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RESUMEN

Este trabajo de investigacion se enfoca en el estudio de la cinética de la reaccion de fermentacion en la
produccion de una bebida alcohodlica de jugo a partir de frutos rojos, obteniendo un modelo que predice el
comportamiento de formacion en la fase de crecimiento y decrecimiento del etanol, los microorganismos y
de los azlicares fermentables con el tiempo. Este modelo se ajusta a una formulacion comercial de cuatro
frutos rojos (fresa, frambuesa, mora y arandanos) con distintas concentraciones de azlcares fermentables y

puede emplearse en procesos de disefio, modelado, automatizacién o escalamiento de equipos.

La experimentacion se inicid con una concentracion de aziicares fermentables del 25.40% (m/v) con los
aportes de los frutos del 30%, 30%, 35% y 5% para arandano, fresa, mora y frambuesa, respectivamente y se
obtuvo una concentracion final de azticares del 5.52% (m/v), de manera que la bebida fermentada se clasifico
como de tipo seco pero, para cumplir con la demanda del mercado, se enriqueci6 el fermentado con aziicares
para propiciar la produccion de una bebida fermentada semi seca. Ademas, se determind que el producto
obtenido no cumple con la norma NOM-142-SSA1/SCFI-2014 al tener una concentracion final de metanol

de 0.013% (m/v) y una produccion de etanol del 12.54% (m/v).

Empleando condiciones controladas en un biorreactor automatizado BioFlo 415 y con el uso de la cepa
Lalvin EC-1118, se obtuvo modelos cinéticos que predicen el comportamiento del consumo de sustratos,
produccion de microorganismos y formacion de etanol con variaciones de 9.90%, 3.62% y 12.33% para la

fase de crecimiento y con variaciones del 2.3%, 8.18% y 2.97% para la fase de muerte celular.

Se recomienda utilizar otras cepas con cinéticas parecidas como la Vitileuvure LB Rouge o la cepa So
Delight y determinar cudl es la que mejor se adapta al medio. También se recomienda estudiar el
comportamiento con la presencia de inhibidores de crecimiento celular y comparar los resultados de dicho

efecto.
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I. INTRODUCCION

La industria de bebidas alcohdlicas tiene una gran demanda de consumo a nivel mundial, tanto de las
bebidas destiladas como de las no destiladas. La bebida fermentada es una bebida alcohoélica producida a
partir de la fermentacion microbiana de cualquier fruta que no sea uva. Es una bebida muy producida en los
paises de Espaiia, Francia, Inglaterra, Bélgica, Irlanda, Alemania y Uruguay por sus ricos contenidos de
minerales en la tierra, que propician el crecimiento de frutos con las caracteristicas mas buscadas de dulzura

y acidez.

En la antigiiedad, 1a forma en la se obtenia el jugo con el mosto era aplastando los frutos por una cantidad
de tiempo larga y con un grupo de personas, generalmente las mujeres de la familia, las cuales se paraban en
las frutas con los pies descalzos y caminaban hasta obtener el jugo. Luego, se dejaba el jugo tapado con una
manta por dos semanas y al final ya se tenia el producto (la bebida fermentada). Hoy en dia se produce de
dos maneras: artesanal e industrial, las cuales se diferencian principalmente en la escala, equipos y nivel de

tecnificacion.

La etapa fundamental de la produccion de una bebida fermentada es la fermentacion alcoholica, la cual
es una manera de producir etanol a partir de frutas y un microorganismo llamado levadura. Este proceso se
lleva a cabo en un fermentador a condiciones determinadas. Normalmente los fermentadores son tanques
cerrados que no permiten el ingreso de aire, por ser un proceso anaerobico. Tienen también un sistema de

agitacion para evitar la sedimentacion y asegurar la homogeneidad del sistema.

La tecnificacion de los procesos ha permitido que los costos de la bebida fermentada sean cada vez
menores y que la bebida pueda comercializarse efectivamente. Esto es muy importante para llevar el proceso

de una escala a nivel laboratorio a una implementacién de una planta industrial.

Los modelos cinéticos sirven para poder utilizar de una manera mas eficiente los microorganismos ya
que estos ayudan a mejorar el rendimiento de los productos microbianos, al aumento de la velocidad de
formacion de los productos, mantenimiento de la calidad del producto microbiano y la uniformidad que se
tiene en el proceso. Dichos modelos consisten en ecuaciones matematicas que permiten calcular los avances
reactivos y el escalamiento de las fermentaciones, y para el caso de las fermentaciones enzimaticas, las

formas basicas del modelo se representan con variaciones de la ecuacion de Monod.



Este trabajo se muestran las determinaciones cinéticas y analiticas realizadas a una bebida fermentada
de frutos rojos, incluyendo la justificacion de los estudios, los objetivos determinados, los resultados
obtenidos y su respectivo analisis, las conclusiones y recomendaciones del trabajo y los datos empleados para

elaborarlo en una seccion de anexos.



II. OBJETIVOS

A. Generales

Propuesta de un modelo cinético de la reaccion de fermentacion

semicontinua de una formulacion de frutos rojos en la produccion de una bebida

alcohdlica utilizando la cepa Lalvin EC-1118, para predecir el comportamiento

de las variables de fermentacion en funcién del tiempo.

B. Especificos

L.

Determinar el pH, concentracion de azucares y densidad de los jugos de frutos
rojos individuales y de la mezcla de los mismos en la formulaciéon empleada, para
obtener la cantidad de azicares fermentables iniciales y calcular el porcentaje de
azlcar comercial a utilizar.

Determinar la concentracion de alcohol producido durante la fermentacion a 28 °C
y 100 rpm, usando cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama,
para estudiar el comportamiento con respecto al tiempo.

Determinar la concentracion de azucares fermentables durante la fermentacion
alcoholica a 28 °C y 100 rpm, usando cromatografia liquida de alta resolucion,
para establecer el modelo matematico.

Determinar el nimero de células vivas de la cepa empleada en la fermentacion
alcoholica durante las fases de crecimiento celular, utilizando técnicas de conteo
microbiano para estudiar la tendencia presentada con el modelo de Monod.
Generar un modelo matematico que prediga la cinética de la reaccion de
fermentacion alcohdlica de acuerdo con la concentracion de azucares
fermentables, crecimiento de microorganismos y produccion de etanol, empleando

la grafica de Lineweaver-Burk.



[II. JUSTIFICACION

Segtn el Banco de Guatemala, en el inciso de comercio exterior, Guatemala tiene una importacion total
de US $48,508 por afio, en sidra proveniente de Espana, Estados Unidos de América y México y US $9,073,
322 por afio, en vino proveniente de varios paises extranjeros lo cual representa el 0.08% de la importacion

total anual segun la lista arancelaria para el 2019 (Guatemala, 2019).

Seglin el Banco de Guatemala, en el inciso de comercio general, Guatemala exporta, de manera anual,
un total de US $9, 716, 546 correspondiente a mora, arandanos y frambuesa, y US $2, 935, 727 a fresa,
equivalente a una produccion de 5, 648, 775 kg de fresa y 3, 498, 462 kg de mora, ardndanos y frambuesa a
los siguientes paises: México, Marruecos, Serbia, Estados Unidos y la Unién Europea lo cual representa el

0.14% de la exportacion total anual basado en la lista arancelaria para el 2019 (BANGUAT, 2019).

El consumidor guatemalteco promedio no tiene una cultura edénica desarrollada. Los principales
consumidores de vino son los adultos con nivel socioecondmico medio-alto. Por lo general, los hombres
prefieren vinos con cuerpo y las mujeres, vinos afrutados. El aumento en la venta del vino blanco y rosado
se manifiesta durante los meses de marzo y abril, por la temporada de verano, ya que el consumidor requiere
de bebidas mas refrescantes, en cambio, el aumento en vino rojo es durante los meses de noviembre y

diciembre, especialmente en el periodo navidefio (ICEX, 2019).

El consumidor final toma en cuenta las recomendaciones que proporcionan los distribuidores debido a
la poca educacion del vino y no muchos tienen el conocimiento suficiente para distinguir las variedades que
existen. Los principales agentes en el mercado, realizan catas para fomentar la cultura del vino. Estos son
las distribuidoras especializadas como Catador Foindesa, La Vinoteca, Distribuidora Alcazarén y La Torre,

que proporcionan junto con la venta, informacion adicional y descuentos (ICEX, 2019).

En el proceso de produccion de bebida fermentada, la etapa de fermentacion representa el 97% del
tiempo de producion. La tecnificacion de dicha etapa, aporta mejoras como la pasteurizacion para la
eliminacion de microorganismos presentes no deseados, el control de agitacion y aseguramiento de calidad
por proceso anaerobico, por lo que estudiar el comportamiento de esta etapa es una de las formas de
incrementar la productividad y reducir costos. Con el fin de tener un producto distintivo en el mercado y

debido al aumento de competidores, las vinicolas ofrecn vinos que aporten sensaciones diferentes al



consumidor, cada vez mas exigente y abierto a innovaciones sensoriales, por lo que en este trabajo se muestra
el analisis de una bebida fermentada semi dulce, con el fin de cumplir con los requisitos mencionados del

mercado guatemalteco.

Ademas, estudiar el comportamiento de la fermentacion, permite controlar y predecir el comportamiento
de los procesos y mantener o adquirir ventajas competitivas, ademas, permite escalar procesos. Para dicho
estudio, el generar modelos matematicos predictivos es necesario, ya que las técnicas de escalamiento y
disefio dependen de los mismos. Es por esto, que este trabajo se enfoca en el estudio de la cinética de la
reaccion de fermentacion alcoholica, para obtener un modelo que pueda predecir la produccion de etanol,
formacion de microorganismos y consumo de los azucares fermentables con el tiempo, tanto en la fase de

crecimiento como decremento celular.

Al realizar un estudio de mercado, se determiné la formulacion mas aceptada por el consumidor tenia
cuatro tipos de frutos rojos (fresa, frambuesa, mora y arandanos). Debido a esto, el modelo propuesto se

ajusto utilizando una formulacién comercial con la mezcla de dichos frutos.

Determinar la concentracion de los productos y sustratos en los modelos es importante ya que

proporciona el rendimiento del producto de interés y los datos necesarios para el balance de masa del proceso.



IV. MARCO TEORICO

A. MATERIAS PRIMAS

1. Levaduras
Las levaduras son hongos mono-celulares que no son visibles al ojo humano, estos son presenciados
por un microscopio y se encuentra entre los primeros microorganismos en identificarse, aislarse y
asignarles nombre. Estos hongos son capaces de formar esporas en el interior de un asca. En el
microscopio se pueden diferenciar por su estructura fisica ya que presentan formas variadas. Las
esféricas como las Torula, las alargadas como Torulopsis stellata, las apiculadas que tienen una forma

de limon como las Hanseniaspora y las elipticas tienen forma de huevo y se presentan en las

Saccharomyces (Mesas & Alegre, 1999).

Se tienen clasificaciones dependiendo sus caracteristicas bioquimicas entre ellas se encuentran:
El tipo de aztcares que pueden fermentar
b. El rendimiento en alcohol
i. Las que hay para producir 1 grado de alcohol que consumen 17 a 18 gramos de
azucar
ii. Las que tienen un menor rendimiento al metabolizar 21 a 22 gramos de azlicar.
c. El grado maximo que pueden alcanzar en alcohol.
i. Altas, que tienen un maximo de 17 a 18 (% m/v ) de alcohol
ii. Bajas, que tienen un méximo de 5 (% m/v ) de alcohol
d. Productos secundarios en la fermentacion
e. Resistencia al anhidrido sulfuroso

f.  Capacidad para asimilar diferentes sustancias nitrogenadas (Mesas & Alegre, 1999).



Figura 1. Clasificacion de los géneros de levaduras mas frecuentes en mostos y vinos.

1) Levaduras esporégenas

subdivision ASCOMYCOTINA
clase HEMIASCOMYCETES
orden ENDOMYCETALES
familia SACCHAROMYCETACEAE
I | |
subfamilias SCHIZOSACCHAROMYCETOIDAE NADSONIOIDEAE SACCHAROMYCETOIDEAE
géneros Schizosaccharomyces Hanseniaspora Dekkera
Saccharomycodes Hansenula
Kluyveromyces
Pichia
Saccharomyces
Torulaspora
Zygosaccharomyces

II) Levaduras no esporégenas

subdivision DEUTEROMYCOTINA
clase BLASTOMYCETES
familia CRYPTOCOCCACEAE
géneros Brettanomyces

Candida

Kloeckera

(Mesas & Alegre, 1999)

Las levaduras que mayor alcohol producen, siendo de caracter esporégenas son:

1.

Saccharomyces Cerevisiae: Esta se caracteriza por fermentar la mayor parte de los azicares del

mosto. Su poder alcoholdgeno es elevado, llega a un 17% Vol. Y es muy resistente al SO> hasta
unos 250mg/L.

Saccharomyces Bayanus: Tiene caracteristicas semejantes al Cerevisiae con la diferencia que este

puede producir méas de 18% alcohol.

Saccharomyces Acidifaciens: Este tiene un maximo de 10% alcohol, pero tiene una mayor

resistencia al SOz de 250mg/L a 400 mg/L lo que ayuda a iniciar la fermentacion en mostos muy
sulfitados.

Torulaspora Rosei: Este tiene un rango de produccion de alcohol entre 8% y 14% en volumen. Se

caracteriza por fermentar de manera lenta los azlicares con los niveles de acidez volatil producidos

menores (Mesas & Alegre, 1999).

Entre las levaduras asporégenas que producen una gran cantidad de compuestos secundarios

enriquecedores de sabor y aroma al vino son destacados dos, los cuales son:

1.

Kloekera apiculata: Es la mas encontrada en los mostos y tiene una capacidad de produccion de

alcohol entre 4% y 5% vol. Produce mucha acidez volatil por lo que no es recomendable para las
fermentaciones, pero es facilmente eliminado por SOz ya que tiene poca resistencia a ella.

Candida Stellata: Tiene una produccion en un rango de 10% y 11% de alcohol en términos de

volumen y se presenta mas en las uvas atacadas por podredumbre (Mesas & Alegre, 1999).



La levadura Saccharomyces Cerevisiae puede realizar fermentaciones anaerobicas como respiracion

oxidativa. Cuando se encuentra en modo oxidativo, la levadura crece y se reproduce con mucha
eficiencia, pero sin producir alcohol. Removiendo de manera vigorosa se estimula la proliferacion de las
levaduras, aportando de esta manera la aireacion. El alcohol s6lo se produce en la fermentacion sin
oxigeno, sin embargo, es esencial que se produzca una pequeiia cantidad de aireacion. “El crecimiento
de las levaduras para al cabo de varias generaciones de ausencia completa de oxigeno” (observan Phaff,
Miller y Mrak en su libro Life of Yeasf). La levadura puede fermentar por un tiempo sin oxigeno, pero
es necesario agregar una pequefia dosis de oxigeno para seguir con la fermentacion. De esta manera es
facil explicar por qué al pasar de un envase a otro en forma de trasiego por sifén activa de nuevo el
proceso de fermentacion. Las levaduras pueden ser de dos tipos, heterotalicas, cuando es necesario

reproducirse sexualmente o homotalicas cuando son autofértiles (Katz, 2019).

Fresas de tipo Cartuno y madurez tipo 6

Algo que caracteriza a estos frutos es su aroma que puede percibirse a la distancia. Poseen una alta
riqueza de minerales como el hierro y el magnesio. Se percibe un 17% de hierro y un 9% de magnesio.
Se recomienda mucho en los tratamientos de déficit nutricionales por su alta concentracion de minerales.

Posee una alta cantidad de Vitaminas C, K y &cido folico (Leonor, 2010).

Existen mas de 1,000 variedades de fresas debido a que estas se hibridizan muy rapido por lo que
se tienen distintos tipos de fresa los cuales son:

e Tudla: Esta tiene una alta resistencia a la clorosis férrica y se adapta de buena manera al transporte.
La planta es vigorosa, con un follaje erecto, produccion precoz, frutos grandes, aromaticos,
alargados y de color rojo intenso. Tiene una alta produccion y se adapta bien en todos los climas.

e Camarosa: Esta se adapta bien a los cambios de clima y produce frutos durante 6 meses al afio con
un fruto grande, firme, de color rojo oscuro y de forma conica. Tiene una produccion temprana pero
con una calidad alta de fruto.

e Oso grande: Es una tipo de fresa que viene de California que a pesar de tener un fruto rajado,
presenta una buena resistencia al transporte y es apto para el mercado en freso. Tiene un color rojo-
anaranjado, de calibre grueso y de buen sabor.

e Cartuno: Tiene forma conica con un calibre uniforme, color rojo brillante, ligeramente mas precoz
que el Oso grande y tiene un sabor mas azucarado. Su produccion tiene una curva homogénea
durante toda la época.

e Reina de los valles: Es la mas comun de todas y sus frutos son pequefios, de color rojo claro o rojo

brillante, con una pulpa dulce y aromatica.



e Diamante: Tiene un gran sabor y gran calidad de fruto. Tiene un color claro por el interior y una
textura firme la cual es resistente a los 4caros.
e Carisima: Esta es una variedad rustica y se adapta a todos tipos de suelos y climas, es precoz pero

muy productiva. (Leonor, 2010)

3. Moras de variedad brazos y madurez tipo 6

La mora es una fruta perteneciente al grupo de las bayas; es muy perecedera, rica en vitamina C y
con un alto contenido de agua. Ademas de ser de bajo contenido caldrico, las bayas se caracterizan por
su abundancia en pigmentos naturales de acciéon antioxidante. Se conocen cerca de 300 tipos de
variaciones de mora en Europa, Norteamérica y Asia central. La mora es un fruto constituido por
pequeiias durpas o granos que se agrupan entre si. A continuacion, se presenta un cuadro de la

composicion de la mora por cada 100 g de porcion comestible (Maksimovi¢, 2017).

Cuadro 1. Composicion de la mora por cada 100g de porcion comestible

Parametro Porcentaje
Agua (% aporte) 88.50
Energia (kcal/100g) 43.00
Proteina (% aporte) 1.39
Grasa (% aporte) 0.49
Carbohidratos (% aporte) 9.61
Calcio (mg) 29.00
Fosforo (mg) 22.00
Hierro (mg) 0.62
Magnesio (mg) 20.00
Acido ascérbico (mg) 21.00

(Maksimovi¢, 2017)



Es originaria de las zonas altas tropicales de América, Asia y Europa. Dependiendo del manejo y
cuidado de la plantacion, la planta presenta un periodo de 10 o mas afios de produccion. Entre las

variedades de mora recomendadas para Centroamérica estan:

e Brazos: Se desarroll6 en 1959 en Texas. Es muy popular en Guatemala, vigorosa, el fruto es grande
y la planta de gran expansion, de racimo pequeiio.

e  Cherokee: Se desarrolld en 1974 en Arkansas y es vigorosa y productiva. El fruto es mediano-
grande y la planta erecta.

e Rosborough: Se origind en 1977 en Texas. Se adapta a un gran rango de condiciones climaticas y
de suelo, es una buena opcion para areas secas y calientes. La fruta es grande, firme, dulce y las
semillas son pequenas.

e Thornless Evergreen: Se desarrolld en 1926 en Oregon. Esta variedad es rastrera, vigorosa, tardia
y el fruto es grande, firme y de buena calidad.

e  Womack: Se origin6 en Texas en 1977. Los racimos tienen un crecimiento moderado y la fruta es
firme, dulce y la semilla pequena.

e Kiowa: La fruta es resistente al manejo de siembra y la cosecha dura un periodo de 8 meses.
Necesita entre 200 y 250 horas de frio y la planta tiene un crecimiento moderado.

e Tupy: La planta es erecta y vigorosa. Debe tener 12 grados brix para poder exportar. También

necesita entre 200 y 250 horas de frio. (Maksimovi¢, 2017)

4. Arandano ojo de conejo con grado de madurez 5
Es un fruto jugoso con un sabor medio acido y al madurar, sus frutos poseen un polvo blanco
insoluble en agua el cual le da un tinte azul-celeste. Son una gran fuente de vitamina C y fibra, estos no

contienen colesterol o grasas y son bajos en calorias (Tax, 2004).

Cuadro 2. Ciclo del cultivo del arandano

Tiempo Descripcién
1 a 2 afios Crecimiento y desarrollo
3 a 4 afios Primeras cosechas

7 afios Estabilizacion de la cosecha
8 a 30 afios Adulto productivo

90 dias Periodo de floracion (variedad HighBush)

90 a 120 dias Periodo de floracion (variedad ojo de conejo)
(Tax, 2004).



5. Frambuesa Herritage tipo 6

Es una planta de origen Europeo y tiene un fruto agregado con reproduccion vegetativa. Es una gran
fuente de vitamina C y de minerales como el potasio y el magnesio. Se tienen tres variedades de
frambuesas en Centro América, ya que estas se producen en climas frios y en suelos ricos en nitrogeno
(Gutierrez, 1999).

e Autumm Bliss: Se produce en otofio y son frutos grandes y con altas cosechas. Este tipo de
frambuesas son mas precoces que las Heritage.

e Summit: Este tipo se caracteriza por ser cosechada antes de la Heritage con un fruto mas fuerte y
con un sabor mas dulce pero, es mas pequefia que la Heritage.

e Heritage: Es un fruto de mediano a grande de color rojo y muy firme. Tiene una cosecha de
aproximadamente 5 semanas y es la variedad que mas se cultiva en California debido a su alta

concentracion de minerales. (Gutierrez, 1999)

6. Azlcares blanca granulada Cafia Real

Los azticares monosacaridos son los tinicos que pueden fermentarse directamente ya que son los
mas simples y estos forman parte de los aztcares mas complejos. Los compuestos disacaridos, como la
sacarosa, son azucares compuestos por dos monosacaridos (fructosa y glucosa). Los azucares pueden
fermentarse de manera natural por medio de una enzima, zimasa, que proviene de la levadura la cual es

la responsable de fermentar la glucosa y fructosa (Rosal, 2013).

Reaccion 1. Fermentacion de la glucosa y sacarosa

Glucosa o Fructosa — Alcohol Etilico + Diéxido de carbono

ZIMASA
CoH,204 —— 2C,H;OH + 2CO0,

Para poder fermentar un disacarido es necesario una hidrdlisis por medio de una hidrolasa invertasa
a partir de la cual ocurre la fermentacion de la glucosa y de la fructosa. Una mezcla en equilibrio de la glucosa
y fructosa es conocida como una azlicar invertida ya que rota la luz polarizada en direccion opuesta a la

sacarosa (Rosal, 2013).

Reaccion 2. Fermentacion de la sacarosa

Sacarosa + Agua — Glucosa + Fructosa

INVERTASA
C12H22011 + H20 —_— C6H1206 + CaH1206



a. Pérdidas de sacarosa

La accion microbiana de Leuconostoc Mesenteriodes causa pérdidas de sacarosa en el azucar de
cafia ya que induce la inversion y descomposicion de la glucosa en acido acético y/o acido lactico,
disminuyendo el pH del jugo o miel aparte de producir una enzima llamada dextransacarasa que al
polimerizarse, se produce la dextrana. La dextrana produce una especie de pelicula superficial,
aumentando la viscosidad del mosto a fermentar, disminuye la cantidad de azicares fermentables y en
producciones excesivas, puede ocasionar taponamientos de lineas y equipos de produccion (Rosal,

2013).

B. PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS

Los productos de una fermentacion alcohoélica anaerobica son: alcohol etilico y didxido de carbono,

estos tienen distintos usos y propiedades.

1. Alcohol etilico

Es un compuesto quimico conocido comunmente como etanol, este es un alcohol con apariencia
liquida incolora e inflamable. Su férmula quimica es CoHsO y es el principal producto de las
fermentaciones de vino y cerveza. Su uso es aplicable como disolvente de grasas, medio de extraccion
de solventes, fabricacion de productos intermedios, colorantes, drogas sintéticas, elastomeros,

detergentes, cosméticos, anticongelante, antisépticos y medicina (S.A., 2000).
Para ser considerado apto para el consumo humano en una bebida alcohodlica proveniente de la
fermentacion esta tiene que tener una concentracion no mayor a 20% (m/v) segun la norma NOM-142-

SSA1/SCFI-2014.

Cuadro 3. Propiedades fisicas del alcohol etilico

Descripcion Valor
Gravedad especifica 0.7893
Punto de ebullicion (°C) 79
Punto de fusion (°C) -114
Solubilidad en agua Miscible

(S.A., 2000)



Didéxido de carbono

El didxido de carbono es un producto de la fermentacion alcoholica ya que la levadura, al producir
alcohol libera COz. Su estado es gaseoso y es utilizado en la industria para las bebidas carbonatadas,
agente extintor de fuegos, envasado de productos alimenticios y neutralizacion de productos alcalinos
(Linde, 2012).

Cuadro 4. Propiedades fisicas del dioxido de carbono

Descripcion Valor
Punto de fusion (°C) -56.6
Punto de ebullicion (°C) -78.6
Color Incoloro
Olor Inoloro

(Linde, 2012)

3. Metanol

Es un subproducto de la fermentacion alcoholica con apariencia liquida incolora e inflamable. Este
es un producto toxico con limites maximo permisible para una bebida alcoholica del 0.003 g/mL para el
consumo humano. Su uso es para combustible, extraccion de aceites, anticongelante, produccion de
formaldehido, produccion de pinturas, cementos, tintas, cosméticos, plasticos y colorantes
(CORQUIVEN, 1997).

El metanol es un compuesto alcohélico derivado de la madera que al momento de ser ingerido
ocasiona ceguera permanente ya que destruye el nervio dptico de manera irreversible. Al ingerir una

dosis mayor a 30ml puede causar la muerte (Paz, 2005).

Acido lactico

El 4cido lactico es un subproducto de la fermentacion alcohdlica causada por la contaminacion
bacteriana acido lacticas ya que compiten por factores de crecimiento necesarios para el proceso
fermentativo de la levadura produciendo acido lactico el cual inhibe el crecimiento de la levadura y

disminuyendo su productividad (Diaz, 2015).



El proceso consiste en la oxidacion parcial de hidratos de carbono los cuales son los responsables
de producir el acido lactico. Los agentes de esta fermentacion son los Lactobaciluis y Estreptococcus.
Estas bacterias se reproducen de una mejor manera en temperaturas elevadas de 30°C a 45°C (Vela &

Reyes Muro, 2015).
El acido lactico es muy estable y da signos de calidad al estar presente en el vino cuando este es
producido por la degradacion bioldgica de la acidez y no por alteraciones microbianas debido a que, al

alterar el vino, se agregan otros productos que provocan sabores poco agradables en el vino (Vega, 2011).

Las propiedades del acido lactico son las siguientes:

Descripcion Valor
Color Incoloro
Olor Inodoro
Aspecto Liquido viscoso
Punto de ebullicion (°C) 122
Punto de fusion (°C) 16.8a 18
Solubilidad Miscible en agua

(GTM, 2014)

Figura 2. Competencia por el azicar entre bacterias y levaduras
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(Diaz, 2015)
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Acido acético

La produccion de 4cido acético en las fermentaciones alcohdlicas es debido a presencia de oxigeno,
es decir por un mal control en el proceso y como se puede ver en Figura 2, da una pérdida de rendimiento

en el proceso (Diaz, 2015).

La presencia de este acido puede provenir de la oxidacion del aldehido acético el cual es un producto
intermedio de la transformacion de azucar en alcohol. En su mayoria se produce en fermentacion acética
por las bacterias Acetobacter y su presencia es detectada por el olor caracteristico del vinagre (Vela &

Reyes Muro, 2015).

El 4cido acético es el acido que se presenta en la acidez volatil ya que los demas son los acidos fijos
debido a que, al momento de destilar el vino, estos quedan en forma de residuo sin evaporarse. Este

acido es muy volatil por lo que puede separarse por medio de destilaciones (Vega, 2011).

Este es formado de la misma manera que el acido lactico mas otras por bacterias acéticas:

Por fermentacion alcohdlica. El acido acético es un producto secundario de la fermentacion. Por
fermentacion baja se forman [0.15-0.3]g/L expresado en acido sulfurico. Estas dependen de la
composicion del mosto y de las condiciones de la fermentacion. Por fermentacion malo-lactica. Va
acompafiada por acido acético de [0.1-0.2]g/L proveniente del acido citrico y pentosas o por
alteraciones bacterianas. Si se producen mas de 0.4g/L entonces hay presencia de bacterias de
enfermedades. Las bacterias con aire oxidan el alcohol y producen 4cido acético. Al no tener acidez

volatil, los niveles normales de acidez son tan pequefios que no se perciben (Vega, 2011).
La acidez volatil es un conjunto de acidos grasos, principalmente el 4cido acético. Es importante

determinarlo ya que este es el que provoca un olor desagradable en los vinos. Tiene que tener un valor

no mayor a 0.6g/L de acido acético (Garcia & Xirau, 2010).

11



Las propiedades del acido acético son:

Descripcion Valor
Estado fisico Liquido
Color Incoloro
Olor Vinagre
Punto de ebullicion (°C) 118
Punto de fusion (°C) 16.6
Solubilidad Miscible en agua
Viscosidad (cP) 1.22
(Transmerquim, 2016)

6. Alcohol isopropilico

El alcohol isopropilico es un subproducto de la fermentacion alcoholica, tiene un olor muy intenso
y contiene propiedades de limpieza y desinfeccion. Es el alcohol mas sencillo de todos los tipos de
alcoholes secundarios y se utiliza mucho para la limpieza tanto del hogar como industrialmente

(ArQuimi, 2018).

Las propiedades de este alcohol son:

Descripcion Valor
Estado fisico Liquido
Color Incoloro
Olor Alcohol
Punto de ebullicion (°C) 83
Punto de fusion (°C) -89
Solubilidad Miscible en agua

(Universal, 2018)

C. FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcoholica es anaerdbica y su funcion es degradar la glucosa para producir alcohol
y dioxido de carbono. La tinica forma de extraer energia es por medio de glucdlisis donde el piruvato
producido no continua con la oxidacion en el ciclo de acetaldehido, sino que la molécula NADH pasa
sus electrones al acetaldehido para producir etanol y NAD+ para mantener la glucolisis y el suministro

de piruvato (Levenspiel, 2016).
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El tipo de fermentacion que ocurre en este proceso es microbiano en donde se da una limitacién por
el sustrato. Si el alimento es correcto, los microorganismos se lo comeran, se multiplicaran y generaran
producto que en este caso es alcohol. En algunos casos, como en este, el producto inhibe a los
microorganismos sin importar la cantidad de sustrato que esté presente y a esto se le llama

envenenamiento por producto (Levenspiel, 2016).

Reaccion 3. Reaccion general de fermentacion

Microorganismo i i
Sustrato(C;) —— Microorganismo (Cy) + Producto (P)

Reaccion 4. Reaccion especifica de fermentacion

Levadura Lalvin EC1118

Ci,H,,0,; Levadura Lalvin EC1118 + C,H,0

Con el paso del tiempo, la formacion de alcohol aumenta y la reproduccion de células disminuye,
generalmente las células dejan de reproducirse al llegar al 12% (v/v) de alcohol etilico, en este caso, la
produccion de alcohol maxima para produccion de microorganismos es del 18% (v/v) debido a las

propiedades de la levadura utilizada (Levenspiel, 2016).

D. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FERMENTACION
ANAEROBICA

1. Temperatura

La levadura puede resistir temperaturas muy bajas, quedandose dormida de una manera estable sin
embargo, unas temperaturas muy altas puede matarlas. Un mosto con una temperatura mayor de 35°C
no da un ambiente reproductivo sino que uno aniquilador de las levaduras tipo Saccharomyces

Cerevisiae (Taracena, 2011).

Al aumentar la temperatura, las levaduras disminuyen su actividad por lo que se debe de bajar la
temperatura de manera gradual ya que con cambios bruscos esta se inactiva. A una temperatura de 18°C,
la levadura realiza su trabajo de una manera eficiente. Mientras mas alta se tenga la temperatura, la
fermentacion es menos pura por lo que se produce menos etanol y mas cantidad de compuestos

secundarios que a menudo disminuyen la calidad del producto final (Taracena, 2011).
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La temperatura optima de trabajo es alrededor de los 30°C pero encima de los 35°C la actividad
decrece de manera rapida, alrededor de los 45°C mueren y por debajo de los 10°C la mayoria de levaduras

son inactivas (Taracena, 2011).

A pesar de que la accion térmica en tratamientos del jugo o miel puede eliminar la mayoria de los
microorganismos, puede ocasionar la descomposicion de la sacarosa para formar compuestos
poliméricos y/o de color por medio de la reaccion de Maillard que constituye los azlicares no
fermentables o amino azucares en el jugo o miel perjurados en rendimiento tanto en la produccion de

azucar como en la fermentacion alcoholica (Rosal, 2013).

Oxigeno

Para todo organismo vivo, el oxigeno es vital para poder vivir y multiplicarse, la diferencia entre las
levaduras y los humanos es que ellas pueden vivir sin el por un tiempo razonable. Airear la fermentacion
en blanco asegura una buena cantidad de levaduras para su multiplicacion y esto ayuda para cuando el

aire falte (Taracena, 2011).

Alcohol

La Saccharomyces Cerevisiae trabaja bien en medios alcoholicos, como los mostos para su
produccioén de vino pero, no resiste extremos. Cada levadura tiene un limite de resistencia al alcohol y

con valores mas altos que 14%, su trabajo se realiza de una manera mas lenta (Taracena, 2011).

Nutrientes

Hay dos tipos de nutrientes, el primero es el azicar ya que es una fuente de carbono y de energia
para las levaduras. Estas se deben de encontrar con una concentraciéon mayor a 20 g/L para que la

fermentacion alcohélica se lleve a cabo a su velocidad maxima (Taracena, 2011).

El otro tipo de nutriente son las sustancias nitrogenadas que son las sales y las vitaminas que se
encuentran en el mosto en concentraciones suficiente para el desarrollo de las levaduras. En caso de
vendimias atacadas por podredumbre, los mohos consumen parte de los nutrientes por lo que es necesario

adicionar al mosto complejos vitaminicos y sales de amonio (Taracena, 2011).
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5. Los compuestos quimicos de accion negativa

La acumulacion de los productos en la fermentacion alcohdlica puede alentar el proceso, a esto se
le llama inhibicion por producto. Otro compuesto que da accion negativa son los taninos o pesticidas ya

que pueden actuar como inhibidores del crecimiento de las levaduras (Taracena, 2011).

6. pH

La mayoria de las levaduras se desarrollan mejor con un pH entre 3 y 4, sin embargo, las
Saccharomyces Cerevisiae se ven favorecidas por un pH aproximado de 3.5 a 4.5 y no se desarrollan
bien en medios alcalinos a menos que este se haya adaptado al mismo. Estas levaduras tienen una
tolerancia alta a las variaciones de pH a partir de los sustratos habitualmente usados en le medio de
cultivo, pero forman productos acidos que influyen en el crecimiento celular, produccion enzimatica y

utilizacion de glucosa (Vela & Reyes Muro, 2015).

E. MECANISMO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA

Las levaduras reaccionan para formar piruvato, que es descarboxilado en las levaduras por una
enzima que utiliza pirofosfato de tiamina como una enzima. Un producto intermedio, derivado
hidroxietiltiamina, se descompone y libera acetaldehido libre al medio y se reduce por el NADH a etanol

(Barrios, 2013).

Hay un mecanismo anaerobico de la glucosa en las etapas de fosforilacion inicial, sintesis del

glucdgeno, conversion en triosa, la etapa oxidativa y la formacion de etanol (Barrios, 2013).

Figura 3. Esquema de Embden-Meyerhoff
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La glucosa pasa por una fosforilacion obligada como primer paso del metabolismo, la cual
es catalizada por una subclase de enzimas “cinasas irreversibles”. Luego, reaccionan las enzimas
con ATP, glucosa y magnesio para producir glucosa-6-fosfato de una manera irreversible, debido a
la formacién de un éster fosfato a expensas del enlace de fosfato rico en energia. Este paso es muy

importante ya que genera muchas rutas metabolicas (Barrios, 2013).

Se forma acido lactico al final del metabolismo anaerébico de la glucosa precedida de un
desdoblamiento del esqueleto de la hexosa en triosa. La glucosa-6-fosfato se convierte en fructosa-

6-fosfato por medio de un catalizador fosfohexosaisamerasa (Barrios, 2013).

La fructosa-6-fosfato se fosforiliza por el ATP en presencia de magnesio y
fosfofructocinasa para producir fructosa-1,6-difosfato. Este producto se desdobla en dos moléculas
de fosfotriosa al reaccionar con la hexosa.difosfato aldosa produciendo gliceraldehido-3-fosfato y

fosfato de dihidroxiacetona (Barrios, 2013).

La conversion de este aldehido en acido-1,3-difosfoglicérico es la primera de las dos
reacciones de la glucdlisis donde se generan enlaces de fosfato rico en energia. El aldehido se
condensa con el sulfidrilo de la enzima luego, el producto se deshidrogena convirtiéndose en un
compuesto de tipo mercaptano de acido o tioéster. Los dos atomos de hidrégeno reaccionan con el
NAD Yy la reaccion de intercambio con fosfato inorganico produce un fosfato carboxilico rico en

energia (Barrios, 2013).

El fosfato producido en la oxidacion se convierte en ATP con una fosfogliceraticinasa en
presencia de magnesio. La cinaza transfiere el carboilfosfato del acido difosfoglicérido al ADP para
formar ATP y acido-3-fosfoglicérico por reaccion con la fosfogliceromutasa, la cual utiliza como

enzima el acido-2,3-difosfoglicérico (Barrios, 2013).

Este 4cido se deshidrata de manera reversible a acido fenolpiravico por la accion de enolasa
con magnesio. El fosfato del fosfoenolpirtivico es transferido al ADP por la piruvatocinasa en
presencia de magnesio, produciendo el acido pirivico, en esta etapa la ruta metabdlico se bifurca y

el camino que se tome depende del organismo particular (Barrios, 2013).

En las levaduras hay una piravicodescarboxilasa anaerobia que desdobla el acido pirtvico
en CO:2 y acetaldehido. El acetaldehido se deriva a etanol (producto final de la fermentacion
alcoholica), por medio de una alcoholdeshidrogenasa que actia en sentido inverso. El NADH

necesario para que se de esta reduccion proviene de la etapa oxidativa. Todo este proceso es para la
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fermentacion de la glucosa, cuando se fermentan disacaridos, se admite la existencia de la hidrolasa

que realiza la hidrolisis correspondiente para empezar el proceso normal (Barrios, 2013).

1. Reacciones

Reaccién S. Fase de respiracion
Ce¢H,,04 + 60, —» 6C0, + H,0 + 36ATP
Esta reaccion describe la degradacion completa de los azucares hasta formar COz y agua con gran
liberacion de energia por medio de la via oxidativa.
Reaccion 6. Fase de fermentacion
C¢H,,0, —» 6C0O, + 2CH;CH,0OH + 2ATP

Esta reaccion describe que en ausencia de oxigeno se produce la degradacion incompleta de azucares
hasta COz y etanol con una escasa liberacion de energia. En este caso las levaduras transforman azucar en

alcohol para cubrir sus necesidades energéticas.

2. Mecanismo para fermentacion

Paso 1. Produccion de fructosa-1,6-bifosfato

Px HO
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Paso 2. Generacion de gliceraldehido-3-fosfato
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Paso 4. Generacion de piruvato
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F. PROCEDIMIENTO EN LA FERMENTACION ALCOHOLICA

1. Informacidn basica sobre el procesamiento de frutas

El alimento es cualquier sustancia o producto de cualquier naturaleza que por sus caracteristicas,
aplicaciones, componentes, preparacion y estado de conservacion son susceptibles de ser utilizados en
la nutricién humana. Estos se pueden clasificar como simpls y complejos. Los alimentos simples son los
que nos ofrece la naturaleza sin necesidad de la manipulacién, en cambio, los complejos son los

resultantes de la manipulacion de los alimentos simples hasta formar nuevos productos (Chacon, 2006).

La cualidad de los alimentos se debe a las proteinas, lipidos, hidratos de carbono, sustancias
minerales, vitaminas y agua y son conocidos como nutrientes de los alimentos y son los responsables de
mantener y contruir los tejidos corporales, asi como suministrar la energia necesaria para la vida. Una
alimentacion de manera adecuada puede dar transtornos importantes de la salud y enfermedades grves

que pueden llegar hasta provocar la muerte (Chacon, 2006).

La calidad tienen distintas definiciones, una de ellas es lo que el consumidor esta dispuesto a pagar,
pero Neumann lo describe como “el nivel de las propiedades determinantes de su valor de uso, referentes

a los parametros de valor nitritivo, valor culinario, madurez para el consumo y forma de presentacion”

(Chacon, 2006).
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2. Descripcion del proceso

Agua clorada

Levadura +agua
azucarada +nutriente

Alcohol

(FAO, 2010)

Figura 4. Diagrama de bloques
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o Recepcion: En este proceso se cuantifica la fruta que entra al proceso y se debe de realizar utilizando

recipientes adecuados, con balanzas calibradas y limpias.

e Lavado: Se realiza para eliminar las bacterias superficiales, residuos de insecticidas y suciedad

adherida a la fruta, normalmente se realiza con agua clorada.

e Seleccion: En este paso se elimina la fruta que no posea el grado de madurez adecuado o que

presente golpes o magulladuras.

e Preparacion de la fruta: Esta depende de la fruta con la cual se quiera realizar la bebida fermentada

y es la eliminacion de la céscara para ablandar de una manera mas rapida la fruta, asi como para
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obtener un producto de mejor calidad. Esta operacion puede realizarse de dos maneras, mecéanica o
manual, pero de realizarlo mecanicamente, exiten modelos de peladoras o se pueden construir de
forma casera. La preparacion puede incluir escaldado para desactivar la enzima y ablandar los
tejidos de la fruta para su mejor extraccion de la pulpa.

e Extraccion de la pulpa: Se realiza con un despulpador o un licuado de la fruta.

e Extraccion del jugo: En este proceso se puede utilizar una prensa hidraulica o manual, asi como
también se puede pasar la pulpa del proceso anterior por un colador para obtener el jugo. Esta debe
de estar a 70 °C para no oscurecerse y garantizar sus propiedades organolépticas.

e Preparacion del mosto: El jugo obtenido de la etapa anterior es modificado con los siguientes
aspectos, agregarle una solucion de agua azucarada al 20% y levadura al 2% en relacion al mosto.
Otro componente es el nutriente, que generalmente es fosfato de amonio y se agrega en una
proporcion de 1 gramo por litro aproximadamente.

e Preparacion de inéculo: Esta involucra el desarrollo de una poblacion de microorganismos desde
su estado de conservacion hasta la suspencion de microorganismos viables para reproducirse y
producir metabolitos a escala industrial. Este tiene que encontrarse en condiciones parecidas con las
que se va a trabajar la fermentacion con un valor maximo a 30 °C ya que de lo contrario los
microorganismos no serian capaces de reproducirse.

o Fermentacion: Se debe de colocar una trampa de aire para evitar su oxidacion y produccion de
vinagre. La mezcla se deja fermentar en barriles entre 3 y 7 dias como minimo a una temperatura de
30 °Cy se le da fin al no tener produccion de gas.

e Trasriego: Este separa la fase superior del fermentado mediante succion. En la fermentacion se
realiza una separacion de fases donde el vino queda en la parte superior y los residuos de la fruta y
levadura en la parte inferior de la misma.

e Filtrado: Se pasa la solucion fermentada por una tela fina o colador previamente esterilizado para
eliminar la levadura y pulpa residuales.

o Estandarizado: Esta es una etapa opcional en donde se agrega alcohol en diferentes proporciones,
que dependen de la clase de bebida producida requerida. Al ser un vino generoso, el volumen de
alcohol se encuentra entre 15% (v/v) y 25% (v/v), pero si es una bebida espirituosa, el contenido se
encuentra entre 30% (v/v) y 50% (v/v).

o Envasado: Generalmente se realiza en botellas de vidrio y deben de ser sumergidos en agua caliente
a 95 °C durante 10 minutos para ser esterilizados adecuadamente.

e Sellado: Puede realizarse manual o mecanicamente y es precuente que el tapon de la botella sea de

corcho.

(FAO, 2010)
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3. Control de calidad en el proceso de elaboracién

El control de calidad en la linea de produccion abarca desde la inspeccion en la recepcion de materia

prima hasta el etiquetado por lo que es muy importante tomar en cuenta lo siguiente:

e Seleccion e inspeccion: Los frutos deben de ser firmes y con un grado de madurez que depende del
producto a elaborar, deben de ser libres de picaduras de insectos o mordidas de roedores y sin
pobredumbre. Es uno de los puntos mas criticos del proceso ya que para tener un producto final de
buena calidad, se debe partir de materia prima sana y de alta calidad.

e Pesado: Se debe de realizar al recibir la materia prima y registrar las masas usando bascula de
plataforma o de reloj.

e Lavado: Se realiza con abundante agua y en algunos casos con solucion desinfectante como yodo,
cloro, entre otros.

e Pelado: Hay dos formas de realizar este proceso, de manera manual o utilizando quimicos como
soda caustica.

e Corte: El corte se realiza para reducir el tamafio de la fruta con el objetivo de facilitar la siguiente
etapa del proceso, esta puede ser cortada en trozos, rodajas, etc.

o Escaldado: Técnica donde se usa agua caliente donde la fruta se inmerse y el tiempo de contacto
de la fruta depende de la misma. El proceso suaviza la pulpa y facilita el proceso de despulpado,
siendo un proceso opcional ya que este cambia el color y sabor provocando pérdida de nutrientes e
inactiva las enzimas no deseables del proceso.

o Extraccién de pulpa: La calidad de esta depende del tamafio del tamiz y pueden usarse pulperos
con distintos calibres en las mallas, una gruesa y una fina. Se pueden utilizar coladores plasticos o
de metal que se encuentran en los supermercados.

o Envasado: Las practicas de higiene respectivas son muy importantes, es preferible que el producto
a envasarse esté caliente para garanitzar su esterilidad y consistencia para facilitar el llenado. Los
frascos de vidrio al ser nuevos pueden solo lavarse con agua caliente pero de no ser asi deben de ser
tratados para garantizar su inocuidad.

e Esterilizaciéon: Se puede realizar con agua hirviendo y los tiempos de contacto dependen del tamafio
del envase y tipo de alimento con un rango entre 5 a 30 minutos.

e Etiquetado: Las etiquetas deben de estar limpias y los recipientes totalmente secos para facilitar el
pegado de la misma. La etiqueta tiene que cubrir con los requerimientos minimos de etiquetado y
en algunos casos los envases llevan impresas el etiquetado.

e Analisis de control de calidad: Los mas importantes son acidez, pH, porcentaje de sal, viscosidad

y grados brix pero se deben de realizar todos los necesarios para el producto terminado.

(Chacon, 2006)
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Para las instalaciones, el local debe de ser lo suficientemente grande para albergar las areas
de recepcion de fruta, proceso, empaque, bodega, laboratorio, oficina, servicios sanitarios y
vestidores. Las construcciones deben de ser en bloc repellado con acabado sanitario en las uniones

del piso y pared de modo que facilite la limpieza del mismo (FAO, 2010).

Los pisos deben de ser recubiertos de losetas o resina plastica con un desnivel para el
desagiie. El techo debe de ser de una estructura metalica con zinc y cielorraso, las puertas de metal
o vidrio y los ventanales deben de ser completamente de vidrio. Como ultimo, se recomienda tener

el uso de cedazo en las puertas y ventanas (FAO, 2010).

Buenas practicas de manufactura BPM

Estas practicas involucran tanto al personal como al establecimiento, equipo y sistemas de

produccion. Hay 10 principios de las BPM que se deben de tener en cuenta siempre al trabajar en una

planta de procesamiento de alimentos, estas son:

Lavarse las manos antes de entrar a la planta y siempre deben de mantenerse limpias.

Se debe de utilizar en todo momento un cubre cabello, redecillas en las orejas y de ser necesario,
utilizar guantes y mascarilla.

No comer, fumar o escupir en areas de proceso.

Mantener las ufias cortas, limpias y sin esmaltes.

No utilizar joyas u otros articulos que ocasionen atascos en los equipos o contaminacion al prducto.
No utilizar maquillaje

Utilizar la indimentaria proporcionada incluyendo las botas de hule.

No correr dentro de las instalaciones ni subirse a los equipos.

No introducir las manos ni otra parte del cuerpo en equipos en funcionamiento.

Es prohibido tocarse con las manos las siguientes partes del cuerpo:

o Frente
o Nariz

o Orejas
o Oidos

o Fosas nasales

o Rascarse en cuelquier area (Chacén, 2006)
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G. BIORREACTOR

Es uno de los equipos fundamentales en la microbiologia industrial. Es un recipiente donde el
ambiente tiene que ser uniforme y adecuado para los microorganismos y debe de cumplir con mantener
las células uniformemente distribuidas en todo el volumen del cultivo, para prevenir la sedimentacion o
flotacion, mantener la temperatura de una manera constante y uniforme El disefio debe ser tal que permita
mantener el cultivo puro, una vez que todo el sistema haya sido esterilizado. Para esto es necesario tener

sistemas de control de la temperatura y la agitacion (Barrios, 2013).

En el tanque agitado “CSTR?”, la agitacion se realiza de manera mecénica usando de un eje provisto
de turbinas, accionado por un motor, el aire se inyecta por la parte superior y es distribuido de manera
regular por unos orificios y sale por la parte de abajo para difundir hacia el seno del liquido. El sistema
de agitacion tiene de cuatro a seis deflectores que cortan el movimiento circular que proporcionan las

turbinas al liquido generando mayor turbulencia y una mezcla homogénea (Barrios, 2013).

El tanque tiene una chaqueta con recirculacion de agua para controlar la temperatura. Para tanques
mayores de 2000 L, el sistema ya no es eficiente y se remplaza con un serpentin que circula de manera
adyacente a la pared interior del tanque. La cantidad necesaria de calor es directamente proporcional al
volumen del cultivo por lo que se requiere una mayor area de refrigeracion. Los tanques son de acero

inoxidable y estan pulidos a fin de facilitar la limpieza y esterilizacion (Barrios, 2013).

Figura 5. Reactor CSTR
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Las partes del reactor son A: Motor del agitador, B: Reductor de velocidad, C: Entrada de aire, D: Salida
de aire, E: Valvula de paso del aire, F: Sello mecanico, G: Luz de la mirilla, H: Limpieza de mirilla, I: Mirilla,
J: Eje del agitador mecénico, K: Paleta rompedora de espuma, L: Salida de agua fria a chaqueta, M: Bafles,
N: Serpentin de enfriamiento, O: Entrada de agua fria, P: Mezclador, Q: Sparge, R: Cojinete de eje y de
soporte, S: Sello de vapor y T: Valvula de muestra. (Perry, 2008)

H. CINETICA

1. Microorganismos en la fermentacion alcohdlica y cinética de crecimiento celular

Cuando se tiene una concentracion inicial de microorganismos (C; o Cy) en un ambiente amigable
y de concentracion constante de sustrato (C4 o Cs), el comportamiento de los microorganismos es primero
adaptarse al ambiente en el que se encuentran, luego crecen de manera exponencial. Este

comportamiento se muestra en la Figura 6 (Levenspiel, 2016).

Figura 6. Crecimiento celular en un ambiente amigable
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(Levenspiel, 2016)

En un proceso por lotes, las células se reproducen, la composicion del sustrato cambia y el
producto es formado durante un periodo de tiempo. Generalmente se miran las cuatro fases del
proceso las cuales son: lag, crecimiento exponencial, periodo estacionario y la fase de muerte. Todas
estas fases son mostradas en la Figura 7 y el comportamiento esta descrito por la Ecuacion 1, donde
es importante recalcar que kg depende de la temperatura, presencia de vitaminas, sustancias toxicas,

intensidad de la luz, entre otros factores (Levenspiel, 2016).
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Figura 7. Fases en el comportamiento de los microorganismos
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(Levenspiel, 2016)

2. Fase lag

El proceso en esta fase es la adaptacion que tienen las células microbianas en un distinto ambiente
que contiene alimento. A medida que el sustrato se consume, las células dejan de reproducirse, su
actividad enzimadtica decrece y las células cambian de caracter. Las células envejecen y cuando se
introducen en un ambiente nuevo, se observa un retraso en el tiempo debido a que se Re manufacturan
los productos quimicos necesarios para el crecimiento y reproduccion. En general cualquier cambio en
el ambiente resulta en un periodo de induccion a medida que las células microbianas se ajustan (Pérez,

2017).
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Figura 8. Fase lag dependiente del envejecimiento de las células microbianas
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(Levenspiel, 2016)

La fase de retardo se debe al agotamiento de constituyentes esenciales por las células que los
consumen. Se puede dar por células dafiadas por tratamiento con calor, radiacion o sustancias quimicas
toxicas al igual que puede ocurrir cuando una poblacion se transfiere de un medio de cultivo rico a uno

mas pobre (Lee, 1992).

3. Fase exponencial y estacionaria

En la fase exponencial, cada una de las células se divide y forma dos células el proceso continua
con este crecimiento de manera exponencial durante un periodo de tiempo que depende de los recursos
disponibles y de otros factores. Estas células se encuentran en su estado mas saludable, pero con una
velocidad de crecimiento variada. En esta fase se tiene una velocidad de division méxima y constante, y

su tiempo de generacion es el mas corto pero constante igual (Lee, 1992).

La velocidad de crecimiento en esta fase estd influenciada por la temperatura, composicion del
medio de cultivo y las caracteristicas genéticas del organismo. Mientras mas pequefias sean las células,
mayor es su capacidad de intercambio de nutrientes y desechos lo que proporciona una ventaja

metabolica que puede afectar dramaticamente su velocidad de crecimiento (Lee, 1992).
En un fermentador de tipo por lotes, el medio cambia por lo que la tasa de crecimiento cambia. La
caida del crecimiento puede ser por dos factores, por agotamiento de comida o por acumulacion de

materiales toxicos a las células (Levenspiel, 2016).
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Figura 9. Mecanismo de crecimiento de los microorganismos limitado por el sustrato
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La curva de arriba se presenta cuando se tiene una alta concentracion inicial de sustrato por lo que
se tiene un crecimiento rapido, para la curva intermedia se tiene un crecimiento moderado y para la curva
de abajo se da un crecimiento lento ya que tiene una concentraciéon de sustrato muy pobre. La
concentracion final de microorganismos depende de la cantidad de alimento inicial que se tenga, pero el

producto no afecta la tasa de crecimiento (Levenspiel, 2016).

Figura 10. Mecanismo de crecimiento de los microorganismos limitado por envenenamiento
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La concentracion final de los microorganismos siempre es la misma, sin importar la concentracion
inicial de sustrato ya que la velocidad de crecimiento de las células es distinta, este se basa en el control
del sistema que se tenga en cada uno y la nutricién de estos. Este caso se basa en la produccion de
producto ya que con forme la reaccion se da, los productos aumentan y la reaccion disminuye la

velocidad hasta parar por completo (Pérez, 2017).

Figura 11. Mecanismo de crecimiento de los microorganismos de manera general
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(Levenspiel, 2016)

Para una concentracion inicial de sustrato en un proceso batch, el crecimiento maximo de células
posibles es representado en este grafico donde se presenta el caso por sustrato y el caso por

envenenamiento en ambas (Levenspiel, 2016).

4. Fase de muerte

Esta es la ultima fase del ciclo de vida de los microorganismos, donde estos ya envejecieron al punto
en el que ya no son capaces de reproducirse ni de reaccionar para producir alcohol, por lo que se mueren

poco a poco con el tiempo (Pérez, 2017).

Después de alcanzar la fase estacionaria, las células permanecen vivas por un breve tiempo luego,
comienzan a morir. En algunos casos, esta fase es acompafiada por lisis celular real. Esta fase tiene un
comportamiento exponencial, pero con una velocidad celular mas lenta que la de crecimiento

exponencial (Levenspiel, 2016).
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5. Modelo de Monod

La ecuacion de Monod es una expresion muy utilizada para el efecto que tiene la concentracion del
sustrato en u. Esta ecuacion es una expresion empirica que se basa en la ecuacion normalmente asociada

con la cinética enzimatica o adsorcion de gas (Lee, 1992).

Ecuacion 2. Modelo Monod

U= #maxCS
Ks + Cs

Donde
Cs es la concentracion de sustrato limitante
K es el coeficiente de afinidad del sustrato

Umax €S la velocidad maxima de crecimiento celular (Levenspiel, 2016)

Este modelo simplifica el comportamiento del crecimiento celular pero también es usado
para predecir el comportamiento durante toda la cinética de fermentaciéon cuando las
concentraciones de los componentes que inhiben el crecimiento celular son bajos. Monod también
establece que un aumento en la concentracion del nutriente después de haber alcanzado la velocidad
maxima en el crecimiento no afecta la tasa de crecimiento especifica pero la tasa de crecimiento

especifico disminuye conforme aumenta la concentracion de sustrato mas alla de cierto nivel (Lee,

1992).

a. Efecto de los desechos nocivos

La produccion de productos afecta el crecimiento celular, la manera en la que Monod lo
explica es por medio de un coeficiente (k) que decrece al aumentar la concentracion de productos

(P). La Ecuacion 3 lo ejemplifica (Levenspiel, 2016).

Ecuacion 3. Efecto de los productos en el modelo de Monod
C n
Kops = k (1 - C—i)

Donde:
k es el coeficiente de cambio en la absencia de desechos nocivos

n es el orden de envenenamiento por productos
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Cp es la concentracion de productos donde la actividad celular paré. En este caso k,,; = 0

(Levenspiel, 2016)

Figura 12. Comportamiento del coeficiente de Monod con el envenenamiento por productos.

La actividad permanece alta hasta valores cercanos a ("R“‘

Disminucion lineal de la constante
de velocidad conforme R aumenta

k
obs TP
Disminucion inicial

rapida de k

Concentracion de residuo para la _/
que cesa toda actividad celular

(Levenspiel, 2016)

En un proceso por lotes, se tiene que inicialmente la concentracion de sustrato (Cy) es alta
y la de los microorganismos (C;) es baja. Con el paso del tiempo, la concentracion de los
microorganismos tienden a cero por lo que la tasa maxima de concentracion se describe en la
Ecuacion 4, donde se recomienda tener un flujo mixto para tener una concentracion de sustrato

adecuada en todo el proceso (Pérez, 2017).

Ecuacion 4. Tasa maxima de concentracion de sustrato

— 2
Cspar = |CE + Cyy (Cso + e

CCO) - CM

6. Técnicas de linealizacion

a. Lineweaver-Burk

La ecuacion de Michaelis-Menten se puede colocar de otra forma para facilitar la expresion de los

datos experimentales tomando dobles reciprocos de la ecuacion se tiene lo siguiente:
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Ecuacion 5. Linealizacion de Lineweaver-Burk

V. = VmaxCS
° Ky+Cs
1 Ky +Cs
Vo VmaxCS

Se grafica 1/V,,,, contra 1/Cs para determinar los parametros Km y Vmax donde el punto de corte
con el eje de las ordenadas es equivalente a la inversa de Vmax y el corte con el eje de las abcisas es igual a

—1/K,,.

Donde:

Ky /Vimax €s la pendiente

Figura 13. Linealizacion de Lineweaver-Burk

(Nacional, 2010)

b. Eadie-Hofstee
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Otro tipo de transformacion de la ecuacion de Michaelis-Menten en donde se multiplica Vmax la
ecuacion de Lineweaver. En este se grafica V contra V/Cs donde se identifica los parametros cinéticos

de KM y Vmax. Donde V, es la velocidad de reaccion.

Ecuacion 6. Linealizacion de Eadie-Hofstee

Cs Cs
Vs
Vo = Vinax — Ku C_S

Vmax

Km

(Nacional, 2010)

c. Agustinson

Este tipo de linealizacion se representa graficando Cs/V, contra Cs donde s6lo se compone la

ecuacion de Michaelis-Menten pero no se multiplica nada.

Ecuacion 7. Linealizacion de Augstinson

1 Ky +Cs
Vo VmaxCS
C K 1
S M 4~ ¢
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Figura 15. Linealizacion de Augstinson

(siv

-Km

\/ — Km/Vmax

(s]
(Nacional, 2010)

I. METODOS ANALITICOS

a. Refractometro

El fendmeno de la reaccion consiste en la desviacion de la trayectoria que sufre un haz de radiacion
monocromatica al pasar desde el vacio a otro medio material de distinta densidad. A nivel molecular este
fenémeno se debe a la interaccion entre el campo eléctrico de la radiacion y los electrones de las
moléculas, origindndose temporalmente momentos dipolares inducidos (Skoog, Holler, & Crouch,
2008).

Ecuacion 8. Indice de refraccion

seni

senr

Figura 16. Representacion de de la refraccion de luz

Vacio

Superficie

__\ Medio

r

(Skoog, Holler, & Crouch, 2008)
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ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama

Es una técnica muy comun con un uso muy aplicado en petroquimicos, farmacos y gas natural.
Utiliza una llama de aire o hidrégeno oxidando las moléculas organicas de la muestra produciendo
particulas con carga eléctrica. Estos iones se recogen y se produce una sefial eléctrica la cual es medida
por un programa. Es muy sensible a las impurezas de hidrocarburo del suministro de hidrogeno y aire
de la llama, aumentando el ruido de la linea base y reduciendo la sensibilidad del detector (Metalicos,
2019).

Cromatdgrafo liquido de alta resolucion

La fase movil es un liquido que fluye a través de una columna que contiene a la fase fija. La
separacion cromatografica es el resultado de las interacciones especificas entre las moléculas de la
muestra en ambas fases. La difusion es de 10* veces menor que en gases por lo que se realiza en columnas

empacadas (Belmonte, 2016).

Este equipo se puede aplicar en la separacion de cualquier compuesto que sea soluble en una fase
liquida, es mas versatil y la retencion de solutos depende de la interaccion cin la fase movil y la fase
estacionaria. Pero, esta sujeta a mayor ensanchamiento de bandas, tiene una menor resolucioén que el
cromatografo de gases y se utilizan altas presiones de trabajo (Belmonte, 2016).

Este equipo debe de estar alejado de ventanas y de liquidos y sus condiciones de operacion son:

Cuadro 5. Condiciones de operacion del HPLC

Descripcion Valor
Temperatura de operacion (°C) 0-55
Linea de voltaje (V.AC) 100, 120 0 220

(Belmonte, 2016)

Aplicaciones:

o Farmacos: Antibioticos, sedantes y analgésicos
o Bioquimica: Proteinas, carbohidratos y lipidos

o Industria alimenticia: Edulcorantes artificiales, antioxidantes y aditivos
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o Industria quimica: Tenso activos, colorantes y aromaticos
o Quimica forense: Drogas, narcoticos y venenos

o Medicina clinica: Metabolitos de drogas, extractos de orina y estégenos

K. EQUIPOS ESPECIALES DEL LABORATORIO DE OPERACIONES
UNITARIAS DE LA UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

1. Analizador de células MUSE de marca Millipore Sigma

Recientemente la Universidad del Valle de Guatemala ha adquirido un equipo analizador de células
con deteccion de fluorescencia y tecnologia micro capilar que proporciona analisis cuantitativos de la
células en suspension y de células en adheridas en un didmetro de 2 a 60 micrometros. El equipo se

muestra en la Figura 40.

El MUSE cuenta con un laser que cumple con la FDA para la salud de radiologia con una operacion
de 532-nm de longitud de onda y con una potencia maxima de 23 mW. El limite que tiene este equipo
es que es de uso exclusivamente para investigacion, es decir, no se puede usar para diagnosticos o para

procedimientos terapéuticos.

Figura 17. Equipo Muse con sus partes

Bote de desechos
=>— Bote con solucion
limpiadora

Puerta de acceso al
flujo de células

Pantalla tactil

Soporte para tubo
Brazo de soporte
para carga

Botdén de
encendido

(EDM Millipore Corporation, 2016)
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2. Fermentador BioFlo 415

El BioFlo 415 es un fermentador versatil con esterilizacion en el lugar (SIP) que proporciona un
sistema equipado de manera compacta. Se puede utilizar tanto en procesos por lotes como continuos con
controles de pH, oxigeno disuelto (OD), agitacion, temperatura, anti espuma, entradas y salidas

analogicas / digitales y alimentacion de bombas (Scientific, 2008).

El equipo cuenta con un recipiente de volumen efectivo de 15 L de acero inoxidable, con una mirilla
en la parte frontal con impulsores Rushton y agitadores magnéticos. Tiene puertos en la parte superior
para los siguientes usos: inoculacion, adicion de bases y acidos, un termopozo para una resistencia con
detector de temperatura (RTD), un tubo de muestreo, un condensador de escape y electrodos de pH y

OD (Scientific, 2008).

El motor conectado para la agitacion tiene un rango de 50 a 1000 rpm con un sistema de control que
asegura la velocidad de agitacion con una incertidumbre del =1 al £5 rpm. La temperatura se puede
seleccionar entre 5 °C y 80 °C con una incertidumbre de £1 °C y se controla por medio de un software.
Por ultimo, el control del pH varia entre 2 y 12 con una incertidumbre de +0.01 y se controla por medio
de un software que esta conectado con las bombas peristalticas que controlan el pH por medio de adicion

de base o acido (Scientific, 2008).

Figura 18. Partes del recipiente del fermentador BioFlo 415 ubicado en el Laboratorio de

Operaciones Unitarias de la Universidad del Valle de Guatemala

Motor

Ensamblaje
de buques

Mirilla

(Scientific, 2008)
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Figura 19. Cabina de control y pantalla tactil en el fermentador BioFlo 415 del Laboratorio de

Operaciones Unitarias de la Universidad del Valle de Guatemala
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(Scientific, 2008)

L. ANALISIS DE SENSIBILIDAD

Esta técnica determina como diferentes valores de una variable que es independiente impacta en
otra variable dependiente bajo un conjunto de supuestos. Este observa como la incertidumbre en el
resultado de un modelo matematico puede asignarse a diferentes fuentes en sus variables de entrada. Sus
limites dependen de una o mas variables de entrada. Al tener un rango de variables, este tipo de analisis
puede predecir el resultado de una decision. Otra forma en que se puede referir a este analisis es como
analisis de simulacion ya que al crear un conjunto dado de variables, un analista puede determinar coémo

los cambios de una variable afectan el resultado (Pannell, 1997).
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V. ANTECEDENTES

A. PRINCIPALES AZUCARES EN LA FERMENTACION DE FRUTOS
ROJOS, SACAROSA, GLUCOSA Y FRUCTOSA

1. Parala fresa

Segun el articulo Chemical and microbial changes during the natural fermentation of strawberry
tree fruits, los azlicares presentes en la fresa son la glucosa, sacarosa y fructosa con porcentajes de 2.5%,

4.5% y 7.3% respectivamente iniciales para una fermentacion.

Figura 20. Evolucion de la levadura () y los cambios en el consumo de los azicares (glucosa

[(T], sacarosa [x] y fructosa[A]) durante la fermentacion de la fresa
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(Cavaco, Longuinho, Quintas, & De Carvalhio, 2006)

2. Para la mora
Seglin el estudio de azicares realizado por E.Kafkas en la universidad de Cukurova, la fructosa es

el azicar dominante comparado con los otros tipos de azucares presentes en esta fruta. La sacarosa es la

mas baja debido a que esta se puede invertir durante el proceso de fermentacion.
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Figura 21. Azlcares presentes en las moras determinado por HPLC datos en (mg/g de extracto)

Genotipos Fructosa Glucosa Sacarosa Total de aziicares
Navaho 33.8+0.3* 26.1 £0.1° 2.6+0.1° 62.5+0.6°
C. Thornless 25.1£102¢ 16.9 £0.4° 1.5+0.2¢ 43.6+1.9°
Jumbo 25.5+£0.5° 16.6 +0.6¢ 1.4+0.2%¢ 435+ 1.4°
Bursa 2 21.1+0.8¢ 15.8+0.8° 1.2+0.1¢ 382+ 1.1°
Loch Ness 302+ 1.8° 203 +1.3° 2.0£0.6° 52.5+0.3%

*Los valores de (mg/g) son expresados como medias + su desviacion estandar.
ab.c.d e gon diferencias estadisticas con p <0.05y n = 3.

(Katkas, 2005)

3. Para la frambuesa

En el articulo Fermentative behavior of saccharomyces strains during microvinification of
raspberry juice, se observa como los azucares presentes en la produccion de bebida fermentada de
frambuesa son solo glucosa, sacarosa y fructosa. Dénde el azlicar mas presente es la sacarosa seguida

por la glucosa y por tltimo, la fructosa con valores de 72.29 g/L, 36.74 g/L y 34.33g/L respectivamente.

Figura 22. Concentracion (g/L) de azucares, acidos organicos, glicerol y etanol en el jugo de

frambuesas y en bebida fermentada de frambuesa

s.
UFLA UFLA UFLA UFLA UFLA

B
Compuestos Jugo VR PE2 61671A BG FW FW  SA gi“ﬁ W FW C‘T;SAS UFLI‘; CAT-1 E‘:JF::I vanspw
183 1174 185 187 W T e

1011 654 586 680 690 445 902 557 745 774 706 7.04 704 642 690 468
0.20) (0.12) (0.42) (0.21) (0.35) (0.26) (0.44) (0.51) (0.07) (0.34) (0.17) (0.11) (0.14) (0.10) (0.15) (0.22)
7150  69.34 7170 715  69.77 6230 68.92 5892 6376 7021 6426 69.62 6678 5694 6626 5549
0.62) (0.47) (432) (2.65) (5.34) (1.89) (4.01) (245) (3.12) (3:21) (1.65) (2.71) (3.41) (0.99) (1.57) (3.04)

Glicerol ND

Etanol ND

357 620 258 726 579 570 636 600 622 530 607 516 707 531 613 531 546
023)  (0.09) (0.19) (0.76) (0.31) (0.23) (0.34) (0.36) (0.32) (0.18) (0.39) (0.43) (0.81) (0.18) (0.26) (0.33) (0.10)
227 072 087 071 08 08 103 103 079 115 052 058 069 043 067 038
(0.12)  (021) (0.11)  (0.09) (0.05) (0.03) (0.14) (0.04) (0.04) (0.13) (0.10) (0.09) (0.01) (0.03) (0.09) (0.01)
211 061 054 139 067 134 094 038 022 077 029 032 062 012 021 011 070

Acido succinico

Acido acético ND

Acido mélico (0.08)  (0.06) (0.08) (0.34) (0.12) (0.07) (0.02) (0.10) (0.00) (0.08) (0.04) (0.03) (0.00) (0.02) (0.03) (0.00) (0.11)
72.29 10.93

Sacarosa (3.26) ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND (0.59)
36.74 0.40 0.30 6.38

Glucosa (1.93) ND ND ND ND ND (0.00) ND (0.06) ND ND ND ND ND ND ND 0.74)
Fructosa 34.33 1.50 0.34 0.31 0.13 0.41 217 048 092 028 034 023 0.67 0.27 0.17 1.58 9.78

(136)  (0.11)  (0.12)  (0.12)  (0.03) (0.01) (0.19) (0.03) (0.09) (0.03) (0.02) (.03) (0.05) (0.04) (0.01) (0.19) (0.40)

*Valores entre paréntesis corresponden a las desviaciones estandares
*ND significa valor No Detectado
(Duarte, 2010)
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4. Para el arandano
Charles y Wilhelmina determinaron que los aztcares presentes en el ardndano son glucosa, fructosa
y sacarosa. Los primero dos se encuentran en cantidades iguales, en cambio la sacarosa es menor debido

a que esta sufre de inversion por la enzima invertasa.

Figura 23. Concentracion promedio de azucares en los distintos tiempos de maduracion en el

arandano
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(Forney & Kalt, 2012)

B. PRODUCCION DE VINO EN GUATEMALA

Distribuidora Marte y Distribuidora Alcazarén son los principales importadores y distribuidores de
bebidas alcohdlicas, denominando el mercado de vinos y beneficiandose de la distribucion de firmas

internacionales.

El vino no es un producto tradicional guatemalteco por no haber produccion local. Sin embargo, las
importaciones de vino han ido aumentando con los afios de manera constante y los consumidores son,
en su mayoria, de clase media-alta con una gran disposicion de disfrutar de una bebida “sofisticada”

como el vino.
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Los consumidores buscan una buena relacion de calidad y precio en el vino por lo que los vinos de
calidad media y con precio medio son los mas populares. El vino tinto y el blanco tienen un crecimiento
en el consumo debido al crecimiento de jovenes que consumen y exploran alternativas de bebidas

alcoholicas mas conocidas en el pais.

El vino es percibido como una bebida sofisticada con la que se puede adaptar a muchas ocasiones y

presupuestos. Estos consumidores buscan de manera constante las nuevas experiencias y sabores.

Figura 24. Evolucion de las ventas de vino en Guatemala por categoria del 2014 al 2018

% Variacion

Categoria 2014 2015 2016 2017 2018
(2018/2017)

22041000
Vino 1.175 1.060 1.118 908 1.379 52%
espumoso
22042100
Vino en
recipientes
con 8.396 8.517 8.862 8.944 10.199 14%
capacidad
inferior o
igual a 2L
22042200
En envases
de
0 0 0 18 16 -13%
capacidad
superior a
2L
22042900
Demas 1.393 640 1.200 10892 742 -61%
Vinos
2204300
Demas
mostos de 29 10 35 12 49 306%
uva
Total

10.993 10.228 11.214 11.775 12.385 5.2%
Ventas Vino
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Segin BANGUAT, las ventas de vino en Guatemala aumentaron 5.2% en los afios 2017 y 2018.

La MAGA vy el ICTA realizaron estudios de pre-factibilidad a cargo de técnicos espafioles para los
cultivos de uvas en Guatemala para la produccion de vinos y se determind que el inico vino producido
totalmente en Guatemala se llama Chateau De Fay y puede ser tinto, blanco o rosado. Esta elaborado
con mezclas de las uvas mas conocidas, Cabernet Sauvignon, Merlot y Shiraz para tintos. Para blancos
la mezcla es de Pinot Gris y Riesling. Los vinos que produce Chateau De Fray son: Angie’s Blend,

Chardonnay, White Merlot y Cabernet Sauvignon. (Ramos, 2019)

. NORMAS APLICABLES A LAS BEBIDAS FERMENTADAS

Agua

El agua tiene que tener unas caracteristicas especificas para que pueda ser denominada como potable
y apta para el consumo humano, es por ello que se establecié una norma que abarca toda agua para el
consumo humano, preparacion de alimentos y uso doméstico que proviene de pozos, nacimientos, rios
entre otras y que puede estar en una red de distribucion, reservorios o depdsitos. Esta norma excluye el

agua purificada envasada y el agua carbonatada, las cuales son cubiertas por otras normas.

Figura 25. Limites permisibles y aceptables segun la norma COGUANOR 29001

Descripcién LMA LMP
pH 7.00 8.00
Solidos disueltos totales 500.00 1,000.00
Conductividad eléctrica 750.00 1,500.00
Color aparente 5.00 35.00
Turbidez 5.00 15.00
Calcio 75.00 150.00
Magnesio 50.00 100.00
Dureza total 100.00 500.00
Cloro 100.00 250.00
Cloro residual 0.50 1.00
Nitratos - 50.00
Nitritos - 3.00
Sulfatos 100.00 250.00

(COGUANOR, 2001)
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2. Bebidas alcohdlicas

Debido a que Guatemala no tiene una norma especifica para las bebidas alcohodlicas a partir de
frutos, se utiliz6 una norma mexicana en donde segin la norma NOM-142-SSA1/SCFI-2014, para ser

considerado una bebida fermentada natural, se tiene que cumplir con los siguientes requerimientos.

Cuadro 6. Clasificacion general de bebidas alcohdlicas segiin la norma mexicana NOM-142-

SSA1/SCFI-2014

Clasificacion Contenido alcohélico % (m/v)
Bebidas alcohdlicas fermentadas 2% a 20%
Bebidas alcoholicas destiladas 32% a 55%
Licores o cremas 13,5% a 55%
Cocteles 12% a 32%
Bebidas alcoholicas preparadas 2% a 12%

Cuadro 7. Especificaciones de la bebida fermentada con sus limites de acuerdo a la norma

NOM-142-SSA1/SCFI-2014

Limites
Especificaciones
Minimo Miéximo

Contenido de alcohol a (20 °C) (% m/v) 3 6

Extracto seco (g/L) 12 _

Cenizas (g/L) 1 _

Azucares o azucares reductores totales (g/L) _ 90
Metanol (mg/100mL de alcohol anhidro) - 300
Acidez total (como acido malico en g/L) 3,5 7,5
Acidez tolatil (como acido acético en g/L) _ 1,2

Densidad relativa a 20 °C 1,01 1,045

Bidxido de azufre libre (mg/L) _ 100
Bidxido de azufre total (mg/L) _ 300
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Limites

Especificaciones
Minimo Miéximo
Presion de CO2 a 293 K (20 °C) (kPa) _ 294
Volumenes de CO2 disueltos (Vol. de CO2/vol. Del liquido) _ 5
313CvrpB -29 -26

Cuadro 8. Clasificacion de un vino o bebida fermentada segun su cantidad de aztcares

residuales segin la norma NOM-142-SSA1/SCFI-2014

Tipo de bebida fermentada Azucar total (g/L)
Seco <4
Semi seco 9<x<12
Semi dulce 12 <x <45
Dulce > 45

(NOM142-SSA1/SCFI, 2014)

La fermentacion alcoholica es el procedimiento por el cual las levaduras transforman aziicar en
alcohol, siendo el principal el etanol con una proporcion aproximada de 1° alcohol por cada 17g de

azlcar metabolizada, obteniéndose ademas otros productos secundarios (Crealiza, 2019).

. LEVADURA LALVIN EC-1118

El uso de esta levadura esta validad por CIVC, tiene la habilidad de fermentar a bajas temperaturas
con buenas fluctuaciones y una excelente tolerancia al alcohol por lo que se recomienda su uso para

produccion de bebidas fermentadas.

Cuadro 9. Caracteristicas microbioldgicas y enologicas de la levadura Lalvin EC-1118

Descripcién Valor
Cepa Saccharomyces Cerevisiae Bayanus
Factor Competitivo
Tolerancia al alcohol Hasta 18% (%m/v)
Fase lag Corta
Rango de temperaturas de fermentacion 15°Ca30°C
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Descripcion Valor

Requerimiento de nitrégeno Bajo
Requerimiento de oxigeno Bajo
Produccioén de acidos volatiles Bajo
Produccion de espuma Bajo
Rango de pH 3as

Figura 26. Comportamiento de los microorganismos a distintas temperaturas

o.‘.‘.3.:ogozozo:o:o:oooooo.

Dias

(Lalvin, 2008)

E. LABORATORIO DE OPERACIONES UNITARIAS DE LA
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

1. Experimentos realizados en el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la

Universidad del Valle de Guatemala

En la Universidad del Valle de Guatemala se realizan fermentaciones alcohdlicas en el
Departamento de Ingenieria Quimica como parte del aprendizaje en el ultimo afio de la carrera de
Ingenieria Quimica. Las opciones a fermentar son naranja, manzana, pifia, almidon y azucar de cana y
se tiene el propdsito de generar alcohol con una concentracion minima del 80% (v/v) a partir de la

fermentacion alcohodlica.
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Se realizo una fermentacion alcohdlica con una relacion (40:60) de naranja y solucion de agua y azlicar

al 15% (m/v) y se obtuvo los comportamientos siguientes:

Figura 27. Concentracion de etanol con respecto al tiempo en el fermentador BioFlo 415
operando a condiciones de temperatura de 28 °C y agitacion de 100 rpm para una fermentacion

alcohdlica a partir de naranja utilizando la cepa Lalvin EC-1118
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Figura 28. Concentracion de sustrato con respecto al tiempo en el fermentador BioFlo 415
operando a 28 °C y 100 rpm para una fermentacion alcoholica partiendo de naranja utilizando una

cepa Lalvin EC-1118
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Figura 29. Concentracion de microorganismos con respecto al tiempo en el fermentador BioFlo
415 operando a 28 °C y 100 rpm para una fermentacion alcoholica a partir de naranja utilizando
una cepa Lalvin EC-1118
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VI. METODOLOGIA

A. EQUIPOS, REACTIVOS Y CRISTALERIA

1. Caracterizacion de frutos rojos y jugo

a0 o e

lmr)

Congelador marca White-Westinghouse mostrado en la Figura 49 en Anexos
Agua potable con las caracteristicas descritas en la Figura 25

Desinfectante de frutas marca Sanavida

Manta para filtrar mostrado en la Figura 54 en Anexos

Prensa hidraulica marca Carver 3850-0C mostrado en la Figura 45 en Anexos
Recipientes de vidrio de boro silicato con fondo plano resistentes al calor de 500
mL.

Potenciometro marca Fisher Scientific AB15 Plus mostrado en la Figura 48 en
Anexos.

Picnometro de 25 mL marca Pyrex mostrado en la Figura 53 en Anexos.
Refractometro con bafio térmico marca Thermo Scientific mostrado en la Figura
47 en Anexos.

Autoclave Market Forge Sterilmatic mostrado en la Figura 46 en Anexos.

Fresas tipo Cartuno con tipo de madurez 6 mostrado en la Figura 61 en Anexos.
Moras tipo Brazoz con tipo de madurez 6 mostrado en la Figura 62 en Anexos.

Frambuesas tipo Herritage con tipo de madurez 6 mostrado en la
Figura 63 en Anexos.

Arandanos tipo o0jo de conejo con tipo de madurez 5 mostrado en la Figura 64 en

Anexos.

2. Preparacion de indculo

Agua potable con las caracteristicas descritas en la Figura 25 en Anexos.

Azlcar blanca granulada marca Cafia Real.

Levadura Lalvin EC-1118 mostrado en la Figura 55 en Anexos con
especificaciones mostradas en el Cuadro 9.

Matraz de vidrio de 2 L marca Pyrex

Globo de latex de 17.5 cm de largo y 25.0 cm ancho mostrado en la Figura 38

3. Fermentacion y caracterizacion de la bebida fermentada

a.

Reactor de fermentacion marca BioFlo 415 Benchtop SIP mostrado en la Figura
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h.

Tubos de ensayo de vidrio de 22 mL con rosca y tapa

Potenciometro marca Fisher Scientific AB15 Plus mostrado en la Figura 48
Picnometro de 25 mL marca Pyrex mostrado en la Figura 53 en Anexos.
Centrifugador “Weg CFW500 Vector” mostrado en la Figura 56

Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC) marca Hewlett-Packard (HP)
como se representa en la Figura 41

Cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama (GC/FID) marca
Agilent con la columna DB-624 de longitud y diametro de 50 m y 0.530 mm
respectivamente. El rango del equipo es de -20 °C a 260 °C y se muestra en la
Figura 42.

Analizador de Células “MUSE” representado en la Figura 40.

4. Validacion de método MUSE

a.

Microscopio “Micromaster” Fisher Scientific con lente de aumento de 40 y se
muestra en la Figura 50
Camara contadora de células “Neubauer improved” Mariendfield de area 0.0025

mm? y profundidad de 0.100 mm

B. METODOLOGIA GENERAL

1. Caracterizacion de los frutos rojos

a.

Se lavo la fresa, mora, arandano y frambuesa obtenida de técpan para la fresa y
mora y de supermercado La Torre para arandano y frambuesa, con los porcentajes
de aporte del 30%, 30%, 35% y 5% respectivamente, por separado con agua y
Sanavidas (aplicable solo a la fresa) y se colocod en el congelador especificado
anteriormente por un dia. Antes de prensar, se saco la fruta una hora antes para
mejorar la concentracion de los aztcares.

Con un dia de anticipacion se lavd con jabon y agua una manta para filtrar, y se
dejo en remojo para eliminar los aprestos de esta.

Se limpid la prensa hidraulica para eliminar microorganismos presentes que
puedan influir en la medicion posterior.

Se prensé la fruta por separado con el uso de una prensa hidraulica y se coloco el
jugo de estas en cuatro recipientes, uno por jugo de fruta, previamente esterilizado
en el equipo autoclave a 100 °C por 30 minutos.

Se pasteurizo cada jugo por separado en el autoclave a 85 °C por 25 minutos, para

evitar la interaccion de otros microorganismos presentes en el experimento.
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f.  Se caracteriz6 cada jugo por separado con analisis de pH, densidad e indice de
refraccion a una temperatura de 20 °C utilizando un bafio térmico.

g. Serealiz6 una mezcla homogénea de los jugos y se caracterizo de la misma manera
que para los jugos por separado.

2. Indculo

a. Serealiz6 una solucion homogénea con 650 mL de agua y 15 (% g/mL) de azucar.

b. Se agregd 12 g de levadura y se mezclé hasta su homogenizacion por medio de
una agitacion con una paleta de madera en un Erlenmeyer de 2 L.

c. Secoloco una trampa de CO», como se muestra en la Figura 38 y se dejo en reposo

en una mesa por un dia a una temperatura promedio de 25 °C.

3. Fermentacion

a.

Se utiliz6 un reactor fermentador con una capacidad operativa de 15 L del jugo
mezclado.

Se realiz6 una limpieza con agua tratada, con agitacion automatica a 150 rpm y
realizar un ciclo de esterilizacion a una temperatura de 120 °C por cuatro horas.
Se calibro el sensor de pH con las soluciones bufter de 4.0, 7.0 y 12.0 utilizando
como base el potenciometro ubicado en el Laboratorio de Operaciones Unitarias
del departamento de quimica de la Universidad del Valle de Guatemala. Luego, se
vacio el reactor para poder empezar a utilizarlo.

Se agreg6 15 L del jugo y se inicio el ciclo de esterilizacion, este es de 30 minutos.
Con una temperatura de 85 °C. Luego, se esper? a llegar a la temperatura deseada
(28 °C) para agregar el inoculo.

Se agrego el indculo y se colocaron los parametros de control de operacion.
Temperatura a 28 °C y agitacion constante de 100 rpm proporcionando un nimero
de Reynold de 1840 en régimen laminar. La temperatura establecida es debido a
que la levadura trabaja de manera eficiente en un rango de temperatura de 15 °C a
48 °C.

Se coloco el sensor de pH al sistema para mantener un control en todo momento.
Se determino el periodo de analisis de cada muestra, mostrada en la Figura 39 de
manera de tener datos exponenciales en la fase de crecimiento.

Se realizo una filtracion por centrifugacion y se determiné la masa seca de los
microorganismos del indculo. El equipo se encontré a 20 rev/s y por una hora para

asegurar la separacion de los so6lidos suspendidos.
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4. Andlisis de alcohol microorganismos y azlicares

a.

Se recolectaron muestras de 10 mL en tubos de ensayo y se refrigerd a 5 °C para
disminuir la actividad microbiana y posterior a esto, realizar el conteo de
microorganismos con el equipo de control de células Muse cell Analyzer, siguiendo
la metodologia del mismo.

Para cuantificar el contenido de etanol y metanol en cada una de las muestras, se
utilizé un cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama.

Se utilizod un cromatografo liquido de alta resolucion para cuantificar el contenido
de alcoholes.

Se realizé una curva de calibracion para determinar sacarosa, glucosa y fructosa
con estandares de 3, 4, 12 y 15 (% m/v), obteniendo un R? de 0.99938 y se

prepararon muestras en viales con un volumen de 5 mL.

5. Comparacion del método MUSE con el método Rizhobia para conteo de

microorganismos

a.

Se realizo el procedimiento basado en el método de Petroff-Hausser Counting
Chamber del libro Handbook for Rhizobia. Que consta de los siguientes pasos:
i. Se diluyo la muestra por un factor de 10 con agua destilada.
ii. Se coloco una gota de la muestra diluida en la celda “Neubauer improved”
mostrada en la Figura 50.
iii. Se coloco la celda en el microscopio y realizar conteo de células en cuatro
cuadros, se promedio y se realizo la ecuacion del Calculo 6.
iv. Se compararon los valores dados por el MUSE y por este y se determin6

la variacion del mismo.

C. METODOLOGIA POR OBJETIVO

1. Azlcares fermentables

a.

Después de realizar el paso B.4.d de la metodologia general, se utilizo el
cromatografo liquido HPLC utilizando viales de 2 mL con muestras de 1.5 mL.

Se grafico el comportamiento de los tres azicares contra el tiempo y se observo su
comportamiento para determinar la concentracion de azicares presentes y su forma

diauxica, multicomponentes o de un solo sustrato.
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2. Cuantificacion de alcoholes

a.

Se realiz6 una curva de calibracion con estandares de etanol, metanol y el estandar
interno de isopropanol con el equipo GC-FIS con un tiempo de elucion de 12
minutos.

Se tomaron muestras de 10 mL y se prepararon con 40% isopropanol. Se coloco

en el cromatografo de gases con un tiempo de elucion de 12 minutos por muestra.

3. Modelo matematico con respecto al sustrato

a.

Se grafic6 la concentracion de microorganismos contra el tiempo y se determino
la fase de crecimiento y la fase de decrecimiento.

Se realiz6 una linealizacion utilizando Lineweaver-Burk y se determiné velocidad
maxima y la constante de afinidad al sustrato con la ecuacion 11.

Por medio de las ecuaciones de modelo, descritas en la seccion de analisis de datos,
se obtuvo las concentraciones de los microorganismos, sustratos y productos en
todo momento y se realizd el modelo respectivo tanto para la fase de crecimiento
como para la fase de decrecimiento celular (en donde se incluye las variables Kp y

Cr para la fase de decrecimiento celular).

4. Células vivas y tendencia con el tiempo

a.

Se colocd en un vial de 2 mL una solucion de agua destilada y muestra de bebida
fermentada tomada con una relacion (1:1).

Se realizo el procedimiento del manual del contador de microorganismos “Cell
Analyzer MUSE” de marca Millipore Sigma.

Es importante mencionar que este procedimiento se realiz6 3 veces.

Con los datos obtenidos, se prosiguié con el Calculo 5 que se encuentra en la
seccion de calculos de muestra.

Se realiz6 el modelo matematico con respecto al tiempo pero con enfoque a los
microorganismos en lugar del sustrato.

Se realizo el balance de masa del proceso y se puede encontrar en la Figura 66 y

la Figura 67 n la seccién de Anexos.
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VII. RESULTADOS

Cuadro 10. Determinacion de azucar, densidad y pH de los jugos de frutas empleados en la

formulacion de cuatro frutos rojos para el mosto final a fermentar

Descripcion Azucar (£0.01% (m/v))  Densidad (£0.0005 g/mL) pH (£0.001)
Jugo de fresa 4.03 1.0601 3.667
Jugo de mora 6.32 0.9960 2.954
Jugo de arandano 11.90 1.0171 3.048
Jugo de frambuesa 8.07 1.0033 2.879
Jugo sin azucar agregado 7.81 1.0019 3.150
Jugo con azuicar agregado 25.40 1.1082 3.200

*Todos los frutos fueron procesados en una prensa hidraulica para extraer la pulpa por lo que los jugos
son libres de pulpa. El jugo no modificado se refiere a la uniéon de todos los jugos de los frutos y el jugo

modificado se refiere a cuando se agrega azlicar para su fermentacion.

*Los frutos fueron adquiridos en distintos lugares, la fresa y mora proviene de Tecpan, los ardandanos y
las frambuesas del supermercado PriceMart. Se trabaj6 a una tempertarura promedio de 25 °C y con distintos

grados de madurez, para la fresa, mora y frambuesa de tipo 6 y para el arandano de tipo 5.

Cuadro 11. Concentracion de azlcar agregada para tener un producto comercial de acuerdo con

la norma NOM-142-SSA1/SCFI-2014

Concentracion de azicar Valor
Muestra final (£0.00001 g/L) 5.95161
Azucar agregada (+0.0001 g) 1,281.5598

Muestra comercial (+=0.00001 g/L) 14.33542

*La muestra final se refiere al ultimo punto tomado en la cinética en un plazo de cuatro semanas previo a
su venta y donde la muestra comercial se refiere a la muestra con una mayor concentracion de azucares para

cumplir con el mercado objetivo y poder comercializarlo.
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Grifica 1. Concentracion de etanol con respecto al tiempo en el fermentador BioFlo 415 operando a 28 °C y 100 rpm para una fermentacion

alcohdlica utilizando una cepa Lalvin EC-1118
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*Representacion grafica del modelo y su comportamiento con respecto al etanol producido donde la linea solida representa el modelo generado y la linea punteada
representa los valores experimentales tanto en el proceso de crecimiento celular como en el decrecimiento de este. El proceso se realizo en el biorreactor BioFlo
415 con la metodologia descrita anteriormente en la seccion VII.B.3.

*La linea morada representa el fin del periodo de la fase lag en el crecimiento, la fase exponencial de crecimiento se encuentra entre la linea morada y la linea
verde, la fase estacionaria de crecimiento se presenta entre las lineas verde y naranja, por ultimo, la fase entre las lineas naranja y azul representa la fase de

decrecimiento celular.



Grafica 2. Concentracion de azlicares fermentables con respecto al tiempo en el fermentador BioFlo 415 operando a 28 °C y 100 rpm para una

fermentacion alcoholica utilizando una cepa Lalvin EC-1118
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*Representacion grafica del modelo y su comportamiento con respecto al sustrato donde la linea solida representa el modelo generado y la linea punteada representa
los valores experimentales tanto en el proceso de crecimiento celular como en el decrecimiento de este. El proceso se realizo en el biorreactor BioFlo 415 con la
metodologia descrita anteriormente en la seccion VII.B.3.

*La linea morada representa el fin del periodo de la fase lag en el crecimiento, la fase exponencial de crecimiento se encuentra entre la linea morada y la linea
verde, la fase estacionaria de crecimiento se presenta entre las lineas verde y naranja, por ultimo, la fase entre las lineas naranja y azul representa la fase de

decrecimiento celular.



Griéfica 3. Comportamiento de los microorganismos con respecto al tiempo en el fermentador BioFlo 415 operando a 28 °C y 100 rpm para una

fermentacion alcoholica utilizando una cepa Lalvin EC-1118
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*Representacion grafica del modelo y su comportamiento con respecto a los microorganismos donde la linea sélida representa el modelo generado y la linea
punteada representa los valores experimentales tanto en el proceso de crecimiento celular como en el decrecimiento de este. El proceso se realizo en el biorreactor
BioFlo 415 con la metodologia descrita anteriormente en la seccion VII.B.3.

*La linea morada representa el fin del periodo de la fase lag en el crecimiento, la fase exponencial de crecimiento se encuentra entre la linea morada y la linea
verde, la fase estacionaria de crecimiento se presenta entre las lineas verde y naranja, por ultimo, la fase entre las lineas naranja y azul representa la fase de

decrecimiento celular.



Ecuacion 9. Modelo cinético para la concentracion de sustrato (azlicares fermentables) en fase de

crecimiento a 28°C, empleando la cepa Lavin EC-1118

ds 883 x107°C,x
at 22+

Ecuacion 10. Modelo cinético para la concentracion de sustrato (azlicares fermentables) en fase

de decrecimiento a 28°C, empleando la cepa Lalvin EC-1118

dS 3.10x 1073Csx 0.02
_— *
dt —25+C,  0.02+C,

Cuadro 12. Variaciones promedio del modelo al predecir la concentracion del sustrato,

microorganismos y etanol en fase de crecimiento a 28°C, empleando la cepa Lavin EC-1118

Descripcion Modelo generado Dato experimental %ZError
Sustrato (£0.00001 g/L) 17.18493 15.63642 9.90%
Microorganismo (+10% g/L) 2,432.60 2,347.70 3.62%
Producto (£0.00001 g/L) 4.92145 4.38108 12.33%

*El cuadro anterior muestra la predictibilidad que tiene el modelo para los datos experimentales en la

fermentacion alcohdlica de una formulacion de frutos rojos durante la fase de crecimiento celular.

Cuadro 13. Variaciones promedio del modelo al predecir la concentracion del sustrato,

microorganismos y etanol en la fase de decrecimiento celular a 28°C, empleando la cepa Lalvin

EC-1118
Descripcion Modelo generado Dato experimental % Variacion
Sustrato (£0.00001 g/L) 5.88973 5.75346 2.37%
Microorganismo (+10% g/L) 2,500.49 2,311.45 8.18%
Producto (£0.00001 g/L) 11.59293 11.94783 2.97%
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*El cuadro anterior muestra la predictibilidad que tiene el modelo para los datos experimentales en la

fermentacion alcoholica de una formulacion de frutos rojos durante la fase de decrecimiento celular.

VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

El andlisis presentado en este trabajo de graduacion, se realiz6 con una fermentacion alcohoélica con
un tiempo total de cuatro semanas para obtener una bebida fermentada a una concentracion de alcohol
de al menos 11% (m/v) y que fuera de una caracteristica semi-seco o dulce, ya que al compararlo con
un estudio de mercado realizado en Ciudad Cayald (mostrado en la Figura 58), se concluy6 que el

mercado objetivo preferia una bebida fermentada de este tipo.

Ademas, se escogieron cuatro frutos rojos (fresa, frambuesa, mora y arandanos), ya que al iniciar
con el proceso de formulacion, se realizaron varias pruebas con distintos frutos y cantidades y con un
estudio de mercado mostrado en la Figura 57, se concluy6 que la mas aceptada por el consumidor fue

una mezcla de los frutos propuestos.

En el Cuadro 10 se presenta la cantidad de azticares fermentables obtenidos en el jugo de cada fruto.
Se observa que tiene la mayor cantidad de aztcares las tiene el jugo de arandano con un 11.90% (m/v),
seguida por el jugo de frambuesa con un 8.07% (m/v), el jugo de mora con 6.32% (m/v) y por ultimo, el
jugo de fresa con 4.03% (m/v). Tomando en cuenta los costos de cada fruto, la empresa que proveyo la
formula, realiz6 un desarrollo que satisface al consumidor en caracteristicas y precio buscado. De
manera que la formulacion estandar que mezcla los jugos de las cuatro frutas, presenta una cantidad de
azucares fermentables con un valor de 7.81% (m/v), provocando que para poder llegar al objetivo de
fermentacion de al menos 11% (m/v) de etanol, se necesitar agregar una solucion de agua y azlicar para
llegar a una concentracion inicial de 25.40% (m/v). Esto con el fin de asegurar que la conversion de
azucar/alcohol sea lo mas eficaz posible, ya que el rendimiento de producto en funcion del consumo de

sustrato es de 1.45.
Existe una relacion estequiométrica simple entre la velocidad de formacion del producto y las

velocidades de utilizacion del sustrato que permite observar que la cinética de la formacion de producto

es asociativa al crecimiento microbiano. Esto permite hacer la simplificacion mostrada en el calculo de
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muestra y de esa forma calcular la velocidad de formacion del producto. Tomando en cuenta que la
conversion tedrica de azucares a etanol es por 17 gramos consumidos, se produce 1 grado de alcohol, se
espera tener una conversion final del 16% pero como se puede observar en el Cuadro 35, la
concentracion de etanol final es del 12.53939% (m/v) esto se debe a que el azticar agregado inicialmente
también se utiliza como fuente principal del mantenimiento de los microorganismos, para la generacion

de biomasa y para la produccion de los productos que en su mayoria es etanol.

Para poder cumplir con los requisitos de sanidad e inocuidad, se realizé un analisis al agua utilizada
en el proceso. Esta agua es proveniente del filtro del Laboratorio de Operaciones Unitarias de la
Universidad del Valle de Guatemala y como se observa en el Cuadro 14, este cumple con los requisitos
establecidos por la norma COGUANOR 29001 asegurando que sea un agua potable y aceptable para el

uso de fermentacion alcoholica.

El pH del jugo fermentable usado como materia prima fue de 3.20 por lo que no fue necesario
acidificar el medio ya que se encuentra dentro de los limites de una fermentacion alcohoélica para el uso
de Saccharomyces Cerevisiae (comercializada como Lalvin EC-1118) los cuales son de 3 y 5, mostrados
en la seccion de antecedentes en el Cuadro 9. La importancia de mantener un control del pH en el medio,
es debido a que en un pH bésico, los microorganismos responsables de la fermentacion optan por
producir glicerol en lugar de alcohol pero, al tener un pH muy acido también se tienen problemas de que
la levadura se reproduce en una tasa menor, porque el medio se protege mas ante posibles ataques
bacterianos y se inhibe la reaccion, por ello no se recomienda trabajar con un pH menor a 3. La manera
en la que se tiene constancia del monitoreo del pH durante toda la fermentacion es por medio del sensor
en el reactor en el cual se muestra que se mantuvo dentro de los rangos establecidos mostrado en la

Figura 60.

Como se observa en la Grafica 2, la cantidad de azlicares residuales es de 5.52% (m/v) al transcurrir
las cuatro semanas de fermentacion alcoholica, lo que le da una caracteristica a la bebida fermentada de
tipo seco comparado con los rangos del cuadro 8. Se busca producir una bebida fermentada dentro de
los margenes de aceptacion del publico establecidos en la Figura 57 y Figura 58 por lo que la
fermentacion se debe terminar con el valor de etanol del 12.79107% (m/v). Para cumplir con lo
establecido por el cuadro 8, se agregd azlcar para llegar a una bebida fermentada de caracter semi-seco
causando una disminucion de alcohol en el producto final a una concentracion de 12.5014% (m/v) el

cual se encuentra dentro de los margenes de aceptacion del mercado objetivo de azucares y etanol.
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También en la Grafica 2, se observa el comportamiento de la glucosa y fructosa muestran un
decaimiento pronunciado y similar debido a que estos dos azucares son isomeros lo cual representa el
consumo que se tiene de estos dos monosacaridos debido a la preferencia que tiene la cepa EC-1118. En
cambio, para la sacarosa se tiene un comportamiento caracteristico desde el inicio de la fermentacion
debido a la hidrélisis que sufre desde el tiempo cero. A partir de las 173 horas, los azlicares dejan de ser
consumidos para la produccion de etanol y son utilizados solo para el mantenimiento de los
microorganismos ya que como se muestra en el grafico, la concentracion del etanol tiene pequefias

fluctuaciones entre 11% y 12%.

Segtin la Grafica 1, se observa que la tendencia que tiene el etanol es creciente desde el inicio hasta
llegar a un punto (hora 149) donde comienza a presentar un comportamiento constante. Al compararlo
con las azucares, se puede observar que tiene una tendencia inversamente proporcional y que también
presenta el comportamiento constante a la misma hora. Por ello el alcohol dej6 de aumentar su

concentracion y se mantuvo en el valor del 12% (m/v).

La levadura utilizada, Saccharomyces Cerevisiae, oxida a los carbohidratos de una manera diferente
por sus distintos enlaces entre los sacaridos, y las enzimas que produce solo puede oxidar carnohidratos
especificos por lo que algunos sustratos no pueden ser metabolizados. Por esta razon la generacion de
didxido de carbono no se tomo en cuenta para el empleo del modelo cinético y s6lo se determiné el

rendimiento segun el etanol producido.

El comportamiento de los microorganismos se representa en la Grafica 3, donde se puede observar
las fases del crecimiento microbiano. La fase lag se muestra desde el tiempo O hasta el tiempo 3 en horas,
la fase exponencial de crecimiento se presenta desde la hora 3 hasta la hora 166 donde se puede mostrar
el punto méaximo de crecimiento microbiano con una concentracién de 1.19 x 10%g/L. Luego, se tiene
la fase estacionaria desde la hora 166 hasta la hora 173. Por ultimo, la fase de muerte que es donde los
microorganismos ya se han acabado los aztcares fermentables y comienzan a morir, el cual ocurre desde

la hora 173 hasta la hora 381.

La fase lag es el resultado del choque entre las células con el cambio de ambiente, este es el tiempo
que se tardan los microorganismos en adaptarse para empezar a reproducirse. Se tiene una fase lag corta,

de tres horas, debido a que se preparé un indculo con anticipacion, para que los microorganismos
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pudieran adaptarse y comenzar el ciclo de reproduccion celular antes de ser ingresados al sistema. Este
inoculo se prepar6 con una concentracion inicial de azucar del 17% (m/v) y 12 gramos de la levadura; y
se dejo reposar como se muestra en la Figura 38. Teoricamente preparar un indculo ayuda a que el
metabolismo del microorganismo se ajuste a las condiciones a las que sera sometido posteriormente en
el sistema y como se puede observar en el Cuadro 28, esta fase da un aporte del 0.79% del tiempo de
fermentacion por lo que se puede decir que es la fase lag tiene el menor aporte en tiempo de fermentacion

y que la preparacion anticipada del indculo funciond de la manera esperada.

La fase exponencial del crecimiento de los microorganismos se presenta desde la hora 3 hasta la
hora 166 en donde las células se reproducen. Estas células se encuentran en su estado mas saludable por
lo que la ventaja metabolica que presenta favorable a su velocidad de crecimiento. También se muestra
que hay un mayor consumo de sustrato (ver Grafica 2), debido a que hay una mayor cantidad de
microorganismos y la velocidad de reaccion es mas rapida. Al llegar a la hora 166 se observa que el
crecimiento microbiano disminuye y es debido a la elevacion de la concentracion de alcohol por lo que
se empieza a presentar la inhibicion por producto en esta fase. El aporte que tiene esta fase sobre la
fermentacion alcoholica es del 42.78%, siendo la segunda mas grande segin el Cuadro 28, por lo que
tener un control durante todo el proceso es de vital importancia ya que es la fase en donde los

microorganismos favorecen la produccion de alcoholes.

La fase estacionaria es una etapa pasajera en donde el aumento de células no es significativo, ya que
se encuentra en equilibrio la cantidad de células en crecimiento y en decrecimiento, dando como
resultado un crecimiento criptico. Esta inicia en la hora 16 y tiene una duracion de siete horas aportando

un 1.84% de tiempo durante la etapa de fermentacion.

La fase de muerte tiene una duracion de 208 horas la cual representa el 54.59% del tiempo producido
durante la fermentacion, siendo el mas grande segun el Cuadro 28, esto es debido a que las células
permanecen vivas y continian consumiendo azucares a pesar de no producir alcohol ya que es utilizado
para el mantenimiento celular. Esta fase es caracteristica por el decremento de las células de una manera
exponencial debido a la progresiva tasa de mortalidad la cual alcanza un valor sostenido desde la hora
187. En el Cuadro 32y el Cuadro 33, se observa que la velocidad de decrecimiento celular es mucho
menor que la proporcionada por el crecimiento celular y esto es debido a la cantidad de sustrato presente

en el medio y a las caracteristicas de la cepa empleada.
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El modelo de Monod solo toma en cuenta la fase de crecimiento de las células por lo que no siempre
es el mejor método para considerar todas las fases de un comportamiento celular. Monod relaciona el
crecimiento celular con el consumo de sustrato y como inicialmente no se tiene alcohol presente en la
fermentacion, este modelo puede predecir el comportamiento hasta llegar al final de la fase de
crecimiento exponencial. Luego de esta fase, se presenta una inhibicion por producto, ocasionando que
se tenga otra variable presente en la ecuacion que evita que se prediga de una manera correcta el

comportamiento en la fase de decrecimiento celular con el modelo de Monod.

Para poder utilizar el modelo de Monod en la fase de decrecimiento, se debe de modificar agregando
las variables del producto (K y Cp) tal como se muestra en la Ecuacion 3, para que el modelo tome en
cuenta el efecto por inhibicion del producto. Con este se puede observar que el comportamiento del
etanol es el que mejor se predice (ver Cuadro 13) con respecto a las otras variables de microorganismos

y sustrato.

El modelo de crecimiento celular explica el aumento que se tiene de la poblacion del cultivo
microbiano debido a su division y propagacion celular donde se puede ver que la velocidad especifica
de crecimiento celular (i) proporciona la relacion de crecimiento de las células en funcion de los
nutrientes del medio (sustrato) con un valor de velocidad de crecimiento especifica maxima de 0.0042
g/L.h, una constante de afinidad al sustrato de 22 L/g.h y con rendimientos promedio de 26.82% y
60.38% para la producciéon y/o mantenimiento de los microorganismos y formacion producto
respectivamente, lo que indica que en promedio el 60.38% de los azlicares en esta fase son utilizados

para la formacion de alcohol y un 26.82% para el mantenimiento celular.

Esto se realiza hasta llegar a la fase de decrecimiento microbiano en donde se explica como la
poblacion celular disminuye con respecto al tiempo hasta llegar a un minimo. En esta fase no se tiene
produccion de alcohol, ya que, al momento de llegar a una concentracion baja de sustrato, los
microorganismos s6lo consumen lo necesario para el mantenimiento de estas. Se tiene una velocidad
especifica de decrecimiento celular (1) méaxima de 0.05 g/L.h, una constante de afinidad al sustrato mas
alta, con un valor de 25 L/g.h, una constante de afinidad al producto de 0.02 L/g.h y rendimientos
promedio de 2.85% para la formacion de alcohol y 5.15% para el mantenimiento celular y como se puede
observar en la seccion de anexos, este valor es mas alto que en la fase de crecimiento debido a que ya se

presenta la inhibicion por producto y se requiere de mas microorganismos viables para producir alcohol.
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La ecuacion del modelo cinético basado en el sustrato predice el comportamiento de la reaccion y
como se puede observar en la Gréfica 1, Grafica 2 y Grafica 3 y en los cuadros Cuadro 12y Cuadro 13,
las variaciones para la fase de crecimiento son 9.90%, 3.62% y 12.33% para el sustrato, microorganismos
y etanol respectivamente y para la fase de decrecimiento se tienen variaciones de 2.37%, 8.18%y 2.97%
para el sustrato, microorganismos y etanol respectivamente, demostrando de esta manera que la

predictibilidad del modelo es aceptable para la experimentacion realizada.

Al graficar el comportamiento de los alcoholes con el paso del tiempo, se observo en la Grafica 9
que el metanol no es significativo por lo que no se toma en cuenta para el modelo cinético esto se debe
a que se realizaron todos los controles apropiados para propiciar la formacion preferente de etanol, (ver
Figura 59 y Figura 60) evidenciando minimas fluctuaciones de temperatura y pH respectivamente. El
metanol se forma en condiciones donde hay presencia de madera durante una fermentacion alcohodlica y
con una hidrolisis de las pectinas estearasas presentes en las frutas, y al tener un sistema cerrado se tiene
una cantidad minima de este producto (ver Cuadro 27), evidencia de esto estd en la Figura 51 donde se
presenta el biorreactor utilizado y las figuras anteriormente mencionadas en este parrafo. Comparando
con lo mostrado en el Cuadro 27 que presenta un valor del 0.01332% (m/v) y el Cuadro 7, se observa

que el valor no se encuentra dentro del rango permitido para el consumo humano.

Es importante mencionar que los métodos analiticos (HPLC y GC-FIS) empleados se encuentran
validados para asegurar que los datos utilizados en este experimento sean certeros; en el caso del conteo
microbiano que es el que proporciona los datos mas sensibles a la cinética, por lo que se efectud una
comparacion contra el método de conteo en microscopio que permitid establecer un porcentaje de error
del 2.12%, mostrado en el Cuadro 25, con lo que el método presenta resultados repetitivos y pueden

validarse.

La experimentacion a escala laboratorio se llevo a cabo en un biorreactor marca BioFlo 415. Este
sistema asegura que la reaccion se lleve a cabo en su totalidad de manera anaerobia. El reactor también
tiene la ventaja de que la temperatura y la agitacion sean constantes usando un lazo de control y que el
pH sea monitoreado en todo momento. El control de agitacion permite tener un rango controlado en que
se previene la lisis celular en la levadura, esto es importante debido que no se quiere un rompimiento

celular, ya que esto produciria una disminucion en la formaciéon de alcoholes y una variacion en el
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consumo de sustrato. También es importante debido a que como se muestra en el Cuadro 25, 1a muerte
es la fase que mas aporta en el tiempo de fermentacion con un valor de 54.59% y para asegurar que este

no aumente se debe de evitar una fuerza cortante que propicie la lisis celular.

Se debe de tener un control estricto de las condiciones de operacion en los experimentos realizados
a escala laboratorio para asegurar la calidad de la bebida fermentada. Ademas, de la agitacion, es
importante minimizar las variaciones de temperatura para propiciar el crecimiento microbiano. Esto se
asegurd con el biorreactor ya que posee una chaqueta con controles automaticos por lo que la temperatura

tuvo fluctuaciones minimas durante toda la experimentacion como se puede ver en la Figura 59.

Durante una fermentacion alcohdlica en un proceso por lotes, la concentracion del sustrato
disminuye con el paso del tiempo y como consecuencia se tiene un crecimiento de microorganismos y
alcohol. Como se puede observar en la Figura 33, luego de la fase de adaptacion de la cepa utilizada, el
sustrato se consume a una mayor velocidad. Esto es debido a que las células se dedican a realizar

procesos de mantenimiento con las que sobreviven a las condiciones de operacion.
Finalmente, se puede mencionar que, con la experimentacion realizada, el modelo que se presenta

en la Ecuacion 9 y Ecuacion 10, es funcional para escalar el proceso, siempre que se garanticen las

mismas condiciones y se controlen la transferencia de masa, calor y momentum.
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IX. CONCLUSIONES

Se determind con el equipo HPLC, que la cantidad de azucares fermentables del jugo fue de
25.35599 g/L + 0.00001 g/L. Estos produjeron una concentracion final de azicares residuales de
5.52161 g/L + 0.00001 g/L, debiendo enriquecer el fermentado con 1,281.5598 g + 0.0001 g de

azucar para propiciar la produccion de una bebida fermentada semi dulce.

El comportamiento de produccion del alcohol durante las cuatro semanas de fermentacion mostrado

en la Grafica 9, presenta que se obtiene una concentracion final de 12.53939% (m/v) y que sigue el

; ds ) -6¢
modelo establecido de Monod de & = 383X10 Csx

por el comportamiento asociativo a la
dt 224Cs

concentracion de sustrato.

Utilizando la Grafica 8, se determind el comportamiento que tienen los azlcares durante una

. . . . ds _ 3.10x1075Cgx 0.02
fermentacion del jugo de los frutos rojos siendo este — = 5 x
dt —25+Cg 0.02+Cp

, la cual disminuye

gradualmente, mostrando el consumo que se tiene durante el proceso hasta obtener una
concentracion de 5.52161% (m/v) y la hidrdlisis que presenta la sacarosa desde el inicio de la

fermentacion.

El nimero de células vivas de la cepa empleada en la fermentacion alcohoélica varia segun la fase
del ciclo de crecimiento que se encuentre, estableciendo que se inicié con una concentracion de
520.30 g/L para la fase lag, luego una concentracion de 657.90 g/L para la fase de crecimiento
exponencial, 4,988.00 g/L para la fase estacionaria y por ultimo, una concentracion de 4,300 g/L

cuando se inicia la fase de decrecimiento celular.
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8.83x10"°Csx
22+Cg

.y, o gge . s das .
La ecuacion del modelo cinético en la fase de crecimiento celular (E = ) predice el

comportamiento de sustrato, microorganismos y etanol, con variaciones de 9.90%, 3.62%y 12.33%

entre el modelo y los datos experimentales.

3.10x1075Cgx 002
—-25+Cg 0.02+Cp

)

predice el comportamiento del sustrato, microorganismos y etanol, con variaciones de 2.37%, 8.18%

., . o ds
La ecuacion del modelo cinético en la fase de decrecimiento celular (E =

y 2.97% entre el modelo y los datos experimentales.
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X.  RECOMENDACIONES

Realizar un estudio econdmico que permita evidenciar si es factible la implementacion de una planta
productora de bebida fermentada a partir de frutos rojos y si su proceso es rentable utilizando la

cinética proporcionada y dimensionamiento de equipos y procesos que permitan efectuar el estudio.

Evaluar otras cepas como la Vitileuvure LB Rouge y la levadura So Delight ya que presentan
cinéticas parecidas de manera que se pueda hacer un analisis comparativo y determinar cual es la

que mejor se adapta a las condiciones empleadas y al medio de cultivo.

Estudiar el comportamiento de una reaccion fermentativa de alcohol con la presencia de un inhibidor
del crecimiento microbiano para las levaduras sensibles y compararla con los resultados de las cepas

que no presentan dicho efecto (como la usada en este trabajo).

Realizar un estudio completo del consumo de los azucares reductores al incrementar el tiempo de

reaccion para el aprovechamiento total de azlicares fermentables.

Evaluar la cinética de la fermentacion alcoholica utilizando la misma proporcion de frutos rojos,
pero a otras condiciones de temperatura (25 °C y 30 °C) y compararlas con la establecida en este

trabajo (28 °C) para establecer la temperatura optima de la cepa Lalvin EC-1118.
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XII.  ANEXOS
A. DATOS ORIGINALES

Grifica 4. Curva de calibracion para azucar blanca granulada

25

20 y =696.45x - 928.29
R*=1

15

10

Concentracién (%m/v)

0
1.33000 1.33500 1.34000 1.34500 1.35000 1.35500 1.36000 1.36500

Indice de refraccion

*El grafico anterior muestra la relacion entre la concentracion de azucar con el indice de refraccion para

determinar la concentracion presente y caracterizar los jugos previamente filtrados.

*Esta grafica tiene una pequefia variacion al utilizar un cromatoégrafo HPLC como se puede observar en la

Grafica 6 debido a que en este se miden todos los solidos disueltos y el HPLC mide los azucares de interés.
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Cuadro 14. Analisis del agua proveniente del filtro del Laboratorio de Operaciones Unitarias

Descripcién Promedio Desviacion Cumple con la norma
pH 7.00 - S|
Solidos disueltos(trc;lt‘gl/eLs) 7.88 0.59 S|
Conductividad eléctrica

(us/cm) 674.11 5.67 i
Color aparente (P:/C,) 2.10 0.13 S|
Turbidez (£UNT) 3.00 - S|
Calcio (mg/L) 0.03 0.01 S|
Magnesio (mg/L) 4.22 0.47 S
Dureza total (mg/L) 4.26 0.44 Sl
Cloro (mg/L) 12.89 0.91 Sl
Cloro residual (mg/L) 0.03 0.01 S|
Nitratos (mg/L) 8.18 0.18 Sl
Nitritos (mg/L) 0.44 0.03 Sl
Sulfatos (mg/L) 3.00 - S

*Verificacion del cumplimiento de la norma COGUANOR tomando en cuenta distintos parametros del agua
proveniente de un pozo y tratada con un filtro en el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Universidad

del Valle de Guatemala.

*La cantidad de muestras analizadas es de 3 y se analiza a temperatura ambiente de 26 °C utilizando el

HACH.

Cuadro 15. Propiedades del jugo de frambuesa

Iteracion pH (£0.001) Indice de refraccién (£0.00001) Masa (£0.0005g)
1 2.883 1.34444 25.1142
2 2.880 1.34446 25.0484
3 2.873 1.34453 25.0885

*Caracterizacion del jugo de frambuesa con de tres parametros con el fin de determinar la concentracion de

azucares fermentables, acidez y densidad mostrado en la seccion de resultados en el Cuadro 10.
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Cuadro 16. Propiedades del jugo de mora

Iteracion pH (£0.001) Indice de refraccién (£0.00001) Masa (£0.0005g)
1 2.957 1.34198 24.9001
2 2.955 1.34198 24.8880
3 2.951 1.34195 24.9147

*Caracterizacion del jugo de mora con de tres parametros con el fin de determinar la concentracion de

azucares fermentables, acidez y densidad mostrado en la seccion de resultados en el Cuadro 10.

Cuadro 17. Propiedades del jugo de arandanos

Iteracion pH (£0.001) Indice de refraccién (£0.00001) Masa (£0.0005g)
1 3.046 1.34998 25.4031
2 3.051 1.35000 25.4337
3 3.047 1.34997 25.4490

*Caracterizacion del jugo de ardandanos con de tres pardmetros con el fin de determinar la concentracion de

azucares fermentables, acidez y densidad mostrado en la seccion de resultados en el Cuadro 10.

Cuadro 18. Propiedades del jugo de fresa

Iteracion pH (£0.001) Indice de refraccion (£0.00001) Masa (£0.0005g)
1 3.665 1.33873 26.5047
2 3.666 1.33866 26.5006
3 3.669 1.33862 26.5045

*Caracterizacion del jugo de fresa con de tres parametros con el fin de determinar la concentracion de

azucares fermentables, acidez y densidad mostrado en la seccion de resultados en el Cuadro 10.
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Cuadro 19. Propiedades del jugo a fermentar

Iteracion pH (£0.001) Indice de refraccién (£0.00001) Masa (£0.0005 g)
1 3.154 1.34410 25.0525
2 3.15 1.34410 25.0469
3 3.147 1.34412 25.0440

*Determinacion de las propiedades de la mezcla de jugos a fermentar con tres parametros con el fin de
determinar la concentracion de azicares fermentables, acidez y densidad mostrado en la seccion de resultados

en el Cuadro 10.

Cuadro 20. Microorganismos presentes segin el equipo MUSE

Tiempo (h) Microorganismos viables (x 10*cel/mL) Incertidumbre (£ X 103cel/mL)

- 1.09 1.09
0.25 1.21 1.21
1.00 1.47 1.47
3.00 1.48 1.48
6.00 1.53 1.53
7.00 1.65 1.65
8.00 1.82 1.82
20.00 2.39 2.39
24.00 3.50 3.50
28.00 3.67 3.67
46.50 4.00 4.00
51.00 4.70 4.70
117.00 4.98 4.98
124.00 7.86 7.86
137.50 8.10 8.10
140.00 8.70 8.70
147.00 8.86 8.86
149.00 9.24 9.24
166.00 9.50 9.50
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Tiempo (h) Microorganismos viables (x 10*cel/mL) Incertidumbre (£ X 103cel/mL)

173.00 1.16 1.16
187.00 1.19 1.19
212.00 1.00 1.00
237.00 8.00 8.00
257.00 7.51 7.51
259.00 6.43 6.43
281.00 6.02 6.02
286.00 5.43 5.43
309.00 3.70 3.70
325.00 2.64 2.64
348.00 1.95 1.95

*Conteo celular de los microorganismos presentes durante el proceso de fermentaciéon de una formulacion
de frutos rojos por medio del equipo MUSE Cell Analyzer con su desviacion estandar con el fin de conocer

el comportamiento de los microorganismos con el paso del tiempo.

Grafica 5. Curva de calibracion de etanol con GC
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Cuadro 21. Alcoholes presentes en la fermentacion alcohdlica realizada a condiciones de

temperatura de 28 °C y agitacion de 100 rpm detectados por un GC-FIS

Tiempo (h) Etanol (£0.00001 mL/mL) Metanol (£0.00001 mL/mL)
- 0.47463 -
0.25 0.60261 -
1.00 0.63041 -
3.00 0.75874 -
6.00 0.82664 -
7.00 1.32259 -
8.00 1.54489 -
20.00 1.65216 -
24.00 1.98259 -
28.00 1.89215 -
46.50 2.46343 -
51.00 2.50363 0.03501
117.00 4.44863 0.03552
124.00 4.95837 0.05750
137.50 5.53468 0.10944
140.00 6.13605 0.11079
147.00 6.13848 0.14183
149.00 7.99364 0.31399
166.00 8.49602 0.37314
173.00 8.64167 0.59156
187.00 9.59330 0.98826
212.00 9.01365 0.01003
265.00 9.11365 0.01003
267.00 9.11410 -
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Tiempo (h) Etanol (£0.00001 mL/mL) Metanol (£0.00001 mL/mL)

270.00 8.96956 0.02627
289.00 8.85017 0.31105
293.00 8.43816 0.00538
317.00 8.60649 0.38151
380.00 8.82431 0.18505
381.00 9.40454 0.00999

*El cuadro anterior muestra la cantidad de alcoholes que detecta el cromatdgrafo de gases con detector de
ionizacion de llama sin la correccion respectiva utilizando el Célculo 7 en la seccion de calculos debido al

volumen utilizado de la muestra en el equipo para el analisis.
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Grafica 6. Curva de calibracion de aztcares con HPLC
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Cuadro 22. Azlcares fermentables presentes durante toda la fermentacion alcohélica realizada a
condiciones de temperatura de 28 °C y agitacion de 100 rpm, detectados con un HPLC con

columna Hi Plex Ca 300X7.8 mm y utilizando como fase movil agua.

Tiempo (h) Glucosa (£0.00001 g/L.)  Sacarosa (£0.00001 g/L.) Fructosa (£0.00001 g/L)
- 8.39563 0.41602 12.54434
0.25 8.57237 0.36875 12.40956
1.00 8.80670 0.36335 12.36746
3.00 8.72132 0.35792 12.31245
6.00 8.55412 0.35392 12.30438
7.00 8.93360 0.36733 11.94856
8.00 8.71363 0.37045 11.94449
20.00 8.09005 0.37222 11.56437
24.00 7.75232 0.39349 11.80574
28.00 7.53815 0.41349 11.78432
46.50 7.02608 0.42005 11.77200
51.00 6.81578 0.41050 11.56774
117.00 4.69713 0.40984 6.49417
124.00 4.51182 0.43458 6.31846
137.50 4.04741 0.43011 6.03242
140.00 3.87449 0.42157 5.63986
147.00 3.82754 0.41325 5.74414
149.00 3.2825 0.31202 5.63984
166.00 1.82001 0.31937 4.34514
173.00 1.83708 0.33679 443156
187.00 1.83246 0.34111 4.39304
205.00 1.74087 0.44257 4.28574
245.00 1.6358 0.00000 4.2542
252.00 1.52958 0.29956 4.19964
270.00 1.47978 0.31308 4.16226
289.00 1.5496 0.34215 4.13012
293.00 1.46002 0.31219 4.10652
317.00 1.46226 0.31935 4.08672
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Tiempo (h) Glucosa (£0.00001 g/L.)  Sacarosa (£0.00001 g/L.) Fructosa (£0.00001 g/L)
380.00 1.49996 0.34043 4.0627
381.00 1.51945 0.33219 4.00216

*Se muestra la cantidad de aztcares fermentables que se tienen durante todo el proceso de fermentacion y su
comportamiento durante el mismo. Se tomaron la glucosa, sacarosa y fructosa como los unicos azucares

fermentables presentes en la fermentacion debido a lo mostrado en la seccion de antecedentes.

Grifica 7. Microorganismos presentes durante la fermentacion alcohoélica de una formulacion de
frutos rojos realizada a condiciones de temperatura de 28 °C y agitacion de 100 rpm utilizando un

contador de células MUSE
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*QGrafico demostrando el comportamiento presente que se tiene de los microorganismos durante todo el
proceso de fermentacion alcoholica con los datos del Cuadro 20. Se observan todas las fases de crecimiento

(lag, exponencial de crecimiento, estacionario) y la fase de decrecimiento exponencial.

85



Grafica 8. Azucares fermentables presentes durante la fermentacion alcoholica realizada a 28 °C

y 100 rpm con una duracion de cuatro semanas
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*Se demuestra el comportamiento que tienen los tres azlicares fermentables presentes durante la fermentacion
alcoholica de una formulacion de frutos rojos en un tiempo total de cuatro semanas. Donde el comportamiento
de la glucosa y la fructosa son similares por ser isomeros y la sacarosa tiene una concentracion mas baja

debido a la hidrdlisis sufrida en la experimentacion.
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Grifica 9. Comportamiento de los alcoholes totales presentes durante la fermentacion alcoholica

de una formulacion de frutos rojos a 28 °C y 100 rpm
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*Se muestran los dos tipos de alcoholes presentes en la fermentacion alcohdlica y se determind que la
concentracion de metanol no se encuentra dentro el rango establecido por la norma identificada en la seccion
de Anexos con una concentracion final del 0.013% (m/v) y con el comportamiento del etanol demostrando

su fase de crecimiento hasta llegar a un punto maximo donde se mantiene con fluctuaciones bajas.

B. CALCULOS DE MUESTRA

1. Generales

Calculo 1. Cantidad de aztcar para mosto con concentracion de 17% (g/mL)

Azucar gramos = Aporte% X Volumen soluciéon X Densidad
Para los gramos de aziicar necesarios para el inoculo

1 g solucion 17 g aztcar

AzGcar gramos = 650 mL soluciéon X = 110.5 g aztcar

1 mL solucion 100 g soluciéon

(Se realizo el mismo calculo para la solucion de agua y azucar para la fermentacion)
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Calculo 2. Densidad

Masa del jugo de fruta
p =

Volumen picnémetro

Para la densidad de la primera corrida del jugo de mora

_24.9001g +0.0005g
B 25mlL

p =0.9960 + 0.0005g

(Se aplico a todas las muestras)

Calculo 3. Concentracion de aztcares con indice de refraccion

_ (y — Intercepto)

Azticar (% m)
Zucar Ov Pendiente

Para la concentracion de azucares aportada por la mora en la primera corrida

e oy - (134198 —133289) 0 oo
ZUCG,T( 017)_ 0.0014358 = 0. 0 =~ O. 0

(Se aplico a todas las muestras)

Calculo 4. Densidad celular

masa seca del inculo

Peo = Células viables [cel/mL]

Densidad celular del inoculo

_ 0.4687g +0.0005g

= =430 x 1075 + 4.30 x 10~g/cel
Peo =109 x 10%cel/mL = g/ce

(Unico cdlculo)
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Calculo 5. Concentracion de microorganismos para equipo MUSE
CN = pCO X Cl
Donde:
C; es la concentracion de las células viables en cada muestra
Concentracion de la muestra en el tiempo cero
Cy =4.30x107° x 1.21 X 10* = 5.20 X 10?2 + 7.36 X 10 g/L

(Se aplico a todas las muestras)

Calculo 6. Concentracion de microorganismos con el método de Rhizobia

C, = factor de dilucion X células por cuadro X factor por cuadro

Para la concentracion de la muestra 5

C, =100 x 22 x 7.27 = 1.60 X 10*células/mlL

(Se aplico a las muestras 13 y28 de microorganismos)

Calculo 7. Correccion de etanol con GC

Volumen Mezcla isopropanol

Etanol corregido = Valor cromatégrafo X
9 gref Volumen Mezcla muestra

Para los alcoholes corregidos de la primera corrida en el tiempo cero
2 mlL isopropanol

1.5 mL bebida fermentada
= 0.63284%("/},) + 0.00001%(™/;,) etanol

Etanol corregido = 4.75 X 10~1%("M/;,) X

(Se aplico a todas las muestras de alcohol)
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Calculo 8. Azlicar agregado para dulzor final

Azucar agregada (g) = Volumen soluciéon X Molaridad Sacarosa X peso molecular

Azucar agregada al producto para fines comerciales

0.288 mol sacarosa 342.2965g sacarosa

Azii d = 13L soluci6 X X
zucar agregada (g) sotucton sac 1L sacarosa 1 mol sacarosa

= 1,281.5581g + 0.0001g aztcar

Donde se utiliz6 la molaridad para una solucién final del 9.50% (m/v) de sacarosa basado en las tablas del
libro Chemical Engineer Handbook 6th edition con un valor de 5.3 de pH.
(Unico cdlculo)
Calculo 9. Porcentaje productivo en la linea de produccion
Tiempo por etapa (h)

Porcentaje productivo = Tiempo total () x 100

Para la etapa de fermentacion

0h

— 0
7355 R X 100 = 97.89%

Porcentaje productivo =

(Se realizo para todas las etapas de produccion generales y para los aportes de las fases de crecimiento

microbiano)

2. Célculos para la fase de crecimiento celular

Donde

Umax €S la velocidad maxima de crecimiento celular
Cs es la concentracion de sustrato

x es la concentracién de microorganismos

kg es la consrante por afinidad al sustrato

Yx /s €s el rendimiento de la concentracion de los microorganismos basado en la concentracion del sustrato
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Calculo 10. Comportamiento del sustrato con respecto al tiempo

dCS Cs B Cso
Egeneral = T——To
Para el diferencial de tiempo en las muestras 1 y 2 en el sustrato
dCs (12.40956 — 12.54434)g/L
E‘general = (025 —0.00)R = —0.53912 + 0.00001g/L.h

(Se aplico al comportamiento con respecto al tiempo de los microorganismos y etanol)

Calculo 11. Comportamiento del conjunto de sustrato

7t = g 9lucosa+— fructosa

Para el comportamiento de las muestras 1y 2 de los monosacdaridos

dc.
d—tS = (—0.53912 + 0.70696)g/L. h = 0.16784g + 0.00001g/L. h

(Unico cdlculo)

Calculo 12. Rendimiento de los microorganismos con respecto al sustrato

dx
_dt
o = /d_c

dt
Para el rendimiento en las muestras 1y 2 de los microorganismos

447.20g/L.h

= 9T ) 664.44 + 266.60g/L. h
*/s = 0.16784 g/L.h + 9/

(Se realizo para intervalos de tiempo determinados y para el rendimiento del etanol con respecto al

sustrato)
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Calculo 13. Primer paso para el diferencial del tiempo respecto al diferencial de sustrato

— ~Hmax CS
YJC/S ks+Cs

Para las corridas 1 y 2

0.0042 21.07805
= X
2,664.44 —22.00 + 21.07805

=3.60x 1075

(Se realizo para los distintos intervalos de tiempo)

Calculo 14. Segundo paso para el diferencial del tiempo respecto al diferencial de sustrato

e Yxi o sk 1
d D ().l
dCS ~Hmax CS X
Para las muestras 1y 2
dt  2,664.44 ( —22.00

— = X 1) X ———=43.75 h-L
dc, ~ 0004z < \21.07805 ) 634.25 /s

(Se realizo para todos los intervalos de tiempo)

Calculo 15. Diferencial del sustrato con respecto al tiempo

dCs 1
@ T
dCs
Para las muestra 1y 2
as _ = 0.02g/L.h
@ w375 C0/k

(Se realizo para todos los intervalos de tiempo)

Calculo 16. Diferencial del sustrato

dc —d X dt
ST d
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Para el diferencial del sustrato en la muestra 2
dCs = 0.02g/L.h x (0.25 — 0.00)h = 0.01g/L
(Se realizo para todos los intervalos de tiempo)

Calculo 17. Diferencial de los microorganismos

dx = dCs X Yx/S

Para el diferencial de los microorganismos en la muestra 2
dx = 0.01 X 2,664.44 = 15.23g/L
(Se realizo en todos los intervalos de tiempo)

Calculo 18. Concentracion final

CSf = CSO + dCS

Para la concentracion final en la muestra 2 para el modelo generado

Csy = (20.94 + 0.01)g/L = 20.95g/L

(Se realizo para los microorganismos y etanol)

3. Célculos para la fase de decrecimiento celular

Calculo 19. Diferencial de la concentracion de los microorganismos con respecto al tiempo

dx _ Hmax Csx Kp

dt — Co+ K, K, +C,
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Para el diferencial en las muestras 21 y 22

dx _0.05 X 6.126055 x 3870 y 0.02 — 0.080490 /L h
dt 6.126055 — 25 0.02 + 12.791067 g/L.

(Se realizo para todos los intervalos de tiempo)

C. ANALISIS DE ERROR

Calculo 20. Promedio

Nl
=
b

>
Il
=

Para el promedio de las concentraciones del sustrato del modelo generado en la fase de crecimiento

20.94 + 20.94 + 20.95 + 23.09 + 22.35 + 21.76 + 21.78 + 21.73 + 20.39 + 20.11 + 19.77 +
21

X =

18.24+17.87+ 1233+ 12+ 1150+ 11.24 + 11.27 + 11.15 + 10.72 + 10.76
21

(Se realizo para todas las concentraciones)

=17.18g/L

Calculo 21. Propagacion de error de la suma y resta

S, =(A+a)(B+b) =AiB(i a2+b2)

Propagacion de error de la suma de las derivadas de los azucares glucosa y fructosa

S, = (105.98000 — 102.20000)/(+25.72366)2 + (+24.80280)? = +0.92878g/L

(Se aplico a todas las sumas y restas realizadas)
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Calculo 22. Propagacion de error de la multiplicacion y division

Sx=@A+ta)(Btb)=(A"B)t|A B- (%) +(E)2

Propagacion de error de la concentracion celular

+1.09 x 104g/L>2 <i4.30 x 10-5cel /L

2
= +6.63 x 10'g/L
1.09 x 105g/L 430 x 10-*cel/L ) + 9/

S, = 4.69 X 102g/L x J(

(Se aplico a todas las multiplicaciones y divisiones realizadas)

Calculo 23. Variacion

o Teérico — Experimental
%Variacion = Todri x 100
eorico

Para la variacion de la comprobacion de los microorganismos con el método de Rhizobia

1.60 x 10* — 1.65 x 10*
1.60 x 10*

%Variacion = ( )cel/mL X 100 = 3.13%

(Se realizo para la comprobacion del modelo de la fase de crecimiento y decrecimiento)
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D. DATOS CALCULADOS

Cuadro 23. Concentracion de azlicares fermentables de cada jugo de fruto analizado en el jugo

de fermentacion

Mora Fresa Arandano Frambuesa
Iteracién Amnicar Densidad Amzicar Densidad Amzicar Densidad Amnicar Densidad
(%m/v)  (£0.0005g/mL)  (%m/v) [£0.0005g/mL] (%m/v)  (£0.0005g/mL) (%m/v)  (£0.0005g/mL)
1 6.33 0.996 4.07 1.0602 11.9 1.0161 8.04 1.0046
2 6.33 0.9955 4.02 1.06 11.92 1.0173 8.06 1.0019
3 6.31 0.9966 3.99 1.0602 11.9 1.018 8.11 1.0035
Media 6.32 0.996 4.03 1.0601 11.9 1.0171 8.07 1.0033

*El cuadro anterior muestra la concentracion de aziicares fermentables que posee el jugo de mora, fresa,

arandano y frambuesa y la densidad que aporta cada uno con el fin de establecer la concentracion a utilizar

de cada uno para una formulacion de frutos rojos a usar en la fermentacion alcoholica.

Cuadro 24. Concentracion de azlicares fermentables en el jugo

Mezcla antes de agregar azucar

Mezcla después de agregar azticar

Iteracion Azucar (%om/v) Densidad (£0.0005 g/mL) Azicar (%om/v) Densidad (£0.0005 g/mL)

1

2

3
Media

7.81
7.81
7.82
7.81

1.0021
1.0019
1.0018
1.0019

25.39
25.41
25.42
25.40

1.1081
1.1081
1.1083
1.1082

*Con la formulacion establecida, se tiene una concentracion de azucares fermentables no ideales para la

cantidad de alcohol deseado por lo que se agrega azucar para obtener la cantidad de azicares fermentables

aceptadas por la conversion de alcohol establecida en la seccion de antecedentes.
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Cuadro 25. Comparacion del método de conteo de microorganismos con el método MUSE

Dato Muse Dato microscopio
Muestra tomada % Variacion
(X 10*cel/mL) (X 10*cel/mL)
5 1.65 1.60 3.13%
13 2.64 2.70 2.22%
28 7.86 8.10 2.96%
Media 4.05 4.13 2.77%

*Se compara el uso del método de conteo celular del equipo MUSE con el del conteo celular con microscopio
basado en el método de Rizhobia para determinar la variacion del uso del equipo MUSE. Se tienen

variaciones bajas no mayor al 4% y un valor promedio del 2.77% por lo que si se acepta el método.

Cuadro 26. Concentracion de microorganismos con la correccion a una concentracion de

masa/volumen
Tiempo (h) Concentracién de microorganismos (g/L) Incertidumbre (+g/L)
- 468.70000 66.28419
0.25 520.30000 73.58153
1.00 632.10000 89.39244
3.00 636.40000 90.00055
6.00 657.90000 93.04111
7.00 709.50000 100.33845
8.00 782.60000 110.67635
20.00 1,027.70000 145.33873
24.00 1,505.00000 212.83914
28.00 1,578.10000 223.17704
46.50 1,720.00000 243.24473
51.00 2,021.00000 285.81256
117.00 2,141.40000 302.83969
124.00 3,379.80000 477.97590
137.50 3,483.00000 492.57058
140.00 3,741.00000 529.05729
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Tiempo (h) Concentracién de microorganismos (g/L) Incertidumbre (+£g/L)

147.00 3,809.80000 538.78708
149.00 3,973.20000 561.89533
166.00 4,085.00000 577.70624
173.00 4,988.00000 705.40972
187.00 5,117.00000 723.65308
212.00 4,300.00000 608.11183
237.00 3,440.00000 486.48947
257.00 3,229.30000 456.69199
259.00 2,764.90000 391.01591
281.00 2,588.60000 366.08332
286.00 2,334.90000 330.20472
309.00 1,591.00000 225.00138
325.00 1,135.20000 160.54152
348.00 838.50000 118.58181

*En el cuadro anterior se presenta el comportamiento de los microorganismos con el paso del tiempo a una
concentracion de gramos/litros en lugar de células/litro mostrada en la seccion de datos originales con el fin

de tener todas las concentraciones con las mismas dimensionales para una facilidad de calculo.

Cuadro 27. Concentracion de alcoholes con correccion por volumen utilizado

Tiempo (h) Etanol (£0.00001m/v) Metanol (£0.00001 m/v)

- 0.63284 -
0.25 0.80348 -
1.00 0.84054 -
3.00 1.01165 -
6.00 1.10219 -
7.00 1.76345 -
8.00 2.05985 -
20.00 2.20288 -
24.00 2.64346 -
28.00 2.52287 -
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Tiempo (h) Etanol (£0.00001m/v) Metanol (£0.00001 m/v)

46.50 3.28457 -

51.00 3.33817 0.04668
117.00 5.93151 0.04736
124.00 6.61116 0.07667
137.50 7.37957 0.14593
140.00 8.18140 0.14772
147.00 8.18464 0.18910
149.00 10.65819 0.41866
166.00 11.32803 0.49752
173.00 11.52223 0.78875
187.00 12.79107 1.31768
212.00 12.01820 0.01338
265.00 12.15153 0.01338
267.00 12.15213 -

270.00 11.95941 0.03502
289.00 11.80023 0.41473
293.00 11.25088 0.00718
317.00 11.47532 0.50868
380.00 11.76575 0.24674
381.00 12.53939 0.01332

*Se muestran los valores reales de la concentracion de alcoholes realizadas con la correccidon como se muestra
en la seccion de calculos de muestra, en Anexos, debido a la relacion utilizada con la inyeccion del estandar

interno (isopropanol) y el volumen de muestra.
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Figura 30. Linealizacion de Lineweaver-Burk para la fase de crecimiento
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*La figura anterior muestra la linealizacion que se le proporciona al modelo por medio de Lineweaver-Burk
para la determinacion de los parametros cinéticos (velocidad maxima de crecimiento celular y la constante

por afinidad al sustrato) en la fase de crecimiento microbiano con una correlacion del 0.7811.

Figura 31. Linealizacion de Lineweaver-Burk para la fase de decrecimiento
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* La figura anterior muestra la linealizacion que se le proporciona al modelo por medio de Lineweaver-Burk
para la determinacion de los parametros cinéticos (velocidad maxima de crecimiento celular y la constante

por afinidad al sustrato) en la fase de decrecimiento microbiano con una correlacion del 0.6964.
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Cuadro 28. Aporte de tiempo en la fermentacion de las fases de crecimiento celular

Fase Tiempo (h) Aporte
Lag 3.00 0.79%
Exponencial 163.00 42.78%
Estacionaria 7.00 1.84%
Muerte 208.00 54.59%

*Se tienen los porcentajes de aporte durante la fermentacion alcoholica para identificar la fase del ciclo de
crecimiento microbiano que ocupa la mayor cantidad de tiempo donde se determind que la mayor es la fase

de muerte con un 54.59% seguida por la fase de crecimiento exponencial con un 42.78%.

Cuadro 29. Tiempo productivo en todo el proceso de produccion de una bebida fermentada de

15 L.

Etapas Tiempo (h) Aporte (%)
Lavado 1.00 0.14%
Prensado 5.00 0.68%
Pasteurizado 0.50 0.07%
Fermentacion 720.00 97.89%
Filtrado 4.00 0.54%
Envasado y encorchado 5.00 0.68%

*De manera general, se muestran las etapas que constituyen un proceso de fermentacion alcohdlica y el
tiempo que estas tardan en ser realizadas. Se tienen los porcentajes de aporte en tiempo productivo para la
determinacion del proceso que mas tiempo requiere de atencion.

*Las etapas de lavado, prensado, filtrado y envasado y encorchado se realizan a condiciones de presion y
temperatura ambiente.

*La etapa de pasteurizacion se realiza a 85 °C y la etapa de fermentacion se realiza a 28 °C y 100 rpm.
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Cuadro 30. Ajustes al modelo cinético en la fase de crecimiento

Descripcién Valor calculado Valor ajustado
Ks (L/g.h) -22.300 -22.000
Umsx (g/L.h) 0.00054 0.00420

*Los ajustes que se realizan a los pardmetros cinéticos es para tener una mejor relacion entre los datos

medidos y el modelo generado para la prediccion de los mismos. Se presentan con pequefias variaciones.

Cuadro 31. Ajustes al modelo cinético en la fase de decrecimiento

Descripcién Valor calculado Valor ajustado
Ks (L/g.h) -25.600 -25.000
(g/L.h) 0.06690 0.05000

*Los ajustes que se realizan a los parametros cinéticos es para tener una mejor relacion entre los datos

medidos y el modelo generado para la prediccion de los mismos. Se presentan con pequefias variaciones.

Cuadro 32. Parametros del modelo cinético en la fase de crecimiento

Descripcién Valor
Ks(L/g. h) 22.00
Umax. (g/L.h) 0.0042
Yx /s 26.82%
Yp /s 60.38%
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Cuadro 33. Parametros del modelo cinético en la fase de decrecimiento

Descripcién Valor
Ks (L/g.h) -25.00
Umax. (g/L.h) 0.0500
Yx /s -5.13%

Ke (L/g. h) 0.02
Yp /s -2.85%

Cuadro 34. Variables para determinar el comportamiento durante la fase de crecimiento de los

microorganismos, sustrato y producto

Tiempo () S modelo S real X modelo X real P modelo P real
- (#0.00001g/L) (#0.00001/L) (£10% L) (@10%gL) (0.00001g/L) (£0.00001g/L)
0.001 20.94185  20.94185 494.5 494.5 - -

0 20.94185  20.96095 494.45 576.2 0 0.63
0.25 20.94757  21.07805 509.68 634.25 0.02 0.8
1 23.09395  21.10397 557.69 647.15 0.44 0.84
3 223486  20.94614 671.84 683.7 1.34 1.01
6 21.75871  20.87033 845.5 746.05 1.65 1.1
7 21.77949  20.77014 909.71 905.15 223 1.76
8 21.72634  20.15627 967.85 1,266.35 23 2.06
20 20.38816  19.60624 1,604.21 1,541.55 2.49 22
24 20.11081  19.44027 1,814.61 1,649.05 3.76 2.64
28 19.77254  19.06028 2,01836  1,870.50 3.59 2.52
46.5 18.23626  18.5908 2,900.18  2,081.20 5.82 3.28
51 17.86794  14.78741 3,007.15  2,760.60 5.87 3.34
117 12.33203  11.01079 3,960.20  3,431.40 7.86 5.93
124 11.99651  10.45506 4,056.37  3,612.00 8.49 6.61
137.5 11.49661  9.79709 422823  3,775.40 9.01 7.38
140 11.23933  9.54302 4,259.53  3,891.50 9.37 8.18
147 11.26946  9.24701 434542 4,029.10 9.37 8.18
149 11.15397  7.54375 4,365.31  4,536.50 9.81 10.66
166 10.72107 6.2069 4,507.09  5,052.50 9.92 11.33
173 10.75969  6.24864 4,566.77  5,117.00 10.01 11.52
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*Se muestra la predictibilidad que tiene el modelo generado comparando con los datos obtenidos con los
equipos de HPLC, GC-FIS y MUSE para la fase de crecimiento celular en la fermentacion de una formulacion
de frutos rojos en un proceso total de cuatro semanas. Dénde se muestran las comparaciones del Sustrato (S),
microorganismos (X) y etanol (P).

*Smodelo, Xmodelo ¥ Pmodelo representan los valores proporcionados por el modelo generado basados en el modelo
de Monod.

*Sreal, Xreal Y Preal representan los valores experimentales generados por los equipos HPLC, GC-FIS y MUSE.

Cuadro 35. Variables para determinar el comportamiento durante la fase de decrecimiento de los

microorganismos, sustrato y producto

Tiempo (h) S modelo (£0.00001g/L) S real (x0.00001g/L) X modelo (£10% g/L) X real (10% g/L) P modelo (0.00001g/L) P real (:0.00001g/L)

173 6.24707 6.24707 4,708.50 4,708.50 11.52223 11.52223
187 6.24 6.12606 3,706.05 3,870.00 11.52814 12.79107
212 6.18 5.95831 3,701.45 3,334.65 11.52536 12.0182
265 6.04 5.80961 2,701.31 2,997.10 11.52535 12.15153
267 5.98 5.68563 2,701.11 2,676.75 11.52562 12.15213
270 5.77 5.66088 2,699.97 2,461.75 11.52262 11.95941
289 5.71 5.62313 1,699.78 1,962.95 11.52321 11.80023
293 5.63 5.55776 1,698.95 1,363.10 11.51662 11.25088
317 5.67 5.55582 1,697.40 986.85 11.53698 11.47532
380 5.61 5.54214 1,297.31 634.25 11.53702 11.76575
386 5.71 5.52161 893.56 430 12.2591 12.53939

*Se muestra la predictibilidad que tiene el modelo generado comparando con los datos obtenidos con los
equipos de HPLC, GC-FIS y MUSE para la fase de decrecimiento celular en la fermentacion de una
formulacion de frutos rojos en un proceso total de cuatro semanas. Donde se muestran las comparaciones del
Sustrato (S), microorganismos (X) y etanol (P).

*Smodelo, Xmodelo ¥ Pmodelo representan los valores proporcionados por el modelo generado basados en el modelo
de Monod.

*Sreal, Xreal Y Preal representan los valores experimentales generados por los equipos HPLC, GC-FIS y MUSE.
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Figura 32. Modelo del comportamiento de reproduccién de los microorganismos en la fase de

crecimiento celular
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*Se presenta el comportamiento de reproduccion que tienen los microorganismos Unicamente en la fase de
crecimiento celular para una mejor visualizacion en donde el modelo se representa por la linea solida y los
datos experimentales por medio de una linea punteada con sus respectivas barras de error.

*Esta fase da inicio a las 0 horas y termina hasta las 173 horas proporcionando una concentracion final de

microorganismos de 4,567 g/L.
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Figura 33. Modelo del comportamiento del consumo de los sustratos en la fase de crecimiento

celular
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*Se presenta el comportamiento que tiene el consumo del sustrato inicamente en la fase de crecimiento
celular para una mejor visualizacién en donde el modelo se representa por la linea y los datos experimentales
por medio de una linea punteada con sus respectivas barras de error.

*Esta fase da inicio a las 0 horas y termina hasta las 173 horas proporcionando una concentracion final de

sustrato de 10% (m/v).
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Figura 34. Modelo del comportamiento de formacion del etanol en la fase de crecimiento celular
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*Se presenta el comportamiento formacion que tiene el etanol producido inicamente en la fase de crecimiento
celular para una mejor visualizacion en donde el modelo se representa por la linea sélida y los datos
experimentales por medio de una linea punteada con sus respectivas barras de error.

*Esta fase da inicio a las 0 horas y termina hasta las 173 horas proporcionando una concentracion final de
etanol de 10% (v/v).

107



Figura 35. Modelo del comportamiento del mantenimiento celular de los microorganismos en la

fase de decrecimiento celular
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*Se presenta el comportamiento que tienen los microorganismos unicamente en la fase de decrecimiento
celular para una mejor visualizacién en donde el modelo se representa por la linea y los datos experimentales
por medio de puntos con sus respectivas barras de error.

*Esta fase comienza a las 187 horas y termina a las 386 horas de operacion presentando una concentracion

final de microorganismos de 893 g/L.

108



Figura 36. Modelo del comportamiento del consumo de los sustratos en la fase de decrecimiento

celular
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*Se presenta el comportamiento que tiene el sustrato inicamente en la fase de decrecimiento celular para una
mejor visualizacion en donde el modelo se representa por la linea y los datos experimentales por medio de
una linea punteada con sus respectivas barras de error.

*Esta fase comienza a las 187 horas y termina a las 386 horas de operacion presentando una concentracion

final de sustrato del 5% (m/v).
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Figura 37. Modelo del comportamiento de formacion del etanol en la fase de decrecimiento

celular
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*Se presenta el comportamiento que tiene el etanol producido inicamente en la fase de decrecimiento celular
para una mejor visualizacion en donde el modelo se representa por la linea sélida y los datos experimentales
por medio de una linea punteada con sus respectivas barras de error.

*Esta fase comienza a las 187 horas y termina a las 386 horas de operacion presentando una concentracion

final de alcohol del 12% (v/v).
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E. FIGURAS

Figura 38. Sistema de la inoculacion de los microorganismos en la levadura Lalvin EC-1118

colocado en el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Universidad del Valle de Guatemala

Figura 39. Sistema de analisis de muestras

SISTEMA DE ANALISIS Sistemas | Yaseanalizo? | Tiempo [h]

1 VERDADERO -
2 VERDADERO 0.25
3 VERDADERO 1.00
4 VERDADERO 3.00
S VERDADERO 6.00
6 VERDADERO 7.00
SISTEMA DE CONTROL 7 VERDADERO 8.00
VERDADERO 'VERDADERO VERDADERO 'VERDADERO VERDADERO VERDADERO 8 VERDADERO 20.00
- - 9 VERDADERO 24.00
10 VERDADERO 28.00
- e 11 VERDADERO 46.50
12 VERDADERO 51.00
13 VERDADERO 117.00
HORARIO 14 VERDADERO 124.00
15 VERDADERO 137.50
16 VERDADERO 140.00
17 VERDADERO 147.00
18 VERDADERO 143.00
19 VERDADERO 166.00
20 VERDADERO 173.00
21 VERDADERO 187.00
2 VERDADERO 212.00
23 VERDADERO 265.00
2 VERDADERO 267.00
25 VERDADERO 270.00
26 VERDADERO 289.00
SEMANA 4 SEMANA 3 27 VERDADERO 293.00
28 VERDADERO 317.00
29 VERDADERO 380.00
30 VERDADERO 381.00

Ingresar datos

*LUNES Y MARTES PARA HAER INOCULO

Y PREPARAR MUESTRAS
[ wees
MARTES
MIERCOLES
JUEVES
VIERNES
SABADO
SEPTIEMBRE

*Sistema analizado donde se muestra que los andlisis se tomaron en distintos tiempos de una manera

exponencial y no lineal para tener datos representativos
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Figura 40. Ejemplo de muestreo en el equipo analizador de células MUSE Millipore ubicado en

el Laboratorio de Operaciones Unitarias del departamento de Ingenieria Quimica de la

Universidad del Valle de Guatemala

Figura 41. Cromatografo HPLC utilizando columna Hi Plex Ca 300X7.08mm ubicado en el
laboratorio de analisis instrumental avanzado del departamento de quimica de la Universidad del

Valle de Guatemala
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Figura 42. Cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama ubicado en el laboratorio

de analisis instrumental avanzado del departamento de quimica en la Universidad del Valle de

Guatemala.

Figura 43. Muestras tomadas del fermentador BioFlo 415 para analisis de alcoholes en el equipo
GC-FIS ubicado en el laboratorio de analisis instrumental avanzado del departamento de quimica

en la Universidad del Valle de Guatemala
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Figura 44. Muestras para analisis de azucares fermentables presentes en HPLC en el laboratorio

de analisis instrumental avanzado del departamento de quimica de la Universidad del Valle de

Guatemala

Figura 45. Prensa hidraulica utilizada en el proceso de obtencion de jugo de los frutos rojos
ubicada en el Laboratorio de Operaciones Unitarias del departamento de ingenieria quimica en la

Universidad del Valle de Guatemala
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Figura 46. Autoclave del Laboratorio de Operaciones Unitarias del departamento de ingenieria

quimica en la Universidad del Valle de Guatemala

Figura 47. Refractometro con bafio térmico ubicado en el Laboratorio de Operaciones Unitarias

del departamento de ingenieria quimica de la Universidad del Valle de Guatemala
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Figura 48. Potenciometro Fisher Scientific ubicado en el Laboratorio de Operaciones Unitarias

del departamento de ingenieria quimica de la Universidad del Valle de Guatemala

I

Figura 49. Congelador utilizado para la concentracion de las frutas a utilizar
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Figura 50. Microscopio Fisher Scientific y celda Neubauer ubicado en el laboratorio de

microbiologia del departamento de ingenieria quimica de la Universidad del Valle de Guatemala

Figura 51. Biorreactor BioFlo 415 ubicado en el Laboratorio de Operaciones Unitarias del

departamento de ingenieria quimica de la Universidad del Valle de Guatemala




Figura 52. Conteo de células en microscopio

Figura 53. Picnometro de vidrio con capacidad de 25mL marca Kimax

N
Figura 54. Manta para filtro de frutos rojos

Ty
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Figura 55. Levadura utilizada marca Lalvin EC-1118

WINE YEAST + LEVURE AVIN * mmnmm :

LALVIN

M

u-u-onﬁyhﬂ‘"‘“

~BL(E ;Ig‘ml 146 US. GAL)
| NET WEIGHT . POIDS NET » PESO NETO
5 3 (o. |16 oz)
Vnooua OFe
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Figura 56. Centrifuga de 8 tubos ubicada en el Laboratorio de Operaciones Unitarias del

departamento de ingenieria quimica de la Universidad del Valle de Guatemala
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Grifica 10. Comportamiento del logaritmo natural de la concentracion de los microorganismos
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Grifica 11. Comportamiento de la derivada del logaritmo de la concentracion de los

microorganismos
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Figura 57. Estudio de mercado sobre composicion del mosto fermentable
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@ Mora

@ Arandano

[ Frambuesa

@ Melon verde
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B Manzana verde
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Figura 58. Dulzor del producto terminado por medio de encuestas al mercado objetivo
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Temperatura (°C)

pH

Figura 59. Comportamiento de la temperatura dentro del reactor BioFlo 415
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Figura 60. Comportamiento del pH dentro del reactor BioFlo 415
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Figura 61. Tipos de madurez en el crecimiento de la fresa

Figura 62. Tipo de madurez en el crecimiento de la mora

TUvevee

Figura 63. Tipos de madurez en el crecimiento de la frambuesa
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Figura 64. Tipos de madurez en el crecimiento de los arandanos

3 4

0O 1 " =
Figura 65. Balance de masa del sistema en general
_a 4 _as _as
dttotal dtBiomasa  4tProducto  AtMantenimiento
ds X ap
2 o+t
d YX YP/S
5
Figura 66. Balance de masa de la solucion inicial sin azucar agregada
2.34% (m/v) Arandanos / \
7.81% (m/v) Mezcla

2.34% (m/v) Fresa Base de célculo =

15L de solucidén
fermentable

0.39% (m/v) Frambuesa %

2.73% (m/v) Mora

A 4
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25.35%

Figura 67. Balance de masa de la solucion fermentable

(m/v) sol. Azucarada

4

Base de célculo =
15L de solucion
fermentable
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15.07% (m/v) Mantenimiento y CO2

63.24% (m/v) Levadura

21.69% (m/v) Etanol




F. CROMATOGRAMAS

1. Cromatogramas para alcoholes con GC-FIS
Cromatograma 1. Muestra 1 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19091702.0)
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Cromatograma 2. Muestra 2 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19091703.0)
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Cromatograma 3. Muestra 3 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19091704.D
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Cromatograma 4. Muestra 4 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19091706.0)
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Cromatograma 5. Muestra 5 tomada segtn la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FID1 A, (TESIS\19091707.D)
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Cromatograma 6. Muestra 6 tomada segtn la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FID1 A, (TESIS\19091708.D)
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Cromatograma 7. Muestra 7 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FID1 A, (TESIS\19091709.D)
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Cromatograma 8. Muestra 8 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FID1 A, (TESIS\19091710.D)
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Cromatograma 9. Muestra 9 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19091711.D)
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Cromatograma 10. Muestra 10 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica
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Cromatograma 11. Muestra tomada 11 tomada seglin la Figura 39, para la determinacion de

alcoholes presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19092000.D)
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Cromatograma 12. Muestra 12 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica
FID1 A, (TESIS\19092001.0)
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Cromatograma 13. Muestra 13 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

FID1 A, (TESIS\19092002.D)

presentes en la fermentacion alcohdlica

Cromatograma 14. Muestra 14 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

FID1 A, (TESIS\19092003.0)
o
600

400
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Cromatograma 15. Muestra 15 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

FID1 A, (TESIS\19092004.0)
PA 4

presentes en la fermentacion alcohdlica

A
|

I~ ~

Cromatograma 16. Muestra 16 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

FID1 A, (TESIS\19092005.0)
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Cromatograma 17. Muestra 17 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19092006.D)
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Cromatograma 18. Muestra 18 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19092007.0)

Cromatograma 19. Muestra 19 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19092008.D)
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Cromatograma 20. Muestra 20 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19092009.0)
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Cromatograma 21. Muestra 21 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohdlica

FID1 A, (TESIS\19092010.D)
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Cromatograma 22. Muestra 22 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica
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Cromatograma 23. Muestra 23 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica
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Cromatograma 24. Muestra 24 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FIDT A, (TESIS|19100102.0)
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Cromatograma 25. Muestra 25 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FID1 A, (TESIS\19100103.D)
ph 3 -
2500 - Hp
2000 3
1500 3 ‘
1000 3 o E2® sy o on 8 wSow =
3 g ¢ 22 eeelll 28 wuy ssxgergasv o g § B3N8 BEScas SESEE B 3
500 ] : o et e 2O Nw ~% eh Ao ’ ® 5 oS r - - oo U dosy €Y w6
o NI ciid wwinf\ L8 @0 MpF Nhppmmoes o @ F 2° T F = 5 - == T Srrs S -
T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 mi

Cromatograma 26. Muestra 26 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FIDT A, (TESIS|19100104.0)
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Cromatograma 27. Muestra 27 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FID1 A, (TESIS\19100105.D)
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Cromatograma 28. Muestra 28 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica
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Cromatograma 29. Muestra 29 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica

FID1 A, (TESIS\19100107.D)
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Cromatograma 30. Muestra 30 tomada segun la Figura 39, para la determinacion de alcoholes

presentes en la fermentacion alcohodlica
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Cromatograma 31. Muestra de alcoholes de la muestra con propdsito comercial

FIDT A, (TESIS\!VQYDO?O‘ D)
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2. Cromatogramas para azucares con HPLC

Cromatograma 32. Muestra | tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica

RAID1 A, Aeraciwe hdex Sgnd (OPUNIT9017050)
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Cromatograma 33. Muestra 2 tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica

AID1A, Refractve Index Signad (OPUNIN190917060)
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Cromatograma 34. Muestra 3 tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica

AID1 A, Refractve Index Signad (OPUNIN19091707.0)
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Cromatograma 35. Muestra 4 tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica

AID1 A, Actractve Index Signad OPUNIN90917040)
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Cromatograma 36. Muestra 5 tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

RID1A, Refractve Index Signad (OPUNIN9091703.0)
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Cromatograma 37. Muestra 6 tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica

RID1A, Refractive Index Signad OPUNIN9091710.0)
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Cromatograma 38. Muestra 7 tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

AID1 A, Aefractwe Index Signad OPUNINF091711.0)
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Cromatograma 39. Muestra 8 tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica

AID1 A, Aefracswe Index Signad OPUNIN90917120)
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Cromatograma 40. Muestra 9 tomada para la determinacion de la concentracion de azicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica
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Cromatograma 41. Muestra 10 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcoholica

RID1 A, Refractive Index Signal (OPUNI19092015.D)
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Cromatograma 42. Muestra 11 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica
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Cromatograma 43. Muestra 12 tomada para la determinacion de la concentracion de azucares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica
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Cromatograma 44. Muestra 13 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

AID1 A, Aefractve Index Signad OPUNIN90917160)
nA
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Cromatograma 45. Muestra 14 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica
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Cromatograma 46. Muestra 15 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica
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Cromatograma 47. Muestra 16 tomada para la determinacion de la concentracion de azucares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica

AID1 A, Aefractve Index Signad OPUNIN9091719.0)
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Cromatograma 48. Muestra 17 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica
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Cromatograma 49. Muestra 18 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohdlica

RID1 A, Refractive Index Signal (OPUNT\19092005.D)
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Cromatograma 50. Muestra 19 tomada para la determinacion de la concentracion de azucares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

RID1 A, Refractive Index Signal (OPUNI19092006.D)
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Cromatograma 51. Muestra 20 tomada para la determinacion de la concentracion de azucares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

RID1 A, Refractive Index Signal (OPUNN\19092007.D)

nRIU
175000 -

150000

15.285

\
)

125000

100000
75000 8 \
50000 o : /
25000 / N\ / N

Cromatograma 52. Muestra 21 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcoholica

RID1 A, Refractive Index Signal (OPUNI19092008.D)
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Cromatograma 53. Muestra 22 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

RID1 A, Refractive Index Signal (OPUNN19092301.D)
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Cromatograma 54. Muestra 23 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcoholica

Hlb1 A, Refractive Index Signal (TESIS\19100201.D)
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Cromatograma 55. Muestra 24 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

RIDT A, Refractive Index Signal (TESIS\19100202.0)
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Cromatograma 56. Muestra 25 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

RID1 A, Refractive Index Signal (TESIS\18100203.D)
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Cromatograma 57. Muestra 26 tomada para la determinacion de la concentracion de azucares

fermentables en el proceso de fermentacion alcoholica

Hlb! A, Refractive Index Signal (TESIS\19100204.D)
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Cromatograma 58. Muestra 27 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcoholica

RID1 A, Refractive Index Signal (TESIS\19100205.D)
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Cromatograma 59. Muestra 28 tomada para la determinacion de la concentracion de azlicares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

Hlb‘l A, Refractive Index Signal (TESIS\18100206.D)
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Cromatograma 60. Muestra 29 tomada para la determinacion de la concentracion de azucares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

RID1 A, Refractive Index Signal (TESIS\19100207.D)
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Cromatograma 61. Muestra 30 tomada para la determinacion de la concentracion de azucares

fermentables en el proceso de fermentacion alcohodlica

Hlbi A, Refractive Index Signal (TESIS\19100208.D)
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Cromatograma 62. Azlcares residuales en muestra con propositos comerciales

RIDT A, Refractive Index Signal (TESIS\19100214.D)
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10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.

XIII.  GLOSARIO

Actividad microbiologica: Nombre que se le da a un conjunto de acciones realizadas por
microorganismos con el fin de vivir en un medio.

Lisis celular: Rompimiento de las membranas celulares de células o bacterias y produce la salida
de del material celular producido por lisinas.

Grados brix: Solidos disueltos.

Levadura: Diversos hongos microscopicos unicelulares capaces de descomponer por medio de
fermentacion diversos cuerpos organicos, principalmente los aztcares para la produccion de otras
sustancias como alcohol y diéxido de carbono.

Saccharomyces Cerevisiae: Tipo de levadura unicelular utilizado industrialmente para la
produccion de pan, cerveza y vino.

Glucdlisis: Ruta metabolica encargada de oxidar la glucosa con el fin de obtener energia para la
célula.

Hidrdlisis: Reaccion quimica por medio de agua.

Jugo: El jugo que se obtiene de la mezcla homogénea de los cuatro frutos rojos.

Esterilizacion: Proceso por el cual se obtiene un producto libre de microorganismos viables.
Cultivo por lotes: Concentracion de nutrientes, células y productos varian con el tiempo.

Reactor CSTR: Tipo de reactor estacionario con agitacion constante y misma composicion en todos
los puntos de este.

pH: Partes de hidrogeno, medida de acidez.

Densidad: Relacion entre la masa y el volumen de una sustancia.

Azicares reductores: Se les denomina asi a los carbohidratos que pueden ser oxidados con
facilidad para producir 4cidos carboxilicos.

Azicares residuales: Son los azicares que no pueden ser convertidos en alcohol.

Bebida fermentada: Bebida alcohdlica a partir de la fermentacion de frutos que no sean uva.
CIVC: Comité interprofesional de vino de champagne.

MAGA: Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion.

ICTA: Instituto de Ciencias y Tecnologia Agricolas.

COGUANOR: Comision Guatemalteca de Normas. Es el Organismo Nacional de Normalizacion
creada por el Decreto No. 1523 del Congreso de la Republica del 05 de mayo de 1962.

Agua potable: Es el agua que, por sus caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas y
bacteriologicas, no presenta un riesgo para la salud del consumidor y cumple con lo establecido en

la norma NTG29001.
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22.
23.
24.
25.

26.

27.

Cinética: Estudio de la velocidad de la reaccion tratada.

Velocidad de crecimiento celular: Cambio de concentracion de células con respecto al tiempo.
Velocidad de division celular: Velocidad con la que se reproducen los microorganismos.

Efecto Kkiller: Toxina secretada por ciertas levaduras la cual es letal para otras cepas de levaduras
mas sensibles.

Crecimiento criptico: Fenomeno donde las células no tienen un aumento neto debido a que se
encuentran en equilibrio la cantidad de células en crecimiento con las células en proceso de muerte.
Tecnificacién: Técnicas de produccion para la elaboracion de la bebida fermentada de frutos rojos,
que conocimientos, herramientas y equipo se poseen y como se utilizan para la elaboracion del

producto.

146



S A R

p ke
.IkSJJNi—ic

it
14

16.

17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.

XIV. ABREVIATURAS

%: Porcentaje.

(%om/v): Porcentaje masa / volumen.
(Cel/mL): Concentracion células / mililitros.
(g/mL): Concentracion de gramos / mililitros.
g: Gramo.

L: Litros.

h: Horas.

cP: Centipoise

°C: Grados Celsius

. HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion.
. GC-FID: Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama.

. pH: Potencial de hidrogeno.

(rev/s): Revoluciones por segundo.

. In CN: Logaritmo natural de la concentracion de microorganismos.

d(In CN)
dt

: Comportamiento con respecto al tiempo del logaritmo natural de la concentracion de los
microorganismos.

ds . .
e Comportamiento del sustrato con respecto al tiempo.
dx . . . .
e Comportamiento de los microorganismos con respecto al tiempo.
dp

o Comportamiento del etanol con respecto al tiempo.

Ks: Constante de afinidad al sustrato.

Kp: Constante de afinidad al producto.

Hmix: Velocidad maxima de crecimiento celular.
Cs: Concentracion del sustrato.

C,: Concentracion de los microorganismos.

Cp: Concentracion del etanol.

Yx /gt Rendimiento de la concentraciéon de los microorganismos basado en la concentracion del

sustrato.

Yp /g Rendimiento de la concentracion del producto basado en la concentracion del sustrato.
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