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Resumen

1. RESUMEN DEL PROYECTO

El sake es una bebida alcohdlica elaborada basicamente a partir de arroz y agua. Su
apariencia es la del vino blanco, con una gama de color que va de casi transparente a
amarillo palido. El contenido de alcohol es del 13% al 17%, el cual es ligeramente mayor
gue el del vino con la diferencia que tiene un sabor sutil con poco amargor, acidez o
astringencia. En el proceso de elaboracion de esta bebida se incluye la utilizacion del
Aspergillus Oryzae para la conversion del almidén a azucares, que a pesar de que este
proceso le confiere unas caracteristicas especiales a este licor en muchos casos la
hidrolisis de almidén no es tan efectiva, pudiéndose perder un potencial en la eficiencia y
la produccion de esta bebida que se expande por el mundo y que son cada vez mas los
consumidores. Por lo anterior, se planteé como objetivo sustituir la inoculacién del
Aspergillus por el uso de las enzimas Alfa amilasa y Glucoamilasa con el fin de determinar
su efecto sobre las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del Sake. Para ello, se
elaboraron tres mostos con diferentes concentraciones de arroz (11%, 22% y 33%) a los
cuales se les adiciono la enzima alfa amilasa bacteriana en concentraciéon 0,3% con
respecto al almidéon y la glucoamilasa en relacion 1mg de enzima/g almidon.
Seguidamente al mosto se le inoculo la levadura Saccharomyces cerevisiae activa en
proporcién 5g/ litro. ElI Sake obtenido fue comparado con una muestra comercial en los
andlisis fisicoquimicos (color, porcentaje de alcohol, pH, acidez, gravedad especifica,
turbidez, azucares reductores y grados brix). Asimismo, se realizé una prueba sensorial
por medio de un grupo de jueces semientrenados en atributos visuales, olfativos y
gustativos. Como resultados se obtuvo que en la etapa de licuefaccién y sacarificacion
hay una mayor produccion de azucares reductores fermentables a medida que se
aumenta la concentracion de sustrato, siendo asi la concentracion de 33% de arroz la de
mayor cantidad de azlcares finales (3,79%) y mayor cantidad de solidos solubles
(12°Brix). lgualmente se encontr6 que con una concentracion de arroz del 33% se
obtienen mejores caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales en comparacion con las
concentraciones de 11% y 22% de arroz. Concluyendo que el Sake obtenido de la
concentracion del 33% de arroz presenta caracteristicas similares a las del Sake
comercial.

PALABRAS CLAVES: Arrocillo,  caracteristicas  fisicoquimicas, licuefaccion,
sacarificacion, Sake.
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2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1 El SAKE

2.1.1 Historia del Sake

El vocablo “sake” se utiliza en Japon comunmente para referirse a las bebidas alcohdlicas
en general, incluyendo el vino, la cerveza y el whisky. El sake propiamente dicho se
denomina también “Nihon-shu” o “sei-shu”. El sufijo “shu” de estos vocablos se escribe
con el mismo caracter chino o kanji que significa “sake” (;B). Este kanji se lee “sake”,
“zake” o “shu”. “Nihon” significa Japén; por lo tanto, “Nihon-shu” se refiere a la bebida
alcohdlica tradicional de Japon. El prefijo “sei” en “sei-shu” significa limpio, transparente o
refinado (Gauntner, 2002).

El arroz, cuyo grano se utiliza para elaborar el sake, ha venido cultivandose en la China
durante mas de 7.000 afos y su uso en Asia para producir bebidas alcohdlicas tiene un
largo historial. Uno de los rasgos de las técnicas de fermentacion asiatica es el uso de
mohos en lugar de malta para transformar el almidén en azucar (sacarificacién). China
también es el lugar de origen de esta tecnologia. Se cree que el arroz y la tecnologia de la
fermentacion utilizados para elaborar el sake tienen su origen en la China. Sin embargo,
en la actualidad Japon es el unico pais asiatico que produce una bebida alcohdlica
transparente con un sabor refinado como el del sake. La historia del sake japonés se
remonta a mas de 2.000 afios, durante los cuales los japoneses han venido mejorando
continuamente su técnica de fermentacion (Gauntner, 2002).

Histéricamente, el sake también ha tenido una estrecha relacién con la agricultura y los
rituales sintoistas. En la antigliedad, la gente elaboraba el sake para ofrendarlo a los
dioses junto con sus productos agricolas y comida elaborada, y posteriormente los
compartian, bebiendo y comiendo juntos. En la actualidad, todavia se hacen ofrendas de
sake en los santuarios sintoistas y el sake constituye un regalo esencial en festivales y
bodas. Al dar la bienvenida al Afio Nuevo, las familias se reunen y beben sake
deseandose mutuamente longevidad.

Japon tiene cuatro estaciones bien marcadas, y existen muchas costumbres asociadas a
las mismas en que se disfruta del sake. En la primavera, la gente disfruta del sake
mientras contemplan los cerezos en flor. En el otofio, ellos colocan pétalos de crisantemo
en los pocillos de sake y lo beben mientras admiran la luna. El invierno es la estacion para
apreciar paisajes de nieve mientras disfrutan del sake. Asimismo, los ingredientes de las
comidas también varian con las estaciones y el sakana (tentempiés o tapas para
acompanar el sake) se sirve de acuerdo con la estacion.

El sake también se puede tomar caliente, practica que se originé en el siglo IX, en que los
aristécratas calentaban el sake para agasajar a sus invitados. Pero ya para el siglo XVIl,
la gente solia tomar sake caliente durante todo el afio. Fue mas o menos en esta época
gue el médico Kaibara Ekiken escribiéo un libro indicando que el beber sake caliente
mejora la circulacion de chi (flujo de energia). Remontandonos 1.300 afos, se tienen
informes de que el emperador y los aristécratas bebian sake frio en el verano
agregandole hielo que se habia almacenado durante el invierno. Una manera muy
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extravagante de disfrutarlo. A partir de los afos 1980, empezd a aparecer una gran
variedad de sake con sabor ligero y fresco, que invita a servirlo frio (Gauntner, 2002).

2.1.1.1 Edad media: Establecimiento de la tecnologia de elaboracién del sake

En los siglos del Xll al XV, el sake se elaboraba en los santuarios sintoistas y templos
budistas, y las técnicas de elaboracién del sake que se emplea hoy en dia fueron en su
mayor parte desarrolladas durante dicho periodo.

Esta fue la época en que los elaboradores de sake empezaron a utilizar la fermentacion
con acido lactico, elaborando el shubo (masa de semillas) para cultivar levadura,
dependiendo del 4cido lactico para inhibir la contaminacién bacteriana, y luego agregando
al shubo el koji, agua y arroz cocido al vapor en etapas de amasado. Hasta ese momento,
los elaboradores habian usado el arroz pulido solamente para producir el koji, y arroz no
pulido para elaborar el sake. Sin embargo, durante este periodo, se empezd a producir el
sake morohaku, o sake elaborado empleando arroz pulido tanto para el arroz con koji
como el arroz cocido a vapor para agregar a la masa. Los diarios de los monjes budistas
de los siglos XV y XVI documentan el uso de hi-ire (pasteurizacion) con sake morohaku.

Simultaneamente con estos avances en la tecnologia de elaboracién del sake, las
innovaciones en la tecnologia de la carpinteria permitieron la construccién de grandes
cubas de 1.500 litros, que facilité la produccién en masa del sake. Esto condujo, en el
siglo XVI (conocido como el periodo Muromachi), a la producciéon hecha y derecha del
sake, por especialistas no afiliados ni con templos ni santuarios (Guia integral del Sake
Japones parte 10, 2019).

2.1.1.2 Periodo moderno temprano: Apogeo del kudarizake

En el siglo XVII, durante el Periodo Edo temprano, el morohaku producido cerca de Osaka
en Itami (hoy en dia ciudad de Itami en la prefectura de Hyogo) e lkeda (hoy en dia ciudad
de Ikeda en la prefectura de Osaka), se abrié paso hacia las tres ciudades principales:
Kioto, Osaka y Edo (hoy Tokio). Se popularizé especialmente en Edo, en donde se
denominada kudarizake. La produccion de kudarizake llegé a los 38.000 kilolitros al
principio del siglo XVIIl. Esto es equivalente a un consumo anual per capita de 54 litros
entre los habitantes de Edo, incluyendo la clase samurai. Grandes cantidades de sake se
embalaban en barriles y se transportaban mediante barcos de vela. Al principio del siglo
XIX, los barcos que transportaban sake solian competir en carreras para ver cual de ellos
arribaba al puerto de Edo primero. Se dice que hacian la travesia desde Kobe hasta Tokio
en solo tres o cuatro dias, en comparacién con los 10 a 30 dias que generalmente tomaba
en esos dias.

La produccion de sake en el siglo XVIII requeria el uso de casi la misma cantidad de arroz
pulido (1,3-2,3 toneladas) por lote como ahora, y el proceso de amasado consistia
practicamente en el mismo proceso de amasado de tres etapas actualmente en uso. Sin
embargo, la proporcion del agua agregada con respecto al arroz pulido era solamente
alrededor de la mitad. Esto sugiere que la gente de esa época preferia un sake denso y
dulce con alta viscosidad. Los expedientes de esa época indican también que se
agregaba ceniza de madera al moromi para reducir la acidez antes de su filtrado, vy
también se refieren a la adicién de licores elaborados por destilacién del sakekasu, que
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corresponde a la practica actual de adicionar alcohol. La cantidad de licor que se
agregaba era equivalente a aprox. el 10% del peso del arroz, resultando en un sake con
alto contenido de alcohol que era resistente a la descomposicion.

El inicio del siglo XIX fue testigo del cambio del centro de produccién de sake de Itami,
Ikeda y zonas adyacentes a Nadagogo. (Nadagogo se refiere a las cinco areas cubiertas
por las actuales ciudades de Nishinomiya y Kobe en la prefectura de Hyogo.) Las técnicas
empleadas para elaborar el sake de Nada se caracterizaban por el uso del denominado
miyamizu (agua obtenida en Nishinomiya, prefectura de Hyogo), que fue descubierta
alrededor de 1850, la molienda con rueda hidraulica, y concentracion de la elaboracién del
sake en los meses mas frios del afo. El miyamizu contiene grandes cantidades de
fosfatos y potasio, que fomentan la proliferacién de hongos koji y levadura, y fortalecen la
fermentaciéon del moromi. El cambio de los pedales operado a pie a ruedas hidraulicas
para la molienda del arroz aumenté no solamente la productividad, sino que también
mejoro la calidad al incrementarse el nivel de la molienda (es decir, reduciendo el seimai-
buai). Al mismo tiempo, la concentracién de la produccién de sake en el invierno, en que
hay menor riesgo de contaminacion bacteriana, facilitd la produccién estable de sakes de
alta calidad. Las recetas de amasado se asemejaban a los que se usan en la elaboracién
del sake moderno, y Nada florecié6 como el centro de la elaboracién del sake japonés,
estatus que retiene hasta la fecha (Guia integral del Sake Japones parte 10, 2019).

2.1.1.3 Periodo moderno

Desde alrededor de mediados del siglo XIX, la llegada a Japén de eruditos europeos
marco también el inicio de la investigacion cientifica sobre el sake. El aleman Oskar
Korschelt, que llegd a Japdn en 1868, y el britanico Robert William Atkinson, escribieron
informes expresando su asombro por el hecho de que los elaboradores de sake en Japén
habian venido practicando la pasteurizaciéon desde tiempos inmemoriales empleando
técnicas similares a la pasteurizacion a baja temperatura de Pasteur. En 1904, se
establecid el instituto nacional (hoy en dia el Instituto Nacional de Investigacion de
Bebidas Alcohdlicas), que tuvo una importante contribucion al desarrollo de la elaboraciéon
del sake en afios subsiguientes. Debe destacarse la invencién en 1909 de yamahaimoto,
una versién mejorada del estilo kimoto, y sokujomoto, que emplea el acido lactico, que
contribuy6 a la estabilizacion y racionalizacion de la produccién del sake, cuyo resultado
es que en la actualidad el sokujomoto es el método mas ampliamente utilizado en la
produccion de shubo. En 1911 se iniciaron programas de evaluacién de calidad con el fin
de elevar la tecnologia de elaboracion, y se llevé a cabo el primer concurso nacional
(actualmente Zenkoku Shinshu Kanpyo-kai, o Premio Nacional del Nuevo Sake),
institucion que continda hasta la fecha.

Los desarrollos posteriores que influyeron en la tecnologia de la elaboracion del sake
incluyeron los grandes progresos en el entendimiento de la ciencia de la fermentacioén, el
uso cientifico de microorganismos, el advenimiento de maquinas de molienda de arroz
motorizadas, el cambio de cubas de madera a tanques de esmalte, y el embotellado del
sake para su despacho. El periodo durante la Il Guerra Mundial y el inmediato periodo de
pos-guerra fueron testigo de cambios dramaticos en los métodos de produccién, tal como
la practica de agregar alcohol al sake. Una ola de modernizacién en los procesos de
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produccion en la década de 1960 y la introduccidon de maquinarias resultaron en mayor
racionalizacion.

Las tendencias mas recientes que influyen en el sake incluyen la idea de “produccion local
para consumo local”, por lo que las zonas regionales estan dando otro vistazo a las
destrezas y recursos que poseen y pueden ofrecer, cuyo resultado es el desarrollo de
nuevas variedades de arroz para sake y tipos sui generis de levaduras de sake que se
emplean en la fermentacion (Castillo y Espafia, 2011).

2.1.2 Caracteristicas del sake

El sake es una bebida alcohdlica elaborada basicamente a partir de arroz y agua. Su
apariencia es la del vino blanco, con una gama que va de casi transparente a un color
amarillo palido. El contenido de alcohol de 13% a 17% de muchas variedades de sake es
ligeramente mayor que el del vino, pero el sake también tiene un sabor sutil con poco
amargor, acidez o astringencia. En cuanto a su composicion quimica, el extracto del sake
(consistente en su mayor parte de azucares residuales) contiene un porcentaje
comparativamente alto de glucosa y niveles significativos de componentes nitrogenados y
aminoacidos, pero poco acido organico (Castillo y Espana, 2011).

Tabla 1. Caracteristicas del Sake

Propiedad Sake Cerveza Vino blanco
Alcohol (%) 13-17 4-6 10-13
Extracto (g/100ml) 3-6 3-4 2-8
Glucosa (g/100ml) 0,5-4,2 0,03-0,1 0,1-3
Nitrégeno (mg/l) 700 - 1900 250 - 1000 100 - 900
Acido glutamico (mg/l) 100 - 250 10 - 15 10 - 90
Acidez titulable (g/100ml) 0,1-0,2 0,15-0,2 0,5-0,9
pH 4,2-47 41-44 30-4,1
Acido succinico (mg/l) 200 - 500 40 - 100 500 - 1500
Acido malico (mg/l) 100 - 400 50 -120 250 - 5000
Acido tartarico (mg/l) 0 0 1500 - 4000
SO2 (total) (mg/l) 0 -20 -250

Fuente: Guia integral del Sake Japones parte 1.

La degustacion minuciosa del sake revela un sabor agradable, que no puede
caracterizarse como dulce, acido, amargo ni astringente. Esto es el umami. Este vocablo
umami algunas veces se describe como “sabroso”. En comparacion con el vino y la
cerveza, el sake es mas rico en aminoacidos y péptidos, los cuales producen el umami. El
tipo de sake conocido como ginjo tiene un aroma deliciosamente afrutado.

El sake, elaborado a partir del grano de arroz japonés y agua limpia, es la cristalizacion de
la tecnologia exquisita de la fermentacion disefiada para producir el umami y el aroma
afrutado a partir del grano de arroz.

La creciente popularidad del sushi y de otros platos tipicos de la cocina japonesa en el
extranjero ha contribuido a popularizar el sake en el resto del mundo. El sabor sutil del
sake armoniza bien con los platos de la cocina francesa, italiana y china, y esta ganando
adeptos por ser una nueva bebida alcohdlica, que se distingue del vino y la cerveza
(Castillo y Espania, 2011).
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2.1.3 Tipos de sake

La Ley del Impuesto a las Bebidas Alcohdlicas de Japdn define los ingredientes y el
proceso de fabricacion que se deben usar en la produccion de sake. Esta Ley establece
gue el sake debe elaborarse de arroz, koji y arroz, o a partir de estos ingredientes mas
alcohol neutro (alcohol etilico de origen agricola, denominado jozo-alcohol) o azucares y
algunos otros ingredientes. Asimismo, confiere designaciones especiales (denominadas
tokutei-meisho) para el sake de sabor y apariencia superiores y que se produce de
acuerdo con determinados criterios relacionados con sus ingredientes y pulido. Estas
designaciones especiales incluyen a ginjo, daiginjo, junmai ginjo, junmai daiginjo, junmai,
y honjozo. Estos actualmente constituyen alrededor del 30% de la produccion total de
sake y pueden ser considerados como sake de alta calidad.

Las etiquetas de sake de alta calidad incluyen su designacion especial junto con otras
descripciones, dependiendo del proceso de fabricacion.

Ejemplos de etiquetado:

Junmai

Junmai nama genshu Ginjo koshu

A continuacion, se explican las definiciones y caracteristicas del sabor de los productos de
sake de designacion especial y el sake elaborado utilizando otros procesos de fabricacion.
Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que las descripciones de sabor que se presentan
aqui son de indole general, dado que cada marca posee sus propias caracteristicas
sutiles (Philip y Haruo, 2006)

2.1.3.1 Sake de designacién especial y caracteristicas de cada tipo

El arroz utilizado en la elaboracién del sake de designacion especial debe someterse a
inspeccion para garantizar que cumple con las normas exigidas. Para cada designacion,
existen también normas relacionadas con el porcentaje de pulido y cantidad de alcohol
neutro utilizado. Ademas, la cantidad del koji-mai utilizado en la produccion del arroz con
koji debe ser igual a cuando menos el 15% del peso total del arroz pulido utilizado (Philip
y Haruo, 2006).

2.1.3.1.1 Ginjo
El ginjo-shu se elabora a partir de granos de arroz de los que se ha quitado mas del 40%
de su capa externa por molienda. Su fermentacion se efectia a temperaturas mas bajas y
toma mas tiempo. Se puede agregar jozo-alcohol equivalente al 10% del peso del arroz
pulido.
Tiene una fragancia afrutada denominada ginjo-ka, con sabor ligero no acido. El término
“ligero” no significa simplemente “suave” o “diluido”. El sake también debe tener una
textura suave (al paladar) y dejar un buen regusto.
Las caracteristicas especificas del ginjo-shu varian segun el fabricante, con las
variedades mas fragantes concebidas para realzar el ginjo-ka, y otras concebidas para
dar mayor énfasis a su sabor que al ginjo-ka (Philip y Haruo, 2006).

2.1.3.1.2 Daiginjo
El daiginjo-shu es una variacion del ginjo-shu elaborado con granos de arroz aun mas
altamente pulido que este ultimo, de los que se ha quitado por lo menos el 50% de su
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capa externa. Tiene un sabor mucho mas refinado y ginjo-ka mas fuerte que los del ginjo-
shu (Philip y Haruo, 2006).

2.1.3.1.3 Junmai
El junmai-shu se elabora solamente de arroz, koji y agua, realzando el sabor del arroz y
koji mas que otras variedades. No hay exigencias en cuanto a su porcentaje de pulido.
El junmai-shu tipicamente se caracteriza por su alta acidez y umami, con relativamente
poco dulzor (Philip y Haruo, 2006).

2.1.3.1.4 Junmai ginjo
Como en la elaboracién del junmai ginjo-shu se utilizan las técnicas de elaboracién del
ginjo, la acidez y el umami se encuentran atenuadas y su ginjo-ka es palpable (Philip y
Haruo, 2006).

2.1.3.1.5 Junmai daiginjo
El junmai daiginjo-shu esta considerado como el sake de la mas alta calidad. Los mejores
productos de esta clase ofrecen una buena combinacion que armoniza el sabor refinado
con la acidez y el umami (Philip y Haruo, 2006).

2.1.3.1.6 Honjozo
En el honjozo-shu, el énfasis es su sabor y tiene poco ginjo-ka o aroma producido por el
afiejamiento. Tiene un nivel razonable de acidez y umami; y en vez de acentuar el aroma
y sabor del sake en si, contribuye a realzar el sabor de la comida (Philip y Haruo, 2006).

2.1.3.2 Futsu-shu (sake ordinario o no de alta calidad) y sus caracteristicas

La mayor parte del sake elaborado en Japén se clasifica como futsu-shu. El arroz utilizado
en la elaboracion del futsu-shu se pule, en promedio, a aprox. el 70%, y la cantidad de
jozo-alcohol utilizado equivale a aprox. 20% del peso del arroz pulido.

El aroma del futsu-shu no es tan marcado como el del sake de designacion especial. A lo
mas, puede decirse que tiene un leve aroma a caramelo, como resultado de su
afiejamiento. Los perfiles gustativos del futsu-shu también reflejan que goza de mayor
preferencia gustativa regional que el sake de alta calidad (Philip y Haruo, 2006).

2.1.4 Caracteristicas y generalidades de las materias primas

2.1.4.1El arroz

Los granos del arroz para sake son largos y tienen un nucleo blanco (shinpaku, estrato
blanco y opaco en el centro del grano compuesto de una matriz de granulos de almidén
salpicados de vacios) asi como también un bajo contenido de proteinas. El término “grano
largo” se refiere a cualquier arroz que pesa 26 g o0 mas por cada 1.000 granos de arroz
(llustracién 1). Para que el arroz sea adecuado para su uso en la elaboracion de sake,
debe ser hidrofilo, resistente al cocinarse al vapor y, debido a su gran shinpaku en el
nucleo, facil de que se convierta en koji. Asimismo, debe ser facilmente soluble en moromi
(masa principal) y contener poca proteina, dado que su excesiva cantidad puede resultar
en zatsumi (sabor no refinado). El arroz para sake reune todas estas caracteristicas
(O'Toole, 2016).
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llustracion 1. Arroz para Sake y arroz para mesa

Nucleo blanco
(shinpaku)
26,5 g/ 1000 granos 22,3 g /1000 granos
Yamadanishiki Nihonbare
Arroz para sake Arroz de mesa

Fuente: O'Toole, 2016

2.1.4.2 El agua

La mayor parte del agua en Japén es agua blanda; su dureza total, expresada en
carbonato de calcio equivalente, es menos de 60 mg/litro; pero en algunas zonas, el agua
es de mayor dureza. Por ejemplo, en el distrito de Nada cerca de Kobe, existe una zona
de agua dura con carbonato de calcio equivalente de 150 mg/litro. El calcio estimula la
produccion y extraccion de enzimas. Otros minerales en el agua dura, tales como potasio,
magnesio y fosfatos, contribuyen al proceso de fermentacion estimulando la proliferacion
de hongos koji y levadura. Por esta razén, el sake producido en zonas de agua dura
tiende a tener mucho cuerpo y un sabor seco, con buen acabado (O'Toole, 2016).

2.1.4.3 El hongo KOJI (Aspergillus oryzae)

En términos generales, los estilos de koji pueden clasificarse en sohaze y tsukihaze. En el
sohaze, los hongos koji cubren todo el grano de arroz haciendo que muchas hifas, o
filamentos, penetren y crezcan en el grano. En este estilo, el koji tiene una fuerte actividad
enzimatica y el koji es rico en vitaminas producidas por los hongos koiji. El koji elaborado
de acuerdo con el estilo sohaze disuelve bien el arroz y estimula una fuerte fermentacion,
lo que resulta en un sake con mucho cuerpo. Se utiliza para producir un sake robusto y el
futsu-shu (sake comun) al que se agrega alcohol.

En el estilo tsukihaze, los hongos koji crecen de forma moteada sobre el grano de arroz.
Un corte transversal del grano mostrara lugares en que han crecido hifas bien
desarrolladas en el grano y otros en que no existen hifas. Aunque esto aun asegura una
apropiada actividad enzimatica, su contenido de vitaminas y grasas es bajo. El sake
elaborado con este tipo de koji tiene un sabor mas ligero que el sake de estilo sohaze. El
Ginjo-shu, en particular, debe producirse usando el estilo tsukihaze. El toji controla
cuidadosamente la cantidad de esporas de hongos koji a usar, la cantidad de agua, y la
temperatura para producir el koji que tiene estas caracteristicas diferentes. (Hiroichi y
Takashi, 2010).
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2.1.5 Caracteristicas del sake elaborado por otros procesos de fabricacién

2.1.5.1 Nigorizake (sake turbio)

El nigorizake tiene una apariencia turbia causada por la levadura y las particulas finas del
arroz cocido al vapor. Tiene un marcado sabor del arroz.

Normalmente, cuando se filtra el moromi (masa principal), éste se coloca en una bolsa de
tela, de modo que el sake filtrado es bastante transparente y contiene soélo trazas de
sedimento. Sin embargo, para el nigorizake, se utiliza una tela de tejido burdo o malla vy,
por consiguiente, queda como sedimento en el sake filtrado, algo de la levadura y de las
particulas finas del arroz cocido a vapor (Furukawa, 2012).

2.1.5.2 Namazake (sake no pasteurizado) y nama-chozo-shu (sake no pasteurizado
en almacenaje)

El namazake y el nama-chozo-shu son variedades de sake con sabor a sake recién
elaborado.

Normalmente, el sake se pasteuriza dos veces antes de su embotellado. El propésito de
la primera pasteurizaciéon es no solamente esterilizarlo sino también estabilizar su calidad
frenando la accidon de las enzimas. El sake se pasteuriza por segunda vez en la etapa de
embotellado para su esterilizacion. Pero el namazake no se pasteuriza en absoluto. El
nama-chozo-shu es el sake que se almacena (chozo) a baja temperatura en la fabrica en
estado no pasteurizado y se pasteuriza solamente en la etapa de embotellado (Furukawa,
2012).

2.1.5.3 Koshu (sake afiejo)

El color del koshu varia de amarillo a ambar. Contiene poco ginjo-ka, pero tiene aroma a
caramelo (con toques de miel, frutas secas, molasas y salsa de soya), similar al jerez y
madeira, asi como también un aroma con dejo a nueces y especies. Tiene un sabor
ligeramente amargo y un retrogusto largo. Normalmente, el amargor no se considera
como un rasgo deseable en el sake, pero es una de las caracteristicas del sake afiejado
por tiempo prolongado.

Por lo general, el sake se hace afejar en almacenaje durante aprox. seis meses a un afo
antes de su despacho. En el caso del koshu, el proceso de afiejamiento dura por lo
menos tres afos, periodo en el que su color y sabor cambian debido a la reaccién de
Maillard entre los azucares y aminoacidos presentes en el sake (Furukawa, 2012).

2.1.5.4 Genshu (sake no diluido)
Como no se le agrega agua tras su produccién, el genshu tiene un alto contenido de
alcohol, en la gama de 17%-20%. Su sabor es normalmente fuerte (Furukawa, 2012).

2.1.5.5 Taruzake (sake en barril)

El taruzake se almacena por cierto tiempo en barriles hechos del cedro japonés, lo cual le
confiere un aroma a cedro.

Hasta principios del siglo XX, el sake normalmente se transportaba en barriles. Luego, el
distribuidor del sake lo transferia del barril a un recipiente de barro cocido para su venta.
Hoy en dia, casi todos los productos de sake se venden embotellados. Sin embargo,
algunos bares tipicamente japoneses o restaurantes de fideos de soba todavia sirven
taruzake. El taruzake también se utiliza en ceremonias de inauguracion y celebraciones,
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en un ritual que se denomina kagami-biraki, en que la tapa redonda del barril (que se
asemeja a un espejo tradicional o kagami) se abre con un mazo de madera, y el sake se
sirve a todos los invitados (Furukawa, 2012).

2.1.5.6 Sake espumante

Hay variedades espumantes en las que el sake se carbonata reteniendo el diéxido de
carbono producido de la segunda fermentacién con levadura, o inyectando diéxido de
carbono. Estos espumantes varian ampliamente desde productos dulces con contenido
de alcohol de 6% a 8% a aquellos con alto contenido de alcohol y sabor seco. También
varian en apariencia, de infusiones claras a nigorizake turbio (Furukawa, 2012).

2.1.6 Factores que influyen en tipos y variedades de sake

Los factores que determinan las caracteristicas de los sakes son: diferencias en arroz,
agua, medioambiente, preferencias gustativas locales, y técnicas de elaboracion de
sakes.

2.1.6.1 Arroz

No se cultiva solo una variedad de arroz. Las distintas regiones se prestan para la
produccion de variedades diferentes de arroz.

Para que el arroz sea adecuado para su uso en la elaboracién de sake, debe ser hidrdfilo,
resistente al cocinarse al vapor y, debido a su gran shinpaku en el nucleo, facil de que se
convierta en koji. Asimismo, debe ser facilmente soluble en moromi (masa principal) y
contener poca proteina, dado que su excesiva cantidad puede resultar en zatsumi (sabor
no refinado). El arroz para sake relune todas estas caracteristicas. Los niveles de
solubilidad y otras caracteristicas del arroz para sake difieren segun la variedad, y estas
diferencias se reflejan en las caracteristicas del sabor del sake (Guia integral del Sake
Japonés parte 8, 2019)

2.1.6.2 Agua
La mayor parte del agua es agua blanda, pero existen algunas zonas en que el agua es
dura. En estas zonas, se produce el sake seco, evocador del agua dura.

2.1.6.3 Medioambiente

En las zonas frente al Mar de Japdn, tales como las prefecturas de Niigata, Yamagata y
Akita, hay abundancia de nieve en el invierno y gozan de temperaturas bajas estables y
un medioambiente limpio, condiciones que son ideales para producir un sake con sabor
limpio y delicado.

2.1.6.4 Preferencias gustativas locales

Los habitantes de la regién de Kyushu prefieren alimentos con un sabor ligeramente
dulce, y aparentemente esta region produce muchos productos de sake de sabor mas
dulce. En el interior y otras regiones en que nieva bastante, histéricamente sus habitantes
tenian que utilizar la sal para conservar sus alimentos. Esto también ha resultado en la
preferencia por variedades de sake de sabor mas dulce en estas regiones.
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2.1.6.5 Técnicas de elaboracion del sake

Las técnicas modernas de elaboracién del sake se derivan de las técnicas desarrolladas
en las zonas de Nada e Itami durante el siglo XIX. A medida que estas técnicas se
propagaron a otras zonas, surgieron variaciones locales adecuadas al arroz, agua,
medioambiente y preferencias gustativas locales de cada regién. Estas técnicas han sido
transmitidas por los gremios de elaboracion regionales, originandose asi las
caracteristicas regionales que observamos hoy en dia (Guia integral del Sake Japonés
parte 8, 2019).

2.1.7 Usos del sake

e En general, se toma frio o a temperatura ambiente, aunque algunos de los sakes mas
fuertes pueden calentarse a unos 40 °C y tomarse templados.

e Los japoneses lo toman en pequefos vasos de vidrio o ceramica, decorados con
motivos de arte tradicional.

e El buen sake resulta el mejor acompafiamiento de platos ligeros, como pescados,
pollos o pasta, aunque acostumbra a tomarse solo.

e El sake generalmente bebido como parte de rituales de purificacion sintoistas. Durante
la Segunda Guerra Mundial, los pilotos kamikaze bebian sake antes de llevar a cabo
Sus misiones.

e Hoy en dia se abren barriles de sake durante festivales y ceremonias sintoistas o
luego de victorias deportivas: este sake (llamado iwai-zake, literalmente "sake de
celebracién™) es servido libremente a todos para repartir la buena fortuna. El sake es
también servido junto a las comidas livianas que acompafian algunas ceremonias del
té (Guia integral del Sake Japonés parte 8, 2019).

2.1.8 Normatividad

2.1.8.1 Definicién de sake

Articulo 3 de la Ley del Impuesto sobre bebidas Alcohdlicas: El vocablo “sake” se refiere a
cualquiera de las siguientes bebidas alcohdlicas cuyo contenido de alcohol es menos del
22%.

a. El producto filtrado de la fermentacién de arroz, arroz con koji y agua.

b. EIl producto filtrado de la fermentaciéon de arroz, arroz con koji, agua, sakekasu y
otros elementos especificados en la normativa (el peso total de tales otros
elementos especificados en la normativa no debe exceder del 50% del peso total
del arroz, incluyendo el arroz para elaborar el arroz con koji).

c. El producto filtrado de la adicion del sakekasu al sake (Organizacién mundial del
comercio)

2.1.8.2 Sustancias especificadas como ingredientes del sake

Articulo 2 de la Orden de Ejecucion de la Ley del Impuesto sobre Bebidas Alcohdlicas:
Las sustancias especificadas en la normativa como ingredientes del sake son: alcohol,
shochu, azucares, acidos organicos, sales de aminoacidos y sake (Organizacién mundial
del comercio).
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2.1.8.3 Normas de etiquetado

Aviso de la Agencia Nacional de Impuestos “Normas de etiquetado de calidad de

elaboracion del sake”:

e Cuando un producto de sake cumple con las condiciones de calidad de elaboracién
indicadas en la columna de la derecha de la siguiente tabla, la etiqueta del recipiente o
embalaje de dicho sake puede indicarlo con la correspondiente designacion especial
gue se muestra en la columna de la izquierda (Agencia Nacional de Impuestos).

Tabla 2. Caracteristicas de calidad de los diferentes tipos de Sake

Designacion especial Requerimientos de calidad de elaboracién

Ginjo-shu Sake cuyo sabor, color y brillo son intrinsicamente buenos y se ha
elaborado cuidadosamente con arroz pulido con contenido de
seimai-buai no mayor del 60%, arroz con koji y agua, o con estos
ingredientes junto con jozo-alcohol.

Junmai-shu Sake cuyo sabor, color y brillo son buenos y se ha elaborado con
arroz pulido, arroz con koji y agua.

Honjozo-shu Sake cuyo sabor, color y brillo son buenos y se ha elaborado con
arroz pulido con contenido de seimai-buai no mayor del 70%, arroz
con koji, jozo-alcohol y agua.

Fuente: Agencia Nacional de Impuestos

e La etiqueta del sake de designhacion especial, segun lo descrito en el parrafo anterior,
debe usar solamente la designacién especial correspondiente y no incluir palabras
similares o palabras con la intencién de dar la impresion de calidad superior, tal como
gokujo (calidad extra), yuryo (grado fino) o kokyu (calidad premium). Sin embargo, se
permite el uso de los vocablos que se mencionan a continuacion, de ser relevantes:

i.  Para productos de ginjo-shu elaborados solamente con arroz, arroz con koji y agua,
se permite usar la clasificacién “junmai” junto con “ginjo-shu”.

il.  Para el ginjo-shu cuyo sabor, color y brillo intrinsicos son especialmente buenos y
es elaborado con arroz pulido con un seimai-buai del 50% o menos, se permite
usar la clasificacion “daiginjo-shu”.

ili. Para el junmai-shu o honjozo-shu cuyo sabor, color y brillo son excepcionalmente
buenos, se permite usar las clasificaciones “tokubetsu junmai-shu”o “tokubetsu
honjozo-shu”, respectivamente, en aquellos casos en que los criterios objetivos,
tales como los ingredientes empleados o el proceso de fabricacion, se encuentran
explicados en el recipiente o embalaje de dicho sake (si el seimai-buai es la base
de dicha explicacién, el sake debe tener un seimai-buai de 60% o menos)

e El recipiente o embalaje del sake debe llevar una etiqueta que indique cada uno de los

siguientes items, de ser relevante:

- Ingredientes

- Fecha de fabricacion

- Precauciones relacionadas con el almacenaje o consumo

- Pais de origen

- items opcionales: variedad de arroz empleado, localidad de produccion, edad,
declaraciones relacionadas con permisos.
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o Prohibiciones: Los vocablos indicados a continuacion no pueden indicarse en el
recipiente o embalaje del sake. Sin embargo, el tipo de vocablos mencionados en (3)
es permisible, siempre y cuando se incluya una explicacién a continuacion de dichos
vocablos en caracteres por lo menos de los tamafios especificados en el parrafo 4
declarando que el sake en cuestion no es un sake de designacion especial.

i. Vocablos, tales como “saiko” (el mejor), “dai-ichi” (el numero uno), o “daihyo”
(puntero), insinuando que el método de produccion del sake o su calidad es lo
optimo de la industria.

i. “Proveedores oficiales de tal y tal dependencia publica” o vocablos similares.

Vocablos similares a “sake de designacion especial” en el caso de un sake que no ha sido

calificado como un sake de designacion especial (Agencia Nacional de Impuestos).

2.2 ALMIDON

2.2.1 GENERALIDADES

El almidén es un hidrato de carbono complejo (C6H1005)n, en forma de grano o polvo,
principal molécula de reserva en la mayoria de las plantas; se acumula en los cloroplastos
de las hojas y en los amiloplastos, en los cuales se forma después de la translocacién de
sacarosa u otro carbohidrato provenientes de las hojas; la cantidad de almidén varia en
los diversos vegetales y depende de muchos factores genéticos y ambientales (
Robinson,1991) esta cantidad de almidén varia, pero generalmente oscila entre el 60 y
75% del peso del grano, en el caso del arroz los granulos de almidén constituyen
aproximadamente el 90% del peso seco en arroz blanco. El almidon presente en los
granos es el mas importante de los carbohidratos para fines industriales resultando
preciso degradarlo enzimaticamente con una gelatinizacién previa por accién de calor o
sometetiendolo a un intenso trabajo mecanico (Navarro y Sossa, 2003).

Por otra parte, al aplicar procesos tecnoldgicos, durante la produccién, elaboracion,
transformacion y almacenamiento del arroz, se logran obtener cambios fisicos y quimicos,
como modificaciones del olor, color, sabor, textura, volumen y peso. A su vez se logra
desnaturalizar y gelatinizar las proteinas, aumentando su capacidad de absorcion de
agua. Este tipo de cereal al ser preparado con agua retiene gran volumen hasta alcanzar
el punto maximo de hinchamiento, el cual esta ligado a la gelatinizacion y a la capacidad
de rehidratacion, mientras que los cambios quimicos afectan la composicién molecular en
el reordenamiento de grasas, carbohidratos, vitaminas y minerales; alterando su
estructura (Toro et al., 2011). Cuando este tipo de alimento se somete al calor también
aporta un beneficio al cumplir con la funcién de inhibir o destruir la proliferacion
microbiana (Torres et al., 2015).

La hidrdlisis industrial del almidon comprende 3 etapas sucesivas:

e Gelatinizacion: Cuando el almidon es calentado en agua en exceso, este cae en una
fase de transicion; esta fase esta asociada con una difusion de agua dentro del granulo y
posterior regiéon amorfa, hidratacion e hinchazoén radial, pérdida de birrefringencia, pérdida
del orden de region cristalina y lixiviacion de la amilosa y amilopectina.
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e La licuefaccion o dextrinizacion: es el proceso mediante el cual a partir de un
almidon gelatinizado se obtiene una rapida disminucion de la viscosidad en virtud de una
hidrélisis parcial. En esta etapa se producen polisacaridos de longitud intermedia
(maltodextrinas con 5 a 10 unidades de glucosa) y pequefias cantidades de polisacaridos
de alto peso molecular, como también algunos de bajo peso molecular (glucosa, maltosa
entre otros).

e Sacarificacién: a partir de las maltodextrinas de la etapa anterior se completa la
hidrolisis total del almidon a glucosa. En la digestibilidad de almidones como materia
prima, muchos factores como el tamafio de particular, relacién de amilosa: amilopectina,
extension de la asociacion molecular entre los componentes del almidén, grado de
cristalinidad, longitud de la cadena de amilosa y presencia de complejos lipidos-amilosa,
juegan un papel importante en la degradacion hidrolitica (Cummings et al., 1995).

El almidén es poliglucosa, y los dos tipos de glucosa que constituyen sus polimeros de
almidén son la amilosa amilosa (20 %(p/p)) que es soluble en agua y amilopectina
(80%(p/p)) que es insoluble en agua con un alto peso molecular (Navarro y Sossa, 2003).
Durante la ultima década se han adelantado trabajos tecnoldgicos que permiten una
comprension mas profunda de que la estructura del almidon puede llegar a ser
manipulada y orientada para la elaboracion de determinados productos, asi como buscar
aplicaciones para ayudar en la identificacion de nuevos posibles usos (Beltran, 2010).

2.2.1.1 Amilosa

La inmensa mayor parte de la amilosa es una cadena lineal de unidades de o-D
glucopiranosilo unidas por enlaces (1-4), aunque existen también moléculas que poseen
unas pocas ramificaciones en posicion (1-6), alrededor de una cada 180-320 unidades, o
lo que es lo mismo, el 0,3-0,5% de los enlaces. Las ramificaciones de la amilosa
ramificada pueden ser muy largas o muy cortas, pero los puntos de ramificaciébn estan
separados por largas distancias, de manera que las propiedades fisicas de las moléculas
de amilosa son esencialmente las de las 10 moléculas lineales (Beltran, 2010). La
mayoria de los almidones contienen alrededor del 25% de amilosa (lustracién 2).

llustracion 2. Porcion de cadena de amilosa

CH,OH CH,OH

Fuente: Beltran, 2010

Es un polimero de glucosa que contiene de 1.000 a 4.000 unidades de este mondémero,
tiene por tanto un peso molecular de 200.000-800.000 daltons, valor que varia no sélo
segun la especie de planta, sino también dentro de la misma especie y depende del
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estado de maduracion. Cada unidad de glucosa esta unida a la préxima por un enlace
glucosidico a-1,4. Este enlace determina que el grupo reductor de la glucosa, situado en
la posicion uno, pierda la funcionalidad, una molécula de amilosa no tiene mas poder
reductor que el correspondiente a una sola molécula de glucosa, porque sélo tiene un
grupo reductor funcional, situado en un extremo (Hoseney, 1991).

Generalmente, es un polimero lineal, aunque se cree que solamente para una parte de la
amilosa, siendo ligeramente ramificado el resto. Cuando se lixivia el almidon para separar
la amilosa calentando ligeramente por encima de la temperatura de gelificacion del
almidon, la amilosa solubilizada es esencialmente lineal. La naturaleza lineal y de gran
longitud, confiere a la amilosa algunas propiedades Unicas, por ejemplo: su capacidad
para formar complejos con yodos, alcoholes o acidos organicos. Estos complejos se
llaman clatratos o compuestos de inclusion helicoidal (Hoseney, 1991).

Clasificacion del arroz de acuerdo al contenido de amilosa: waxy con el 0-5%, muy
bajo (5,1-12,0%), bajo (12,1-20%), intermedio (20,1-25%) y alto (> 25%). Las variedades
con muy bajo contenido de amilosa son glutinosas o “waxy”, que dan granos humedos y
pegajosos cuando estan cocidos; los de altos contenidos de amilosa son duros y sueltos
al estar cocidos (Loaiza, 2016). EI porcentaje de amilosa permite predecir la calidad
culinaria de arroz, es una medida indirecta de su palatabilidad y comportamiento en
coccion (Martinez y Cuevas,1989).

2.2.1.2 Amilopectina

Es un polisacarido cuyas cadenas principales son restos de glucosa unidos en enlace a-
1,4, como en la amilosa, y que presentan esporadicamente ramificaciones a-1,6,
localizadas cada 15-25 unidades lineales de glucosa. Su peso molecular es muy alto ya
gue algunas fracciones llegan a alcanzar hasta 200 millones de daltons. La amilopectina
constituye alrededor del 75% de los almidones mas comunes (Bailey y Bailey, 1998). La
consecuencia de los enlaces a-1,6 es la formacion de una molécula ramificada que al
igual que la amilosa, tiene un sélo grupo funcional. Se caracteriza por ser insoluble.
Gracias a la formacion de puentes de hidrogeno su estructura es estable (Chen et al.,
2007).

llustracion 3. Porcion de cadena de amilopectina

CHLOH

Fjgh"t_é: Chen et al., 2007
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2.2.2 Hidrélisis del almidén

El principal inconveniente para la produccion de etanol a partir de almidon, radica en que
la levadura no produce enzimas amilasas y no es capaz de fermentar el almidén, por
consiguiente, es necesario realizar una sacarificacion previa. La sacarificacion se puede
realizar por dos métodos: uno quimico y uno de conversion enzimatica (Chica,1996).

La sacarificacion es la operacion que permite la transformacion del almidén a azucares
fermentables, por lo general son: sacarosa, glucosa, maltosa y lebulosa. Se puede
realizar por medios quimicos y enzimaticos, o accién microbiana (Reyna et al., 2004).

2.2.2.1 Método quimico

El almidén es tratado con un acido que permite el rompimiento de las cadenas cortas de
dextrina. La concentracién del acido, el pH, la temperatura y el tiempo de hidrélisis son los
parametros de los cuales depende el grado de degradacion. Por consiguiente, las
reducciones del peso molecular y de la viscosidad son inversamente proporcionales al
poder de reduccién que aumenta por accion del acido. Siendo el acido nitrico y el acido
clorhidrico, los mas utilizados en este tipo de hidrélisis, la clase de acido es un factor
determinante en el tiempo de sacarificacion, al igual que la concentracion, la temperatura,
la presién y la relacion masica con respecto al almidén. Generalmente, mientras se lleva a
cabo la hidrélisis debe mantenerse un pH de 1.5, para lo cual deben agregarse las
cantidades adecuadas de acido que permitan mantenerlo en este valor (Herrera, 2013).

2.2.2.2 Método enzimatico

La hidrolisis enzimatica ha desplazado a la hidrdlisis acida en los ultimos 30 afos, debido
a que se dispone de nuevas enzimas. Hoy en dia la mayor parte de la hidrélisis de
almidon se realiza usando enzimas, ya que esta técnica presenta ventajas como: control
de la formacién de productos no deseables y mayor flexibilidad del producto (Chica,
1996).

Este proceso consiste en la utilizacién de enzimas como catalizadores para romper las
moléculas de almidén, obteniéndose productos semejantes a los de la hidrolisis 4cida. El
tipo de enzima mas utilizada en este proceso son las amilasas, siendo las mas conocidas
la a-amilasa y la B-amilasa, Al utilizar amilasas, es preciso mantener un proceso de
coccion que favorezca la dispersion y la aceleracion del rompimiento de las cadenas de
almidon. Las amilasas actlan sobre el almidén dependiendo del origen de este, puesto
gue la composicién del mismo cambia segun su origen (Agronet, 2006).

Existen dos fases dentro del proceso de Hidrélisis enzimatica. Primero, la licuefaccion y
segundo, la sacarificacion. La licuefaccién se lleva a cabo en presencia de alfa-amilasa o
beta-amilasa, mientras que la sacarificacion, que es la conversién de almidon a glucosa,
en presencia de glucoamilasa o pollulanasa (Agronet, 2006).

Mediante las diastasas de la malta o por las diastasas de los hongos se lleva a cabo la
conversion del almidon a azucares susceptibles de fermentacion. Esta transformacion se
da a través de productos intermedios no fermentables. La cantidad de maltosa producida
depende de la concentracion en el mosto, la duracién de la accién de las diastasas y de la
temperatura (Agronet, 2006).
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2.2.2.2.1 Alfaamilasa

La alfa-amilasa (Alfa 1,4-D- Glucan Glucano-hidrolasa) hidroliza los enlaces glucosidicos
alfa-1,4 de los polisacaridos que poseen 3 0 mas unidades de D-glucosa en unién alfa-
1,4. El ataque se hace en forma no selectiva (tipo endoenzima) sobre varios puntos de la
cadena simultaneamente, aunque los primeros productos de la hidrdlisis son siempre
oligosacaridos de 5-7 unidades de glucosa, o un numero multiplo. La amiloglucosidasa
(Alfa-1,4- D-Glucan glucohidrolasa) es una exohidrolasa también conocida como
glucoamilasa, que hidroliza los enlaces glucosidicos alfa-1,4 y alfa-1,6 de la amilosa y la
amilopectina separando unidades de glucosa a partir del extremo no reductor de la
cadena (Ruiz, 2001).

Esta enzima tiene un peso molecular de 50.000 Daltons, es estable a pH de 5.5-8.0 con
una actividad 6ptima de 5.9. Las a-amilasas son enzimas dependientes de calcio, aunque
el catibn no esté integrado en el centro activo de la enzima, se encuentra fuertemente
unido a la enzima y sélo pueden ser removidos a pH bajos por el uso de agentes
guelantes. La completa remocion del calcio conlleva a una pérdida total de actividad
(Pedroza, 1999). Se cree que el Ca+2 estabiliza la conformacion global de la enzima,
encontrandose hasta 10 iones por molécula de enzimas. La importancia radica en que
mantiene la molécula de la enzima en la configuracion Optima para generar una maxima
actividad y estabilidad. A menudo se nombra la a amilasa como enzima licuante, debida a
su rapida accién para disminuir la viscosidad de las soluciones de almidon (Espitia, 2009).

La actividad de la enzima se determina cualitativamente mediante la disminucion de la
capacidad de la solucién de almidon para formar el color azul caracteristicos con el yodo o
midiendo la disminucion de la viscosidad de la suspension de almidon.

Las principales aplicaciones de las enzimas extracelulares que degradan el almidén
consisten en la conversion del almidén de jarabes que contienen glucosa, maltosa y
oligosacéridos, en la produccién de azlcares fermentables en cerveceria y en la
obtencion de bebidas alcohdlicas y en la modificacién de la harina de panaderia. Entre las
enzimas comercialmente utilizadas se destacan la alfa amilasa de Bacillus licheniformis,
Bacillus amyloliquefaciens y Aspergillus oryzae (Owen, 1989). Entre los microorganismos
que producen a amilasa, se encuentran tanto bacterias como hongos tales como Bacillus
subtilis, B. cereus, B. amyloliquefaciens, Pseudomonas, Proteus, y Serratia; algunos
géneros de hongos como Aspergillus, Penicillium, Cephalosporium, y Mucor (Crueger y
Crueger, 1993).

2.2.2.2.2 Glucoamilasa

Las glucoamilasas o a-1,4-glucan-glucohidrolasas son enzimas carbohidrolasas no
especificas, de accion externa, rompen enlaces glucosidicos a-1,3, a-1,4 y a-1,6,
generando glucosa a partir de los enlaces terminales no reductores de la cadena de
almidoén, por tanto son enzimas sacarificantes. Sin embargo, la glucoamilasa es incapaz
de hidrolizar el almidén por completo a glucosa, ya que la ruptura requiere la participaciéon
de una enzima de accion interna. La glucoamilasa puede ser separada en dos fracciones
glucoamilasa | y glucoamilasa Il. La glucoamilasa | posee alta actividad desramificante la
cual se acelera en presencia de a-amilasas, por otro lado la glucoamilasa Il posee una
baja actividad desramificante (Chica, 1996).
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Las glucoamilasas frecuentemente denominadas amiloglucosidasas, son producidas por
hongos como Aspergillus niger, ademas siempre contienen cierta actividad
transglucosidasa, la cual cataliza la reaccién reversa, que conduce a la polimerizacion de
la glucosa a maltosa (Byong, 2000).

2.2.3 Alfaamilasa de Aspergillus oryzae

2.2.3.1 Caracteristicas

La a-amilasa de Aspergillus oryzae es una proteina monomérica que consiste de una sola
cadena polipepetidica de 478 aminoacidos con cuatro puentes disulfuro intracatenarios y
un peso molecular de 51.000-53.000 daltons. El contenido de residuos aminoacidicos
alcalinos es bajo y por lo tanto determina la naturaleza 4cida de esta proteina. Debido a
su caracter de metalo-enzima. la a-amilasa de Aspergillus oryzae mantiene unidos 10
atomos de calcio por molécula; sin embargo, solo un atomo de calcio se encuentra
fuertemente unido y es esencial para la actividad catalitica. La molécula esta compuesta
por un dominio mayor que contiene el sitio activo y un dominio C-terminal de menor
tamafo, ambos dominios se encuentran unidos por una sola cadena polipeptidica
(Terebiznik, 1989).

En el genoma de Aspergillus oryzae se han encontrado tres copias idénticas del gen que
codifica para a-amilasa. Dado que Aspergillus oryzae no produce isoenzimas de a-
amilasa. la existencia de genes multiples es asociada con la posibilidad de incrementar la
cantidad de enzima sintetizada (Terebiznik, 1989).

La a-amilasa de Aspergillus oryzae hidroliza completamente la amilosa a maltosa y
glucosa. Los sustratos que presentan enlaces a-1,6 son hidrolizados menos
exhaustivamente rindiendo maltosa. glucosa y dextn'nas limites que contienen al punto de
ramificaciéon y aproximadamente cuatro residuos de glucosa a-1.4. El accionar de la
enzima sobre maltooligosacariodos es a través de ataques repetitivos cuya efectividad es
funcién del tamafio del sustrato. Esta enzima actia sobre ciclodextrinas linealizandolas
con un corte y luego degradandolas a oligosacaridos mas pequefios. En presencia de
concentraciones de sustrato elevado ha sido comprobado que la a amilasa de Aspergillus
oryzae cataliza reacciones de transglicosilacién (Terebiznik, 1989).

2.2.3.2 Antecedentes de la amilasa

Las enzimas o y B-amilasa han sido utilizadas en otros procesos y en otras matrices
alimentarias, a continuacién, se mencionan algunos ejemplos del empleo de estas. Se
empleo o amilasa en la elaboracion de una bebida vegetal a base de harina de arroz
hidrolizada (Beltran, 2010), se determino la concentracion de o y B-amilasa para la
produccion de etanol a partir de almidén de cebada (Espitia, 2009), ha sido utilizada en
procesos de hidrdlisis de almidén de yuca (Pefa et al., 2009), en almidén de banano para
la obtencion de jarabe de glucosa (Rodriguez, 2001), en la fermentacién acido lactica de
Camote (Proafio, 2013), en la elaboraciéon de pan con sustitucién parcial de harina de
papa (Pulloquinga, 2011), para la elaboracién de edulcorantes a partir de almidones
(Nolivos, 2011), en pan tipo muffin elaborado con diferentes tipos de harina de trigo
(Ronquillo, 2012), en harina integral de Arracacha para la elaboracién de una bebida
natural energética y vitaminica (Egusquiza, 2015)

18



Marco tedrico y estado del arte

2.3 PROCESO DE PRODUCCION DE ALCOHOL

2.3.1 SUSTRATO: MOSTO

Es la solucién en agua potable de carbohidratos, proteinas, sales minerales y demas
compuestos resultantes de la degradacion enzimatica del arroz, con o sin adjuntos, como
sorgo, trigo, etc., realizada mediante procesos tecnoldgicos adecuados.

2.3.2 Microorganismo (Saccharomyces cerevisiae)

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto que ha sido ampliamente
estudiado dada su importancia en la industria panadera y vitivinicola, asi como por su
capacidad de producir etanol. Este microorganismo muestra 5 fases de crecimiento bien
definidas cuando es cultivado en medios liquidos con glucosa como fuente de carbono: la
fase lag, la fase logaritmica, el cambio diaduxico, la fase postdiauxica y la fase
estacionaria. La fase lag es un periodo de adaptacion en el cual la célula se prepara para
dividirse (Folch y Covarrubias, 2004). Durante la fase logaritmica las células alcanzan su
maxima velocidad de duplicacion y llevan a cabo un metabolismo fermentativo del que se
produce etanol. Al disminuir la concentracion de glucosa, las células atraviesan por el
cambio diduxico, un periodo breve de tiempo en el cual no hay division, y la célula cambia
de un metabolismo fermentativo a uno respiratorio. En la fase postdiauxica las células
usan como fuente de carbono el etanol producido durante la fase logaritmica e
incrementan su resistencia al estrés gradualmente; en tanto que la fase estacionaria se
presenta cuando los nutrientes del medio se han agotado y no hay divisién celular. En
esta fase, las células acumulan carbohidratos de reserva como trehalosa y glucégeno,
alcanzan el maximo nivel de resistencia a estrés y su pared celular se vuelve mas gruesa
y resistente a la digestion por liticasa (Folch y Covarrubias, 2004).

2.3.2.1 Morfologia

S. cerevisiae tiene forma esférica, elipsoide u ovoide. Su tamafio varia con la edad de la
célula, pero generalmente oscila entre 4 y 14 micras. Puede vivir aislada o formando
colonias (Aguilar y Franyios, 2003).

llustracion 4. Coloracion de gram Saccharomyces cerevisiae

= Myco-LUUAL
Fuente: Aguilar y Franyios, 2003

La célula esta constituida aproximadamente por:
e P-glucanos (polisacérido) 40%
¢ Mananos (polisacarido) 40%
e Proteinas 8%
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e Lipidos (grasas) 7%
e Sustancias inorganicas 3%
e Hexosaminay quitina 2%

2.3.2.2 Reproduccion

Su reproduccion puede ser asexual por gemacién. Cuando las condiciones son adversas
la mayor parte de las levaduras pueden reproducirse sexualmente generando ascosporas
(Mesas y Alegre, 1999). Durante la gemacion, la célula hija inicia crecimiento formando
una yema en la célula madre, posteriormente ocurre la division nuclear, la sintesis de la
pared y finalmente la separacion de las dos células (White, 1995).

2.3.2.3 Requerimientos nutricionales

2.3.2.3.1 Fuente de carbono
Los compuestos carbonados son utilizados a la vez como fuente de energia y como
fuente de carbono por Saccharomyces cerevisiae ya que necesita D-azGcares como
hexosas, glucosa, fructosa, manosa, etc., porque los L-azlcares pueden ser considerados
no fermentables por esta levadura (Buitrago, 2007).

2.3.2.3.2 Fuente de nitrogeno

Este elemento es un constituyente importante en los medios de cultivo para promover el
crecimiento; ya que representa alrededor del 10% de peso seco de las levaduras, S.
cerevisiae es capaz de utilizar el nitrégeno en forma de ibn amonio. Los iones amonio
pueden ser aportados en el medio por el cloruro de amonio, el nitrato de amonio, fosfato
de amonio y sobretodo el sulfato de amonio que provee ademas una fuente de azufre
asimilable ((NH4)2S04). Otra fuente de nitrégeno son los aminoacidos, los dipéptidos,
tripéptidos, y la urea en asociacion con biotina y las bases puricas y pirimidicas (Buitrago,
2007).

2.3.2.3.3 Macro y micronutrientes
Entre otros macronutrientes necesarios para la célula se encuentra el Fasforo (P), azufre
(S), potasio (K), Magnesio (Mg), Calcio (Ca), sodio (Na) y el Hierro (Fe). Por su parte los
micronutrientes o elementos traza (Co, Mn, Zn), aunque se requieren en muy pequefias
cantidades son tan importantes como los macronutrientes para el funcionamiento celular
(Galvis, 2009).

2.3.2.3.4 Vitaminas
En cuanto a las vitaminas, suelen emplearse mezclas que incluyen biotina, tiamina,
inositol y 4cido pantoténico, esenciales para el desarrollo metabélico de la célula. Se ha
encontrado que cuando se tienen bajos niveles de tiamina, y elevadas concentraciones de
nitrégeno se genera un detenimiento de la fermentacion. Del mismo modo la ausencia de
procesos de la via metabdlica de la tiamina se asocian al incremento de sulfuro de
hidrogeno dentro de la fermentacion (Acosta, 2012).
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2.3.2.4 Requerimientos ambientales

El crecimiento y actividades de los microorganismos se ven muy afectadas por las
condiciones fisicas y quimicas del medio en el que se desarrollan. Entre los factores de
mayor relevancia se encuentran la temperatura, el pH, la disponibilidad de agua y de
oxigeno, entre otros.

2.3.2.4.1 Temperatura
Las altas temperaturas ocasionan una disminucion de la biomasa, producto de un
descenso en el contenido de proteinas, RNA; DNA y aminoéacidos libres e induce a la
rigidez de la membrana celular. Temperaturas muy bajas provocan un estado de latencia
en la célula, deteniendo su desarrollo (Tomasso, 2004).

2.3.2.4.2 Oxigeno
Los requerimientos de oxigeno para la reproduccién y para la fermentacion son diferentes,
mientras para la reproduccidon se necesitan grandes cantidades de oxigeno para la
produccion de células hijas y para la sintesis de acidos grasos que seran los responsables
de la resistencia a grandes concentraciones de etanol; la fermentacion se realiza en
condiciones anaerobias pues la produccion de etanol necesita de ausencia de oxigeno
(Ward, 1991).

2.3.243 pH
El pH 6ptimo en el cual se desarrollan mejor los microorganismos, esta entre 4 y 5. Las
levaduras tienen la ventaja de que soportan, medios mas acidos, que otros
microorganismos, lo que es aprovechado en los procesos industriales para mantener el
medio controlado de bacterias que puedan competir por el substrato (Beltran et al., 2002).

2.3.2.5 Metabolismo

2.3.25.1 Azucares

Las levaduras son consideradas microorganismos anaerobios facultativos, ellos son
capaces de crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno, cuando el oxigeno es suficiente y
el sustrato esta lo suficientemente diluido, ellas consumen los azlcares para el
crecimiento de las células y para su reproduccién; en cambio cuando el oxigeno es
reducido y los niveles de glucosa exceden 0.1% p/v, ocurre el proceso de fermentacion. S.
cerevisie usa la via glicolitica 0 Embden- Meyerof-Parnas para metabolizar las moléculas
de azlcar y obtener la energia necesaria para su supervivencia. Cuando la levadura
encuentra las condiciones necesarias para la produccién de etanol, el piruvato es
descarboxilado y convertido en Acetaldehido, el cual tras la adicion de hidrogeno se
transforma en etanol (Santander, 2006).

2.3.2.5.2 Nitrégeno
Este elemento es un constituyente importante en los medios de cultivos para promover el
crecimiento, ya que esta representado en un 10% del peso de las levaduras.
Saccharomyces cerevisiae es capaz de utilizar este elemento en forma de ién amonio.
Estos iones pueden ser aportados por el cloruro de amonio, nitrato de amonio, fosfato de
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amonio y el sulfato de amonio. Otra fuente de amonio son los aminoacidos, dipéptidos,
tripéptidos y la urea (Restrepo, 2012).

2.3.25.3 Fosforo
Es esencial para el crecimiento, regula la sintesis de los lipidos y los carbohidratos y
mantiene la integridad de la pared celular. El fésforo es asimilado por la célula en forma
de ion fosfato. La fuente de fésforo en el medio de cultivo estd constituida por el
dihidrogenofosfato de potasio o por el dihidrogenofosfato de sodio (Restrepo, 2012).

2.3.3 Fermentacioén

Una fermentacion es una reaccioén de oxidacién-reduccion interna equilibrada en la que
algunos atomos se reducen mientras otros se oxidan, y la energia se produce por
fosforilacion a nivel de sustrato. Una ruta bioquimica muy usada para la fermentacion de
la glucosa es la glucdlisis, también denominada via de Embden- Meyerhof. La
fermentacion anaerdbica constituye el tipo mas sencillo y primitivo de mecanismo
biolégico que permite la obtencion de energia de las moléculas nutritivas, mediante
reacciones de oxidacién y reduccion. En este proceso, el etanol es una molécula
relativamente reducida que se produce junto con el CO; que es una molécula
relativamente oxidada (Ktosowski et al., 2006).

Los microorganismos utilizan como sustrato los hidratos de carbono (principalmente
azlcares como la glucosa) presentes en el medio para transformarlos en etanol, diéxido
de carbono y energia en forma de ATP. La produccion de etanol se lleva a cabo a través
de la via glucolitica, que en su forma mas simple, se puede expresar de la siguiente
forma:

CsH1206 + 2 Pi + 2 ADP — 2 CH3-CH,OH + 2 CO, + 2 ATP + 25.5 kcal

Las levaduras también pueden crecer al mismo tiempo que producir otros metabolitos,
como por ejemplo &cido lactico, glicerol y acido succinico, aunque en cantidades
relativamente pequefias. Durante el metabolismo de las levaduras se producen
principalmente aldehidos, ésteres y alcoholes secundarios o superiores, de gran
importancia en las propiedades organolépticas de la cerveza. Estos compuestos derivan
de los oxo-acidos, los cuales son producidos o bien por el metabolismo de los
carbohidratos (4cido pirGvico o 4cido oxoglutarico) o por aminodcidos por transaminacion
con un oxo-acido ya existente (Suarez, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Sustituir el Aspergillus oryzae por las enzimas alfa y glucoamilasa en la elaboracién de
Sake como alternativa en la produccion de etanol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elaborar sake sustituyendo el Aspergillus oryzae por las enzimas alfa y
glucoamilasa durante la inoculacion.

e Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del sake obtenido con uno
comercial.
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4. MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se hace la descripcion de la metodologia seguida para darle cumplimiento
a los objetivos planteados, esta esta dividida en tres partes, primeramente se encuentra el
proceso de elaboracion del Sake donde se sustituye el Aspergillus Oryzae por las
enzimas alfa y glucoamilasa, seguidamente se encuentran las pruebas correspondientes
al analisis fisicoquimico del Sake obtenido y de la muestra control a utilizar y finalmente el
andlisis sensorial donde se compara el Sake elaborado con una muestra control.

4.1 PROCESO DE ELABORACION DEL SAKE

En esta etapa se describen todas las actividades realizadas para la elaboracion del Sake,
desde la recepcion de la materia prima hasta el embotellado y almacenamiento del
producto terminado.

4.1.1 Descripcion de las materias primas
Se recepciono el arroz, agua, enzima alfa amilasa, enzima glucoamilasa y levadura S.
cerevisiae.

4.1.1.1 Arroz

Se utilizé arroz comercial marca Arroz Gelves Cristal, el cual es un arroz que contiene del
75% a 85% de grano partidos y es pulido. El pulido es importante al momento de elaborar
este licor debido a que las capas externas del arroz contienen grandes cantidades de
grasas, minerales y proteinas que son perjudiciales para el sabor del Sake.

4.1.1.2 Agua

El agua utilizada para la elaboracién del Sake es agua potable del acueducto de la ciudad
de pamplona Norte de Santander la cual se le realizé un hervido con el fin de eliminar
microorganismos presentes y sustancias que puedan alterar las caracteristicas finales del
licor.

4.1.1.3 Enzimas

HT 1000A y GLUCOAMILASA TECNICA son enzimas comerciales de Proenzimas S.A'y
Food Chem Andina respectivamente, las cuales fueron utilizadas para el mejoramiento del
proceso hidrolitico del almidéon de arroz. HT 1000A es una alfa-amilasa bacterial
termoestable la cual hidroliza rapidamente las uniones alfa D -1,4 de los enlaces
glucosidicos del almidon para producir dextrinas solubles y reducir la viscosidad del
almidon gelatinizado. Las condiciones recomendadas de licuefaccion son temperatura de
50 - 90 °C con un optimo de 70°C y un pH entre 5.0 - 8.5 con un optimo de 6.5.

La Glucoamilasa hidroliza tanto las ramificaciones alfa D-1,6 como los enlaces poliméricos
alfa-D-1,4 del almidén obteniéndose como producto final sélo glucosa. Exhibe excelente
estabilidad a un pH 4.5 y a una temperatura de 60°C. Estas enzimas cumplen con los
estandares de calidad de la FAO / OMS y el Codex para alimentos y productos quimicos.
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4.1.1.4 Levadura

La levadura utilizada para la fermentacion alcohdlica fue la Saccharomyces cerevisiae de
la casa comercial Levapan en una presentacion de levadura fresca, siendo adicionado 5g
de levadura por litro de mosto.

4.1.2 Preparacion del mosto

Para la elaboracién del mosto se partié del arroz el cual previamente se lavo con agua
potable para eliminar residuos o pequefias suciedades, los granos ya limpios fueron
cocidos en proporcion arroz agua 1:2 y posteriormente licuados. Se prepararon tres
mostos de 20 Litros cada uno con diferentes concentraciones de arroz 11%, 22% y 33% y
el restante agua.

4.1.3 Cinética enzimética sobre la hidrélisis del almidon

Inicialmente se determino cuanto almidén contenia cada uno de los mostos por el método
de colorimetria segun lo descrito por (Ortiz et al., 2015).

La cantidad de enzimas a-amilasa y glucoamilasa adicionada al mosto fue de acuerdo a lo
indicado en la ficha técnica, el proceso de hidrolisis del almidén se realizo en dos etapas,
en la primera o licuefaccion se afiadié la alfa amilasa termoestable durante 2 horas a 70°C
y pH de 6.5, y para la sacarificaciéon se afiadié la Glucoamilasa a 60°C, pH de 4.5 durante
40 horas.

Durante la etapa de licuefaccion se determino cada 30 minutos el porcentaje de almidén
presente en cada mosto por el método de espectrofotometria segun lo descrito por (Ortiz
et al., 2015). Durante la sacarificacion se determino cada 12 horas el porcentaje de
glucosa por el método Miller segin lo descrito por (Avila et al., 2012) y grados Brix
siguiendo el procedimiento descrito en la GTC 4.

4.1.4 Ajuste del mosto

Al mosto elaborado se le proporcionaron las condiciones adecuadas realizando una
acidificacion con acido lactico hasta alcanzar un pH de 4.2 — 4.7 segun lo especificado en
la Guia integral del Sake Japonés parte 2.

4.1.5 Fermentacion

Se adiciona 5g de levadura por cada litro de mosto. Para realizar la activacién de la
levadura, se peso la debida cantidad de esta y se mezcl6 con agua a 35°C y se llevé a
incubacién. Una vez activada la levadura se agreg6 al mosto y este se dejo fermentar en
un rango de temperatura de 22°C -26°C por un tiempo de tres a cuatro semanas o hasta
producir el contenido de alcohol deseado,15%.

Durante la fermentacién se realizo seguimiento del contenido de alcohol, grados Brix, pH,
y acidez expresada en porcentaje de acido lactico siguiendo la metodologia descrita en la
GTC 4. La toma de muestras se realiz6 cada tres dias hasta obtener el contenido de
alcohol deseado (15%) o hasta el punto en que no se presento variacion en este.
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4.1.6 Sedimentacion

En la primera filtracion, quedo cierta turbidez, por lo tanto, el liquido se dejo reposar a baja
temperatura para que la turbidez se precipitara como sedimento y la parte transparente
obtenida se transfirié a otro tanque.

4.1.7 Clarificacién

Con el fin de eliminar la mayor cantidad de particulas suspendidas que causan
enturbiamiento en el Sake se realiz6 una clarificacion con bentonita donde se adicionaron
2 gr por cada litro de mosto.

4.1.8 Ajuste de alcohol

El contenido de alcohol del Sake elaborado fue ajustado a 15% v/v realizando destilacién
de una fraccion del licor con el fin de darle caracteristicas similares al las del Sake
comercial.

4.1.9 Embotellado
El sake obtenido se empaco en botellas de vidrio color ambar previamente lavadas y
esterilizadas hasta su uso en las pruebas fisicoquimicas y sensoriales.

4.1.10 Almacenamiento
El almacenamiento se realizé a temperatura ambiente(18-22°C) segun lo especificado en
la Guia integral del Sake Japonés parte 2.

4.2 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL SAKE

Se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas por triplicado al Sake elaborado con la
sustitucion por la enzimas y a una muestra control de Sake adquirido comercialmente con
el fin de hacer finalmente una comparacion entre estos dos.

4.2.1 Color por coordenadas CIEL*a*b*
Se tomd el color con el colorimetro X-rite colocando 15 mL de licor en una caja Petri y
haciendo la lectura directa de las coordenadas L*, a* y b* Segun (Lopez et al., 2010)

422 pH
El pH se midié6 mediante el uso de un medidor de pH (Mettler TOLEDO) en un volumen de
100 ml de muestra siguiendo el procedimiento descrito en la NTC 5114.

4.2.3 Acidez total

Se determiné mediante titulacién utilizando una muestra de 10cm? de licor y empleando el
sistema de electrodos vidrio-calomel, se titulo directamente con NaOH O,1 N hasta pH 8,2
segun lo descrito en la NTC 5114.

4.2.4 Porcentaje de alcohol

Consistié en destilar 100 cm® de Sake, mezclado con 50 cm? de agua. Se recoge el
destilado en una probeta de 100 cm3, se introduce el alcoholimetro y se lee directamente
el porcentaje de alcohol a 20°C, segun lo descrito en la guia técnica Colombiana GTC 4.
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4.2.5 Turbidez

Consiste en comparar con patrones de turbidez de formazina, una muestra de licor a
temperatura determinada y expresar su turbidez en unidades FTU (unidades de turbidez
de formazina). Se adiciono la muestra de licor a 20°C en una cubeta del turbidimetro y se
determino la turbidez, también se midi6 un patron de 100 FTU como referencia, esto
segun lo descrito en la guia técnica Colombiana GTC 4.

RxS
100

Turbidez en FTU =

Donde:
R = Lectura del nefelémetro (escala 0 a 100)
S = Unidades de turbidez del patron para graduar el 100 de aparato

4.2.6 Gravedad especifica

Empleando un picnémetro, se comparo el peso de un volumen determinado de licor, con
el peso del mismo volumen de agua a la temperatura de 20/20°C, segln la guia técnica
Colombiana GTC 4.

Gravedad especifica a 20/20°C = %

Donde:

Po = peso del picnébmetro vacio.

Pe = peso del pichdbmetro con la muestra de licor

Pa = peso del picnémetro con agua.

4.2.7 Grados brix
La determinacion de grados °Brix se midié con un refractometro digital REICHERT AR
200, calibrado a 20 £ 2 °C, registrandose la lectura en escala de °Brix (Rios et al., 2016).

4.2.8 Azucares reductores

La determinacién de azucares reductores se realizo por el método de Miller utilizando una
curva de calibracion absorbancia en funcion de concentracién. Para obtener esta curva se
prepararon soluciones de 200-1000 mg/L, utilizando glucosa como estandar. A estas
soluciones se les aplico el método DNS y se leyé la absorbancia de cada una de ellas en
un espectrofotdmetro a una longitud de onda 540 nm. Una vez construida la curva patrén
se aplico el método DNS a cada una de las muestras, para lo cual se mezclo 0,5 mL de
cada una con 0,5 mL del reactivo DNS, se colocaron a ebullicién por 5 min en bafo de
maria e inmediatamente se detuvo la reaccion con bafio de aguay hielo.

Se reconstruyeron las muestras con 5 mL de agua destilada, se agitaron, se dejaron en
reposo por 15 min, y se determino su absorbancia a 540 nm. El mismo tratamiento se
realizo para el blanco con agua destilada. Leyendo la absorbancia de cada una de las
muestras en la curva patrén se determino la concentracion de azucares reductores segun
lo descrito por (Avila et al., 2012).
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4.3 ANALISIS SENSORIAL

Para esta evaluacion se conto con la participacién de un panel de catadores entrenados,
para ello, inicialmente fueron convocados los candidatos a jueces y se les aplico una
encuesta (Ver anexo 9.1) con el fin de obtener informacion preliminar sobre sus habitos
de consumo de bebidas alcohdlicas, interés y motivacion, conocimiento en la terminologia
de analisis sensorial y disponibilidad de tiempo para realizar el entrenamiento, de lo
anterior se seleccionaron 26 candidatos los cuales realizaron el entrenamiento en cada
uno de los atributos evaluados: fase visual, olfativa y gustativa.

La seleccion, entrenamiento y seguimiento de los evaluadores se realizo siguiendo lo
establecido por la norma técnica Colombiana NTC 4129, en donde se seleccionaron los
candidatos que presentaron un grado de acierto mayor o igual al 70% en sus resultados.
Finalmente, se estableci6 un grupo de 12 catadores entrenados, conformados por
estudiantes del programa ingenieria de alimentos de la Universidad de Pamplona para
realizar la evaluacion del perfil sensorial tanto en el sake elaborado sustituyendo el
Aspergillus Oryzae por las enzimas alfa y glucoamilasa como a una muestra control de
Sake adquirida comercialmente donde se tuvieron en cuenta la fase visual, olfativa y
gustativa de las muestras.

A continuacion, se describe el entrenamiento a emplear para evaluar sensorialmente la
sustitucion del Aspergillus Oryzae por las enzimas alfa y glucoamilasa.

4.3.1 Planteamiento para el entrenamiento de jueces
Para obtener un panel de jueces capaz de determinar diferencias en los atributos a
evaluar en el Sake se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones:

4.3.1.1 Requerimientos generales

- Area de debate para llevar a cabo el entrenamiento y ejecucion del analisis sensorial
del Sake.

- Area de preparacion de muestras, con el fin de evitar el error de expectacion en los
jueces.

- Utensilios como: Refrigerador, copas para vino estilo Bordeaux, carro para transportar
las muestras.

4.3.1.2 Seleccidn y adiestramiento.

Se llevo a cabo por medio de los siguientes pasos:

- Preseleccién del panel por medio del formato de seleccion (Anexo 9.1)

- Presentacion de la terminologia y de los métodos a emplear.

- Introduccién al método de evaluacién (ejecucién del entrenamiento mediante la
aplicacion de pruebas descriptivas con escala estructurada de acuerdo a cada
propiedad evaluada).

- Seleccién del panel a evaluar la sustitucion del Aspergillus Oryzae por las enzimas
alfa y glucoamilasa (solo se tuvieron en cuenta aquellos jueces que obtuvieron un
porcentaje de acierto en las pruebas de adiestramiento igual o superior al 70% por
cada uno de los atributos evaluados).
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4.3.2 Terminologiay métodos a emplear

Todas las pruebas a realizar se llevaron a cabo por medio de una prueba descriptiva de
escala estructurada de cinco puntos con el fin de que los jueces se entrenaran en
diferenciar las intensidades de cada uno de los atributos a evaluar y de esta manera
poder seleccionarlos segun la destreza presentada en las valoraciones.

4.3.2.1 Fase visual

4.3.2.1.1 Color/tono
El color es la sensacién inducida por la estimulacion de la retina por rayos luminosos de
diferentes longitudes de onda, en el caso del Sake la variacién de colores va desde
incoloro hasta dorado y ambar oscuro, es por ello que para el andlisis se les presento a
los jueces tres muestras de vino con coloraciones diferentes codificadas aleatoriamente y
se les pidi6 que evaluaran segun su grado de percepcion en la escala estructurada de
cinco puntos, siendol incoloro y 5 coloraciones amarillas (Anexo 9.2).

4.3.2.1.2 Transparencia

La transparencia, se puede definir como la propiedad que presentan algunos cuerpos de
poder dejar ver las imagenes a su través. La mayoria de las variedades de sake son
transparentes. Con excepcién del denominado sake no filtrado, que se caracteriza por su
apariencia turbia, la turbidez en un sake embotellado es un indicio de que no ha sido
filtrado debidamente.

Se presento a los jueces 3 muestras de vino codificadas aleatoriamente las cuales
presentan diferentes grados de transparencia, se les pidi6 a los jueces que evaluaran
segun su grado de percepciéon en la escala estructurada de cinco puntos, siendo 1
transparente y 5 apagado (Anexo 9.2).

4.3.2.2 Fase olfativa

4.3.2.2.1 Aroma a frutas

El Sake es rico en aromas que evocan las frutas de arboles frutales, tales como la
manzana y la pera, o frutas tropicales, tales como el platano y el melén. EI aroma
proviene de los ésteres producidos por la levadura durante el proceso de fermentacion y
es analogo al aroma secundario del vino.

Se presento a los jueces tres muestras de esencia de manzana con diferente intensidad
en el aroma codificadas aleatoriamente y se les pidi6 a los jueces que evaluaran su grado
de percepcién en la escala estructurada de cinco puntos, siendol indetectable y 5 fuerte
(Anexo 9.2).

4.3.2.2.2 Aroma a caramelo
Como el sake contiene grandes cantidades de aminoacidos y azlcares, el mismo
adquiere el color y aroma a dulce quemado debido a la reaccién de Maillard durante su
elaboracion. Esto varia desde un aroma a miel a un aroma que se asemeja al de la salsa
de soya, azucar morena o fruta seca.
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Se presento a los jueces tres muestras de esencia de caramelo con diferente intensidad
en el aroma codificadas aleatoriamente y se les pidi6 a los jueces que evaluaran su grado
de percepcién en la escala estructurada de cinco puntos, siendol indetectable y 5 fuerte
(Anexo 9.2).

4.3.2.3 Fase gustativa

4.3.2.3.1 Dulzor

El equilibrio de los azucares y acidos determina si el sabor del sake es dulce o seco. Si se
aumenta su acidez, esto reducird el sabor dulce del sake aun cuando la cantidad de
azucar siga siendo la misma

Se le presento a los jueces tres muestras de soluciones de sacarosa a diferentes
concentraciones codificadas aleatoriamente y se les pidié que evaluaran este atributo
segun su grado de percepcion en la escala estructurada de cinco puntos, siendo 1 seco y
5 dulce (Anexo 9.2).

4.3.2.3.2 Cuerpo
El cuerpo es definido como el volumen que presenta el licor y se debe a su graduacion
alcohdlica. Es el grado de intensidad de las sensaciones en boca, hace referencia a la
"consistencia”, a la "densidad" del licor.
El nivel de azlcares y acidez afecta el cuerpo del sake. El sake con alto contenido de
azlcares y acidos se considera como rico o denso. Los aminoacidos y péptidos también
contribuyen a ello, y su alto nivel resulta en un sake robusto.
Se le presento a los jueces tres muestras de vino con cuerpo diferentes, las muestras
fueron codificadas aleatoriamente y se les pidié que evaluaran este atributo seguin su
grado de percepcién en la escala estructurada de cinco puntos, siendo 1 aguado y 5
denso (Anexo 9.2).

4.3.2.3.3 Acabado/Regusto

En un sake de alta calidad, independientemente de si es dulce o seco, denso o ligero, se
espera que su sabor desaparezca rapidamente después que deja la boca. Esto se
denomina kire. A diferencia del vino, un acabado o regusto largo no se considera como
una caracteristica deseable del sake.

Se le presento a los jueces tres muestras de vino con acabado persistente, regular y fino,
las muestras fueron codificadas aleatoriamente y se les pidié que evallen este atributo
segun su grado de percepcion en la escala estructurada de cinco puntos, siendol
persistente y 5 fino (Anexo 9.2).

4.3.2.3.4 Acidez
La acidez en el sake esta marcada por la produccion de acido lactico antes del proceso de
fermentacion, esta es de gran utilidad para acabar con la microflora salvaje que crece
durante la elaboracién del mosto y para la generacion de metabolitos secundarios que
contribuyen al sabor del saké.
Se le presento a los jueces tres muestras de soluciones de acido lactico a diferentes
concentraciones, las muestras fueron codificadas aleatoriamente y se les pidid que
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evallien este atributo segun su grado de percepcién en la escala estructurada de cinco
puntos, siendo 1 indetectable y 5 fuerte (Anexo 9.2).

4.3.2.3.5 Amargor
El amargor no es uno de los rasgos deseable en muchas variedades de sake, pero es una
de las caracteristicas que imparte su complejidad al sake cuando ha sido afiejado.
Se le presento a los jueces tres muestras de vino con diferentes grados de amargor, las
muestras fueron codificadas aleatoriamente y se les pidié que evallen este atributo segun
su grado de percepcion en la escala estructurada de cinco puntos, siendo 1 indetectable y
5 fuerte (Anexo 9.2).

4.3.3 Ejecucién del andlisis sensorial al Sake

Una vez finalizado el entrenamiento de jueces se procedié a realizar el analisis sensorial
al Sake elaborado sustituyendo el Aspergillus Oryzae por las enzimas alfa y glucoamilasa
como a la muestra control obtenida comercialmente (Anexo 9.2).

4.3.4 Andlisis de datos

Los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente con el fin de determinar si la
sustitucion del Aspergillus Oryzae por las enzimas alfa y glucoamilasa influye
significativamente sobre las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del Sake. Para
ello se realizé un analisis de comparacion ANOVA multifactorial con nivel de significancia
del 95% vy se utilizé el software estadistico IBM SPSS Statistics version 21.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos del proceso de elaboracion del
Sake, andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas y andlisis sensorial del licor obtenido.

5.1 PROCESO DE ELABORACION DEL SAKE

Para la elaboracion de los mostos se partid del arroz como materia principal, el arroz
utilizado fue arroz cristal cominmente conocido como arrocillo. La cantidad de arroz
empleado para las concentraciones de 11%, 22% y 33% fue de 2200g, 4400g y 6600g
respectivamente para soluciones de 20 L de mosto.

5.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas del arroz

La tabla 3 muestra la composicion quimica del arrocillo (Arroz Cristal) utilizado como
materia prima principal en el presente trabajo de investigacion. El contenido de humedad
obtenido fue del 10,6% y el contenido de almidén 83,67% los cuales estan dentro de los
rangos reportados por (Lebén.,1997) que son de 10 a 13% de humedad y de 74,01 a
85,70% para el contenido de almidén; mientras que el contenido de cenizas obtenido
0,92% es superior a lo reportado que es de 0,58 a 0,67%.

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas del arrocillo

Parametro Resultado
Almidon (%) 83,67 + 2,47
Humedad (%) 10,6 + 0,3
Cenizas (%) 0,92+0,1

Fuente: Autor

De las caracteristicas analizadas anteriormente, la mas importante es el contenido de
almidon debido a que la concentracion de sustrato es un factor critico en la liberacion de
azlcares reductores. A mayor concentracién de sustrato la disponibilidad de azlcares
reductores para la levadura se incrementa. De lo anterior, se considera al arrocillo como
sustrato manejable para la levadura y su fermentacion y por lo tanto para la produccién de
etanol.

5.1.2 Hidrdlisis enzimatica del almidon de arrocillo.

Previamente a la preparacion de los mostos se realizaron ensayos con el fin de
determinar el tiempo optimo de accién de las enzimas. Para determinar la concentracion
de almidén presente en cada una de las soluciones de arroz y su licuefaccion se realiz6 la
curva patrén del almidén (figura 1), mientras que para la sacarificacion con la
glucoamilasa se realizo curva patron de azucares reductores presentada en la figura 3.

5.1.2.1 licuefaccién del almidén

En figura 1 se muestra la curva patrén de almidon elaborada a partir de concentraciones
de sustrato de 0 a 500 ppm, obteniéndose una ecuacion lineal (Ec 1) para determinar
posteriormente el porcentaje de almidon hidrolizado, en donde se puede observar una
representacion de los datos experimentales de un 99,88%.
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Y=105,4 X +1,7443 (Ec 1)
Donde
X = Absorbancia
Y = Concentracion de almidén en ppm

Figura 1. Curva patron de almidén
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Fuente: Autor

Para la etapa de licuefaccion se utilizo la alfa amilasa comercial HT 1000A en
concentracion de 0,3% con base al porcentaje de almiddén presente en cada una de las
soluciones de 11%, 22% y 33% de arroz. Inicialmente las muestras presentaron un pH de
6,5 + 0,2 por lo tanto no fue necesario hacer ajuste con acido lactico ya que estaban
dentro del rango optimo de accién estipulado en la ficha técnica (anexo 9.3) para la
enzima (6,0 — 8,0).

En la figura 2 se presenta el comportamiento de la enzima durante la licuefaccion del
almidon analizado cada 20 minutos en un rango de tiempo de 120 minutos. Se observa
gue el tiempo 6ptimo de accién de la enzima es de 40 minutos, a partir de alli la hidrélisis
del almidén no presenta mayores variaciones y tiende a ser constante en el tiempo
concordando con lo reportado por Rega en el 2015, quien afirma que la mayor influencia
de la enzima ocurre en la primera hora de su accién y va disminuyendo su velocidad en la
segunda hora. Al parecer porque se han convertido la mayoria de los enlaces a-1,4.
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Figura 2. Hidrdlisis del almidon en funcion del tiempo.
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Inicialmente la muestra de 11% de arroz partié de 4,5% de almiddn y finalizo en 1,78% es
decir se hidrolizo 2,72% de almidon. Mientras que para la muestra de 22% de arroz el
porcentaje de hidrdlisis fue de 7,39% y para la del 33% de arroz fue de 12,23%. A mayor
concentracion de arroz mayor disponibilidad de almidén y por lo tanto se presenta un
mayor porcentaje de hidrolisis.

En este sentido la enzima alfa amilasa con respecto a la concentracion de almidén
presenta un actividad de desdoblamiento de un 41,82% + 2,1 para las tres
concentraciones de almidon en los sustratos.

5.1.2.2 Sacarificacion del almidon

La curva patrén de azucares reductores presentada en la figura 3 y elaborada a partir de
concentraciones de glucosa de 0 a 1000 ppm se obtuvo la ecuacion lineal (Ec 2) para
determinar posteriormente el porcentaje de azlcares reductores en la etapa de
sacarificacion. Esta ecuacion representa el 99,84% de los datos experimentales lo cual
indica que puede predecir satisfactoriamente la concentracion de azucares reductores.

Y=477,92 X - 3,1685 (Ec 2)
Donde

X = Absorbancia
Y = Concentracién de glucosa en ppm
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Figura 3. Curva patron azucares reductores
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Fuente: Autor

En la sacarificacién de los almidones se utilizo un 1 mg/g (enzima/almidén) y se requirié
realizar el ajuste del pH con acido lactico a 4,5 y temperatura de 60°C segun la ficha
técnica (anexo 9.4) para el optimo funcionamiento de la enzima. La sacarificacion del

almidon presente en cada una de las muestras de 11%, 22% y 33% de arroz se presenta
en la figura 4.

Figura 4. Concentracién de azlcares reductores en funcién del tiempo
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En el proceso de sacarificacion se observa que la hidrélisis se efectia de manera
proporcional a lo largo de las 48 horas de andlisis. Como es de esperarse a mayor
concentracion de sustrato mayor concentracion de azucares reductores. En este tiempo
para la muestra de 11% de arroz se obtiene 2,91% de azUcares reductores, mientras que,
para la de 22% de arroz se obtiene 5,47% y para la del 33% de arroz un 7,58% de
azucares. En el proceso de sacarificacion de arrocillo utilizando un 20% de sustrato y una
relacion enzima / sustrato de 1,87 mg/g (Leon., 1997) obtuvo un aumento de azUcares
reductores de 8,2% lo cual es similar a lo obtenido en la muestra de 33% de arroz que fue
de 7,58% de azucares teniendo en cuenta que la relacién enzima/sustrato utilizada fue
inferior y que las marcas de enzimas empleadas son diferentes.

En términos generales en cuanto al proceso de licuefaccion y sacarificacion se puede
indicar que la conversion de almidon a azucares reductores fue de un 64,7% para el
sustrato del 11% de arroz y del 42,7% y 34,9% para los sustratos de 22% y 33% de
almidon respectivamente.

En cuanto a la evolucion de los grados Brix como parametro comunmente representativo
en la fermentacién obtenido en la etapa de sacarificacion (figura 5), se observa que la
muestra de 11% de arroz incrementa 5 grados en el trascurso de las 48 horas, mientras
gue las muestras de 22% y 33% incrementan 8 grados Brix. Segun estos resultados a
mayor concentracion de arroz hay mas concentracion de almidon y por lo tanto en esta
etapa de sacarificacion se ve evidenciado en el incremento de los azucares reductores y
por ende de los grados brix.

Figura 5. Evolucién de los grados brix durante la sacarificacion
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Fuente: Autor
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5.1.3 Preparacion de los mostos

Para la elaboracién de los mostos el arroz previamente hidratado fue llevado a ebullicion
con el fin de gelificar el almidén siendo la relacion de arroz agua de 1:2. Este proceso es
requerido para que la enzima alfa amilasa tuviese mayor disponibilidad del sustrato y
reaccionara de manera efectiva. El arroz gelificado se licuo con agua potable y cada
mosto fue ajustado a un volumen total de 20 litros. En la tabla 4 se presenta las
cantidades utilizadas para la elaboracion de cada uno de los mostos.

Tabla 4. Cantidades utilizadas en la elaboracién de 20 Litros de mosto.

Concentracion de Arroz Agua para la Agua adicionada
arroz (Kg) coccion para ajustar el
(Litros) mosto
(Litros)
11% 2,2 4,6 13,5
22% 4,4 9,4 7,6
33% 6,6 14,1 3,4

Fuente: Autor

5.1.4 Hidrélisis enzimatica de los mostos

Una vez realizado los ensayos pertinentes a la hidrélisis enzimatica del arroz con el fin de
obtener azucares fermentables se continuo con la elaboracidon de los mostos para la
obtencion del Sake.

5.1.4.1 Licuefaccion del almidén en los mostos

La funcién de la alfa amilasa es actuar como licuante del almidén, es decir rompe los
enlaces glucosidicos transformandolos en moléculas mas pequefias como son los
oligosacéridos, a su vez de que debido a su rapida accion disminuye visiblemente la
viscosidad de las soluciones de almidén (Espitia., 2009).

La licuefaccion con los mostos estandarizados en pH y porcentaje de arroz fue realizada
durante un tiempo de 60 minutos obteniéndose los resultados que se presentan en la
figura 6, en donde se puede observar que a mayor concentracion de arroz hay una mayor
hidrélisis del mismo. En el mosto de 11% de arroz se hidrolizo un 1,51% de arroz,
mientras que para el mosto de 22% se hidrolizo un 5,1% y para el mosto de 33% un
12,8% de almiddn. Estos resultados son similares a los obtenidos en el apartado 5.1.2,
indicando asi que la alfa amilasa utilizada actta similar cuando se hace un escalamiento.
El porcentaje remanente de almidon no hidrolizado puede ser debido a los diferentes
componentes del arroz como las proteinas y minerales que actian como inhibidores
enzimaticos no permitiendo la degradacion total del almidén.
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Figura 6. Licuefaccion del almidén de arroz en los mostos
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5.1.4.2 Sacarificacion de las dextrinas en los mostos

Para la etapa de sacarificacion se adiciono la glucoamilasa en concentracién 1 mg / g de
almidén presente en cada uno de los mostos a una temperatura de 60°C, pH de 4,5 por
un tiempo de 48 horas obteniéndose los resultados que se presentan en la figura 7.

Figura 7. Sacarificacion de las dextrinas en los mostos
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En la figura 7 se observa que a medida que aumenta la concentraciébn de arroz se
incrementa el porcentaje de azucares reductores. Para el mosto de 11% de arroz
aumento un 0,53% los azUcares, mientras que para el de 22% de arroz aumento 1,18% y
para el de 33% de arroz aumento 1,58%. Segun Sarikaya et al., (2000) la accioén
hidrolitica de las amilasas sobre el almidén de granos se lleva a cabo porque estas
enzimas erosionan la superficie del grano o digieren canales en puntos seleccionados en
la superficie hacia el centro del grano, permitiendo la difusion de la enzima hacia el
sustrato, la adsorcion de la enzima sobre el sustrato y el evento catalizador. En este
sentido se puede indicar que la alfa amilasa utilizada también actda en el proceso de
sacarificacion dejando poco porcentaje de dextrinas para que la glucoamilasa termine de
realizar la sacarificacion.

Teniendo en cuenta, que generalmente la accién de la a y glucoamilasa sobre el almidén
natural de los granos no es muy efectiva por que estos presentan una resistencia a la
digestion amilolitica (Sarikaya et al., 2000), se logro obtener un incremento en las
concentraciones de azUcares reductores. El poco incremento en el porcentaje de
azucares reductores para el mosto de 11% de arroz es debida a que hay una menor
cantidad de sustrato, por lo tanto, la tasa de reaccidon disminuye porque hay menos
lugares de reaccion disponibles para hidrolizar el almidén (Espitia., 2009) generandose un
limitante por escases de sustrato.

En cuanto a los solidos solubles representado en los grados brix (figura 8) se puede
visualizar que el porcentaje de arroz es proporcional a los grados brix obtenidos al final
del proceso de sacarificacion, por cuanto el mosto de 33% de arroz sera potencialmente
mas fermentable que los otros mostos ya que las levaduras tendran mayor disponibilidad
de azucares para la fermentacion alcohdlica.

Figura 8. Solidos solubles en el proceso de sacarificacion
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El incremento de los grados brix durante la sacarificacion es debido a la conversion del
almidén a azucares reductores que no son mas que monosacaridos como glucosa,
fructosa, galactosa, etc. y disacaridos como lactosa y maltosa (Oates., 1997). El
incremento de los grados brix es de manera proporcional con el incremento de los
azucares reductores, evidenciandose que a medida que aumenta la concentracién de
arroz en el mosto se obtiene mayor cantidad de grados brix tanto iniciales como finales.
Es importante indicar que si bien hay un incremento de los azucares reductores no
necesariamente debe compaginar con los solidos solubles ya que en los mostos a parte
de los azlcares reductores existen otros tipos de azucares que se evidencia en la
medicion de los solidos solubles.

5.1.5 Fermentacion de los mostos

En el proceso de fermentacion se adiciono 5g de levadura fresca previamente activada
por cada litro de mosto. El seguimiento se realizo cada tres dias obteniéndose que la
maxima producciéon de alcohol se dio en tres dias, ya para el dia sexto no habia
variaciones en la produccion de alcohol, poniéndose en manifiesto que la levadura actla
de forma rapida en la conversion de los azlUcares a alcohol. En este sentido en el
presente trabajo no es representativo realizar una evolucién del proceso de fermentacién
ya que como se dijo anteriormente para el dia 6 de andlisis el alcohol no se habia
incrementado, por ello, en la figura 9 se muestran los resultados finales de la evolucion
del alcohol al dia 3 durante la fermentacion.

Figura 9. Evolucion del % alcohol durante la fermentacion
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En la figura 10 se puede observar la evolucion de los grados brix en el proceso de
fermentacién, a mayor cantidad de arroz hay mayor cantidad de azlcares disponibles,
inicialmente el mosto de 11% de arroz parti6 de 4° Brix y en el transcurso de la
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fermentacion disminuyo a 2 °© Brix; para el mosto de 22% de arroz parti6 de 9° Brix y
disminuyo a 3° Brix consumiendo en el proceso 6 ° Brix y finalmente el mosto de 33% de
arroz que partié6 de 12° Brix se consumieron 7 ° Brix en el proceso. Por lo anterior, los
mostos donde la levadura tuvo disponible méas cantidad de azucares fue donde se obtuvo
mayor porcentaje de alcohol, que para este caso fueron los mostos de 22% y 33% con 5°
y 7° de alcohol respectivamente. En sintesis, en los mostos a medida que aumenta el
tiempo de fermentacion los grados brix tienden a disminuir, esto debido a que la levadura
utiliza los azucares disponibles como sustrato para la produccién de alcohol, lo cual se
corrobora con lo presentado en la figura 9 donde a medida que aumenta el tiempo de
fermentacién aumenta el porcentaje de alcohol.

Figura 10. Evolucion de los ° Brix durante la fermentacion
14

12 =

10

9 Brix

11% 22% 33%

INICIAL = FINAL

Fuente: Autor

En la evolucion del pH y la acidez expresada como porcentaje de acido lactico durante la
fermentaciébn se muestran en las figuras 11 y 12 respectivamente. Como ya se a
mencionado la evolucién solo obedece a tres dias por lo que se presenta valores iniciales
y finales de estos parametros.

Inicialmente el mosto de 22% presento un menor pH (4,56) y por lo tanto una mayor
acidez (0,09%), mientras que para los mostos de 22% y 33% el pH vario entre 4,61y 4,63
y el porcentaje de acidez fue menor (0,08%) en comparacién con el mosto de 22%. Al
finalizar la fermentacion el mosto que presento un mayor descenso en el pH y por lo tanto
presento mayor acidez fue el 33% con una disminucién de 1,34 en el pH y un aumento de
0,1% en la acidez total.
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Figura 11. Evolucion del pH durante la Figura 12. Evolucion de la acidez
fermentacion. durante la fermentacion
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La disminucién del pH en el proceso de fermentacion es debido a que en el mosto donde
hay una mayor cantidad de azucares disponibles se hace el medio ideal para la
reproduccion de la levadura y, por lo tanto, tiende a acidificarse debido a la produccién de
acido acético durante la fermentacion lo cual es natural en una fermentacion alcohdlica.

5.1.6 Sedimentacion y clarificacién

Para eliminar el almidén y residuos de levadura presente en los mostos se realizaron dos
sedimentaciones. En la primera sedimentacién se adiciono 2 gramos de bentonita por litro
de mosto y se dejo sedimentar por un periodo de 5 dias, mientras que para la segunda
sedimentacion ya que habia menor cantidad de particulas suspendidas se adiciono 1
gramo de Bentonita por litro de mosto dejandose sedimentar por un tiempo de 3 dias.

Las cantidades de sedimentos obtenidos en la clarificacién para cada mosto se presentan
a continuacién en la tabla 5. Se puede ver que al aumentar el porcentaje de arroz
aumenta el porcentaje de sedimentos con respecto a la cantidad de mosto elaborado (20

litros).

Tabla 5. Sedimentos obtenidos durante la clarificacion de los mostos.
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Mostos Sedimentos (kg) TOTAL Sedimentos
Primera clarificacién Segunda (Kg) (%)
clarificacion
11% 4,840 2,530 7,370 36,85
22% 6,950 3,617 10,567 52,84
33% 8,370 4,233 12,803 64,02

Fuente: Autor

En esta etapa se obtuvo mayor cantidad de sedimentos en el mosto de 33% debido a que
fue el de mayor concentracion de arroz y asi mismo fue el de menor rendimiento (35,98%)
en bebida clarificada, seguido del mosto de 22% con un rendimiento del 47,16% vy
finalmente el de 11% con el mayor rendimiento (63,15%).
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5.2 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS INICIALES DEL SAKE ELABORADO
En el presente apartado se presenta las caracteristicas fisicoquimicas de los Sakes
elaborados y de la muestra patrén (Sake comercial).

5.2.1 pHy acidez total

En la tabla 6 se puede observar el pH y porcentaje de acidez total (acido lactico) para
cada uno de los Sakes elaborados. El sake que presenta menor pH (3,30) y por lo tanto
una mayor acidez (0,18%) es el de 33% de arroz debido a la produccion de &cidos
organicos por las bacterias acido lacticas. Segun (Jianbo et al., 2008) la acidez total de
este tipo de licores es un indicio de que el pH general cambia debido a la produccion de
diversos acidos organicos por parte de los microbios, que es uno de los factores
relacionados con las propiedades de fermentacion.

Tabla 6. pH y acidez total del Sake elaborado

Muestras pH % Acidez total
11% 3,75+ 0,015 0,15 + 0,005
22% 3,44 + 0,025 0,17 + 0,005
33% 3,30 £ 0,049 0,18 + 0,005
Comercial 4,14 + 0,020 0,13 + 0,005
P-valor 0,000 0,000

n=3. Media + Desviacion estandar. P < 0,05. Letras iguales entre filas no existe diferencias
significativas.

Segun el nivel de significancia para los parametros pH y acidez total los Sake obtenidos
presentan diferencias significativas entre si y presentan diferencias con la muestra patron
(Sake comercial). La muestra de 33% de arroz presento el menor pH con 3,30 y la mayor
acidez con 0,18% mientras que el de 11% de arroz presento el mayor pH con 3,75 y la
menor acidez con 0,15%. Comparando los Sake obtenidos con la muestra patrén el que
MAs cerca se encuentra en estos parametros es el de 11% de arroz con una diferencia de
0,02% en la acidez total. Segun la guia integral del Sake Japonés el contenido de acidez
total de este licor debe estar comprendida entre 0,1 - 0,2 % por lo tanto todos los licores
elaborados cumplen con lo establecido, mientras que, para el pH en una investigacion
hecha por Jung et al., (2013) con diferentes variedades de arroz obtuvieron pH desde 3,4
a 4,5 similares a lo obtenido en la presente investigacion (3.3 a 4,1).

5.2.2 Color en escala CIEL*a*b* para el Sake

En la tabla 7 se presentan los resultados de la evaluacién de color de los Sake obtenidos
encontrandose que a medida que se aumenta la concentracion de arroz en el licor
aumentan las coordenadas L* a* y b*. Teniendo en cuenta las caracteristicas de color del
Sake comercial, en donde el proceso de elaboracion es tecnificado principalmente en lo
gue respecta a la filtracién, se presenta una mayor luminosidad la cual esta directamente
relacionada con las caracteristicas de traslucidez de esta bebida, asi como de las notas
verdosas (-a*) que esta presenta. Este color se ve influenciado conforme se aumenta el
porcentaje de arroz en el proceso de elaboracion, en donde a mayor concentracion de
esta materia prima, mayor luminosidad y tinciéon cromatica. Es decir, a mayor proporcion
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de arroz, la bebida obtenida se acerca mas a las caracteristicas de color del Sake

comercial.

Tabla 7. Color en escala CIEL*a*b* del Sake elaborado

Muestras L’ a’ b"
11% 48,27 +0,362 2 -1,38 £ 0,032 2 1,62+0,1632
22% 48,75+0,160 2 -1,50 + 0,020 ° 2,21 + 0,089 °
33% 50,81 +1,311° -1,52 +0,025° 2,81 +0,176°
Comercial 53,61 +0,430°¢ -1,67 £ 0,005 ¢ 3,56 + 0,056 ¢
p-valor 0,000 0,000 0,000

n=3. Media + Desviacion estandar. P < 0,05. Letras iguales entre filas no existe diferencias
significativas.

Los resultados estadisticos indicaron que para el sake elaborado con diferentes
porcentajes de arroz difieren significativamente. Al realizar la prueba post hot de las
diferencias minimas significativas (DMS), los Sake elaborados el de 11% y 22% de arroz
presentan los niveles mas bajo de luminosidad y no existen diferencias significativas entre
estos dos, pero si difieren del de 33% de arroz y de la muestra comercial siendo estos dos
tltimos los de mayor grado de luminosidad. En cuanto al parametro a* dio valores
negativos lo que representa coloraciones verdes en el licor observandose que no existe
diferencias significativas entre el licor de 22% y 33% de arroz, pero si existen diferencias
entre estos dos y la muestra de 11% de arroz y el comercial. Igualmente se presenta el
mismo comportamiento para el parametro b* que son tonalidades amarillas variando
desde 1,62 para la muestra de menor concentracion de arroz (11%) hasta 3,56 que es la
muestra comercial observandose que no hay diferencias significativas entre la muestra de
22% y 33% de arroz entre si, pero si existen diferencias entre estas y la muestras de 11%
de arroz y la muestra comercial.

5.2.3 Densidad y turbidez del Sake elaborado

La densidad es un parametro que indica los solidos solubles contenidos en la bebida, en
los resultados obtenidos (tabla 8) se evidencio un aumento de este parametro a medida
gue se incremento en porcentaje de arroz en cada uno de los licores; siendo el Sake
elaborado con el 33% de arroz el que presenta mayor densidad, teniendo mayor similitud
con la muestra comercial. En cuanto a la turbidez se observa que a mayor concentracion
de arroz hay mayor cantidad de particulas suspendidas en el medio, siendo la muestra de
33% la de mayor turbidez (45,53) con valores muy superiores a la comercial (0,45).

Tabla 8. Densidad y turbidez del Sake elaborado

Muestras Densidad Turbidez
(g/mL) (NTU)
11% 0,9690 + 0,005 2 17,76 + 0,057 @
22% 0,9858 + 0,001 P 22,33+0,577°
33% 0,9921 + 0,005 P 4553 + 0,208 ©
Comercial 1,0000 + 0,005 © 0,450 + 0,012 ¢
p-valor 0,000 0,000

n=3. Media + Desviacién estandar. P <0,05. Letras iguales en filas no existe diferencias significativas.
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En analisis estadistico mostro que hay diferencias significativas para el parametro
densidad y turbidez entre las bebidas obtenidas y la comercial. Mientras que en la prueba
post hot (DMS) el sake elaborado con el 22% y 33% de arroz no difieren entre si para la
densidad, pero estos dos si difieren del de 11% de arroz y de la muestra comercial. Para
el caso de la turbidez todas las muestras presentan diferencias significativas entre si,
siendo la muestra de 11% de los Sake elaborados la de menor turbidez (17,76) valor que
es muy superior al de la muestra comercial (0,450), este valor bajo obtenido en la muestra
comercial es debido a que las bebidas industriales reciben tratamientos de estabilizacion
previos a la a la filtracion con el objeto de eliminar la mayor cantidad de materiales
enturbiantes (Rodriguez., 2003) mientras que a los Sake elaborados en la presente
investigacion solo se les realizo sedimentacion.

5.2.4 Solidos solubles y aztcares reductores del Sake elaborado

Los solidos solubles y el contenido de azlcares reductores finales (tabla 9) son
proporcionales, a medida que se aumento la concentracion de arroz en cada uno de los
Sakes aumentaron los solidos solubles (°Brix) y aumento el porcentaje de azlcares
reductores.

Tabla 9. Solidos solubles y porcentaje de azlicares reductores del Sake elaborado

Muestras de sake Solidos solubles (°Brix) Azlcares reductores
(%)
11% arroz 1,0 + 0,000 0,28 + 0,052
22% arroz 3,0 £ 0,000 1,15 + 0,045
33% arroz 5,0 £ 0,000 1,57 £+0,071
Comercial 10,0 £ 0,000 3,41 + 0,066
p-valor 0,000 0,000

n=3. Media + Desviacién estdndar. P < 0,05 Letras iguales entre filas no existe diferencias
significativas.

De los Sake elaborados el que menor contenido de solidos solubles presento y por ende
menor cantidad de azUcares reductores fue la muestra de 11% de arroz con 1°Brix y
0,28% de azUcares mientras que la muestra de 33% de arroz fue la que alcanzo el mayor
contenido de solidos solubles 5°Brix y mayor contenido de azlcares reductores 1,57%.
Segun el andlisis estadistico aplicado existen diferencias significativas entre los Sake
elaborados y la muestra comercial para los parametros solidos solubles y azucares
reductores.

5.2.5 Ajuste de la bebida obtenida

Segun la guia del sake japonés, la bebida puede ser ajustada en diferentes parametros
guimicos como son pH, solidos solubles y porcentaje de alcohol. En este sentido las
bebidas obtenidas fueron ajustadas teniendo en cuenta las caracteristicas de la muestra
patrén (Sake comercial). El ajuste del pH a 4,1 se realizo empleando bicarbonato de
sodio. Los solidos solubles se ajustaron hasta 10 grados brix con sacarosa comercial de
alta pureza. Mientras que para el caso del alcohol fue necesario destilar una parte de
cada uno de las bebidas para obtener un porcentaje de alcohol final 15% v/v. Los calculos
para determinar las partes a mezclar de licor destilado con licor sin destilar se realizaron
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mediante un cuadro de Pearson obteniéndose que se requeria de 1,333 mL de destilado
para ajustar el sake de 33%, 1,500 mL para ajustar el sake de 22% y 1,695 mL para
ajustar el de 11% obteniéndose un volumen final de 3 litros de cada bebida de acuerdo al
porcentaje de arroz. En la tabla 10 se muestran las caracteristicas finales del sake
elaborado y ajustado.

Tabla 10. Caracteristicas fisicoquimicas finales del Sake elaborado

Parametro 11% 22% 33% Comercial
Solidos solubles 10,0 + 0,000 10,0 + 0,000 10,0 + 0,000 10 + 0,000
(°Brix)

Alcohol (% v/v) 15,0 £ 0,000 15,0 + 0,000 15,0 + 0,000 15 + 0,000
pH 4,1 + 0,000 4,1+ 0,000 4,1+ 0,000 4,1+ 0,000
Acidez total (% acido 0,13 + 0,000 0,13 £ 0,000 0,13+0,000 0,13 + 0,000
lactico)

Densidad 0,958 + 0,001 0,976 +£0,001 0,985+ 0,002 1,000+ 0,015
Turbidez 9,04 £ 0,63 13,71 +0,28 36,85+0,21 0,450+ 0,012
L* 50,38 + 0,001 50,20+ 0,001 51,69+ 0,002 53,61+0,430
a* -1,09 £ 0,002 -1,42+0,002 -1,48+0,001 -1,67 +0,005
b * 1,35 + 0,001 2,00 + 0,001 2,63+0,002 3,56 +0,056

Fuente: Autor

De las caracteristicas fisicoquimicas se evidencia que el parametro densidad se ve
afectado negativamente por el proceso de destilacion efectuado para realizar el ajuste de
alcohol de los licores. Evidenciando que el licor con concentracién de arroz del 11% es el
gue menor presenta, esto debido a que fue el que requiri6 de una mayor adicién de
alcohol destilado, segun Tenorio et al., (2014) a medida que se aumenta el porcentaje de
alcohol en una bebida, la densidad de esta tiende a disminuir. En cuanto al parametro
color en comparacion con la bebida obtenida antes de ser ajustada este se reduce en el
tono (a* y b*) mientras que la luminosidad se mejora con la destilacién. Por otra parte, la
turbidez disminuye conforme se adiciona mas alcohol destilado en las bebidas para
alcanzar el 15% de alcohol.

5.3 EVALUACION SENSORIAL

Inicialmente fueron convocados 30 jueces consumidores a los cuales se les consulto su
frecuencia de consumo de bebidas alcohdlicas, conocimiento sobre la bebida Sake, datos
personales y disponibilidad para llevar a cabo las diferentes secciones requeridas
principalmente en el proceso de seleccibn y entrenamiento. Para este ultimo
requerimiento 4 de los 30 jueces indicaron no contar con el tiempo y el interés para esta
participacién, por lo que finalmente para el proceso de entrenamiento se conto con un
grupo de 26 jueces. En el proceso de seleccién se considero como aptos aquellos jueces
gue obtuvieran un porcentaje de acierto superior al 70% en sus resultados, obteniéndose
gue de los 26 jueces 12 lograron aciertos hasta del 85,18%.

Los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial aplicada por los 12 jueces
seleccionados a las muestras de Sake elaborado y la muestra comercial se muestran en
la figura 13. Se evidencia que la muestra mas aceptada por los jueces fue la comercial y
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de los Sake elaborados, los mas aceptados fueron los que contenian mayor
concentracion de arroz (22 y 33%).

Figura 13. Evaluacién sensorial de los Sake de 11%, 22% y 33% y del Sake comercial

== ]1% —@m=22% 33% ==@==Comercial

COLOR

AMARGOR AROMA FRUTAL
ACIDEZ AROMA CARAMELO
ACABADO DULZOR

CUERPO

Fuente: Autor

5.3.1 Fase visual

Los atributos de color y transparencia fueron evaluados por observacion directa de las
muestras de Sake tanto comercial como las elaboradas a escala de laboratorio. En los
resultados se puede observar que los jueces perciben un color menos intenso conforme
se disminuye el porcentaje de arroz en el proceso de elaboracion del sake, obteniéndose
una mayor calificacion para el Sake comercial. Las valoraciones bajas en este atributo
para las muestras elaboradas con el 22% y 11% de arroz son debidas al proceso de
destilacion requerido para ajustar su contenido de alcohol, lo que origino que el producto
elaborado en laboratorio perdiera color.

En cuanto al atributo de la transparencia de las muestras, los jueces percibieron el sake
comercial como el mas transparente con una calificacion de 5, mientras que las muestras
de 11%, 22% y 33% de arroz obtuvieron una calificacion de 4. De los atributos
anteriormente mencionados se puede decir que el Sake que mas se asemeja al comercial
es la muestra de 33% de arroz.

5.3.2 Fase olfativa

Se evaluaron los aromas a frutas y a caramelo donde los jueces percibieron un mayor
aroma frutal en la muestra comercial con una calificacion de 5, la cual fue disminuyendo
para las muestras a medida que se redujo el porcentaje de arroz empleado en la
elaboracion de la bebida. Lo anterior significa, que la concentracién de arroz influye en
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este parametro, pues a mayor concentracion de arroz mayor aroma frutal se percibe. Por
otra parte, se debe contemplar que esta perdida de los aromas caracteristicos del sake
puede deberse al proceso de destilacion requerido para el ajuste de los mismos.

Para el caso de aroma a caramelo, se presenta la misma calificacion en relacién a la
concentracion de arroz empleado en donde a mayor concentracion mayor calificacion
salvo el Sake obtenido con el 22% de arroz que de acuerdo a los jueces es el que
presenta una menor intensidad a caramelo.

En estos atributos se puede decir que la muestra que mas se asemeja al sake comercial
en cuanto aroma a frutas como aroma a caramelo es la muestra de 33% de arroz.

5.3.3 Fase gustativa

En cuanto al dulzor y a pesar de que todas las muestras fueron ajustadas a 10 °Brix, que
es lo que contiene el sake comercial, los jueces calificaron el sake de 22% de arroz
ligeramente mas dulce que los demas con una calificacion de 3, mientras que las
muestras de 11%, 33% y el comercial obtuvieron una calificacion de 2 indicando que este
licor no se caracteriza por ser demasiado dulce. En lo que respecta al cuerpo, el sake
comercial obtuvo la mayor calificacién, y de acuerdo con el panel de catadores, entre mas
porcentaje de arroz se emplee en la elaboracion del sake se obtiene una bebida con
mayor cuerpo, en donde sensorialmente los que se elaboraron con el 22% y 33% no se
diferencian. Estos resultados son corroborados con lo obtenido en las pruebas
fisicoguimicas en el parametro de densidad, donde no se presentaron diferencias
significativas entre estas dos muestras.

Para el acabado o regusto, los jueces calificaron con igual intensidad (4/5) al sake
comercial, al obtenido con el 22% y el 33% de arroz, en donde manifestaron que la
sensacion en boca era mas duradera. Este resultado esta ligado al contenido de acidez
presente en cada uno de los licores, ya que estas muestras de Sake fueron las que mayor
acidez presentaron. La muestra de 11% de arroz, el acabado fue calificado con una nota
de 3/5 concordando con la calificacion de acidez.

Sensorialmente, el Sake que fue elaborado con el 33% de arroz fue la que presento una
mayor intensidad en el sabor amargo lo cual puede estar influenciado por los procesos de
gelatinizacién e hidrolisis enzimatica requerido para la obtencion de esta bebida, lo cual
notoriamente los jueces identifican como una propiedad que se presenta en todas las
muestras, siendo este atributo en el que menores variaciones hay entre muestras.

5.3.4 Calificacion global

De los Sake presentados a los jueces la muestra con una mayor aceptacion fue la
comercial con una calificacién global de 5 esto debido a que es la muestra que presenta
mayores aromas tanto frutal como a caramelo, presenta mayor cuerpo, es la de mayor
transparencia y la que presenta mayor coloraciéon. Las muestras de 22% y 33% de arroz
fueron bien aceptadas por los jueces con una calificacién global de 4 esto debido a que la
muestra de 33% de arroz presentaba mayor color y aromas a frutas y caramelo y la de
22% presentaba caracteristicas similares en cuanto transparencia, cuerpo y acabado o
regusto. Finalmente, la muestra menos aceptada fue la de 11% de arroz con una
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calificacion global de 3 ya que fue la muestra que presento menor color, menos aromas y
poco cuerpo.



Conclusiones

6. CONCLUSIONES

La accion de las enzimas alfa amilasa y glucoamilasa en la etapa de licuefaccion y
sacarificacion del almidén se ve influenciada por la concentracion de arroz, obteniéndose
un porcentaje de conversion de almidon a azucares reductores que varia desde 34,9%
hasta un 64,7% siendo inversamente proporcional a la concentracion de arroz.

La produccion de azlcares ferméntales expresados en grados brix es afectado por la
concentracion de almidoén, presentando mayores azUcares el mosto elaborado con el 33%
de arroz. En este sentido la produccion de azucares es directamente proporcional a la
concentracion de arroz en el mosto.

A nivel experimental y en condiciones de laboratorio, se obtuvo el licor Sake mediante
hidrélisis enzimatica del almidén, el factor concentracion de arroz influye
significativamente sobre el contenido de solidos solubles (°Brix), porcentaje de alcohol,
densidad, color, turbidez, pH y acidez de la bebida, estableciéndose, que de los Sakes
elaborados el de 33% en concentracion de arroz se asimila mas a las caracteristicas
fisicoquimicas encontradas en el Sake comercial.

De las caracteristicas fisicoquimicas analizadas en el Sake con una concentracion de
arroz de 33% se obtuvieron los valores mas elevados en cuanto a color, densidad, solidos
solubles y azlcares reductores y por lo tanto los mas similares a los hallados en el Sake
comercial, mientras que el Sake elaborado con un 11% de arroz tuvo similitud con el
comercial en parAmetros como pH, acidez total y turbidez.

El sake elaborado con el 33% de arroz fue el mas similar a la bebida comercial
obteniendo una densidad de 0,992 g/ml, solidos solubles de 5° Brix, azUcares de 1,57%,
en parametros de color una luminosidad de 50,81, coordenada a* de -1,52 y coordenada
b* de 2,81.

Sensorialmente los atributos de color, transparencia, aroma y cuerpo son los mas
influyentes al momento de evaluar el grado de aceptacion de la bebida alcohdlica Sake,
los cuales son afectados negativamente conforme se reduce la concentracion de arroz en
el proceso de elaboracién.

A nivel sensorial el sake elaborado con un 33% de arroz presento mayor aceptacion sobre
las demdas concentraciones por atributos como color, aroma a frutas, aroma a caramelo,
cuerpo, acabado, acidez y amargor.

De acuerdo a los resultados fisicoquimicos y sensoriales obtenidos es factible elaborar la
bebida Sake a través de la hidrélisis enzimatica del almidén de arroz con un porcentaje de
33% debido a que los pardmetros evaluados son similares a la de la bebida sake
comercial.
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7. RECOMENDACIONES

La hidrdlisis enzimética requiere mas estudios de optimizacion con el fin de obtener una
mayor cantidad de azucares reductores y por ende obtener mayores niveles de
produccion de etanol en la etapa de fermentacién. Asimismo, se requiere de realizar
estudios con mayores concentraciones de arroz con el fin de tener una mayor similitud en
las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales al sake comercial.
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9. ANEXOS

9.1 Formato de seleccion de jueces

UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
PROGRAMA INGENIERIA DE ALIMENTOS

A continuacién, encontrara una serie de preguntas sobre sus habitos de consumo de
bebidas alcohdlicas, por favor margue con una X |a respuesta que mas considere.

Nombre Sexo
Edad Celular

Estaria usted dispuesto a participar en el proceso de entrenamiento de jueces para la
evaluacion sensorial de una bebida tradicional Japonesa "Sake".
Sl NO

{Fuma? Si NO ¢ Cuantos cigarrillos al dia?

¢ Es consumidor frecuente de bebidas alcohdlicas?
Sl NO

£ Con gue frecuencia consume bebidas alcohdlicas?
Una vez por semana ___

Cada 15 dias__

Cada mes___

Cada 3 meses____

Cada afo____

Otra ____ ;Cual?

El Sake es una bebida alcohdlica a base de arroz j Lo ha consumido? Si NO
¢ Consume bebidas alcohdlicas a base de arroz? Sl NO ¢ Cual?

£Con gue frecuencia consume bebidas alcohdlicas a base de arroz?
Una vez por semana

Cada 15 dias__

Cada mes___

Cada 3 meses____

Cada ano___

Otra ____ 4 Cual?

Observaciones

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION
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9.2 Formato de evaluaciéon sensorial de los Sake elaborados
CATA DE SAKE

NOMBRE:
EDAD: SEXO: FECHA: LUGAR:

Frente a usted hay dos muestras de Sake codificadas aleatoriamente, las cuales debera
evaluar primeramente en atributos visuales, luego olfativos y finalmente en boca.

Por favor marque con una cruz dentro de la casilla el grado de intensidad segun sea su
percepcion y la escala descrita para cada uno de estos.

Fase visual
) (+)
Atributos Muestras 1 2 3 4 5

Color 294
Incoloro Ambar 267

541

782
Transparencia 294
Transparente Apagado 267

541

782
Fase olfativa

) (+)
Atributos Muestras 1 2 3 4 5

Aroma a manzana 294
Indetectable Fuerte 267

541

782
Aroma a caramelo 294
Indetectable Fuerte 267

541

782

Fase gustativa



Anexos
) @
Atributos Muestras c
Dulzor 204
Seco Dulce 267
541
782
Cuerpo 204
Aguado Denso 267
541
782
Acabado/regusto 204
Persistente Fino 267
541
782
Acidez 204
Indetectable Fuerte 267
541
782
Amargor 204
Indetectable Fuerte 267
541
782
Calificacién global
= ®
Muestras 1 2 5
294
267
541
782
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9.3 Ficha técnica Alfa amilasa HT 1000 A

FICHA TECNICA rRro=Nn Fimas

Galleteria, Almidones FFASTRAASE P A PR T TRE ST IRALRLITE T FULAL I
PROEMNZIMAS S. A

Camlle 50 No. BN - G5
. 447 GO0
FAa: 4408 a4
Cali Colormibsim
dintsoniondlErosnsimas ., Oorm
WA [CRE L T . Ty

HT 1000 A"

Enzima Alfa amilasa

HT - 1000 A es una nueva Alfa-Amilasa Bacterial termoestable, grado alimenticio
en polvo, obtenida por fermentacion controlada de una Cepa especial de bacterias
que produce enzima de alta estabilidad.

Esta enzima hidroliza rapidamente las uniones affa D -14 de los enlaces
glucosidicos del almidén para producir dextrinas solubles y reducir la viscosidad del
almidén gelatinizado.

Efecto del pH

El rango efectivo de pH esta entre 6.0 y 8.0
La enzima es estable a pH entre 5.0 y 8.5
El pH éptimo de trabajo es 6.5

Efecto de la Temperatura
El rango efectivo de temperatura de trabajo para el HT — 1000 A esta entre 50 ° C

y 80 ° C. La temperatura éptima de operacién es de 70 ° C.
La enzima muestra buen desempefic en niveles de temperatura inferiores a los

optimos sefialados.

Propiedades Fisicas

Forma : Polvo seco.

Color : Habano a ligeramente tostado.
Solubilidad : La porcion enzimatica es soluble en agua.
Actividad : 500.000 MWU /g. +/-5 %

La caracteristica de turbiedad que se presenta ocasionalmente al diluir la enzima en
agua, antes de la aplicacion al proceso, se debe a las caracteristicas del vehiculo
en el que se ha soportado.

ENZMAS PARA PROCESAMIENTD DE: LACTEDS - CUEROS - TEXTILES - FRUTAS - ALMIDDMNES
CERVECERIA - DETERGENTES - PANIFICACION - GRASAS - GELATINAS - RESIDUOS ORGANICOS
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9.4 Fichatécnica Glucoamilasa

GLUCOAMILASA  AN-wcnc

Sheat/Ficha técnica

» Descripcion:

La glucoamilasa esta hecha de Aspergillus niger a través de una técnica de extraccion y cultivo. Este
producto puede ser usado en la industria del alcohol, destilado, cerveza, acido organico, azicar,
farmacia y otras indusfrias.

Namero CAS: 9032-08-0

» Calidad sensorial:

Posee una apariencia de liquido color café, con olor caracteristico de la fermentacion.

» Propiedades fisicas y quimicas:

Contenido, % 98.5—101,5
pH Estable: 3,0-5.5; 6ptimo: 4,0-4.5
Adtividad enzimatica, uw/mL = 150000
Temperatura de adividad, 2C Favorable a 58 — 60
Densidad Bulk, g/mL < 1,25
. o . El ion calcio puede proteger el
Consistencia ion calcio producto
Tamarnio de particula, tamiz > 80
0.4mm % -

» Almacenamiento y empaque:

Tambores de 25 kilos. Almacenar este producto en un lugar seco con temperatura adecuada y en
contenedores cemados herméticamente, evitando la exposicion al sol. A 25°C, durante 3 meses la
actividad enzimatica se mantiene por encima del 95%, después de 6 meses el producto mantiene
una adividad enzimatica del 85%. Aumentar dosificacion después de la vida dtil. Dosificacion: 80 —
120 u/g de materal. La unidad de Glucoamilasa es equivalente a una cantidad de enzima que
hidroliza el almidon soluble para obtener 1mg de glucosa a 40°C y un pH de 4,6 en 1 hora.

La mnformacidn conlenida aqui es una fid copia de ka ficha lécnica de nuesko proveedor/The informalon conlenl on this
document is provided by he data sheel o the supplier.
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