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ABREVIATURAS

°C: Grados Celsius.
ATP: Adenosin Trifosfato.

EMP: son las siglas de EmbdenMeyerhoffParnas de la ruta metabdlica de la
fermentacion alcohdlica.

G/L: Gramo/Litro.

IR: Infrarrojo.

Kg: Kilogramo.

ml: Mililitros.

MNPC: Muy numerosas para contar.
°Bx: Grados Brix.

P/V: Peso/\VVolumen.

pH: Potencial de iones hidrogeno.

psi: Es una unidad de presion en el sistema anglosajon de unidades(Libras por
pulgada cuadrada).

St: Estandar.

T: Temperatura. (°C).

UFC: Unidades formadoras de colonias.
V/V: Volumen /Vol

S: Sustrato.

°GL.: Grados alcolicos gay lussac
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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se da a conocer el estudio del
comportamiento de la cinética de fermentacion de la macha macha (peruvianum
jancs), utilizando como sustrato en tres diluciones (agua — sustrato) con la

levadura (sacharomyces cerevisae) mediante una fermentacion alcohdlica.

El modelo cinético de Michelis y Menten propuesto ajusta apropiadamente a los
datos experimentales, proporcionando las constantes cinéticas de reaccion para
cada proceso de fermentacion ver tabla 16 las constantes obtenidas. Para esta
primera prueba se realiza con 200 g de macha macha a 16 °Brix, 30°C y se
observo que durante la fermentacion la velocidad de crecimiento va en aumento
conforme disminuye la concentracion del sustrato, los datos son ajustados al
modelo de Michaelis y Menten obteniéndose una correlacion de 97.98%; donde
la velocidad méaxima de crecimiento fue de 0.0162 h! y la constante de reaccion
k= 39.5863 g/L; esto indica que para una mayor concentracion inicial de
sustrato, que durante el proceso de evaluacion de la velocidad maxima de

crecimiento hay formacion de etanol.

El rendimiento para la primera prueba fue de 97.98 %, segunda prueba fue de
95.81 %, tercera prueba fue de 91.82 % y cuarta prueba fue de 97.41% lo que
demuestra un rendimiento aceptable para el proceso de fermentacion de Macha
macha (peruvianum jancs), lo cual indica que la primera prueba es la mas

significativa.

Los parametros de °Brix, temperatura y pH que tuvieron mayor influencia para
obtener el mejor porcentaje de etanol a partir de la Macha Macha (peruvianum

jancs).

PALABRAS CLAVES: Macha Macha, Cinética De Fermentacién, Destilacion,
Alcohol.
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INTRODUCCION

Los usos del etanol en la industria son amplios, por lo que se investigan nuevas
alternativas de obtencion de alcohol etilico, que de pasé nos da lugar al

aprovechamiento de los recursos disponibles de nuestra region.

Mediante la variacion de las concentraciones del sustrato en el producto es posible
deducir el mecanismo cinético de las concentraciones intracelulares de estos
compuestos al igual que la direccion fisiologica de la reaccion. Por medio del analisis
cinético es posible obtener modelos matematicos que expliquen la reaccion catalizada
enzimaticamente, ademas de la determinacion de las ecuaciones de velocidad del

modelo idoneo que pueda ser probado experimentalmente.

Actualmente, el control de procesos fermentativos basada en biocatalizadores de
complejidad creciente y el avance en instrumento, facilitan la incorporacion de
metodologias de control a un mayor nimero de procesos. El bioreactor discontinuo
como parte principal de nuestro proceso bioquimico en el que se empled sistemas
celulares de una variedad de productos bioldgicos Utiles (sacharomyces cerevisiae),

permite aumentar notablemente la mayor capacidad transformadora.

En la fermentacion alcohélica, ademéas de los microorganismos (levaduras), las enzimas
juegan un papel importante ya que sin estas no seria posible tan compleja operacion, es
un proceso anaerdbico y aerdbico, realizado por las levaduras y algunas clases de
bacterias, estos microorganismos transforman el azlcar en alcohol etilico y dioxido de
carbono, este proceso comienza después de que la glucosa entra en la célula de
levadura, degradando al &cido piravico, proceso llamado glucolisis, este acido formado

luego es transformado a etanol y diéxido de carbono.
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CAPITULO |

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1. PLANTEAMIENTO

Los productos de procedencia y contenido de alcohol que se ofrecen en el mercado, ain
tienen diferencias en cuanto a la calidad nutricional y aceptacion por parte del
consumidor. Por tal motivo se plantea mejorar la calidad del alcohol, utilizando
productos propios de la regidn, para asi poner valor a nuestras plantas nativas, que

tienen alto valor nutricional.

La macha macha (peruvianum jancs), tiene un alto contenido de azlcar, que son
importantes para nosotros, se sabe que la macha macha (peruvianum jancs) en general
son muy saludables para nuestro organismo por su contenido de vitaminas y otros

elementos que necesitamos.

Por otro lado se tiene la reduccién de poblacién de la planta Macha Macha (peruvianum
jancs), por parte de las familias que viven en el anillo circundante de la provincia de
Moho, debido al limitado conocimiento de su estado poblacional, distribucion ecoldgica
y los pardmetros de habitad donde vive esta planta. Por tal motivo es necesario
fortalecer estrategias para el aprovechamiento sostenible de la planta macha macha

(peruvianum jancs) en la Provincia de Moho, departamento de Puno, promocion para la
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conservacion 'y aprovechamiento racional del recurso natural, como actualmente
CEDEOS (centro para el desarrollo sostenible) lo esta tratando de hacer. Teniendo en
cuenta este apoyo las comunidades de moho, como también en otras provincias de la
region de Puno, en las alturas en las zonas roquedales, es necesario aprovechar, prestar
mas atencion a esta planta que nos puede traer grandes impactos como: econoémicos

sociales, académicos, medio ambientales, ciencia y tecnologia.

A pesar de la evidente importancia que tiene la macha macha, existe un gran vacio de
informacion debido a la poca y descontinuada investigacion realizada sobre esta

especie, es decir se tiene poca informacion sobre esta planta.

En este presente trabajo se extraera el alcohol de la planta macha macha (peruvianum
jancs) por el método de fermentacion, bajo pardmetros adecuados y evaluar ciertas
propiedades funcionales de tal forma que se evalla la solubilidad, y el tipo de alcohol y
el grado de alcohol que nos permitira tener. En tal sentido, no hay estudios relacionados
con la cinética de la obtencion de alcohol de la planta macha macha (peruvianum jancs),

motivo por el cual se plantea el siguiente problema.

1.1.1.1. Definicion de problema

¢En que medida se podra determinar la cinética de extraccion de alcohol de la planta
Macha Macha (peruvianum jancs), por el método de fermentacién y cudl es el grado de

alcohol extraido?

1.1.2. PROBLEMAS ESPECIFICOS

» ¢Cuales seran los parametros de extraccion del alcohol a partir de la planta

Macha Macha (peruvianum jancs)?
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>

>

¢En qué medida se determinara la cinética de la extraccion de alcohol de la
planta Macha Macha (peruvianum jancs)?

¢A partir de la cinética se puede generar el modelo matematico?

1.2. ANTECEDENTES

1.2.1.

En nuestro departamento de Puno no se encontr6 ningun trabajo sobre la
extraccion de alcohol de la Macha Macha (peruvianum jancs).
A continuacion se presenta en forma resumida algunas revisiones bibliograficas

encontradas para la realizacion del presente trabajo:
A nivel internacional

FARAH AHMAD (2011) En un articulo de investigacion denominado “estudio
de la cinética de crecimiento y el modelado de etanol produccién por
saccharomyces cerevisiae” la produccion de etanol a partir de sustrato de
glucosa se llevo a cabo. Por lotes de cepa de saccharomyces cerevisiae en 10L
de bioreactor de tanque agitado durante 72 horas a este Estudio investigado la
cinética de crecimiento de cerevisiae a la fermentacion por lotes , los parametros

cinéticos de este experimento son | max 0.084 h'! Ks 23.6g/L

OVIEDO ET. AL. (2009) En este articulo de investigacion ‘“levaduras
autoctonas con capacidad fermentativa en la produccion de etanol a partir de
pulpa de excedentes de platano Musa (AAB Simmonds) en el departamento de
Cordoba, Colombia” Reporta que se evalud la capacidad fermentativa de
levaduras nativas de la zona costanera del departamento de Cordoba, Colombia,
para la obtencién de etanol a partir de la pulpa de excedentes de platano Musa

(AAB Simmonds), con el objetivo de encontrar cepas eficientes. Los
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microorganismos utilizados correspondieron a las especies: Kloeckera sp,
Céandida guillliermondii, Candida albicans Candida guillliermondii (nativas), y
una cepa comercial de referencia, saccharomyces cerevisiae. La fermentacion se
realizo a diferentes concentraciones de sustrato, siendo la concentracion del 40%
la mejor; se evalud la produccién de etanol mediante el método colorimetro del
dicromato de potasio utilizando un equipo espectrofotometro. Se observé que la
levadura Candida guillliermondii nativa fue la mas eficiente con una produccion
promedio promedio de 3.45% v/v de etanol a las 72 horas de fermentacion; no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas con la produccién de
etanol a partir de la cepa de referencia, la cual produjo 3.59% v/v. estos
resultados sugieren la existencia de levaduras nativas con capacidad para ser

utilizadas en la obtencion de etanol a partir de material residuo de platano.

e MORALES ESTHER, ET. AL. (2007). En su trabajo sobre la “OBTENCION
DE BIOETANOL A PARTIR DE NARANJA (citrus spp) APLICANDO
OZONO?” Evalué el rendimiento en la produccién de bioetanol, a partir de jugo
y de cascara de naranja y jugo de pifia, empleando 0zono como una alternativa

de pretramiento para los materiales con compuestos ligunocelulosicos.

Se prepararon 5 sistemas que se mencionan a continuacion: 1) jugo de naranja
(JN), 2) JN- jugo de pifa (JP) (1:1 v/v), 3) JN — cascara de naranja (CN) (1:1
m/v), 4) JN- ozonizado y 5) JN-CN-ozonizado. Todos los sistemas tuvieron un
volumen de 250 ml adicionando 50 mg de levadura Saccharomyces cerevisiae,
en matraces Erlen Meyer con capacidad de 1 L, durante 168 h, a una temperatura
de 25°C y a un pH de 3.5 + 2. Se realiz6 una toma de la muestra de 10 ml en 72
y 96 h, que fue destilado con un equipo a microescala Corning, al cual se le
determino indice de refraccion (IR) con un refractometro. Los sistemas
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mostraron mejores resultados a las 168 h los resultados fueron: JN 44.8%, JN/
CN 46.8% y JN/ CN ozonizado 48.8%, el volumen restante fue destilado.
También se identificaron otros alcoholes por cromatografia de gases (Perkin
Elmer instruments) aplicando una de temperatura de inyector y del detector a
200°C y la velocidad de flujo del gas acarreador de 10psi. Para la produccion del
ozono se utilizé un ozonador eléctrico Pacific Ozone Technology Mod. Lab 21
utilizando aire como materia prima para la produccion del gas; el equipo se
opero bajo las siguientes condiciones: 80% de produccion de ozono, presion de 9
psi y flujo de aire de 13 SCFH. La dosis aplicada fue de 48 8 mg L-1, durante 5
minutos. Conclusiones. La aplicacion de ozono es un tratamiento eficaz para
aprovechar a los materiales con compuestos lignocelul6sicos y por ende para

mejorar el rendimiento en la produccion de bioetanol.

e MONSALVE F. ET.AL. (2006). En wuna investigacion denominada
“’Produccion de etanol a partir de la cascara de banano y de almiddn de yuca” se
ajustaron los medios de fermentacion para los microorganismos Saccharomyces
cerevisiae y zymomonas mobilis. se caracterizd la cascara de banano, la cual
posee un contenido de almiddn, celulosa y hemicelulosa que representan mas del
80% de la cascara ameritando el estudio de esta como fuente de carbono. Para la
fermentacion realizada con Saccharomyces cerevisiae se logra una
concentracion de etanol de 0.31% Yy no se aprecia una produccién considerable
de etanol (menor de 0.1 g/l) para ninguno de los medios fermentados con y

zymomonas mobilis.

e RAMIREZ Y MOLINA (2005). En la “Evaluacion de parametros cinéticos
para la Saccharomyces cerevisiae utilizando agua de coco como sustrato”, para

un sistema “bach” de 2L, se encontré que al aumentar la concentracion de
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levaduras, a una temperatura de 28 °C, se obtuvieron algunos parametros
cinéticos, la velocidad especifica maxima de crecimiento (pmax) fue de 0.038 M1,
la constante de saturacion (Ks) fue de 1.35¢/L, a una temperatura de 28°C y pH

4.5.

e DONATO, NATALIA, BELTRAN, ROMINA. Anélisis teorico de los
diferentes procesos para la obtencion de etanol a partir de maiz. Facultad
regional villa maria. Universidad tecnologica nacional,.- El etanol es el
alcohol producido a partir de la fermentacion de los azucares que se encuentran
en los productos vegetales combinados en forma de sacarosa, almidon,
hemicelulosa y celulosa. Dependiendo de su fuente de obtencion, su produccion
implica fundamentalmente molienda, fermentacion y destilacion de las mismas.
Se puede obtener a partir de 3 principales tipos de materias primas, como:
Materia rica en sacarosa (la melaza de cafia de azUcar y sorgo dulce), materia
rica en almidén (cereales y tubérculos), materia rica en celulosa (madera y
residuos agricolas). En la actualidad se conocen tres procesos: Molienda en
humedo; donde se remueve la maxima cantidad de almidon del grano siendo
este posteriormente fermentado. Molienda en seco; el grano limpio se muele
para reducir el tamafio de las particulas y se fermenta. Molienda en seco
modificada; se introduce mejoras al proceso para el aprovechamiento del
germen y las fibras, que son separadas y el resto del grano se envia a la
fermentacidén. Dando mayor valor agregado a los co-productos que la molienda
en seco tradicional. En este trabajo se analizaran comparativamente los
principales procesos para la obtencién de etanol utilizando como materia prima
maiz. Examinandose los beneficios y limitaciones de cada proceso considerando

requerimiento de capital, capacidad de produccidn, rendimientos de etanol y co-
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productos, entre otros factores importantes. Este estudio es un avance parcial del
trabajo en curso que realizan las autoras como proyecto final de la carrera de

Ingenieria Quimica.

e UNIVERSIDAD CATOLICA DE MAULE (CHILE), finales del afio 2005 se
desarroll6 una investigacion concerniente a la extraccion de pectina para la
produccion de jaleas a partir de uvas (Vitis labrusca cv. Concord), se evalué el
efecto de dos niveles de madurez de la uva (16,6 y 22°) °Brix, tres niveles de pH
(2, 2,5y 3) ydos tiempos de coccion a 90°C (45 y 60 min) sobre la extraccion de
pectinas y su grado de metoxilacion (GM). Se recomienda cosechar con 16,6
°Brix y calentar el zumo a pH 2,5 durante 60 minutos para obtener la mejor
extraccion de pectinas de alto grado de metoxilo, con un rendimiento del 3,84%
(base peso fresco) y un grado de metoxilo 70,48 GM, comparable con pectinas

HM de alta calidad.
1.2.2. A nivel nacional

e MARLO GARCIA ET. AL. (2012). En el “Estudio cinético de la fermentacion
alcohdlica del jugo de cafia de azucar (Saccharomyces officinarum) proveniente
de la cooperativa Laredo, sitio de Trujillo para la obtencién de etanol” se uso la
levadura Saccharomyces cerevisiae para la fermentacion alcoholica en lo cual
determino las constantes cinéticas del respectivo proceso, aplicando el modelo

matematico Taylor.

Las unidades experimentales utilizadas fueron a través del empleo del bioreactor
operando a temperatura de 30°C y pH de 5.5 de los datos analizados se

obtuvieron los valores cinéticos la constante de velocidad de consumo de
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sustrato (k, dia®) se encuentra ente 0.0922 y 0.1457 dia 2, a un nivel del 95% o

5% de nivel significancia LC [0.0922, k, dia 1, 0.11457], 5%.

También se determino la ecuacion que interpreta el experimento, a través d un
analisis de probabilidades, mostrando como varia la concentracion en funcién

del tiempo C=12.00*¢!%89%0),

e ROQUE Y CABANILLAS (2008). En un articulo denominado “produccion de
alcohol de los residuos lignocelulosicos — casacaras de arroz (oriza sativa)”
investigacion un método rentable a nivel industrial de obtencion de etanol a
partir de cascaras de arroz. A través de procesos quimicos — bioldgicos
obtuvieron etanol de residuos celul6sicos como la cascara de arroz rica en
celulosa en un 70%. El disefio de las experiencias se realizd teniendo como
variables, presion y temperatura, y como constantes, la concentracion de &cido y
el tiempo.

Como resultado se obtuvo una concentracion de alcohol del 7% a las 48 horas de
fermentacion, un rendimiento de 25 litros de alcohol (etanol) de 96°G.L a partir

de 100.00 g. de cascaras de arroz.

e BAUTISTA C. MARIO (2005). Realizo un trabajo de investigacion para la
“obtencion de alcohol a partir de polvillo de arroz”. Describe el proceso
tecnoldgico seguido para obtener alcohol a partir del polvillo de arroz. El
proceso fermentativo se produjo empleando levadura de panificacion a un pH de
mosto 4.5, temperatura 30°C el porcentaje de etanol fue de 37.51% obteniéndose

en un tiempo éptimo de fermentacién de 27 horas.
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1.2.3. A nivel local

e COILO VALERO HERCILLA Y COPA ROQUE MABY ALLISON
(2010). En la investigacion “cinética de fermentacion de platano (musa
cavendishi), en el equipo multilog - pro implementado con sensores de COg,
presion, temperatura y pH” estudiaron el comportamiento de la cinética de
fermentacion del platano, utilizando sustrato en tres diluciones (agua — sustrato)
con la levadura Saccharomyces cerevisiae a diferentes valores de pH, y
concentraciones de azucar (°brix), los mayores rendimientos se obtuvieron con
la mezcla de 21g de platano diluido con 10 ml de agua (sustrato/agua 2:1),

manteniendo la temperatura entre 30 a 35 °C, un pH de 4.15 y 15 °brix.

A partir del tratamiento cinético se encontré la velocidad de reaccion
ajustdndose adecuadamente con la cinética de Michaelis y Menten y se
determind los parametros cinéticos de Michaelis y Menten Km=2E+12;

Vmax=3E+08 mol/s. L, para de esta forma tener el modelo cinético de Michaelis

3%108[S]

Yy Menten:—TA = m

e CRUZYy C. M. (2012), Alcohol obtenido de diferentes variedades de platano. El
presente trabajo trata de la obtencién de etanol a partir de platanos maduros
(quineos) con 16 a 20 % de azucar. Para la obtencion del zumo, los frutos
pelados y cortados se sulfitan y transforman en pasta, la cual es tratada con
6xido de calcio. EI zumo obtenido se ajusta a pH 4,5 y 16,5 °Brix. Este mosto
listo para la fermentacion alcoholica se somete a pasteurizacién a 85 °C por 5
minutos. Luego se deposita en caliente en el reactor y una vez alcanzada la

temperatura de 24 °C se le agrega el inoculo preparado con la cepa de
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Sacharomyces ellipsoideus, poniéndose enseguida en marcha la fermentacion a

27 —-30°C.

e CUTIMBO QUISPE (2004). Realizo un trabajo de investigacién sobre la
“Optimizacion de fermentacion alcohodlica de frutas en estado extremal de
maduracion”, para lo cual uso frutas proximas a iniciar su descomposicion,
sometiéndolo a fermentacion usando levadura Saccharomyces cerevisiae como
biocatalizador. Del estudio cinético realizado con cuatro mezclas de frutas
(papaya, pifia, platano y manzana) a diferentes proporciones en peso a partir de 1
kg de mezcla en el rango de 25 - 35°C, determinado los parametros del modelo
de Monod, pum=0.2179 y Ks=22.3554; con el cual se ajusta apropiadamente la

cinética de este proceso microbiano.

Obtuvo la mejor mezcla (200g de papaya, 200g de pifia, 400g de platano y 200g
de manzana) que tuvo el mayor rendimiento de 70% en la fermentacién

alcohdlica a una temperatura de 35°C.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la cinética de obtencion de alcohol de la planta Macha Macha
(peruvianum jancs), por el método de fermentacion y cuél es el grado de alcohol

extraido.

1.3.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

» Determinar los parametros de extraccion del alcohol a partir de la planta Macha

Macha (peruvianum jancs)
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» Determinar la cinética de extraccion de alcohol de Macha Macha (peruvianum
jancs)

» Determinar un modelo matematico de fermentacidn a partir de la cinética.

1.4. JUSTIFICACION

1.4.1.JUSTIFICACION AMBIENTAL

La existencia de una amplia variedad de productos naturales en el Per( que son
nutritivos para el ser humano, es la Macha Macha (peruvianum jancs) quien
tiene una excelente alternativa como materia prima para la producciéon de
subproductos, ya que se puede extraer directamente de sus 6rganos subterraneos
sin necesidad de cualquier proceso de transformacion.

Es una planta de crecimiento rapido y esta crece en una zona roquedal en las
partes mas altas de los cerros, se adapta facilmente en temporada de lluvia,
sobreviviendo aun en los suelos infértiles, en climas frios y lluviosos. Por lo cual
este trabajo es beneficioso para la region de Puno siendo una buena alternativa
de sustitucion a el alcohol comercial, obtenido de la planta Macha Macha

(peruvianum jancs).

1.4.2. JUSTIFICACION TECNOLOGICA

La metodologia usada en este proyecto es de caracter experimental que tiene
como principio el de realizar una analisis cualitativo, cuantitativo y

programado.

1.4.3.JUSTIFICACION ECONOMICA

Los recursos economicos no seran grandes, En este momento se cuenta con la

produccion de macha macha (pruvians jancs) en nuestro pais en el
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departamento de Puno, pero el procesado de este producto por el método de
fermentacion y destilacion simple de esta dara un alcohol a un cierto

porcentaje.

1.4.4.JUSTIFICACION SOCIAL

Realizar los estudios sobre la cinética de la extraccion de alcohol de la planta
macha macha (peruvianum jancs) por el método de fermentacion,
proporcionara datos a nivel de laboratorio que podran ser usados como base
para investigaciones similares, el disefio e instalacion de una planta que
generara nuevas fuentes de trabajo, sobre todo incentivara a la produccién de

alcohol a partir de un fruto silvestre.
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CAPITULO Il
2. MARCO TEORICO Y MARCO CONCEPTUAL

2.1.MARCO TEORICO
2.1.1. MACHA MACHA (peruvianum jancs)

La macha macha (peruvianum jancs), Es una planta que crece en las alturas en zonas
mas altas de los cerros, en zonas rocosas Yy arcillosas, y la cual se ha recolectado del

cerro Sohojori Distrito de Conima de la Provincia de Moho y Departamento de Puno.

Tabla 1: Descripcion de la Macha Macha

Familia Género Especie Nombre comun

Grossulariaceae Ribes peruvianum Jancs. macha macha

Fuente: (JUAN PAURO R., 2011)

Dentro de las condiciones para un éptimo cultivo natural tenemos:

» Altura: Entre 3500 y 4000 msnm

» Temperatura: 12 y 15 °C, aunque entre 15 a 16 °C permite buenos
rendimientos del cultivo. Si los cambios de temperatura entre el dia y la noche
son superiores a 8 °C se favorece la formacion de la sacarosa.

» Luminosidad adecuada: se encuentra entre 5 a 8 horas diarias promedio de
brillo solar.

» Precipitacion anual: 1.500 a 1.750 mm.
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» Vientos: Calidos y secos aumentan la transpiracion de la planta.
» Suelos: Franco arcillosos, con buen drenaje

> Humedad relativa: 75 — 80 %.

Tabla 2: Propiedades de la materia prima

Energéticos (100 gramos)

Kcal| Proteina | Grasas (g) | Carbohidratog Fibras| Azucares | Agua

Ob 1
Ay @) @ P %

Macha 44 0.9 0.2 11.3 0.9 16 71.03
macha

FUENTE: (JUAN PAURO R., 2011)

2.1.2. FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion es un término general, que indica la degradacion aerdbica o anaerobica
de un substrato organico a diversos productos, por la accion de levaduras y algunas
bacterias que producen enzimas para realizar dicha funcion y obtener energia en forma
de ATP (Adenosin trifosfato). La degradacion anaerobica es quiza la mas antigua,
puesto que los organismos vivos aparecieron en una tierra primitiva, la cual era carente

de oxigeno. (H., 1998)

Existen muchas clases de fermentaciones, dependiendo del tipo de organismo que las
produce, del substrato, o incluso de las condiciones impuestas, tales como pH o el
abastecimiento de oxigeno. Una de las mas importantes y mejor conocidas es la
fermentacion alcohdlica, la cual es una biorreaccion que permite degradar azucares en

alcohol y dioxido de carbono mediante la siguiente reaccion quimica:

2CoHs0H + 2COy -------------- CeH10s
Las principales responsables de esta degradacion son las levaduras. Saccharomyces

cerevisiae, es la especie de levadura usada con mayor frecuencia, pero existen diversos

25

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
Altiplano

estudios que comprueban la produccion de alcohol por otros tipos de levaduras y
algunas bacterias como Zymomona mobilis, pero su explotacién a nivel industrial es

minima.

A nivel estequiométrico, esta reaccion parece ser sencilla, pero la secuencia de
transformaciones para degradar la glucosa hasta dos moléculas de alcohol y dos de
didxido de carbono es un proceso muy complejo, puesto que al mismo tiempo la
levadura debe utilizar la glucosa y otros nutrientes adicionales para poder reproducirse.

(OCTAVE, 1993)

El rendimiento estequiométrico tedrico para la transformacion de glucosa en etanol es
de 0.511 g de etanol y 0.489 g de didxido de carbono por 1 gramo de glucosa. En
realidad es dificil obtener este rendimiento por que como se menciond anteriormente la
levadura utiliza glucosa para la produccion de otros metabolitos indispensables para su
crecimiento y desarrollo. El rendimiento experimental varia entre el 90 y el 95 % del

tedrico, y en la industria varia del 87 al 93 % del tedrico. (frazier, 1981)

Puesto que gran cantidad de residuos que contienen carbohidratos de precio muy
reducido, pueden aprovecharse en la fabricacion de etanol; este tipo de fermentacion a
escala industrial, ha sido usada afios atrds por la humanidad para la elaboracion de
cerveza, vinos y en general bebidas alcohdlicas y en la actualidad se le estad dando un

valor agregado a la produccion de etanol para ser utilizado como biocombustible.

La fermentacion alcohélica industrial tipica es esencialmente un proceso que se produce
en un biorreactor, mediante el cual determinados substratos son transformadas mediante

la reaccion microbiana en etanol, didxido de carbono y biomasa. Estos contenedores son

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO 2 Nacional del

herméticos y permiten retirar mediante canalizaciones apropiadas el dioxido de carbono
resultante. El éxito de una buena fermentacion depende de la eficacia del tratamiento
preliminar: concentracion del azucar, pH y temperatura Optimos; la adicion de
sustancias nutritivas al mosto, contaminacion por otros microorganismos, empleo de un
organismo resistente a altas concentraciones de alcohol, mantenimiento de condiciones

anaerobias y la inmediata destilacion del producto fermentado.

La fermentacion de tipo industrial estd enfocada, en aumentar la eficiencia de los
biorreactores, con el fin de obtener mejores resultados en cuanto a productos,
empleando teorias de control, en las variables que determinan la eficiencia del proceso,
como son el calor, la temperatura, contaminaciones, pH, niveles de alcohol,

concentraciones del sustrato, biomasa producida entre otras. (ERENIO, 2005)

2.1.2.1.CARACTERISTICAS DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcohdlica es una de las etapas principales que transforman el mosto o
zumo azucarado, en un liquido con un determinado contenido de alcohol etilico
(etanol). Dura, aproximadamente, una semana, a una temperatura de 20 °C, y se traduce

por una disminucién de la densidad del mosto. (SKOOG, 2001)

Hay materiales nutritivos como la glucosa que ya contienen oxigeno en su molécula, y
este participa en la combustion. En el caso de la fermentacion alcohdlica, el oxigeno
necesario para oxidar carbono y obtener dioxido de carbono junto con etanol esta
contenido en la propia molécula de glucosa, y esta conversion no requiere el concurso
del oxigeno atmosférico.

En el caso concreto de la fermentacion alcohodlica, al descomponerse la glucosa en

alcohol etilico y diéxido de carbono, se desprende solo un 7.33 % de la energia
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susceptible de recuperacion. Desde el punto de vista energético este rendimiento es muy
bajo, pero lo compensa el hecho de que estas cortas cantidades de energia representan

un verdadero capital productivo.

Los microorganismos que son capaces de producir fermentacion alcohédlica son
Saccharomyces y otras especies de levaduras, Torulopsis, Kloeckera, Candida, ciertas

especies Mucor y algunas

Bacterias. Sin embargo, la fermentacion alcoholica mas importante es producida por
especies de Saccharomyces. Los hidratos de carbono que se pueden fermentar, por lo
general son aquellos que contienen tres &tomos de carbono o un mdaltiplo de los mismos.
Los monosacaridos se pueden fermentar directamente, mientras que los di, tri y
polisacéridos tienen que ser hidrolizados a hexosas antes de poder ser fermentado.

(HENRY, 1998)

Se conocen cuatro hexosas fermentescibles, a saber: glucosa, fructuosa, manosa y
galactosa. Las tres primeras siempre son fermentescibles, mientras que la Gltima solo

puede ser fermentada por ciertas especies de levaduras.

Los cultivos microbianos utilizados en la fermentacion deben tener las siguientes
caracteristicas: tolerancia al etanol, a las altas temperaturas, a altas concentraciones de
azUcar, rendimiento alcoholico, eficiencia en la fermentacion y productividad.

2.1.2.1.1.  Tolerancia al alcohol:

La tolerancia al etanol es un elemento importante en la seleccién de una cepa de
levadura, pues de su capacidad de mantenerse activa en condiciones crecientes de

concentracion alcohdlica en el medio dependera el rendimiento del proceso.
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2.1.2.1.2. Tolerancia a alta temperatura:

Muchas levaduras son sensibles a la temperatura; si ésta se eleva, la productividad
puede disminuir; los sistemas de enfriamiento son caros, por lo que hay una razon
econdmica para desarrollar cepas termotolerantes, que trabajen a temperaturas por
encima de 40°C sin pérdidas en la eficiencia, y que a la vez mantengan la estabilidad

genetica.

2.1.2.1.3. Tolerancia a alta concentracion de azucares:
Trabajar con altas concentraciones de azGcares produce mayor eficiencia y

productividad del proceso fermentativo.

La ecuacion de Gay-Lussac, que indica que las hexosas son escindidas en partes
ponderales aproximadamente iguales de anhidro carbonico y alcohol, s6lo indica el
curso aproximado del proceso de fermentacion. Y es que éste resulta extremadamente
complicado, ya que consta de una larga serie de continuados procesos individuales, cada

uno de los cuales se regula por separado por enzimas especiales.

Aproximadamente el 96% de la fermentacion del etanol se lleva a cabo mediante cepas
de Saccharomyces cerevisiae 0 especies relacionadas, particularmente S. uvarum. El
etanol se produce en la ruta de EmbdenMeyerhof-Parnas (fig. N° 1), en la que el

piruvato producido durante la glicosilacion se convierte en acetaldehido y etanol.
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RUTA BIOQUIMICA DE EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS (EMP)

Ruta bioquimica de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (11)

Glu a
Imﬂ-lam:inasa]

Glucosa-S-monofosianca

{lsomerasa)
Fructuosa-B-maonofosforica
l (Fosfohexocinasa)

Fructuasa-1: G-difosfdrica
l {Zimohexasa)

Fosfo-3-gliceraldehido
{lsomearasaj
Difasfo-1: 3-gliceraldehido
l (Fosfodiaoxiacetona coenzima)
Acido difosfo-1: 3-glicérico
1 {Deshidrogenasa)
Acido fosfo-3-glicérico
l (Fosfatasa)
Acido fosfo-2- (enol) pirdvico
l (Enolasa)
Acido (enal) pinivico
l (Fesfatasa)
Acida pirinico
l {Carbaxilasa)
Acetaldehido + COz
l (Deshidrogenasa)

Alcahol etilico

Figura 1: Ruta bioguimica de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) de glucosa
hasta obtencidn de etanol (Alcohol etilico)
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2.1.2.2. CONDICIONES A MEDIR Y CONTROLAR EN EL PROCESO DE
FERMENTACION

1. Temperatura. La temperatura afecta de manera notable en el crecimiento microbiano,

debido a que los microorganismos tienen un rango restringido de temperatura para su

crecimiento. (H., 1998)

2. pH. El pH tiene una gran influencia en los productos finales del metabolismo anaerobio,
por lo tanto es importante tener un control sobre esta variable durante el desarrollo del
proceso de fermentacion puesto que los microorganismos poseen un pH éptimo en el cual

tienen mayor velocidad de crecimiento y rendimiento. (H., 1998)

3. Nutrientes. Un medio de cultivo debe de tener todos los elementos necesarios para el
crecimiento microbiano, para esto se debe tener en cuenta los requerimientos nutricionales
del microorganismo con el cual se va a trabajar. (H., 1998)

4. Aireacion. La ausencia o presencia de oxigeno permite una seleccion tanto del
microorganismo como de los productos del mismo. Cuando el cultivo se realiza en
presencia de oxigeno la fermentacion se denomina aerdbica y cuando este carece de
oxigeno se denomina anaerébica. Si la fermentacion es anaerdbica, la mayor parte del
carbono se emplea como energia y solo el 2 % se asimila como material celular.
Saccharomyces cerevisiae es una levadura que posee alta actividad metabélica, por lo que
en un proceso fermentativo en fase aerobia se caracteriza por la produccion de biomasa y
en fase anaerdbica generalmente por la produccién de etanol. (H., 1998)

5. Productividad. La productividad se define como la produccién de biomasa por unidad
de volumen, por unidad de tiempo de cultivo, dado en concentracion de biomasa (g/L) en

funcion de tiempo (h). (H., 1998)
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2.1.2.3. LIMITANTES DE LA FERMENTACION

1. Concentracién de alcohol. Las levaduras, presentan cierta resistencia a las
concentraciones de alcohol que se producen durante la fermentacion, debido a que el
etanol, inhibe el transporte de D-xilosa, amonio, glicina y algunos amino&cidos, asi
como afecta la funcion y estabilidad de algunas enzimas citoplasméaticas como la
hexoquinasa, debido a que a concentraciones criticas de etanol, se presenta la
formacion de un complejo hexoquinasa-etanol el cual puede detener la reaccion
glucosa a glucosa-6 fosfato. En conclusion la tolerancia al alcohol depende de la
habilidad de la célula para exportar el etanol del interior al medio externo, un proceso

que depende de la composicion de la membrana y de la fluidez de la misma.

La célula modifica la composicion en acidos grasos de la membrana para minimizar
los efectos de la fluidez que produce el etanol, de la misma manera la adaptacion de
las levaduras al etanol también obedece a una modificacién de la composicion lipidica
de las membranas debido basicamente a un enriquecimiento de las mismas en
esteroles y acido grasos de cadena larga, de esta manera para las levaduras poder
adaptarse a altas concentraciones de alcohol debe existir un aumento del contenido de
acidos grasos insaturados con respecto a los saturados y un aumento en la longitud de

las cadenas carbonadas de los &cidos grasos (SKOOG, 2001)

2. Acidez del sustrato. ElI pH es un factor limitante en el proceso de la fermentacion
debido a que las levaduras se ven afectadas por el ambiente en el cual se desarrollan es
decir alcalino o acido. Las levaduras tienen rango 6ptimo de pH que va desde 3.5 hasta
5.5. En el proceso de fermentacion, el pH tiende a disminuir debido a la produccion de
acidos, formados al tomar los nitrogenos de los aminoacidos perdiendo su caracter
anfotero. En los procesos industriales, se hace uso de soluciones tampén para mantener

niveles 6ptimos de acidez.
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3. Concentracion de Azlcares. Las concentraciones altas de azucares afectan los
procesos de osmosis dentro de la membrana celular, el rango 6ptimo de concentracion
de azlcar es de 10 a 18%, puesto que a concentraciones de 22% las levaduras
empiezan a tener problemas en su proceso de respiracion celular.

4. Temperatura. Las levaduras son microorganismo meséfilos, por lo tanto su
temperatura no puede sobrepasar los 50°C, puesto que a esta temperatura o
temperaturas superiores se produce su muerte. Por lo tanto debido a que la
fermentacion es un proceso exotérmico, se debe mantener en el mismo un control de
temperatura para mantener la temperatura en su valor optimo que es de 30 °C.

(BUCHNER, 1897)

5. Ritmo de crecimiento de las cepas. Durante la fermentacion las cepas crecen en
numero debido a las condiciones favorables que se presentan en el medio, esto hace
gue se incremente la concentracion de levaduras.

2.1.3. CINETICA DE FERMENTACION

Los microorganismos crecen en el espectro en variedad de entornos fisicos y quimicos, su
crecimiento y otras actividades fisiol6gicas en el tacto de una respuesta en su entorno fisico-
quimico. Cinética de fermentacion se describe el crecimiento y formacién de producto por
microorganismos - no sélo el crecimiento celular activo, sino también a las actividades de
descanso y la muerte de las células, ya que muchos productos de la fermentacion de arco interés

comercial producido tras el crecimiento se ha detenido. (H., 1998)

2.1.4. MODELOS CINETICOS

El modelo matematico de una reaccion quimica esta basado en los modelos cinéticos para el
crecimiento de una poblacion de microorganismos, sin embargo en nada explican los complejos
mecanismos que se desarrollan a nivel celular, tampoco la influencia individual de las células
sobre la poblacidn, es por lo general aconsejable manejar modelos que sean lo suficientemente

expeditivos, prescindiendo de detalles demasiado complejos. Como los modelos de Monod,
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Moser y de Tessier estos Ultimos se utilizan mucho porque se ha comprobado que son las que

mejor se ajustan a los datos experimentales al principio o al final de la fermentacion.

La cinética de reaccion, a medida que transcurre la reaccién, disminuye las concentraciones de
reactantes. En general, la velocidad de reaccion depende de la concentracion de reactante por lo
que la velocidad especifica de conversién disminuye simultdneamente. La velocidad de reaccion
varia también con la temperatura para facilitar el estudio de los reactores microbianos, se admite
frecuentemente que existe una relacion constante, para un sistema microorganismo-sustrato
determinados entre velocidad de consumo de sustrato y la velocidad de produccién de células

entre la velocidad de generacion de producto metabdlico.

Indica que la estequiometria del crecimiento celular es muy complejo y varia con el sistema
microorganismo/nutrimentos y con las condiciones del entorno como pH, temperatura y
potencial redox. Esta complejidad se incrementa considerablemente cuando mas de un
nutrimento contribuye al crecimiento celular, como suele suceder. En general la estequiometria
puede ignorarse con rendimientos fraccionales que cambia con la composicion. El tratamiento
de este caso puede ser dificil por tanto seria deseable hacer la simplificacion de que todos los
valores rendimientos permanecen constantes para todas las composiciones a través de la
reaccion. Esta hipotesis suele ser razonable para flujo mezclado o para el periodo de crecimiento

exponencial en reactores por cargas de otro modo es cuestionable. (OCTAVE, 1993)

Entre los modelos cinéticos de crecimiento especifico tenemos.

2.1.4.1. Modelo cinetico de Monod (H., 1998)

1 1 K, 1\ eeeeeeeveeeeeeen @)
)
u Hmax  Hmax
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Donde:

H - velocidad especifica de crecimiento, (h'%)

H ax. velocidad especifica maxima de crecimiento, (ht)
S: concentracion de sustrato limitante, (g/L)
Ks: constante de saturacion, (g/L).

2.1.4.3. Modelo de michaelis y menten

d[P] [S]
L i V max Kotls] e 3)

S: concentracioén del sustrato (g/L)
Km: es la velocidad de formacién del producto.
Vrac €S la velocidad méxima. k. se denomina con frecuencia Kea.

2.1.4.4. Modelo cinético de Tessier (H., 1998)

W=l (1-exp)

Dénde: vl : velocidad de crecimiento
Mm : velocidad maxima de crecimiento
Ks : constante cinética
exp : exponencial

2.1.4.5. Modelo cinetico de Contois (H., 1998)

n
_ Ma
H= TR L R— (4)
5K +
Donde: Tl : velocidad de crecimiento
Him : velocidad méxima de crecimiento
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S : concentracion del sustrato
X : concentracion de biomasa
n : constante empirica

2.1.5. LEVADURA

Las levaduras al igual que los mohos, son hongos, pero se distinguen de ellos
porque su forma dominante es unicelular generalmente sus reproducciones por
esporulacion, gemacion o fision. EI método mas comun es por gemacion. (frazier,

1981)

La gemacion se produce cuando disponen de suficientes nutrientes para su

alimentacion.

Se diferencia de las algas porque no realizan fotosintesis, tampoco son protozoos
puesto que tienen una pared celular rigida, son més grandes que las bacterias, hay
aproximadamente 350 especies de levaduras, separadas en 39 géneros. (LEPE,

1997)

Las levaduras aparecen casi incoloras en las suspensiones, en grandes
concentraciones o prensadas, muestran una coloracién blanca o amarilla
pardusca. Esto también es aplicado a las levaduras de la industria, ademas hay
algunas tipos de levaduras rojas y negras, de importancia secundaria.

(BUCHNER, 1897)

Las levaduras no poseen movimiento propio pues carecen de 6rganos motores
(cilios), se multiplican con una velocidad bastante grande. Para un buen
crecimiento tienen importancia unas condiciones dptimas de vida, es decir, una

temperatura y una alimentacion adecuada.
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Las levaduras han servido al hombre durante muchos siglos para fermentar jugos

de fruta, para elaborar muchos y nutritivos alimentos.

Su importancia es mayor en la actualidad porque se ha utilizado en muchos
procesos fermentativos sintesis de muchos materiales, grasas y proteinas a partir

de azucares simples y amoniaco.

Se consideran tres principales subdivisiones reconocidas:

o Las levaduras ascospordgenas y ascomicéticas
o Las levaduras basidiomicéticas

o Las levaduras que no tienen estadios perfectos (hongos imperfectos) son

deuteromicetes.

Las levaduras se encuentran muy difundidas en la naturaleza y son diseminadas
por los insectos y el viento. Varian considerablemente de tamafio entre 1-5
micrémetros de ancho y de 5 a 30 micrémetros 0 mas de largo, generalmente son
ovoides si bien algunos son esféricos y otros alargados, cada especie tiene su
aspecto caracteristico. Las levaduras no tienen flagelos u otros organélos de

locomocion.

Las células viejas de las levaduras con paredes engrosadas, especialmente son
resistentes a condiciones poco favorables de calor, luz, desecacion y sustancias

quimicas.

Algunas especies de levaduras almacenan grandes cantidades de grasas,
carbohidratos o proteinas; otras especies son fuente de glicgeno, enzimas y
vitaminas, para los microorganismos y suplementos alimenticios de humanos y

otros animales. (SIRIO, 2015)
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Cuando se desarrollan en medio de cultivos adecuados las colonias de
levaduras varian en aspecto, textura y margen. Asi algunas son lisas, otras
rugosas, aplanadas, otras elevadas; tienen bordes bien definidos o irregulares.
Las colonias jovenes tienen consistencia comparable a la de una pasta; la cual

con el tiempo se vuelve méas espesa y seca.

Como las levaduras son muy importantes en la industria por su capacidad para
fermentar u oxidar sustratos y producir sustancias Utiles, es conveniente usar la

cepa de microorganismos que proporcionan la mayor cosecha. (LEPE, 1997)

Las levaduras también son capaces de crecer en un amplio margen de
temperatura desde 0° a 47 °C, algunos no se desarrollan a mas de 15 °C, aunque
otros pueden hacerlo a mucho menos temperatura. La éptima para la mayor parte
estd entre 20 y 30 °C. En general se sostienen que las levaduras se desarrollan

mejor en medios con accion &cida.

La levadura se propaga bien en presencia del aire y en ausencia de el, pero
fermenta los azucares mas rapidamente cuando esta ausente el aire; puesto que la
asimilacion es entonces mas lenta y la mayor parte del azlicar es convertida en
alcohol. En presencia de aire en exceso, es inhibida la fermentacion y se estimula

la asimilacion; por esta razon se airea fuertemente la solucion fermentada.

En escala de laboratorio, es conveniente airear gran nimero de matraces que
contengan pequefias cantidades de liquidos, agitdndolos constantemente por
medio de una maquina. De esta manera se consigue una aireacion uniforme en
cada matraz. ElI método de aireacion mas empleado es hacer burbujear aire a

través del sustrato liquido.
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Los constituyentes normales de las células referidas a la materia seca de

levadura en cantidades porcentuales son las siguientes:

Tabla 3: Constituyentes normales referidas a la materia seca de levadura.

COMPONENTES PORCENTAJE EN PESO SECO (%)
Grasas 2.0

Elementos Inorganicos 9.0

Hidratos de Carbono 37.0

Sustancias Nitrogenadas 50.0

Fuente: (frazier, 1981)
2.1.5.1. Estructura quimica de la levadura
Bésicamente la celula de la levadura consiste de una pared celular formada por
tres capas en las células sanas. Esta pared rodea al plasmalema (membrana del
citoplasma) y el citoplasma, dentro del cual existen varios organélos, incluyendo

vacuolas, mitocondrias, poli-ribosoma y granulos. (frazier, 1981)

Existe también un nucleo en dos diferentes dimensiones oOpticas; la region que es
mas densa Optimamente se conoce con el nombre de nucléolo y la region menos

densa se llama ndcleo plasma.

2.1.5.2. Saccharomyces cerevisiae.

La levadura Saccharomyces cerevisiae tiende a formar colonias de color crema,
blancas y humedas en mosto agar. En cultivos jovenes las células presentan
forma redonda, ovalada o poliforme y un tamafio de 4 a 14 micras de longitud
por 3-7 micras de grueso. (Ver Figura N°1) Forma ascosporas redondas y lisas.
Fermentan glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa y rafinosa. No utiliza nitratos, y

tolera pH: 3.5-4.0.

En condiciones normales de observacion en el microscopio el nucleo sera

invisible, el protoplasma en las células jovenes sera de apariencia suave y poco
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granulado, aumentando su granulacion y el tamafio de las vacuolas en las celulas
viejas. Las células muertas presentan generalmente una apariencia mas irregular,
con el protoplasma rugoso y paredes celulares mas gruesas. Saccharomyces
cerevisiae espérula en forma muy dificil y para inducir la esporulacion es
necesario mantener la levadura en medio humedo, con aire y sin nutrientes,
excepto solo minerales, cuando se forman esporas, estas generalmente seran 2 a
4, conociéndose con el nombre de ascosporas y llamandose a la bolsa que la

contiene asca. (SIRIO, 2015)

Figura 2: Levadura Saccharomyces cerevisiae. (En una imagen de microscopio)
La estructura de la pared celular previene fisicamente la difusion dentro o fuera
de la célula de compuestos con pesos moleculares mayores de 4,500.Como se
menciond anteriormente, debajo de la pared celular se encuentra la membrana
citoplasmatica o plasmalema, la cual consiste de manan, proteina y lipidos. Esta
membrana controla el paso de iones inorganicos, aminoacidos y azucares; asi
como el paso hacia el exterior de los productos del metabolismo (alcohol,

enzima, material proteico, etc.)

En el citoplasma existen mitocondrias los cuales estan directamente involucrados
con la sintesis de proteinas y acido ribonucleico (RNA) y también en las

reacciones del ciclo de Krebs y en los sistemas para transporte de electrones. En
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tener forma esférica o de baston, en tanto que en las levaduras que se encuentran

en condiciones anaerobicas o en un medio que tenga un alto contenido de

glucosa se formaran mitocondrias mas simples. (CONNOR, 2000)

La paredcelular exterior de Saccharomyces cerevisiae consiste principalmente en

un complejo que fosfomanan, en tanto que las zonas exteriores de las mismas,

estaran formadas por manana y glucana.

Tabla 4: Clasificacion taxondmica de Saccharomyces cerevisiae.

ESPECIFICACION CLASIFICACION
Clase Ascomycetas.
Sub-clase Hemiascomycetidae.
Orden Hendomicetales.
Familia Sacharomycetaceae.
Sub-familia Sacharomycoideae.
Genero Saccharomyces.

Fuente: (LEPE, 1997)

2.1.6. FERMENTACIONES

2.1.6.1.Fermentacion.

La fermentacion alcohdlica se puede considerar desde una perspectiva humana
como un proceso bioquimico para la obtencion de etanol, que por otras vias se ha
obtenido gracias a procedimientos quimicos industriales, como por ejemplo

mediante la hidratacion de etileno.

La fermentacion alcoholica denominada también como fermentacion del etanol o
incluso fermentacion etilica es un proceso biologico de fermentacion en plena
ausencia de aire oxigeno, originado por la actividad de algunos microorganismos
que procesan los hidratos de carbono por regla general azUcares: como pueden

ser por ejemplo la glucosa, la fructosa, la sacarosa y el almidon. para obtener
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como productos finales: un alcohol en forma de etanol (CH3-CH.-OH), dioxido
de carbono (CO3) en forma de gas y unas moléculas de adenosintrifosfato (ATP)
que consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular
energético anaerdbico . El etanol resultante se emplea en la elaboracion de
algunas bebidas alcohdlicas, tales como el vino, la cerveza, la sidra, el cava, etc.
Aunque en la actualidad se empieza a sintetizar también etanol mediante la
fermentacion a nivel industrial a gran escala para ser empleado como

biocombustible. (CORCHO, 2002)

La fermentacion es un proceso catabolico de oxidacion incompleta, siendo el
producto final un compuesto organico. Estos productos finales son los que
caracterizan los diversos tipos de fermentaciones. Fue descubierta por Pasteur,
que la describié como la vida sin el aire. para el caso Otto Heinrich Warburg
define la fermentacion alcoholica como un proceso bioldgico de fermentacion en
plena ausencia de aire, originado por la actividad de algunos microorganismos
que procesan los hidratos de carbono , para obtener como productos finales: un
alcohol en forma de etanol, diéxido de carbono CO; en forma de gas y unas

moléculas de ATP .

La fermentacion alcoholica tiene como finalidad biologica proporcionar energia
anaerdbica a los microorganismos unicelulares, para ello disocian las moléculas
de glucosa y obtienen la energia necesaria para sobrevivir, produciendo el
alcohol y CO2, como desechos a consecuencia de la fermentacion. Una de las
principales caracteristicas de estos microorganismos es que viven en ambientes
completamente carentes de oxigeno , maxime durante la reacciéon quimica, por
esta razon se dice que la fermentacidn alcohdlica es un proceso anaerobico.

(BROCK, 2006)
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La fermentacion en términos generales es la descomposicion de las sustancias
organicas de origen vegetal exentas de nitrogeno, preferentemente los hidratos de
carbono o sus derivados por medio de bacterias, levaduras y mohos con
produccion de energia. Hay fermentaciones aerdbicas, oxidantes y anaerobicas.
Tanto la fermentacion anaerobica y aerdbicas tienen ambas el mismo fin, la

provision de energia de los microorganismos causantes del fenémeno.

La fermentacion es un proceso conocido desde la antigliedad y algunas de ellas
constituyen hoy en dia una de las ramas de produccion mas importantes en la
industria. Existen dos tipos de fermentacion: fermentacion anoxidativa en la cual
no hay intervencion del oxigeno en el proceso y fermentacion oxidatoria en la

cual el oxigeno esta presente.

Todos los procesos fermentativos dependen de las condiciones ambientales a que
se somete el microorganismo en presencia del sustrato, entre estas condiciones
estan: Concentracion del azucar, aeracion, control de temperatura, formacion de

espuma. (ALFREDO, 2005)
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Figura 3: Reaccion bioquimica de la fermentacién

La glucdlisis es la primera etapa de la fermentacion, lo mismo que en la
respiracion celular, y al igual que ésta necesita de enzimas para su completo
funcionamiento; a pesar de la complejidad de los procesos bioquimicos una
forma esquematica de la reaccion quimica de la fermentacién alcoholica puede
describirse como una glicdlisis en la denominada via Embden-Meyerhof-Parnes.
(Figura N°3) de tal forma que puede verse como participa inicialmente una

molécula de hexosa:
CeH1,06 + 2 Pi + 2 ADP — 2 CH3-CH>OH + 2 CO2 + 2 ATP + 25.5 kcal

Se puede ver que la fermentacion alcohdlica, desde el punto de vista energético

es una reaccion exotérmica, se libera una cierta cantidad de energia. La
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fermentacion alcohdlica produce gran cantidad de CO», que es la que provoca
que el cava (al igual que el Champagne y algunos vinos) tengan burbujas. Este
CO2 (denominado en la edad media como gas vinorum) pesa mas que el aire, y
puede llegar a crear bolsas que desplazan el oxigeno de los recipientes donde se

produce la fermentacion.

Un célculo realizado sobre la reaccion quimica muestra que el etanol resultante
es casi un 51% del peso, los rendimientos obtenidos en la industria alcanzan el
7%. Se puede ver igualmente que la presencia de fosforo (en forma de fosfatos),

es importante para la evolucion del proceso de fermentacion.

La fermentacién alcohdlica se produce por regla general antes que la
fermentacion malolactica, aunque existen procesos de fermentacion especificos
en los que ambas fermentaciones tienen lugar al mismo tiempo. La presencia de
azUcares asimilables superiores a una concentracion sobre los 0.16 g/L produce
invariablemente la formacién de alcohol etilico en proceso de crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae (levadura), incluso en presencia de exceso de oxigeno
(aerdbico), este es el denominado efecto Crabtree, este efecto es tenido en cuenta
a la hora de estudiar y tratar de modificar la produccion de etanol durante la

fermentacion. (frazier, 1981)

Si bien el proceso completo (via Embden-Meyerhof-Parnes) descrito
simplificado anteriormente explica los productos resultantes de la fermentacién
etilica de un hexano, cabe destacar que el proceso se puede detallar en una
glicdlisis previa gobernada por un conjunto de enzimas en la que se obtiene un

piruvato tal y como se describe a continuacion:

CeH1206 — 2 CH3COCOO— + 2 H20 + 2H*
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La reaccion quimica se describe como la reduccion de dos moléculas de
Nicotinamida adenina dinucledtido (NAD+) de NADH (forma reducida del
NAD+) con un balance final de dos moléculas de ADP que finalmente por la
reaccion general mostrada anteriormente se convierten en ATP (Adenosin
Trifosfato). Otros compuestos trazados en menores proporciones que se
encuentran presentes tras la fermentacion son: el acido succinico, el glicerol, el

acidofumarico.

En més detalle durante la fermentacion etilica en el interior de las levaduras, la
via de la glucdlisis es idéntica a la producida en el eritrocito (con la excepcion
del piruvato que se convierte finalmente en etanol). En primer lugar el piruvato
se descarboxila mediante la accion de la piruvato descarboxilasa para dar como
producto final acetaldehido liberando por ello didxido de carbono (CO2) a partir
de iones del hidrogeno (H*) y electrones del Dinucleétido de Nicotinamida y
Adenosina (reducido) (NADH). Tras esta operacion el NADH (Dinucledtido de
Nicotinamida y Adenosina (reducido) sintetizado en la reaccion bioquimica
catalizada por el Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa (GADHP) se vuelve a
oxidar por el alcohol deshidrogenasa, regenerando NAD+ NicotinamidaAdenina
dinucledtido para la continuacion de la glucélisis y sintetizando al mismo

tiempo etanol.

Se debe considerar que el etanol va aumentando de concentracién durante el
proceso de fermentacion y debido a que es un compuesto téxico, cuando su
concentracion alcanza aproximadamente un 12% de volumen las levaduras
tienden a morir. Esta es una de las razones fundamentales por las que las bebidas
alcohdlicas (no destiladas) no alcanzan valores superiores a los 20% de

concentracion de etanol.
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La fermentacion alcoholica es un proceso anaerobico exotérmico (libera energia)
y moléculas de ATP necesarias para el funcionamiento metabdlico de las
levaduras (seres unicelulares). Debido a las condiciones de ausencia de oxigeno
durante el bioprocesos, la respiracion celular de la cadena del ADP en ATP
queda completamente bloqueada, siendo la Unica fuente de energia para las
levaduras la glicdlisis de la glucosa con la formacién de moléculas de ATP
mediante la fosforilacion a nivel de sustrato. El balance a nivel molecular del
proceso se puede decir que genera dos moléculas de ATP por cada molécula de

glucosa. (CORCHO, 2002)

2.1.7. TIPOS DE FERMENTACION ALCOHOLICA

2.1.7.1. FERMENTACION ANAEROBIA

La fermentacion anaerobia es comparativamente una operacion sencilla. El
medio estéril contenido en un fermentador también estéril, se inocula con el
organismo apropiado, el organismo se multiplica rapidamente y la fermentacion
comienza. En las dos fermentaciones anaerobias mas importantes, la de
produccién de alcohol por la levadura Saccharomyces cerevisiae y en la
formacion de butanol-acetona por accién de la bacteria Clostridium
acetobutylicum, se producen cantidades substanciales de CO2 y Hoy,
respectivamente. Dicha substancias deben ser convenientemente eliminadas del
fermentador y pueden recuperarse como subproductos. En las plantas de
obtencion de butanol los gases de un fermentador pueden ser utilizados para
desplazar el oxigeno atmosférico del espacio vacio de otros de los fermentadores.

(OCTAVE, 1993)
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2.1.7.2. FERMENTACION INDUSTRIAL

La fermentacion etilica ha sufrido algunas transformaciones con el objeto de
aumentar la eficiencia quimica del proceso, una de las mejoras mas estudiadas en
la industria es la posibilidad de realizar la fermentacion alcohodlica continua con
el objeto de obtener mayores cantidades de etanol. Hoy en dia el procesamiento
industrial de algunas bebidas alcohdlicas como puede ser el vino o la cerveza se
realizan en ambientes controlados capaces de ofrecer a un ritmo apropiado de
estos productos de consumo al mercado. Esta via ofrece una amplia materia de
investigacion en temas de eficiencia de bioreactores , empleando para ello teoria
de sistemas de control (el problema desde el punto de vista de ingenieria de
sistemas es altamente no lineal y oscilatorio). Otra via de investigacion acerca de
la mejora de los procesos industriales es la mejora de las cepas de levaduras
(como puede ser la Zymomonasmobilis que ofrece ventajas en los procesos
continuos de fermentacién), permitiendo la convivencia de una mayor densidad
de las mismas durante la produccion. Una de las caracteristicas de la
fermentacion etilica industrial es la seleccion adecuada de las levaduras a
inocular en el proceso de fermentacion con el objeto de aumentar el rendimiento

de la produccién. (OCTAVE, 1993)

2.1.7.3. FERMENTACION INDUSTRIAL TIPICA

Es esencialmente un proceso que se produce en un recipiente llamado
fermentador o en general, biorreactor, mediante el cual determinados sustratos
que componen el medio de cultivo (levaduras) son transformadas mediante la
reaccion microbiana en metabolitos y biomasa. Durante el proceso los

microorganismos van aumentando de concentracion en el transcurso de la
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reaccion al mismo tiempo que el medio va modificando sus propiedades
quimicas y se forman productos nuevos como consecuencia de las reacciones

anabolicas. (HENRY, 1998)

2.1.7.4. FERMENTACIONES NATURALES

La fermentacion alcohdlica con la emision de ciertas cantidades de etanol se
produce de forma espontanea en la naturaleza siempre que Se encuentre un
azlcar y una atmdsfera pobre de oxigeno, es por esta razon que ocurre
espontaneamente en el interior de algunas frutas que se puede decir sufren un

proceso de maduracion anaerébica. (CORCHO, 2002)

2.1.7.5. FERMENTACIONES ESPECIFICAS

Las fermentaciones especificas son manipuladas por el hombre con el objeto de
obtener el etanol en ciertas bebidas. Para ello se emplean principalmente los
azucares de las frutas, cereales y leche. La produccién de estas bebidas es en la
mayoria de los casos local debido a la disponibilidad de los substrates.

(CONNOR, 2000)

2.1.8. FACTORES AMBIENTALES QUE AFECTAN EL PROCESO DE

FERMENTACION

Todos los procesos fermentativos dependen de las condiciones ambientales a que
se somete el microorganismo en presencia del sustrato, entre estas condiciones

estan:

e Concentracion del azucar.
= Control del pH del medio.

= Aeracion.
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= Control de temperatura.
» Formacion de espuma.
= Contamination.

Concentracion del azlcar: Sistema tipico donde la concentracion de la sustancia
convertible se reduce gradualmente desde un valor inicial alto hasta un minimo.
La mitad de los azucares totales fermenta en 8 - 10 horas Durante el periodo

principal de fermentacion de un proceso que dura de 60 a 70 horas.

Control de pH del medio: El ajuste del pH del sustrato a un valor 6ptimo inicial
antes de la inoculacion de los microorganismos es una parte de la preparacion del
sustrato. El pH inicial 6ptimo depende de la especie de organismo usado, de la

reaccion deseada y de las condiciones del proceso.

Aeracién: En muchos procesos Yy si es aerébico es conveniente la presencia del
aire, en especial durante la fase de incubacion, cuando el organismo prolifera

rapidamente. Las levaduras crecen bien bajo condiciones aerobicas.

Control de temperatura: La temperatura inicial 6ptima depende de factores
analogos a los que controlan el pH. Aunque la mayoria de microorganismos
toleran intervalos amplios de temperatura. Las levaduras no toleran temperaturas

mayores de 470 °C y la Saccharomyces cerevisiae crece a 200°C.

Formacion de espuma: Durante el proceso fermentativo el caldo de cultivo tiende
a formar espuma, debido al movimiento acelerado de agitacion y al exceso de
aire propagado en el sustrato, forma espuma compuesta de caldo y levadura,

quedando adherida en las paredes del fermentador.
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Contaminacion: algunos procesos microbianos fermentativos no pueden
realizarse con éxito, debido a contaminacién causada por la presencia de
microorganismos como bacterias, degeneracion de los microorganismos y las

diferencias en los valores 6ptimos del pH. (HENRY, 1998)

2.1.9. MATERIAS PRIMAS Y SU IMPORTANCIA PARA EL PROCESO

FERMENTATIVO.

El etanol se puede producir a partir de 3 principales tipos de materias primas:

Materias ricas en sacarosa como la cafia de azUcar, platano, la melaza y el sorgo

dulce.

Materias ricas en almidén como los cereales (maiz, trigo, cebada, etc.) y los

tubérculos (yuca, camote, papa, malanga, etc.).

Materias ricas en celulosa como la madera y los residuos agricolas.

Desde el punto de vista técnico, la cafia de azlcar es una de las materias primas
mas atractivas de biomasa. Lo anterior se debe a que los azlcares que contiene se
encuentran en una forma simple de carbohidratos fermentables y ademas durante
su procesamiento se genera el bagazo, que se usa como combustible en la
produccién de etanol. El principal inconveniente de la cafia de azucar son los
costos de produccion. Ademas, se requieren tierras fértiles para su cultivo las

cuales podrian ser destinadas a la produccién de alimentos.

Por su parte, las materias ricas en almidén contienen carbohidratos de mayor
complejidad molecular que necesitan ser transformados en azlcares mas simples
por un proceso de conversion (sacarificacion), lo que introduce un paso mas en la

produccidn con el consiguiente aumento en los costos de capital y de operacion.
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No obstante lo anterior, existen ciertos cultivos amildceos como es el caso de la
yuca, los cuales se pueden establecer con un minimo de insumos y en tierras
marginales en donde generalmente otras especies mAas exigentes no se

desarrollan. (frazier, 1981)

Finalmente, las materias primas ricas en celulosa son las mas abundantes, sin
embargo la complejidad de sus azlcares hacen que la conversion de estos en
carbohidratos fermentables sea una tarea dificil y poco rentable en la
actualidad. Los procesos de hidrdlisis &cida y enzimética de sustratos celuldsicos
se encuentran poco desarrollados a nivel industrial, sin embargo se esperan

avances importantes en los proximos afos.
2.1.10. POTENCIAL DE IONES HIDROGENO (pH)

El pH es un valor que indica el nivel de acidez del producto y se mide en una
escala de 0 a 14. Un valor de 7 es neutro. Los valores menores de siete son
acidos, los mayores de siete son alcalinos. El pH puede ser medido con diferentes
dispositivos que van desde papel indicador hasta equipos portatiles. (SKOOG,

2001)
2.1.11. GRADOS BRIX

Los grados Brix (°Bx) indican la cantidad de sélidos solubles, es decir, la
consistencia del producto. Se determina mediante el indice de refraccion el cual
se basa en la direccion que toma un rayo de luz cuando incide en un medio de

diferente densidad que el aire. (frazier, 1981)
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2.1.12. GRADO ALCOHOLICO

El grado alcohdlico es determinado en la practica mediante un aerémetro
expresamente graduado, llamado alcoholimetro, alcohémetro o aerémetro. El
mas utilizado es el alcoholimetro de Gay Lussac, el cual se encuentra graduado a
15°C, y expresa el grado alcohdlico en volimenes (centimetros cubicos de

alcohol etilico en 100 centimetros cubicos de liquido a 15°C). (OVIEDO, 2009)

2.1.13. DESTILACION

La destilacion es la operacion de separar las distintas sustancias que componen
una mezcla liquida mediante vaporizacion y condensacién selectivas. Dichas
sustancias, que pueden ser componentes liquidos, sélidos disueltos en liquidos o
gases licuados, se separan aprovechando los diferentes puntos de ebullicion de
cada una de ellas, ya que el punto de ebullicion es una propiedad intensiva de
cada sustancia, es decir, no varia en funcién de la masa o el volumen, aunque si

en funcién de la presion. (H., 1998)

2.1.13.1.DESTILACION SIMPLE

La destilacion simple o destilacion sencilla es una operacién donde los vapores
producidos son inmediatamente canalizados hacia un condensador, el cual los
enfria (condensacién) de modo que el destilado no resulta puro. Su composicion
sera diferente a la composicion de los vapores a la presién y temperatura del
separador y pueden ser calculadas por la ley de Raoult. En esta operacion se
pueden separar sustancias con una diferencia entre 100 y 200 grados Celsius, ya
que si esta diferencia es menor, se corre el riesgo de crear azedtropos. Al
momento de efectuar una destilacion simple se debe recordar colocar la entrada

de agua por la parte de arriba del refrigerante para que de esta manera se llene
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por completo. También se utiliza para separar un sélido disuelto en un liquido o
2 liquidos que tengan una diferencia mayor de 50 °C en el punto de ebullicion.

(H., 1998)
2.1.13.2.DESTILACION FRACCIONADA

La destilacion fraccionada de alcohol etilico es una variante de la destilacion
simple que se emplea principalmente cuando es necesario separar liquidos

con puntos de ebullicion cercanos.

La principal diferencia que tiene con la destilacion simple es el uso de
una columna de fraccionamiento. Esta permite un mayor contacto entre los
vapores gque ascienden, junto con el liquido condensado que desciende, por la
utilizacion de diferentes "platos”. Esto facilita el intercambio de calor entre los

vapores (que lo ceden) y los liquidos (que lo reciben). (H., 1998)
2.1.13.3.DESTILACION AL VACIO

La destilacion al vacio consiste en generar un vacio parcial por dentro del
sistema de destilacion para destilar sustancias por debajo de su punto de
ebullicién normal. Este tipo de destilacion se utiliza para purificar sustancias

inestables por ejemplo las vitaminas.

Lo importante en esta destilacion es que al crear un vacio en el sistema se puede

reducir el punto de ebullicion de la sustancia casi a la mitad.

En el caso de la industria del petréleo es la operacion complementaria de
destilacion del crudo procesado en la unidad de destilacion atmosférica, que no
se vaporiza y sale por la parte inferior de la columna de destilacion atmosférica.

El vaporizado de todo el crudo a la presion atmosférica necesitaria elevar la
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temperatura por encima del umbral de descomposicion quimicay eso, en esta

fase del refino de petroleo, es indeseable.

El residuo atmosférico o crudo reducido procedente del fondo de la columna de
destilacion atmosférica, se bombea a la unidad de destilacion a vacio, se calienta
generalmente en un horno a una temperatura inferior a los 400 °C, similar a la
temperatura que se alcanza en la fase de destilacion atmosférica, y se introduce
en la columna de destilacion. Esta columna trabaja a vacio, con una presion
absoluta de unos 20 mm de Hg, por lo que se vuelve a producir una vaporizacion
de productos por efecto de la disminucién de la presion, pudiendo extraerle mas

productos ligeros sin descomponer su estructura molecular.

En la unidad de vacio se obtienen solo tres tipos de productos:

- Gas Oil Ligero de vacio (GOL).
- Gas Oil Pesado de vacio (GOP).
- Residuo de vacio.

Los dos primeros, GOL y GOP, se utilizan como alimentacion a la unidad de
craqueo  catalitico  después de  desulfurarse ~en una  unidad

de hidrodesulfuracion (HDS).

El producto del fondo, residuo de vacio, se utiliza principalmente para alimentar
a unidades de craqueo térmico, donde se vuelven a producir mas productos
ligeros y el fondo se dedica a producir fuel oil, o para alimentar a la unidad de
produccién decoque. Dependiendo de la naturaleza del crudo el residuo de vacio

puede ser materia prima para producir asfaltos. (H., 1998)
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2.1.14. ALCOHOLES

Los alcoholes son derivados de hidrocarburos (moléculas formadas por carbono
e hidrégeno) y se caracterizan por tener un grupo oxidrilo (OH) unido a uno de

los &tomos de carbono en sus moléculas.

La mayoria de los alcoholes de bajo peso molecular son los de mayor

importancia comercial.

En la gran familia de los alcoholes se encuentran el “etanol” y el "metanol” dos
compuestos que mezclados con nafta se estan implementando como combustible.
En América del Sur mas de 4 millones de automoviles funcionan con etanol
como resultado de un programa gubernamental que tiene por objetivo obtener un
combustible alternativo derivado de la cafia de azucar. Ademas es usado como un
aditivo que se le afade a la gasolina para oxigenarla, llamado
EthylTertiaryButylEther, ETBE, el cual ayuda a que se produzca una mejor y

limpia combustién. (H., 1998)

2.1.14.1.ALCOHOL ETILICO O ETANOL

Los alcoholes en general, son compuestos que tienen uno, dos o tres grupos
hidroxido (-OH) enlazados a sus moléculas, por lo que se clasifican en
monohidroxilicos, dihidroxilicos y trihidroxilicos respectivamente. EI metanol y
el etanol son alcoholes son alcoholes se caracterizan por la gran variedad de
reacciones en las que intervienen, y las mas importantes es la reaccion con los

acidos, en la que se forman los esteres.

Férmula quimica del etanol: CH3sCH>OH PM 46.07. Los alcoholes simples de

bajo peso molecular como el etanol son incoloros, volatiles, liquidos, inflamables
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y solubles en agua. Cuando el peso molecular crece, el punto de ebullicion, el
punto de fusién y la viscosidad crecen y la solubilidad en agua decrece. Estas
propiedades fisicas pueden ser alteradas por la presencia de otro grupo funcional
(es un atomo o grupo de atomos unidos entre si y al resto de las moléculas de una

determinada manera estructural). (MORRISON, 1992)
2.1.14.1.1. Propiedades fisico quimicas del etanol

Es un liquido volatil, inflamable, incoloro, movil, posee un olor caracteristico,
produce una sensacion de quemadura en la lengua, y es el alcohol de menor

toxicidad. Usos generales del etanol:

= Esusado en bebidas alcohdlicas.

= Se utiliza Como desinfectante.

= Solvente en numerosas sustancias

= Actualmente su uso como combustible por su alto octanaje.
» Pruebas generales de alcoholes

* Prueba de Lucas (ZnCl2/HCI)

Se basa en la diferencia de reactividad que presentan los alcoholes con los
halogenuros de hidrogeno, para formar el halogenuro de alquilo correspondiente.

La reaccion es catalizada con cloruro de zinc anhidro.

Los alcoholes terciarios reaccionan tan rapido que se puede observar la
separacion de una capa de cloruro de alquilo terciario insoluble. Con los
alcoholes secundarios la solucion es turbia a los 5 minutos, con la formacion de
cloruro de alquilo secundario. Con los alcoholes primarios saturados, la solucion
permanece clara y, en algunos casos, se presentan con alguna turbidez, debido a
la extrema lentitud de la formacion de halogenuro de alquilo primario. (PENA,

2004)
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2.1.14.1.2. Porcentaje de rendimiento

Rendimiento: Es la relacion entre el alcohol producido y el azucar puesto a
disposicion de la levadura. Tedricamente por 100 Kg de muestra fermentada se

obtienen 33 litros de alcohol.

2.1.15. MULTILOG PRO

2.1.16. RECOLECTOR DE DATOS

Una poderosa herramienta para la investigacion cientifica con presentacion
grafica, capacidades de audio y video, el MultiLog PRO brinda nuevas

posibilidades para la experimentacion y recoleccion de datos.

El MultiLog PRO es la herramienta perfecta para "hacer™ investigacion cientifica
y experimentacion. Ayuda a estudiantes e investigadores a realizar casi cualquier
tipo de medicién usando una variedad de mas de 65 sensores. Este recolector
portatil puede usarse tanto en el laboratorio como en exteriores. El poder de tomar
miles de muestras por segundo ahorra el tiempo requerido en recolectar
mediciones del experimento y libera al investigador para trabajar con el analisis
de datos. El analisis de las mediciones se realiza utilizando el software MultiLab,
ofreciendo un mdédulo de video Unico y méas de 30 funciones matematicas y

herramientas de analisis gréafico.

En el laboratorio el MultiLog PRO puede conectarse directamente al puerto
serial del PC, trabajando como una interface rapida en-linea. EI MultiLog PRO
con su gran memoria es también la mejor eleccién para actividades de campo en

Biologia y Ciencias Ambientales. Los estudiantes pueden realizar y almacenar
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hasta 100 experimentos distintos antes de tener que descargarlos al PC.

(ALLISON, 2010)

Figura 4: Recolector de datos Multilog Pro

2.1.17. ESPECIFICACION DE SENSORES

¢ SENSOR DE COz2

Como CO; absorbe luz infrarroja, el sensor CO> consiste de un tubo conteniendo
una fuente infrarroja en un extremo y un detector infrarrojo en el otro. El detector
infrarrojo detecta la luz infrarroja que no fue absorbida por CO: entre la fuente y

el detector. Gamas de gas del CO..Didxido de carbono IR-CO>-Al 350 a 5.000

ppm.

Figura 5: Sensor de CO;

« SENSOR DE pH

El DT016 es un sensor mide el rango de 0 a 14 pH. Consiste de un adaptador oval
y un electrodo. El sensor estd equipado con un sistema de compensacion de
temperatura debe estar conectado al Recolector de datos en adicion al sensor de

pH.
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Figura 6: Sensor de pH

2.2. MARCO CONCEPTUAL

Cinética Quimica.- Trata del estudio de la velocidad de la reaccion quimica y de los

distintos factores que incluyen en ella.

Sistema Adaptativo.- Sistema de control de procesos nos indica sus caracteristicas
(parametros o ley de control) de una forma automaética para adaptarse a una situacion

cambiante en el proceso.

Modelizacion.- Definicion de un conjunto de ecuaciones matematica que permiten
describir el comportamiento de un proceso, basadas en unas formulaciones clara a partir

de un concepto basico.

Simulacion.- Resolucion del modelo matematico para obtener predicciones de las
variables mas importantes de los procesos sea posible comparacién con datos

experimentales.

Software Multilab.- Programa integral que le provee al usuario con todos los
elementos necesarios a efectos de recolectar los datos del MultiLog Pro, presentarlos en
forma de gréficas, barras y tablas, analizarlos con sofisticadas herramientas de anélisis y

ver peliculas de video grabadas o en linea del experimento que se lleva a cabo.

Recolector de Datos.- Dispositivo que traduce datos a partir de sensores conectados y
los convierte en lecturas. Los datos son almacenados, y pueden transferirse al
computador a diferencia de interfaces tipo cajas, los recolectores de datos pueden

funcionar independientemente del computador.
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Sensor.- Dispositivo que mide una cantidad fisica como ser temperatura, nivel de luz,

presion, CO, etc.

Levaduras.- Son organismos unicelulares rodeados de pared celular ndcleo distinto, se

reproducen por gemacion o por esporas.

Medios de cultivos.- Desde el punto de vista de la fermentacion, requieren encontrarse

en un medio adecuado, tanto la Temperatura y pH.
Sustrato.- Es una molécula sobre la que activa una enzima.

Fermentacién.- Se define como el cambio quimico que ocurre en las sustancias

orgénicas producidas por la accién de las sustancias quimicas.

Productividad.- Cantidad de producto o biomasa que se obtiene por unidad de volumen
de reactor y tiempo. Si se expresa por unidad de biomasa se conoce como productividad

especifica.

Diseflo Experimental.- Basadas en la estadistica son particularmente utiles en el
mundo de la ingenieria en lo que toca a la mejora del rendimiento de los procesos de
manufactura que se investigan todas las combinaciones posibles de los niveles de los

factores.

ATP: compuesto con fosfato de alta energia en los organismos vivos Adenosin

Trifosfato.

Coenzima: una pequefia molécula no proteica que participa en una reaccion catalitica

como parte de una enzima.

Crecimiento exponencial: crecimiento de un microorganismo cuyo namero de células

se duplica en un periodo constante de tiempo.
Dioxigenasa: enzima que cataliza la incorporacion de 2 &tomos de Oz en un sustrato.
Efectores: causantes de los efectos en medios de fermentacion.

Enlace glicosidico: tipo de enlace covalente que une monosacaridos para formar

polisacaridos.
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Enzimas: proteinas cataliticas que funcionan acelerando la reaccion quimica.

Fase estacionaria: periodo que sigue a la fase exponencial donde la velocidad de

crecimiento de la poblacion es cero.

Fase lag: periodo anterior a la fase exponencial cuando las células pueden tener

metabolismo activo pero aun no crecen.

Fosforilacion: formacion de ATP por transferencia directa de una molécula de fosfato.
Gemacidn: forma de reproduccion asexual tipica en sentido amplio de las levaduras.
Genotipo: constitucidn genética precisa de un organismo.

Glucolisis: una ruta bioquimica en el cual se fermenta la glucosa para producir (ATP), y

varios productos de fermentacion.

Hidrogenasa: enzima capas de afiadir o quitar H> ampliamente distribuida entre

microorganismos anaerdbicos.

Inhibicién: reduccion del crecimiento microbiano por causas de alteraciones en el

ambiente microbiano.

Medios de cultivo: desde el punto de vista de fermentacion, requiere encontrarse en un
medio adecuado, tanto de temperatura y pH como de sustancias alimenticias que se

puedan asimilar.
Metabolismo: conjunto de reacciones bioquimicas de una célula.

Metabolito primario: un metabolito que se excreta en la fase logaritmica de

crecimiento microbiano.

Metabolito secundario: un metabolito que se excreta al final de la fase logaritmica y

fase estacionaria de crecimiento.

pH: valor negativo del logaritmo de la concentracion de iones Hidrogeno (H*), en una

solucion.

Piruvato: producto de la glucolisis de fermentacion que finalmente por accion de las

levaduras de convierten en etanol y CO..
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Polisacarido: un polimero de monosacaridos unidos entre si por enlace glicosidico.

Saccharomyces cerevisiae: tipo de levadura unicelular produce la fermentacion,
aproximadamente el 95% de la fermentacion de etanol se lleva a cabo mediante esta

levadura.

2.4. HIPOTESIS
2.4.1. HIPOTESIS GENERAL

Conociendo la cinetica de obtencion de alcohol de la planta Macha Macha
(peruvianum jancs) por el método de fermentacion y evaluar el grado de alcohol
extraido.

2.4.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

» Alcohol a partir de la planta Macha Macha (peruvianum jancs)se determinan sus
pardmetros de extraccion

» De acuerdo al alcohol obtenido de Macha Macha (peruvianum jancs), se conoce
su cinética de extraccion.

» Obteniendo el alcohol de la Macha Macha (peruvianum jancs), se determina su

modelo matematico de fermentacion.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

3.1. METODOLOGIA

3.1.1.AMBITO DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se realizd en el ambito geografico del
Departamento de Puno — Per(, las pruebas experimentales se desarrollaran en
laboratorios de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno, bajo las condiciones
ambientales a una presion atmosférica de 486 mmHg, a una altitud de 3828 m.s.n.m

y a una temperatura variable entre 10 a 12 °C.

3.1.2. LUGAR DE EJECUCION

El trabajo de investigacion experimental se realiz6 en los ambientes de Universidad

Nacional del Altiplano UNA- Puno.

» Laboratorio de operaciones unitarias y procesos de la Facultad de Ingenieria

Quimica. FIQ- UNA- PUNO.
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3.1.3. MATERIALES Y EQUIPOS

3.1.3.1. MATERIAPRIMA

La Macha Macha.- Es una planta que crece en las alturas en zonas mas altas de los
cerros, en zonas rocosas Yy arcillosas, y la cual se ha recolectado del cerro Sohojori

Distrito de Conima de la Provincia de Moho y Departamento de Puno.

3.1.3.2. REACTIVOS

¢ Solucién buffer 0 - 14

3.1.3.3. MATERIALES DE VIDRIO

Vaso de precipitados de 100ml.
Probeta de 100ml.

Picetas

Matraz Erlenmeyer de 1000ml y 250 ml

3.1.3.4. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Equipos de control, para multiples aplicaciones, modelo MULTILOG PRO, marca
ITP (Israel), recolector de datos, con conexion de USB (con sensor CO2 y pH,
interfase para computadora y software para la recuperacion de datos almacenados

en el recolector de datos).

a) Reactor para la fermentacion (vidrio)
b) Potencidmetro.

c) Balanza analitica digital.

d) Refractometro

e) Sistema bafio Maria

f) Refractdmetro.- de tipo PCE2863

g) Destilador
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e Condensador

e Balon con 3 entradas
e Cocinilla eléctrica

e Malla de asbesto

e mangeritas

h) Balanza analitica

i) Balanza de triple barra

j) Termdmetro de alcohol 100°C
k) pH-metro

3.1.4. METODOS Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Existen diversas formas y maneras de fermentacion, se eligio el método seleccionado;
realizando pruebas de lectura de diferentes parametros (como la cantidad de levadura, la
cantidad de CO> producido) de alcohol, presion, temperatura y pH, el que conectado al
computador provee datos numericos del comportamiento cinético que son presentados
de forma grafica en el Software Multilab+, permitiendo determinar la cinética de

fermentacion de la Macha Macha (peruvianum jancs).

3.1.5. PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE PRODUCTOS

La tecnologia que se plantea en el presente proyecto es la utilizacion del equipo

MULTILOG — PRO, entre otros materiales de laboratorio.

a) MATERIA PRIMA

La materia prima a utilizar es la Macha Macha (peruvianum jancs) variedad se da
proveniente del Distrito de Conima, conteniendo un porcentaje de humedad de 71.03%
aproximadamente madurez organoléptica, sera recepcionada, almacenada y favorece al

proceso cuanto mas madura esté el fruto.
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b) SELECCION

Antes del lavado de la Macha Macha (peruvianum jancs) con una adecuada madurez
organoléptica sin magulladuras, son seleccionados mediante inspeccion visual,

eliminando aquellos frutos que presentan un alto grado de deterioro.
c) LAVADO

El lavado se realizd con agua potable para eliminar las impurezas que estan adheridas al
fruto, para garantizar una limpieza adecuada de la pulpa en el momento de licuado, para

esta operacion se utiliz6 un recipiente.
d) PESADA

Esta actividad es para registrar el peso neto de la materia prima que ingresa, utilizando
una balanza analitica, reuniendo los requisitos de calidad para este proceso de

fermentacion.
e) PULPEADO

Se realiz6 con ayuda de recipientes cilindricos (licuadora), donde se hace la recepcion de
la pulpa de la Macha Macha (peruvianum jancs), en este estado la emulsion tendra un
alto porcentaje de agua, carbohidratos, minerales y otros constituyentes que seran

protagonistas en el proceso de fermentacion.
f) DISOLUCION DEL MOSTO

Una vez obtenida la pulpa de la Macha Macha (peruvianum jancs), por estar muy densa,
se realiza una disolucién respectiva con agua hervida a 30°C, la proporcion sera de 600
ml de agua por un 200g de la pulpa de la Macha Macha (peruvianum jancs) .Por tanto, la

relacién en la dilucion es (3:1).
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g) MOSTO ACONDICIONADO Y FERMENTACION ALCOHOLICA

Para la fermentacidn alcohodlica se usa levadura seca liofilizada, que primero se activa,

con el siguiente procedimiento:

Se reconstituye la levadura Sacharomyces Cerevisae variedad Ellisoideus con la adicion
de agua hervida tibia a 30 °C en un recipiente pequefio en el cual se afiade 50 ml de
mosto y levadura al 0.3% , luego es cubierto y dejado en reposo en un lugar a una
temperatura de 30°C por espacio de 5-10 minutos, con un pH oOptimo de 3.8. La

activacion se nota por la formacion de burbujas en la superficie.

Una vez activada la levadura se inocula al fermentador que contiene el mosto corregido.
Para iniciar la fermentacion alcoholica es necesario realizar una agitacion para

homogenizar, finalmente se deja en reposo.

o Control de la temperatura:

La reaccion es altamente exotérmica por lo que es muy importante el control de este

parametro, ya que la levadura trabaja en un rango de 30 - 40°C.
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Figura 7: fermentacién, controlando parametros
Fuente: Elaboracion Propia

h) DESCUBE

Trascurrido el tiempo Optimo de 72 horas aproximadamente de la fermentacion
alcohdlica, se procede a separar los residuos de la levadura, los sélidos de la fruta
precipitada que queda al fondo; el descube, se realizd por la parte superior del reactor, el

cual seré recibido en un recipiente.
i) FILTRACION - TRASIEGO

Una vez que el mosto alcoholico termina su proceso de fermentacion, el mosto
fermentado pasa a ser filtrado mediante un trasiego por medio de un colador, una vez

filtrado pasa ser medido el grado alcohdlico de la muestra obtenida.
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j) Destilacion simple.
o Engrasar las partes esmeriladas del soporte universal.
o Colocar 250mL del fermento obtenido en el balén con tres salidas del equipo de

destilacion simple que esté montado como muestra la figura N° 3.1.

Figura 8: Equipo utilizado para la destilacion simple.

Fuente: Elaboracion Propia
oEl calentamiento de la muestra, se deberd hacer de forma cuidadosa y controlada,

controlando la temperatura.

eBaldn de fondo redondo, que debera contener pequefios trozos de material poroso
(cerdmica, o material similar) para evitar sobresaltos repentinos por
sobrecalentamientos.

e Termometro: El bulbo del termémetro siempre se ubica a la misma altura que la salida
a la entrada del refrigerador. Para saber si la temperatura es la real, el bulbo debera
tener al menos una gota de liquido. Puede ser necesario un tapén de goma para
sostener al termometro y evitar que se escapen los gases (muy importante cuando se

trabaja con liquidos inflamables).
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e Tubo refrigerante. Aparato de vidrio, que se usa para condensar los vapores que se
desprenden del balén de destilacion, por medio de un liquido refrigerante que circula

por éste.

e Entrada de agua: El liquido siempre debe entrar por la parte inferior, para que el tubo

permanezca lleno con agua.

e Salida de agua: Casi siempre puede conectarse la salida de uno a la entrada de otro,

porque no se calienta mucho el liquido.
e Se recoge en un balén, vaso de precipitados, u otro recipiente.
e Fuente de vacio: No es necesario para una destilacion a presion atmosférica.

¢ Adaptador de vacio: No es necesario para una destilacion a presion atmosférica.
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Figura 9: Diagrama de flujo general para la obtencion del alcohol (vino)
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DESTILACION

v
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Figura 10: Diagrama de flujo para la obtencidn del alcohol de planta macha
macha (peruvianum jancs)

NOTA: En este diagrama de flujo de fermentacién es
fermentacidén aerdbica debido a que se realiza en un reactor
cerrado temperatura con una salida de COz ,con el equipo de
Multilog- pro para controlar la produccién de COz, pH. Al
final del proceso no se realiza una fermentacidén expuesta

al ambiente debido a que el mosto tiende a oxidarse vy
aumentar el pH.
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3.1.6.PARAMETROS EVALUADOS

En el proceso de fermentacion se han evaluado varios pardmetros que sirvieron
como punto de referencia para realizar la fermentacion a mayor escala. En primer
lugar se determind los parametros fisicoquimicos en el proceso de fermentacion
como son pH, concentracion (°Brix), temperatura y tiempo.

Para la evaluacion de estos parametros cinéticos con el modelo matemaético de
Michaelis y Menten se adecuo la cinética de fermentacion de Macha Macha para
encontrar la constante de cinética.

A partir del experimento por lote.

3.1.6.1. BALANCE DE MATERIA

Balance de materia en estado estacionario.- es aquel en el que no hay transferencia de
materia a través de la frontera del sistema. El balance de materia se basa en la ley de
conservacion de la materia, la cual, rigurosamente hablando, hay que aplicarla al

conjunto materia, y no a la materia por separado.

]’-\gua

v

Macha macha —— L 5 mosto a °Brix

Entrada = Salida

3.1.7. CINETICA DE EXTRACCION

Para explicar la relacion se demuestra a partir de la ecuacién de Michaelis y Menten
observada entre la velocidad (Vo) y la concentracion inicial de sustrato ([So])

propusieron que las reacciones catalizadoras enzimaticamente ocurren en dos etapas.
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La primera etapa se forma el complejo enzimas sustrato y en la segunda, el complejo
enzima-sustrato da lugar a la formacion del producto, liberando la enzima libre.

K1 K>
—_—

E+S —m0 8 ES — % +P
Kz
Siguiendo la aproximacion del estado estacionario que sefiala que la concentracion del

complejo enzimatico-sustrato (ES) es pequefia y se mantiene casi constante a lo largo de

la reaccion enzimaética.

@ = K; [E][S] — K_; [ES] — K,[ES] = 0
[ES] = II{(_ll[E—][Ii]z se define
_ K 1—K,
K =—
S
[ES] = [EI]<[ ].. €))
La velocidad de reaccion es:
d[P] »

— = K[ESl. (D

La concentracion total de la enzima:

[Eo] = [E] + [ES]

[E] = [Eo] +[ES] .. ()
(ES] = ([Eo] —K[ES])[S] I en ()

Reordenando tenemos:

Ks[EST + [SI[ES] = [Eo][S]
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_ [EollS]
(6] = 25 51 av)
Sustituyendo (1V) en (I1)
d[P] [S]
" - elBol s

U= Umax K. + [S]

e E, eseltotal de enzima "cantidad total o inicial de enzima".

o % o u, eslavelocidad de produccion del producto.

e K,[Ep]. O umaxes lavelocidad maxima.
ek, constante de saturacion g/L

e s concentracion de sustrato limitante g/L

diP] _ 5]
at  Hme g s

_ Hmax [S]
e K+ 1S]

LINEALIZACION DEL MODELO DE MICHAELIS Y MENTEN

La ecuacion de Michaelis y Menten se puede linealizar tomando los reciprocos

correspondientes. La ecuacion resultante de la linealizacion es la siguiente:
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Una gréfica de 1/p vs 1/S produce una linea recta con pendiente Ks/ pmax.

TR

Hmax

3.1.8.

m = Ks/Wmax

1
S
_1dS
K=Sar
1 (S—SO)
= — %
K S t—to

MODELO MATEMATICO PARA LA INVESTIGACION
3.1.8.1. Ildentificacion de variables del proceso para el disefio experimental
Existen tres tipos de variables de los que depende el control de un sistema.

Las variables de entrada y salida en el proceso de degradacién de

materia organica se muestran en la ecuacion siguiente:

La Ecuacion es:
Y1 =bo + bixi + bax.......... (a)

3.1.8.2. Disefio Factorial de Experimentos

Es wuna técnica estadistica que permite planificar eficientemente la
experimentacion de modo que con un ndmero minimo de ensayos se logra

determinar la significancia de cada una de las variables independientes a ser
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evaluadas, el efecto de sus interacciones y se obtiene un modelo matematico

empirico, que constituye la base para un proceso posterior de optimizacion.

El desarrollo de la presente investigacion se basa en el disefio factorial de
Kafarov, técnica de andlisis estadistico que nos permitira planificar y estimar

adecuadamente los factores investigados.

Para nuestro caso los factores seran optimizados en experimentos factoriales

generales, toméandose en cuenta tres factores con dos niveles.

N = 2k
Donde:

N = NUmero total de experimentos
k = Numero de variables

Por ejemplo: para nuestro caso, como hemos mencionado, se realiza un
experimento que depende de tres factores y se plantea dos niveles, por lo que se

requeriran:
Nimero de experimentos = Nk = 22 = 4 experimentos
Cuya resolucion sera la siguiente:

Tabla 5: medidas y tiempos utilizados en el experimento de la tabla

Variables Nivel -1 Nivel +1 y
Xi: sustrastro (°brix)
Xo: Tiempo
Y: °GL

Fuente: elaboracion Propia

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
Altiplano

1.  Transformacion de variables
a) Célculo del promedio:

_ Zjmax + Zj max
2

P

Donde:
P = Promedio
Zjmax = Nivel maximo de las variables Xi
Zjmin = Nivel minimo de las variables Xi
b) Caélculo de la diferencia

_ Zjmax — Zj max
4 2

D

Donde:
D = Diferencia
c) Cambio de variables
2. Numeroy configuracion de experimentos
3. Caélculo de la varianza

a)  Calculo del promedio
DAL
Y =&~
3

Donde:
Yi =Puntos centrales
b)  Célculo de desviaciones cuadréaticas

SDC=(Y-Y1)?+(...)
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Donde:
SDC = Desviaciones cuadraticas
c) Calculo de varianza

se? _ SDC
(C-1)

Donde:
C= Grados de libertad

d) Calculo de desviacién estandar

Donde:

S2%= Varianza
k = Numero de coeficientes de la ecuacion de regresion
N = Numero total de datos experimentales

4.  Formulacion de la tabla factorial para analisis de datos

Para el disefio factorial de dos niveles y dos factores se realizan cuatro pruebas.
Si se agrega una variable ficticia Xoen la que todos sus elementos son +1, resulta
la siguiente tabla:

Tabla 6: Analisis del Disefio Factorial 22
N° DE

EXPERIMENTOS X1 X2 RESPUESTA
1 -1 -1 Y1
2 +1 -1 Y2
3 -1 +1 Ys
4 +1 +1 Y,
5*
6*
7*

Y: las variables respuestas.
(*) Puntos centrales
FUENTE: ELABORACION PROPIA
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5. Ecuacion de regresion
Llegaremos al siguiente modelo de ecuacion:

Y = bo +b1X1+b2Xo+b3X3+b4 X1 Xo+bs X1 X3+ X o X3+h7 X1 X2 X3

Donde:

Y = Variable respuesta

X1 = temperatura

Xz = Tiempo

bi = Constantes del modelo matematico (se calculara)
6. Calculo del efecto de la curvatura

a) Promedio de los experimentos factoriales

2
=N

b) Promedio de los puntos centrales

Dy
YT T

c) Efecto de la curvatura

Yo o ¥
EC = ——
3
7. Bondad de ajuste
a) Caélculo de desviaciones cuadraticas entre valor experimental y valor

predicho con ecuaciones de regresion.
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b) Calculo de varianza residual

2 sDC
Sr = —
M- L

Donde:
N = Numero de pruebas

L = Numero de coeficientes significativos en la ecuacion de
regresion

c) Calculode F

Donde:
F = Estadistico de Fisher
d) Determinacion de F de tablas para la probabilidad del 95 % con

fi=ay f, = b grados de libertad: Fp (4,2) = H.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4. RESULTADOS

4.1. BALANCE DE MATERIA EN EL PROCESO DE FERMENTACION
ALCOHOLICA DE MACHA MACHA

La cantidad de mosto que ingresa a 16°Brix se obtiene del balance en el

fermentador:

Agua

v

Macha macha——»/ L » mosto a 16° Brix

Entrada = Salida
Macha Macha + H2O0 = Mosto a 16° Brix
200 gr 600gr 800gr

La proporcion de materia prima a usar para obtener 200 g de Mosto a 16°

Brix es la siguiente:
Macha Macha : 200g
Agua : 600 ml

Tomando en cuenta la densidad del agua a 15°C, se tiene un peso de 598 g

de agua.

La concentracién de mosto inicial es de 16° Brix:
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Para obtener alcohol etilico a partir del mosto a 16°Brix, se debe llevar a

cabo las siguientes reacciones.

C12H2011 + H20 —> CgH1206 + CeH1206 ............ {1

Sacarosa agua glucosa fructosa

La sacarosa se hidroliza con el enzima invertasa que se encuentra en la
levadura para formar D-glucosa y D-fructosa en cantidades iguales para

luego ser fermentados ( Fiezer, 1985).

CeH1206 + Levadura — 2CO; + 2CH3CH20H ............ {2)

Segun la reaccion 1 mol de glucosa produce 2 moles de alcohol y 2 moles

de CO:a.

Para hallar el rendimiento de la fermentacion frente a valores tedricos
partimos de la ecuacion, pesos moleculares y gramos de glucosa en un

mosto a 16° Brix

CsH1206 + H20 ———— > 2 C;Hs0OH + 2CO»

PM (CsH1206) = 180 g/mol
PM (C2HsOH) = 46 g/mol
PLANTEAMIENTO
Segun la reaccion

180 g/mol de mosto ——— 2*46 g/mol de alcohol

200 g de mosto —> X dealcohol

X =102.2 g de alcohol a 100%

Para hallar el porcentaje en mililitros y posterior rendimiento usamos la

tabla de densidades a 20°C
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Densidad del alcohol al 100 % de pureza = 0.78934 g/ml

1 ml

= 129.5 ml de alcohol al 100%
0.7893 g

102.2 g de alcohol *

Valor tedrico obtenido de 200g de sustrato a 16° Brix

=129.5 ml de alcohol al 100%

Pasamos a encontrar el rendimiento con valores obtenidos en la

experimentacion.

4.2. EVALUACION DEL PROCESO FERMENTATIVO RECOLECCION Y
PROCESAMIENTO DE LA EXPERIMENTACION

Recoleccion de datos experimentales a una temperatura de 30°C y concentracion inicial
de 16°brix.

Tabla 7: Datos experimentales sobre consumo de sustrato PRUEBA N° 01

REPORTE DE DATOS

Prueba Relacion Temperatura
Nro. 1 R1(200g de Macha Macha) 30°C
Tiempo Indice de refraccion Grados Brix pH

(g) 1.3573 16.00 4.1

4 1.3561 12.3 4

17 1.3528 10.2 4

44 1.3467 8.3 4

53 1.3457 6.6 4

70 1.3411 4.6 3.9

72 1.3411 4.6 3.9

Tiempo de fermentacion: 72 horas Grados de alcohol: 120 ml con 50°GL.

Fuente: Elaboracién Propia
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Figura 11: TIEMPO VS °BRIX

Fuente: Elaboracion Propia

Interpretacion de la fig.4. 1:

En el fig. N° 4.1 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la muestra N°
1 la disminucion del contenido de azucar representado por una concentracion 16 °brix
referido al azlcar disminuye hasta una concentracion 4.6 °brix al cabo de 72 horas de
tiempo de fermentacion, lo que indica que la conversion del azucar en alcohol llega a su
punto de equilibrio, partir de este tiempo se mantiene constante los grados brix del

mosto remanente | que indica que ya no hay formacion de alcohol.

4.15
4.1

4.05

pH
N

3.95
3.9

3.85
0 10 20 30 40 50 60 70 80

tiempo (h)

fig. 4.1: EL TIEMPO VS pH

Fuente: Elaboracién Propia
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Interpretacion de la fig. 4.2:

En la fig. N° 4.2 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la muestra N°
2 la disminucién del pH 4.1 lo que indica que el nivel de acidez aumenta a un pH de
3.9, en este punto se visualiza que se estabiliza en funcion al tiempo a las 66 horas se
observa una diminucién del pH en 3.9 estabilizdndose en 94 horas, a partir de ese

tiempo se mantiene constante.

Tabla 8: Resultados de corrida experimental del seguimiento de tiempo y CO>

tiempo (h) | CO2(ppm) | tiempo (h) | CO2(ppm) |tiempo (h)| CO2(ppm)
1 367.5 20 375.941 48 382.824
2 368.618 22 378.382 50 381.824
3 372.5 24 383.265 52 383.265
4 371.059 26 383.265 54 383.265
5 371.059 28 383.265 56 383.265
6 372.941 30 383.265 58 383.265
7 373.5 32 383.265 60 382.824
8 373.5 34 383.265 62 383.265
9 373.5 36 383.265 64 383.265
10 373.5 38 383.265 66 380.824
12 375.382 40 383.265 68 383.824
14 376.382 42 383.265 70 374.824
16 375.941 44 382.941 72 370.986
18 375.941 46 383.265

Fuente: Elaboracién Propia (datos reportados de Multilog- pro)
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Figura 12: TIEMPO VS CO;

Fuente: Elaboracion Propia

Interpretacion de la fig. 4.3:

70 80

En la fig. N° 4.3 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la muestra N°

1 un incremento de presencia de CO- con relacion al tiempo, en 68 horas comienza a

estabilizarse con una presencia de CO, 383 ppm. Debido a que el sustrato alcanza su

mayor desarrollo poblacional en levaduras, degradando en mayor cantidad el azlcar;

posteriormente disminuye hasta un valor despreciable.

Tabla 9: Datos experimentales sobre consumo de sustrato PRUEBA N° 02

REPORTE DE DATOS
Prueba Relacion Temperatura
Nro. 2 R2 (200g de Macha Macha) 30°C
Tiempo (h) | Indice de refraccion Grados Brix pH

0 1.3573 16 4
5 1.3558 15.1 4.1
19 1.3525 13 4
44 1.3480 10.1 4
54 1.3469 9.4 4
67 1.3416 59 4
72 1.3404 4.8 3.9
84 1.3404 4.8 3.9
94 1.3404 4.8 3.9

Tiempo de fermentacién: 94 horas

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 13: °BRIX vs TIEMPO
Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de la fig. 4.4:

En el fig. N° 4.4 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la muestra N°
2 la disminucion del contenido de azucar representado por una concentracion 16 °brix
referido al azlcar disminuye hasta una concentracion 4.6 °brix al cabo de 72 horas se
mantiene constante hasta las 94 horas del tiempo de fermentacion, lo que indica que la
conversion del azdcar en alcohol llega a su punto de equilibrio, partir de este tiempo se
mantiene constante los grados brix del mosto remanente.

4.6
45 &
4.4

43

4.2

41 =

°BRIX (S)

3.9 O <O

3.8
0 20 40 60 80 100 120

tiempo (h)

Figura 14: TIEMPO vs pH

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion de la fig.4.5:

En la fig. N° 4.5 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la muestra N°
2 la disminucidn del pH 4.5 lo que indica que el nivel de acidez aumenta a un pH de 4,
en este punto se visualiza que se estabiliza en funcion al tiempo y a las 66 horas se
observa una diminucién del pH en 3.9 estabilizdndose en 94 horas, a partir de ese

tiempo se mantiene constante.

Tabla 10: Resultados de corrida experimental del seguimiento de tiempo y CO;

tiempo (h) | CO2(ppm) |tiempo (h) | CO2(ppm) [tiempo (h) | CO2(ppm)
1 367.5 22 375.941 61 382.941
2 368.618 25 375.941 64 383.265
3 372.5 28 378.382 67 382.824
4 371.059 31 383.265 70 381.824
5 371.059 34 383.265 73 380.265
6 372.941 37 383.265 76 379.265
7 373.5 40 383.275 79 378.365
8 372.5 43 383.265 82 377.265
9 373.5 46 383.365 85 376.824
10 373.5 49 383.265 88 375.965
13 375.382 52 383.265 91 375.265
16 376.382 55 383.465 94 374.775
19 375.941 58 383.365

Fuente: Elaboracidn Propia (datos reportados de Multilog- pro)

0 20 40 60 80 100
tiempo (h)

Figura 15: TIEMPO VS CO,

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion de la fig.:

En la fig. N° 4.6 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la muestra
N°1 un incremento de presencia de CO2 con relacién al tiempo, en 64 horas comienza a
estabilizarse con una presencia de CO2 383.265 ppm. Debido a que el sustrato alcanza
su mayor desarrollo poblacional en levaduras, degradando en mayor cantidad el azlcar;

posteriormente disminuye hasta un valor despreciable.

Recoleccion de datos experimentales a una temperatura de 25°c y concentracion
inicial de 16°brix.

Tabla 11: Datos experimentales sobre consumo de sustrato PRUEBA N° 03

REPORTE DE DATOS

Prueba Relacion Temperatura
Nro. 3 R3 (200g de Macha Macha) 25°C
Tiempo Indice de refraccion Grados Brix pH

(h)

0 1.3574 16.0 4

7 1.3563 15.4 4

20 1.3520 12.7 4

33 1.3473 9.7 4

48 1.3460 8.8 3.9

72 1.3410 55 3.7

96 1.3402 5.0 35

Tiempo de fermentacion: 96 horas Grados de alcohol: 62 ml con 47°GL.

Fuente: Elaboracién propia

20

__15%%
U
< Lod
:5 10 Lo o

5 % OO

0

0 20 40 60 80 100 120
tiempo(h)

Figura 16: °BRIX VS TIEMPO

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion de la fig.:

En el grafico N° 4.7 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la muestra
N° 3 la disminucién del contenido de azlcar representado por una concentracién 16
°brix referido al azlcar disminuye hasta una concentracion 4.7 °brix al cabo de 72 horas
se mantiene constante hasta las 96 horas del tiempo de fermentacion, lo que indica que
la conversion del azucar en alcohol llega a su punto de equilibrio, partir de este tiempo

se mantiene constante los grados brix del mosto remanente.

4.05
4 6% < <
3.95
L3.9 O O
3.85
3.8 & <

3.75
0 20 40 tirm?)% (h) 80 100 120

Figura 17: TIEMPO VS pH
Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de la fig.:

En el presente grafico N° 4.8 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la
muestra N°3 la disminucion del pH 4 a un pH de 3.8 en este punto se visualiza que se
estabiliza en funcion al tiempo y a las 96 horas se observa una diminucion del pH en 3.8

estabilizandose en 94 horas, a partir de ese tiempo se mantiene constante.
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Tabla 12: Resultados de corrida experimental del seguimiento de tiempo y CO>

tiempo (h) | CO2(ppm) | tiempo (h) | CO2(ppm) | tiempo (h) | CO2(ppm)
1 367.5 34 376.382 67 383.265
4 368.618 37 375.941 70 383.265
7 372.5 40 375.941 73 383.265
10 371.059 43 375.941 76 382.265
13 371.059 46 378.382 79 381.941
16 372.941 49 383.265 82 379.265
19 373.5 52 383.265 85 378.824
22 373.5 55 383.265 88 377.824
25 373.5 58 383.265 91 376.265
28 373.5 61 383.265 9 375.265
31 375.382 64 383.265 96 374.265

Fuente: Elaboracién Propia (datos reportados de Multilog- pro)

386
384
382
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Figura 18: TIEMPO VS CO2
Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion de la fig.:

En el grafico N° 4.9 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la muestra
N°1 un incremento de presencia de CO2 con relacion al tiempo, en 64 horas comienza a

estabilizarse con una presencia de CO, 383.265 ppm. Debido a que el sustrato alcanza
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su mayor desarrollo poblacional en levaduras, degradando en mayor cantidad el azlcar;

posteriormente disminuye hasta un valor despreciable.

Tabla 13: Datos experimentales sobre consumo de sustrato PRUEBA N° 04

REPORTE DE DATOS
Prueba Relacion Temperatura
Nro. 4 R4 (200g de Macha Macha) 30°C
Tiempo (h) indice de Grados Brix pH
refraccion
0 1.3573 16.0 4.1
14 1.3537 13.8 4
24 1.3517 12.5 4
48 1.3469 9.4 4
56 1.3460 8.8 4
72 1.3408 5.4 3.8
99 1.3400 4.8 3.6
Tiempo de fermentacion 99 horas Grados de alcohol: 61 ml a 48°GL

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 19: °BRIX VS TIEMPO
Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion de la fig.:

En el grafico N° 4.10 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la
muestra N° 4 la disminucién del contenido de azucar representado por una

concentracion 16 Brix referido al azUcar disminuye hasta una concentracion 4.7 °brix al
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cabo de 72 horas se mantiene constante hasta las 99 horas del tiempo de fermentacion,
lo que indica que la conversion del azucar en alcohol llega a su punto de equilibrio,

partir de este tiempo se mantiene constante los grados °brix del mosto remanente.

45 &
3.5

T 25
15

0.5

0 20 40 60 80 100 120
tiempo (h)

Figura 20: TIEMPO VS pH
Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion de la fig.:

En el grafico N°4.11 se observa que durante el periodo de la fermentacidn de la muestra
N° 4 la disminucion del pH 4.5 un pH de 3.8 en este punto se visualiza en 67 horas. A
las 84 horas se observa una diminucion del pH en 3.6 estabilizandose en 94 horas a cabo

de las 99 horas a partir de ese tiempo se mantiene constante.
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Tabla 14: Resultados de corrida experimental del seguimiento de tiempo y CO>

tiempo (h) | CO2(ppm) | tiempo (h) | CO2(ppm) | tiempo (h) | CO2(ppm)
1 367.5 35 383.265 69 382.824
3 368.618 37 383.265 71 383.265
5} 372.5 39 383.265 73 383.265
7 371.059 41 383.265 75 383.824
9 371.059 43 383.265 77 383.824
11 372.941 45 383.265 79 383.824
13 373.5 47 383.265 81 383.824
15 373.5 49 383.265 83 381.924
17 373.5 51 383.265 85 383.265
19 373.5 53 382.941 87 383.265
21 375.382 55 383.265 89 383.265
23 376.382 57 382.824 91 383.265
25 375.941 59 381.924 93 382.824
27 375.941 61 383.265 95 381.265
29 375.941 63 383.265 97 380.365
31 378.382 65 383.265 99 379.324
33 383.265 67 383.265 97 380.365
99 379.324

Fuente: Elaboracion Propia (datos reportados de Multilog- pro)
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Figura 21: TIEMPO VS CO2

Fuente: Elaboracion propia

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [1:3# Nacional del
Altiplano

Interpretacion de la fig.:

En el grafico N° 4.12 se observa que durante el periodo de la fermentacion de la
muestra N°1 un incremento de presencia de CO2 con relacién al tiempo, en 81 horas
comienza a estabilizarse con una presencia de CO; 383.824 ppm. Debido a que el
sustrato alcanza su mayor desarrollo poblacional en levaduras, degradando en mayor

cantidad el azlcar; posteriormente disminuye hasta un valor despreciable.

43. RESULTADOS DE LA CINETICA DE EXTRACCION

Los datos de la Tabla 15, pardmetros tiempo y concentracion en grados °brix se utiliza
para preparar la tabla 15, para determinar la constante de velocidad de reaccion y la
constante, como calculo representativo, en base a estos datos se desarrolla la figura 13

gue nos sirve para determinar estas constantes.

Tabla 15: Resultados experimentales del andlisis para la primera prueba (30°C)

T"zﬂ;po grriid(%z At AS | AS/At | 1S 1
0 16 4 3,7 0,063
4 12,3 13 | 21 | 0162 | 00131 | 0081 |76,14286
17 10,2 27 | 19 | 0070 | 00069 | 0008 |14494737
44 8,3 9 1,7 | 0189 | 00228 | 0120 |146,559870
53 6,6 17 2 | 0118 | 00178 | 0152 [156,10000
70 4,6 2 0o | 0000 | 00000 | 0217
72 4.6 0,0000 | 0,217

FUENTE: Elaboracion propia (AS =S-So) (A=diferencias)

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
: Altiplano

500 + y =2451.7x - 113.23
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Figura 22: velocidad de crecimiento de biomasa vs concentracion de sustrato
FUENTE: Elaboracion propia
PRIMERA PRUEBA
Del grafico se tiene:

Pendiente= m = 2451.7
Intercepto=b = 113.23

De donde se obtuvieron las constantes cinéticas.

1

Hmax = intercepto ’ Ks = pendiente * fmax
Lo = 0.00883 h~1 ; K, = 21.6523 g/L
 maxlS] _0.00883(5]
K, + 5] h = 216523 + [5]

Hallando la forma lineal de la ecuacion del modelo de Monod separamos las variables p

ys.

u(21.6523 +S5) = 0.00883 * S
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Obteniendo el reciproco:

1 1
1(21.6523 +S)  0.00883 = S

1 21.6523 + S

u  0.00883 xS

1 21.6523 S

u 0.00883 %S T 000883 <5

S

7~ 000883 " 0.00883

1 1 21.6523 (1)

INTERPRETACION:

Los resultados mostrados en la Fig.4.13 para una prueba con 200 g de macha macha
diluidos a una solucion de concentracion referido al azucar de 16 °Brix, manteniendo
constante la temperatura a 30°C, se llevo acabo la fermentacion por un tiempo de 72
horas, se observd que durante la fermentacion la velocidad de crecimiento de la
biomasa va aumentando conforme disminuye la concentracién del sustrato, realizado el
ajuste por liberalizacion del modelo de Michaelis y Menten se obtiene una correlacion
de 97.98%; encontrandose la velocidad de crecimiento ha sido 0.00883 h' vy la
constante de reaccion Ks = 21.6523 g/L; esto indica que para una concentracion inicial

de sustrato la velocidad de formacién de alcohol.

COMPARANDO:

Asi como para una comparacion se muestra en los antecedentes (AHMAD, 2011).

“estudio de la cinética de crecimiento y el modelado de etanol producciéon por
saccharomyces cerevisiae” la produccién de etanol a partir de sustrato de glucosa se
llevé a cabo. Por lotes de cepa de saccharomyces cerevisiae en 10L de bioreactor de
tanque agitado durante 72 horas a este Estudio investigado la cinética de crecimiento
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de saccharomyces cerevisiae a la fermentacidn por lotes , los parametros cinéticos de

este experimento son pmax 0.084 h'l Ks 23.6g/L

Realizando los mismos célculos para los tres experimentos restantes se tiene la siguiente

tabla:
Tabla 16: RESUMEN DE RESULTADOS
PRUEBA | Pendiente | Intercepto R? Ks (g/L) | pmax (DY)
1 24517 | -11323 | R2=0,9798 | 21.6523 | 0.00883
2 |23912 | -58386 | Re=0,9581 | 409°0 | g0171
3 595078 | 0.0244

2430,3x -40,84 | R2=0,9182

2460,8x | -67,921 | R2=0,9741 | 36.2302 0.0147

prom= 39.5863 0.0162
FUENTE: Elaboracion propia

De donde se obtuvieron las constantes cinéticas.

Umax = 0.0162 A1 : K, = 39.5863 g/L
Como se puede apreciar en la Tabla 4.10, los valores de la pendiente y el intercepto
muestras valores cercanos casi constantes, lo que valida los resultados experimentales
son concordantes con el modelo matematico de Michaelis y Menten propuesta, de lo
cual se puede calcular la contante de velocidad y la constante de cinética que se muestra

como promedio en la tabla 18, los calculos matematicos se muestran a continuacion:

Reemplazando con el promedio de las constantes cinéticas tenemos:

_ Hmax[S] _ 0.0162[S]
K, + [S] H= 395863 + []

u

Hallando la forma lineal de la ecuacion del modelo de Michaelis y Menten separamos las

variables py s.

u(39.5863 + S) = 0.0162 * S
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Obteniendo el reciproco:

1 1
1(39.5863 +S5) 0.0162 S

1 39.5863 + S

n 00162xS
1 39.5863 S

u 0.0162%*S T 00162+5

11 N 39.5863 <1>
p 0.0162  0.0162 \S

4.4.  ANALISIS DE DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental que se utilizo el paguete estadistico Statgraphiscs centurion XV,
se realiza con el Unico objetivo de evaluar los efectos de las variables independientes
sobre la variable de respuesta, es asi que se realizo las pruebas de disefio experimental
para la actividad de fermentacion alcoholica, puesto que influye decisivamente en el
tiempo y el sustrato, de acorde al planteamiento experimental que se realiz6 para n

disefio factorial 22 con 3 puntos centrales.

Tabla 17: Tabla de disefio experimental

X1= tiempo Xo= sustrato Y =grado

(®°brix) alcohdlico
1 72.0 16.0 47
1* 85.5 10.3 49
1 72.0 4.6 50
1 99.0 16.0 48
1 99.0 4.6 50
1* 85.5 10.3 48
1* 85.5 10.3 49

(*) Puntos centrales
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ANALIZAR EXPERIMENTO - GRADO ALCOHOLICO
Nombre del archivo: modelo matemaético

Comentario: cinética de la extraccion

Tabla 18: Efectos estimados para grado alcoholico (°GL)

Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.
promedio [48.7143 0.179758

A:tiempo [0.5 0.475595 |1.0
B:sustrato [-2.5 0.475595 (1.0
AB 0.5 0.475595 |1.0

Fuente: elaboracion propia

Errores estandar basados en el error total con 3 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las
interacciones. También se muestra el error estdndar de cada uno de estos efectos, el
cual mide su error de muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza
(V.I.LF.) més grande, es igual a 1.0. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los
factores serian igual a 1. Factores de 10 o mas normalmente se interpretan como
indicativos de confusion seria entre los efectos.

Tabla 19: Analisis de Varianza para grado alcohdlico - cinética de la extraccion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio|Razon-F |Valor-P
A:tiempo 0.25 1 0.25 1.11 0.3703
B:sustrato 6.25 1 6.25 27.63 0.0134
AB 0.25 1 0.25 1.11 0.3703
Error total 0.678571 3 0.22619

Total (corr.) |7.42857 6

R-cuadrada = 90.8654 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 81.7308 porciento

El StatAdvisor
La tabla ANOVA particiona la variabilidad de grado alcohdlico en piezas separadas
para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto

comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este
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caso, 1 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente

diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 90.8654% de la
variabilidad en grado alcoholico. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es maés
adecuado para comparar modelos con diferente numero de variables independientes, es

81.7308%. El error estandar de la estimada muestra que la desvia

Diagrama de Pareto Estandarizada para grado alcoholico

B:sustrato

AB

A:tiempo

0 1 2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

Figura 23: Diagrama de Pareto
Fuente: elaboracion propia
En el diagrama de Pareto muestra todos los efectos estimados para el grado alcohdlico,

siendo el mas importante el sustrato, luego la cantidad de tiempo.

Tabla 20: Coef. de regresién para grado alcohdlico - cinética de la extraccién

Coeficiente Estimado
Constante 52.2508
A:tiempo -0.0149448
B:sustrato -0.497076
AB 0.00324886

El StatAdvisor
Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La

ecuacion del modelo ajustado es
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Grado alcohdlico = 52.2508 - 0.0149448*tiempo - 0.497076*sustrato +
00324886*tiempo*sustrato

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades originales.
Para hacer que STATGRAPHICS evalte esta funcion, seleccione Predicciones de la
lista de Opciones Tabulares. Para graficar la funcion, seleccione Graficas de Respuesta

de la lista de Opciones Gréficas.

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar grado alcohdlico
Valor éptimo = 49.9643

Factor |Bajo | Alto |Optimo
tiempo [ 72.0199.0| 72.0
sustrato| 4.6 [16.0| 4.6

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza grado
alcoholico sobre la regién indicada. Use el cuadro de didlogo de Opciones de Ventana
para indicar la region sobre la cual se llevara a cabo la optimizacion. Puede establecer
el valor de uno o mas factores a una constante, estableciendo los limites alto y bajo en

ese valor.

Grafica de Efectos Principales para grado alcoholico

50 = —
495 = -
29 = -

185 :_ / _:

a8 -

grado alcoholico

as B -

a B -
7 99 46 16

tiempo sustrato

Figura 24: Variables Independientes

Fuente: elaboracion propia
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El grafico de efectos principales muestra las dos variables independientes: tiempo y

sustrato y como su variacion afecta a la variable respuesta: el grado alcohdlico.

Para el caso de tiempo se observa que un incremento también incrementa el grado

alcohélico, lo contrario ocurre con la cantidad de sustrato.

Superficie de Respuesta Estimada

grado alcoholico
S
[ee)

72 77 82 87 9@ o7 102 4

tiempo
Figura 25: Superficie de respuesta estimada
Fuente: elaboracion propia

El grafico de superficie de respuesta para el rendimiento nos permite observar como
debemos mover los parametros de las variables independientes para obtener la respuesta
esperada del proceso. Para este caso se observa para una mayor concentracion de

sustrato un buen rendimiento de grado alcoholico.
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CONCLUSIONES

- El modelo cinético de Michelis y Menten propuesto ajusta apropiadamente a los
datos experimentales, proporcionando las constantes cinéticas de reaccion para
cada proceso de fermentacion ver tabla N° 4.9 las constantes obtenidas, Para esta
primera prueba con 200 g de macha macha a 16 °Brix, 30°C se observé durante
la fermentacion la velocidad de crecimiento va aumentando conforme disminuye
la concentracion del sustrato ya que es ajustado a la liberalizacion del modelo de
Michelis y Menten obteniéndose una correlacion de 97.98%; donde la velocidad
de crecimiento ha sido 39.5863 h? y la constante de reaccion k= 0.0162 g/L;
esto indica que para una concentracion inicial de sustrato la velocidad de
crecimiento es aceptable.

Resultando la cinetica como:

0.0162[S]

H = 395863 + [5]

- El rendimiento para la primera prueba 97.98 %, segunda prueba 95.81 %, tercera
prueba 91.82 % y cuarta prueba 97.41 % en todas las pruebas realizadas lo que
nos demuestra un rendimiento aceptable para el proceso de fermentacion de
Macha macha (peruvianum jancs).

- Segun el paquete estadistico Statgraphics se observa que a mayor concentracion
de sustrato mayor rendimiento de grado alcohdlico una temperatura de
fermentacion de 30°C. También nos muestra la ecuacion de la regresion que se

ha ajustado a los datos de rendimiento. La ecuacion del modelo ajustado es:
Grado alcohdlico = 52.2508 - 0.0149448*tiempo - 0.497076*sustrato +
00324886*tiempo*sustrato

De la ecuacion de obtiene un rendimiento 6ptimo de 90.8654 %

- Los parametros de °Brix, temperatura y pH que tuvieron mayor influencia para

obtener el mejor porcentaje de etanol a partir de la Macha Macha.
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RECOMENDACIONES

- Realizar y ampliar este trabajo de investigacion con estados similares,
pero aplicado a diferentes temperaturas, partiendo de diferentes valores
de grados BRIX y diferentes microorganismos ya que la aplicacion del
uso de procesos de fermentacion es escaso y su conocimiento de igual
forma.

- Dar el debido tratamiento a la Macha macha (peruvianum jancs) para su
posterior fermentacion debido a que contienen agentes que impiden un

buen proceso de fermentacion.
- La determinaciéon de todos los factores que intervienen en el proceso
exige aplicar un disefio experimental adecuado, con el que se podria tener

los datos para su estudio.

- Realizar un estudio profundo para ver las posibilidades de convertir este
trabajo en un proyecto de planta piloto de obtencion de etanol.
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ANEXO 1 - TABLAS
TABLA Al

INDICE DE REFRACCION A 20°C DE LAS DISOLUCIONES DE SACAROSA

indicede % de | indice de % de | indice de % de | indice de % de | indice de % de
Refraccion  saca- | Refraccion  saca- | Refraccién saca- | Refraccion saca- | Refraccion  saca-
a20°C rosa a20°C rosa a20°C rosa a20°C rosa a20°C rosa
1,33880 4,0 | 1,35093 12,0 | 1,36484 20,6 | 1,3786 28,6 | 1,3935 36,8
1,33909 4,2 | 1,35124 12,2 | 1,36518 20,8 | 1,3789 28,8 | 1,3939 37,0
1,33939 4,4 | 1,35156 12,4 | 1,36551 21,0 | 1,3793 29,0 | 1,3943 37,2
1,33968 4,6 | 1,35187 12,6 | 1,36585 21,2 | 1,3797 29,2 | 1,3947 37,4
1,33998 4,8 | 1,35219 12,8 | 1,36618 21,4 | 1,3800 29,4 | 1,3950 37,6
1,34027 5,0 | 1,35250 13,0 | 1,36652 21,6 | 1,3804 29,6 | 1,3954 37,8
1,34057 5,2 | 1,35282 13,2 | 1,36685 21,8 | 1,3807 29,8 | 1,3958 38,0
1,34087 5,4 | 1,35313 13,4 | 1,36719 22,0 | 1,3811 30,0 | 1,3966 38,4
1,34116 5,6 | 1,35345 13,6 | 1,36753 22,2 | 1,3815 30,2 | 1,3970 38,6
1,34146 5,8 | 1,35376 13,8 | 1,36787 22,4 | 1,3822 30,6 | 1,3974 38,8
1,34176 6,0 | 1,35408 14,0 | 1,36820 22,6 | 1,3825 30,8 | 1,3978 39,0
1,34206 6,2 | 1,35440 14,2 | 1,36854 22,8 | 1,3829 31,0 | 1,3986 39,4
1,34236 6,4 | 1,35472 14,4 | 1,36888 23,0 | 1,3833 31,2 | 1,3989 39,6
1,34266 6,6 | 1,35503 14,6 | 1,36922 23,2 | 1,3836 31,4 | 1,3993 39,8
1,34296 6,8 | 1,35535 14,8 | 1,36956 23,4 | 1,3840 31,6 | 1,3997 40,0
1,34326 7,0 | 1,35567 15,0 | 1,36991 23,6 | 1,3843 31,8 | 1,4001 40,2
1,34356 7,2 | 1,35599 15,2 | 1,37025 23,8 | 1,3847 32,0 | 1,4005 40,4
1,34386 7,4 | 1,35631 15,6 | 1,37059 24,0 | 1,3851 32,2 | 1,4008 40,6
1,34417 7,6 | 1,35696 15,8 | 1,37090 24,2 | 1,3854 32,4 | 1,4012 40,8
1,34447 7,8 | 1,35728 16,0 | 1,37130 24,4 | 1,3858 32,6 | 1,4016 41,0
1,34477 8,0 | 1,35760 16,2 | 1,37160 24,6 | 1,3861 32,8 | 1,4020 41,2
1,34507 8,2 | 1,35793 16,4 | 1,37200 24,8 | 1,3865 33,0 | 1,4024 41,4
1,34538 8,4 | 1,35825 16,6 | 1,37230 25,0 | 1,3869 33,2 | 1,4028 41,6
1,34568 8,6 | 1,35858 16,8 | 1,37260 25,2 | 1,3872 33,4 | 1,4032 41,8
1,34599 8,8 | 1,35890 17,0 | 1,37300 25,4 | 1,3876 33,6 | 1,4036 42,0
1,34629 9,0 | 1,35923 17,2 | 1,37330 25,6 | 1,3879 33,8 | 1,4040 42,2
1,34660 9,2 | 1,35955 17,4 | 1,37370 25,8 | 1,3883 34,0 | 1,4044 42,4
1,34691 9,4 | 1,35988 17,6 | 1,37400 26,0 | 1,3887 34,2 | 1,4048 42,6
1,34721 9,6 | 1,36020 17,8 1,37440 26,2 1,3891 34,4 | 1,4052 42,8
1,34752 9,8 | 1,36053 18,0 | 1,37470 26,4 | 1,3894 34,6 | 1,4056 43,0
1,34783 10,0 | 1,36086 18,2 | 1,37510 26,6 | 1,3898 34,8 | 1,4060 43,2
1,34814 10,2 | 1,36119 18,4 1,37541 26,8 1,3902 35,0 | 1,4064 43,4
1,34845 10,4 | 1,36152 18,6 | 1,37581 27,0 | 1,3906 35,2 | 1,4068 43,6
1,34875 10,6 | 1,36185 18,8 | 1,37611 27,2 | 1,3909 35,4 | 1,4072 43,8
1,34906 10,8 | 1,36218 19,0 | 1,37650 27,4 | 1,3913 35,6 | 1,4076 44,0
1,34937 11,0 | 1,36251 19,2 | 1,37680 27,6 | 1,3916 35,8 | 1,4080 44,2
1,34968 11,2 | 1,36284 19,4 | 1,37720 27,8 | 1,3920 36,0 | 1,4084 44,4
1,34999 11,4 | 1,36384 20,0 | 1,37750 28,0 | 1,3924 36,2 | 1,4088 44,6
1,35031 1,6 | 1,36417 20,2 | 1,37790 28,2 | 1,3928 36,4 | 1,4092 44,8
1,35062 11,8 | 1,36451 20,4 | 1,37820 28,4 | 1,3931 36,6 | 1,4096 45,0

Fuente: (H., 1998)
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TABLA A2

DENSIDADES DEL ALCOHOL ETILICO A DIFERENTES

TEMPERATURAS

% de alcohol 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
0 0.99973 0.99913 0.99823 0.99708 0.99568
1 785 725 636 520 379
2 602 542 453 336 194
3 426 362 157 157 014
4 258 195 103 0.98984 0.98839
5 098 032 0.98938 817 670
6 0.98946 0.98877 780 656 507
7 801 729 627 500 347
8 660 584 478 346 189
9 524 442 331 193 031
10 393 304 187 043 0.97875
11 267 171 047 0.97897 723
12 145 041 0.97910 753 573
13 026 0.97914 775 611 424
14 0.97911 790 643 472 278
15 800 669 514 334 133
16 692 552 387 199 0.96990
17 583 433 259 062 844
18 473 313 129 0.96923 697
19 363 191 0.96997 782 547

20 252 068 864 639 395
21 139 0.96944 729 495 242
22 024 818 592 348 087
23 0.96907 689 453 199 0.95929
24 787 558 312 048 769
25 665 424 168 0.95895 607
26 539 287 020 738 442
27 406 144 0.95867 576 272
28 268 0.95996 710 410 098
29 125 844 548 241 0.94922
30 0.95977 686 382 067 741
31 823 524 212 0.94890 557
32 665 357 038 709 370
33 502 186 0.94860 525 180
34 334 011 679 337 0.93986
35 162 0.94832 494 146 790
36 0.94986 650 306 0.93952 591
37 805 464 114 756 390
38 620 273 0.93919 556 186
39 431 079 720 353 0.92979
40 238 0.93882 518 148 770
41 042 682 314 0.92940 558
42 0.93842 478 107 729 344
43 639 271 0.92897 516 128
44 433 062 685 301 0.91910
45 226 0.92852 472 085 692
46 017 640 257 0.91868 472
47 0.92806 426 041 649 250
48 593 211 0.91823 429 028
49 379 0.91995 604 208 0.90805
50 0.92126 0.91776 0.91384 0.90985 0.90580

Fuente: (H., 1998)
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DENSIDADES DEL ALCOHOL ETILICO A

TABLA A2-1

TEMPERATURAS

DIFERENTES

% de alcohol 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
51 0.91943 555 160 760 353
52 723 333 0.90936 534 125
53 502 110 711 307 0.89896
54 279 0.90885 485 079 667
55 055 659 258 0.89850 437
56 0.90831 433 031 621 206
57 607 207 0.89803 392 0.88975
58 381 0.89980 574 162 744
59 154 752 344 0.88931 512
60 0.89927 523 113 699 278
61 698 293 0.88882 446 044
62 468 062 650 233 0.87809
63 237 0.88830 417 0.87998 574
64 006 597 183 763 337
65 0.88774 364 0.87948 527 100
66 541 130 713 291 0.86863
67 308 0.87895 477 054 625
68 074 660 241 0.86817 387
69 0.87839 424 004 579 148
70 602 187 0.86766 340 0.85908
71 365 0.86949 527 100 667
72 127 710 287 0.85859 426
73 0.86888 470 047 618 184
74 648 229 0.85806 376 0.84941
75 408 0.85988 564 134 698
76 168 747 322 0.84891 455
77 0.85927 505 079 647 211
78 685 262 0.84835 403 0.83966
79 442 018 590 158 720
80 197 0.84772 344 0.83911 473
81 0.84950 525 096 664 224
82 702 277 0.83848 415 0.82974
83 453 028 599 164 724
84 203 0.83777 348 0.82913 473
85 0.83951 525 095 660 220
86 697 271 0.82840 405 0.81965
87 441 014 583 148 708
88 181 0.82754 323 0.81888 448
89 0.82919 492 062 626 186
90 654 227 0.81797 362 0.80922
91 386 0.81959 529 094 655
92 114 688 257 0.80823 384
93 0.81839 413 0.80983 549 111
94 561 134 705 272 0.79835
95 278 0.80852 424 0.79991 555
96 0.80991 566 138 706 271
97 698 274 0.79846 415 0.78981
98 399 0.79975 547 117 684
99 0.94 670 243 0.78814 382
100 0.79784 360 0.78934 506 075

Fuente: (H., 1998)
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ANEXO 2

1. Macha macha en etapa de florecimiento
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3. Etapa de activacion de la levadura saccharomyces cerevisiae
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5.

6. Controlando la temperatura de reaccion de la levadura
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7. Equipo de destilacion
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8. Midiendo los grados alcoholicos después de ser destilado
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ANEXO 3

FICHA TECNICA
RENAISSANCE YEAST

Levadura seca activa no OGM

Ingredientes

Saccharomyces cerevisiae > 99%

Emulsionante E491 < 1%

Especificagbes produto levedura seca activa
Parametro Especificaciones
Humedad < 8%
Células viables >1x 10* CFU/g
Levaduras salvages <1x 10° CFU/g
Mohos <1x 10° CFU/g
Bacterias lacticas <1x 10° CFU/g
Salmonella Ausente en 25 g
Coliformes <100 CFU/g
Pb <2 mg/kg DWB
Hg <1 mg/kg DWB
As < 3 mg/kg DWB
Cd <1 mg/kg DWB

Instrucciones de almacenamiento:
Almacenar en envase original cerrado, entre 4-15 ° C en un lugar seco lejos de la luz

solar. No congelar! Envases abiertos deben ser sellados y almacenados a4 ° Cy se
utilizan dentro de 7 dias después de la apertura. No utilice envases perforados o dafiado

Dosis de inoculacién:
200-350 g/1000 L

Instrucciones de rehidratacion:
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1. En un recipiente estéril, preparar una mezcla de agua sin cloro y mosto con un grado Brix
de 6-8 y 38-42 ° C de temperatura, que es 10 veces el peso de la levadura Mezclar
suavemente la levadura y reservar durante 20 minutos para permitir la rehidratacion.

2. Después de la rehidratacion, comience lentamente afiadir el mosto a la mezcla cada 5
minutos para permitir la aclimatacion. No bajar la temperatura mas de 5 ° C en cada
adicion de mosto.

3. Cuando la temperatura de la suspensién de levadura es inferior a 10 ° C de diferencia
para el mosto a ser inoculado, afiadir lentamente la suspension al tanque

de fermentacion.

Nota: No se recomienda afiadir la levadura seca activa directamente en el mosto.
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