  son  los  parametros  que del in6culo y el
parametros que  permiten tiempo de
permiten establecer establecer la fermentacion Y: Incremento del
la cinética del  cinética del ermiten establecer numero de -
crecimiento de una  crecimiento de ua Ir; cinética  del levaduras RT|empctJ Horas Rtlecuer;totgn
levadura  probidtica | evadura crecimiento de una  Saccharomyces  microorganismos ?:legrr\]ig UFC/ ml placa Fetr. ICMSF — 2000
(Saccharomyces Probiética Levadura probiética boulardii © colonias
boulardii), en el (Saccharomyces (Saccharomyces
sustrato del germinado  poulardii), en el boulardii), en el
de maiz morado Zea  sustrato del sustrato del
mays (L.) germinado de germinado de maiz
maiz morado Zea morado Zea mays
mays (L.) (L)
Problemas Objetivos Hipotesis ll.Independientes
especificos especificos especificas
Coémo evaluar Determinar Se determina
experimentalmente el experimentalment experimentalmente el Tiempo Horas Horas
crecimiento de e el crecimiento de crecimiento de X1: Condiciones pH pH Potenciometria AOAC 981,12/90
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces de fermentacion Solidos °Brix Brixometria AOAC 925.105 /90
boulardii a partir del boulardii a partir boulardii a partir del solubles
sustrato del del sustrato del sustrato del germinado
germinado de maiz germinado de de maiz morado Zea
morado Zea mays maiz morado Zea mays (L)
(L)? mays (L.)
,Cémo  ajustar al Ajustar,gl modelo El modelo matematico
modelo matematico matematico (Modelo Gor;wpert(zj),se
(Modelo Gompertz), gv(l)?r(]jelot | anutSta.d a OSI‘ ;eltos i
los datos obtenidos perz), ~ los obtenidos en la etapa Tiempo Horas
en la etapa de datos obtenidosen  de fermentacion del X2: Cinética de Recuento Recuento en
fermentacion del la. etapa de  sustrato del germinado crecimiento de colonias ! ICMSF 2000
fermentacion del  de maiz morado Zea UFC/ml placa Petri
sustrato del
germinado de maiz sustrato del mays (L.)
morado Zea mays germlnado de
(L)? maiz morado Zea
mays (L.)
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