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RESUMEN

Obtencion de modelos cinéticos del proceso de fermentacion alcohodlica del zumo de pomarrosa me-
diante el uso de la levadura Saccharomyces Cereviciae.

La experimentacion se desarrolld manteniendo constante la temperatura y analizando los efectos de
las variables: concentracion de sustrato (18, 20 y 22 grados brix), pH (3,5 y 4,5) y porcentaje de leva-
dura (2,5 y 3,5%) en el proceso fermentativo. La levadura usada en las fermentaciones fue adaptada
al medio para su crecimiento y colocada con el zumo en recipientes plasticos. Durante doce horas se
analiz¢ la formacion de etanol mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC); el consumo de
sustrato mediante la cuantificacion de azucares reductores y el crecimiento microbiano por el método
del peso seco.

La muestra de mayor aceptacion luego de las pruebas de catacion fue la de 5,084°GL, que se con-
centr6 hasta 20,6°GL, ésta se genera a partir de un sustrato de 20° brix, 3,5% de levadura y 3,5 de
pH. A estas condiciones se llevd a cabo nuevamente el experimento en un biorreactor para verificar
la reproducibilidad.

De los modelos cinéticos, para cada una de las condiciones, el mejor corresponde a la cinética de
primer orden.

PALABRAS CLAVES: Modelos matematicos; Cinética de reaccion; Zumos de frutas; Pomarrosa;
Syzygium Jambos; Fermentacion alcohdlica; Alcohol etilico.

ABSTRACT

Obtaining kinetic models of the process of alcoholic fermentation of the rose apple by means of the
yeast Saccharomyces cereviciae.

The experimentation was developed maintaining a constant temperature and analyzing the effects of
the variables: substrate concentration (18°, 20° and 22° brix), pH (3.5 y 4.5) and percentage of yeast
(2.5 and 3.5%). The yeast used in fermentation was adapted to the medium for growth and placed
with the juice in plastic containers. For 12 hours ethanol formation was monitored by high pressure
liquid chromatography (HPLC), substrate consumption by quantification of reducing sugars and mi-
crobial growth by the dry weight method.
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The more accepted sample after the cupping tests was 5.084°GL, which was concentrated up to
20.6°GL and which was generated from a substrate of 20 °Brix, 3.5% yeast and pH 3.5. These same
conditions were repeated in a bioreactor in order to confirm the previous results.

For each of the conditions, the best kinetic model was that corresponding to first order kinetics.

KEYWORDS: Mathematical models; Reaction kinetics; Fruit juices; Rose Apple; Syzygium Jam-

bos; Alcoholic fermentation; Ethanol

1. INTRODUCCION

Muchos son los factores determinantes para
obtener un producto de calidad; desde tiempos
remotos la produccion de bebidas alcohdlicas ha
logrado poco a poco ir determinando las varia-
bles, que influyen directa o indirectamente en las
caracteristicas finales del producto.

En un proceso fermentativo es conveniente
maximizar la produccion de un metabolito de-
seado; no obstante, no es una tarea sencilla de
lograr, dado que la fermentacion es afectada por
factores: ambientales, fisicoquimicos, biologi-
cos o por la carencia de un adecuado conoci-
miento del sistema.

Modelar un proceso de fermentacion presenta
ventajas como: estimacion de variables, control
del proceso, una correcta interpretacion del fe-
ndémeno; ademas obtener un modelo para la des-
cripcion cinética de la fermentacion alcoholica
es de gran interés para conocer las variaciones
que sufre el proceso por las fluctuaciones de la
calidad de materia prima, lo cual tiene su impac-
to en el rendimiento y la conversion.

En el presente trabajo se estudio la cinética
de la fermentacion alcohoélica del zumo de po-
marrosa, una fruta exotica, poco explotada en
nuestro pais; usando Saccharomyces cerevisiae,
y tomando en cuenta la influencia de variables
tales como: la concentracion del sustrato, el pH,
la temperatura y el porcentaje de levadura.

Durante el desarrollo de la experimentacion
se analizo, la formacion de etanol mediante téc-
nica HPLC, el consumo de sustrato y el consumo
de azucares reductores para controlar el proceso.

La fermentacion alcohdlica se llevo a cabo
en un reactor discontinuo, realizando un acondi-
cionamiento al zumo de pomarrosa para hacerlo
apropiado a las levaduras de la fermentacion; se
obtuvo un ajuste cinético de primer orden; ya
que a concentraciones bajas de sustrato existe
una dependencia aproximadamente lineal de la
velocidad de reaccion respecto a la concentra-
cion de sustrato.

2. PROCESO FERMENTATIVO

La fermentacion alcohdlica es un fendmeno
catabolico totalmente anaerdbico, siendo el pro-
ducto final un compuesto organico, en este caso
el etanol, originado por la actividad de algunos
microorganismos que procesan los hidratos de
carbono, generalmente azlicares como son: la
glucosa, la fructosa, la sacarosa.

Las principales responsables de esta trans-
formacion son las levaduras; la Saccharomyces
cerevisiae, es la especie de levadura usada con
mas frecuencia.

La estequiometria de la reaccion de fermen-
tacion, hace pensar que se trata de un proceso
sencillo, sin embargo, la secuencia de transfor-
maciones es para degradar la glucosa hasta dos
moléculas de alcohol y dos moléculas de bidoxido
de carbono es un proceso muy complejo, pues
al mismo tiempo la levadura utiliza la glucosa y
nutrientes adicionales para reproducirse.

El biorreactor es la unidad basica utilizada
en el proceso fermentativo, mediante el uso de
éste es posible controlar las variables que inter-
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vienen en el proceso como: pH, temperatura y
agitacion.

En la cinética de crecimiento de las levadu-
ras en un cultivo discontinuo, se aprecian varias
fases de crecimiento celular: la fase de adapta-
cién, en la cual los microorganismos se adaptan
a un medio nuevo y la velocidad de reaccion es
practicamente cero; en la fase exponencial, la
sintesis de todos los nutrientes celulares aumen-
tan a una velocidad constante de modo que la
poblacion de células se duplica continuamente;
la fase estacionaria, que se caracteriza porque en
¢ésta no se produce ninglin crecimiento neto, y la
fase de muerte celular, en la cual disminuye la
densidad de células formadas.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Equipos

Mediante el uso del biorreactor para la fer-
mentacion se logréd controlar el pH, la tempera-
tura y la agitacion para evitar la sedimentacion
de células.

Para el anélisis de formacion de etanol duran-
te el proceso de fermentacion, se utilizé la cro-
matografia liquida de alta presion (HPLC), con
la ventaja de que en la misma se emplean peque-
fnas cantidades de muestras para su analisis.

3.2 Experimentacion

a) Mediante evaporacion se concentrd el zumo
de pomarrosa a los grados brix deseados (18,
20y 22).

b) Se regulo el pH (3,5 6 4,5).

c) En el 20% del zumo, se inoculd la levadura
para su crecimiento y en el 80% restante se
coloco fosfato de amonio como nutriente.

d) Se mezclaron las dos partes para llevar a cabo
la fermentacion en recipientes plasticos (re-
actores elementales construidos manualmen-

te) y se colocaron en una estufa para controlar
la temperatura a 35°C, durante 12 horas.

e) Se analizo la formacion de: etanol por HPLC,
el consumo de sustrato por cuantificacion de
azucares reductores y el crecimiento micro-
biano por el método del peso seco.

f) Mediante pruebas de catacion se determinaron
las mejores condiciones iniciales del zumo.

g) Se realizé nuevamente el experimento a estas

condiciones en un biorreactor para verificar
la reproducibilidad.

4. RESULTADOS

4.1 Formacion de etanol

Tabla 1. Etanol obtenido en el biorreactor para la
mejor condicion

t(h) Etanol Etanol
(mg/ml) (° GL)
0 0 0
1 2,713 0,344
2 5,019 0,636
4 7,982 1,012
6 39,38 4,991
8 53,04 6,722
11 67,36 8,538
12 68,95 8,739
MD 505,165 62,885

MD = Muestra obtenida después de 12 horas de fermenta-

cidn y concentrada mediante destilacion.

4.2 Modelos cinéticos y rendimiento del proceso

Los siguientes modelos cinéticos correspon-
den a la experimentacion realizada en el bio-
rreactor, a la mejor condicion definida mediante
catacion muestra G: 20°Brix; 3,5% de levadura
y pH=3.5.
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Tabla 2. Modelos cinéticos obtenidos en el biorreactor para la muestra G

Modelo Cinético

Ecuaciones Cinéticas

Michaelis Menten (—Vs) = —0,02119 * Cs
"~ —0,3066 + Cs
Primer Orden (=Vs) = 0,0685Cs

Autocatalitica (-Vs) = 0,5474*Cc*Cs
(—vo) 3,3262 % Cs * Cc
—Vc —

Monod 4,2808 + Cs

Vs: velocidad de consumo de sustrato en g/ml.h
Cs: concentracion de sustrato en g/ml

Cc: concentracion de microorganismos en g/ml
Vc: velocidad de crecimiento de microorganismos en g/ml.h

Tabla 3. Concentracion de sustrato teorico y experimental para la muestra G

Tiempo ng‘:sel?st{raacti(? ! Micll\l/gloe(liigllo\/[%?lten PrCiilillgigr((ilgn Aua)/lcoa(%gll(i)tico
experimental (CS tedrico) (CS tedrico) (CS teérico)
h g/ml g/ml g/ml g/ml
0 0,198 0,1746 0,188 0,198
1 0,169 0,1618 0,169 0,181
2 0,149 0,1496 0,153 0,164
4 0,123 0,1247 0,124 0,135
6 0,099 0,1005 0,101 0,110
8 0,079 0,0802 0,0802 0,090
11 0,061 0,0658 0,061 0,064
12 0,057 0,0658 0,055 0,058
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Tiempo Cﬁ%%ﬁ:{raﬁ?n Micll\l/gloe(lligllo\/[%%ten ng}g‘igr((ilgn Autlt)/[coa(%zelll(i)tico
experimental (tedrico) (tedrico) (tedrico)
h g/ml g/ml g/ml g/ml
0 0,0252 0,0339 0,0203 0,00688
1 0,0215 0,0235 0,0174 0,00603
2 0,0185 0,0184 0,0153 0,00543
4 0,0135 0,0132 0,0126 0,00468
6 0,0097 0,0095 0,0102 0,00389
8 0,0071 0,0070 0,0081 0,00320
11 0,0055 0,0050 0,0063 0,00254
12 0,0055 0,0046 0,0059 0,00240

Tabla 5. Rendimiento y eficiencia del proceso fermentativo para la mejor condicion

CASOS Rendimiento Eficiencia
(g el;l;ggﬁgn;ggg;m) “)
A 0,234 45,79
B 0,437 85,72
C 0,226 44,23
D 0,313 61,19
E 0,255 49,96
F 0,349 68,29
G 0,222 43 44
H 0,309 60,47
I 0,417 81,64
J 0,369 72,19
K 0,448 87,65
L 0,398 76,85
Biorreactor 0,469 91,92
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CASO G: Concentracion de Etanol, Biomasa y
Sustrato = f (tiempo)

=®=Formacion de Etanol
== Consumo de Sustrato

Crecimiento Celular

Tiempo (h)

Figura 1. Concentracion de sustrato, biomasa y etanol en funcién del tiempo (Caso G).

DISCUSION

En esta investigacion fue necesario realizar
una evaporacion del zumo de pomarrosa,
para llegar a los grados brix propuestos en el
disefio experimental; es por esta razén, que
no seria factible obtener etanol a partir de esta
fruta, debido al costo adicional que repre-
sentaria el proceso de evaporacion; ademas
se necesitaria mayor cantidad de fruta para
obtener la mitad o un poco menos del zumo
concentrado, dependiendo de la concentra-
cion inicial de aztcares.

De acuerdo con los resultados obtenidos se
puede decir que el periodo de adaptacion de
la levadura fue corto y se empez6 a formar ra-
pidamente el etanol, mediante el consumo del
sustrato; esto también pudo evidenciarse por
el gas desprendido en los reactores elementa-
les; lamentablemente no se pudo determinar
con precision el tiempo en el cual concluyd
el proceso fermentativo, aunque, de acuerdo
con los resultados observados, a las doce ho-
ras de fermentacion se obtuvieron datos de-
formacion de etanol casi constantes, que los
analizados a las 11 horas.

Los rendimientos del etanol de la bebida alco-
hélica obtenida para la mayoria de los casos
son menores al valor tedrico, dando como re-
sultado una eficiencia del proceso fermentati-
vo menor al 50% en la mayoria de los casos, lo
que indica que no se han consumido los azu-
cares reductores en su totalidad; por tanto es
necesario incrementar el tiempo de reaccion
para el aprovechamiento total de los azticares
fermentables.

CONCLUSIONES

El grado alcohdlico, antes y después de la
destilacion, para la mejor condicién deter-
minada por catacion (20° brix, 3,5 de pH y
3,5% de levadura), es mayor para el experi-
mento realizado en el biorreactor, que para
el que se realizd en los reactores elementales.
Por lo tanto se puede concluir que el cambio
de pH en el transcurso de la fermentacion
producido por el metabolismo de los mi-
croorganismos afecta el proceso fermentati-
vo en los reactores construidos manualmen-
te, lo que no sucede con el biorreactor en el
que se puede controlar esta variable.
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De la Figura 1 se concluye que a medida que
se va consumiendo el sustrato, aumentan las
células y la formacion de etanol.

Del anadlisis ANOVA realizado se concluye
que las interacciones que influyen en el ren-
dimiento del etanol son: la concentracion de
grados brix con porcentaje de levadura, y por-
centaje de levadura con el pH.

Del analisis estadistico de las interacciones
se concluye que las mejores condiciones a las
cuales debe estar el zumo de pomarrosa ini-
cialmente para obtener un buen rendimiento
son: concentracion de sustrato 22° brix; 3,5%
de levadura y pH de 3,5.

La fermentacion alcohdlica del zumo de po-
marrosa se ajusta a una cinética de primer or-
den, ya que a concentraciones bajas de sustra-
to existe una dependencia aproximadamente
lineal de la velocidad de reaccién respecto a la
concentracion de sustrato.
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