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RESUMEN

La fermentacion alcohdlica es un conjunto de transformaciones bioquimicas en
las que ciertas levaduras se encargan de transformar el mosto, compuesto
principalmente por hidratos de carbono, en un liquido con determinado
contenido alcoholico y diéxido de carbono. La fermentacion de malta de cebada
durante el proceso de elaboracion de cerveza es una de las etapas mas
estudiadas para conseguir mejoras del producto final, ya que se pueden
controlar los tiempos y condiciones de operacién. Dicha etapa se puede llevar a
cabo en un sistema continuo o por lote. El proceso continuo ha existido desde
principios del siglo XX y ofrece las ventajas de alto rendimiento y elevada
productividad volumétrica. Sin embargo, estos beneficios no llegan a
compensar las desventajas debidas a la mayor complejidad para la instalacion y
manejo de estos procesos, en comparacion con los sistemas de fermentacion
por lote (tradicional). El presente trabajo se desarroll6 con la finalidad de
implementar un sistema de fermentacion semicontinuo de malta cervecera, el
cual combina la productividad volumétrica alta tipica de los sistemas continuos y
la facilidad de operacion de los sistemas por lote. Para las fermentaciones se
empled levadura Saccharomyces cerevisiae que fue sometida a una previa
aclimatacién en mosto de cebada. En este trabajo se estudiaron 3 tiempos de
retencién hidraulica (TRH): 5, 4 y 3 dias. Cada TRH fue operado por un periodo
de 25 dias. Para el TRH de 5 dias se obtuvo una productividad volumétrica (r)
mayor en 20.2% respecto a la “r’ del sistema por lote. Al emplear un TRH de 4
dias la “r’ fue mayor en 50.2% en comparacion al sistema por lote y para un
TRH de 3 dias la “r” superd en 100.4% a la “r’ del sistema por lote.
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1. INTRODUCCION

La produccion de cerveza, debido a su larga historia, es considerada
generalmente como un tipico ejemplo de biotecnologia tradicional. A pesar de
gue pueden existir variaciones en su elaboracion dependiendo del tipo
especifico de cerveza, el proceso completo consiste basicamente de cuatro
etapas: 1) malteado, basado en la germinacion de la cebada; 2) produccién del
mosto cervecero, consiste en la extraccion e hidrélisis de componentes de la
cebada malteada seguido del hervido con la adicién de lUpulo; 3) fermentacion,
se divide en fermentacion primaria o principal y maduracion y 4) procesamiento
final, involucra las etapas de filtracidn, estabilizacion y embotellado (Linko et al.,
1998).

La etapa mas lenta del proceso es la fermentacion, donde células de
levadura en suspension fermentan el mosto en reactores por lote, sin agitacion
externa. La fermentacién primaria dura aproximadamente siete dias y la
maduracién puede tomar de una a varias semanas (Willaert y Nedovic, 2006).

La fermentacion primaria de cerveza en un sistema continuo proporciona
una serie de ventajas frente a la fermentacion en un sistema por lote: reduccién
en el tamafio de los equipos, obtencién de un producto con caracteristicas

uniformes y principalmente una significativa disminucion del tiempo necesario
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para la elaboracion del producto (Virkajarvi et al.,, 2002). Sin embargo, el
fracaso de la explotacion de los fermentadores continuos en la industria
cervecera deriva de la mayor complejidad para su instalaciéon y manejo (Varnan
y Sutherland, 1997), asi como de la dificultad de lograr el equilibrio correcto de
los compuestos sensoriales (Branyik et al., 2008; Dragone et al., 2007).
Generalmente se tiene una concentracion mayor de diacetilo (2,3-butanodiona,
gue tiene un fuerte sabor a mantequilla) comparado con los sistemas por lote,
al finalizar la maduracién la 2,3-butanodioana se reduce a acetoina y a 2,3-
butanodiol los cuales tienen adn sabores relativamente altos (Branyik et al.,
2008).

Por lo anterior, en este trabajo se implementd un sistema de
fermentacién semicontinuo que incluye las ventajas de los 2 métodos de
fermentacién mencionados. Para ello como primer paso se obtuvo una cepa de
levadura capaz de emplear el mosto de cebada como fuente de carbono con la
consecuente produccién de alcohol. Posteriormente se ensayaron 4
formulaciones de mosto de cebada para determinar la mas viable para el
estudio. Por ultimo se estudié la fermentacion semicontinua para diferentes
tiempos de retencion hidraulico (TRH) mediante el seguimiento del consumo de

azucares reductores, la generacion de biomasa y la produccion de alcohol.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Lacervezay sus componentes

La cerveza es una bebida alcohdlica no destilada que se obtiene de la
fermentacién de un mosto elaborado a partir de malta de cebada, con o sin la
adicion de otros cereales no malteados (adjuntos). La mezcla de estos cereales
con agua se transforma en azlcares mediante la digestion enziméatica.
Posteriormente se agrega a la mezcla el lUpulo y/o sus derivados y finalmente
es sometida a un proceso de coccion (Lopez et al., 2002; IICA, 1999; Vincent et

al., 2006).

Existen dos tipos basicos de cerveza: ale y lager. Dentro de cada uno de
estos tipos basicos existen subtipos con diferentes caracteristicas que tienen
una nomenclatura variable. En la Tabla 1 se presentan algunos nombres

registrados en la literatura (Lopez et al., 2002).



Tabla 1. Tipos de cerveza y caracteristicas organolépticas.

Tipo de _
Subtipos de cerveza
cerveza
Ale .
Pale ale. Es clara, con un alto contenido de lupulo, es seca y muy
amarga.

Lager

Brown ale. Es oscura, contiene poco lupulo y es dulce.

Bitter. Es clara con un alto contenido de IGpulo y con mucho cuerpo.
Mild ale. Es semioscura, de sabor dulce, poco densa y amarga.
Stout o Porter. Es muy oscura, con mucho cuerpo, alto contenido

de lupulo, amarga, dulce o seca.

Pilsener, Hell o Pale. Es clara, con alto contenido de ldpulo, seca y
con poco cuerpo.

Dortmunder. Tiene caracteristicas parecidas a la Pilsener pero con
un menor contenido de lapulo y sabor mas suave.

Munich, Donkel o Dark. Es oscura, de sabor intenso, aromatica,
con bajo contenido de lupulo, amargor ligero, dulce y con mucho
cuerpo.

Bock, Marzen o Marzenbier. Tiene caracteristicas parecidas a la

Munich, pero con mayor contenido de alcohol.
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2.1.1 Ingredientes de la cerveza. Para la elaboracion de cerveza se
requiere de las siguientes materias primas: (i) agua, (ii) malta y (iii) lGpulo.

() Agua. ElI agua empleada en la fabricacion de la cerveza es el
componente mayoritario y de acuerdo a la NOM-142-SSA1-1995 debe ser
potable y podré utilizarse agua destilada o desmineralizada.

(i) Malta. La malta es un cereal en etapa temprana de germinacion,
cuyo proceso de germinacion ha sido controlado y detenido mediante la
aplicacion de secado. Aunque existen maltas de diferentes cereales, el término
normalmente se refiere a la malta de cebada (Lépez et al., 2002). La malta
contiene las enzimas necesarias para hidrolizar los hidratos de carbono
complejos, proceso necesario para la obtencion del mosto (Hernandez y Sastre,
1999; Lopez et al., 2002; Vincent et al., 2006).

(iii) Luapulo. El lupulo se obtiene a partir de los conos maduros de la flor
femenina de la planta Humulus lupulus y se agrega al mosto como extracto o
productos secados (en polvo o en pastillas) en dosis que varian en funcién del

sabor y aroma final deseados para la cerveza (Lopez et al., 2002; Posse, 1993).



2.1.2 El papel de Saccharomyces. En la elaboracién de cerveza se
utilizan principalmente dos especies de levaduras: Saccharomyces cerevisiae
(cerveza tipo “ale”) y Saccharomyces carlsbergensis conocida también como
Saccharomyces uvarum o pastorianus (cerveza tipo “lager”). Saccharomyces se
encarga de fermentar los azlcares como: glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa
y maltotriosa presentes en el mosto y en ausencia de oxigeno produce como

productos principales etanol y CO, (Varnan y Sutherland, 1997).

S. cerevisiae es un hongo levaduriforme que presenta células alargadas,
globosas ¢ elipsoidales, pudiendo encontrarse en agrupaciones de dos, en
cadenas cortas, racimos o bien sin agruparse. “La apariencia de las colonias es
muy diversa: de color crema a ligeramente café, de lisas a rugosas, en
ocasiones sectorizadas y brillantes u opacas” (Lopez et al., 2002), Figura 1.
Esta levadura crece de forma 6ptima a pH’s acidos (Calaveras, 2004; Garcia,

2005).

Figura 1. a) Crecimiento de S. cerevisiae en agar dextrosa sabouraud y
Levadura S. cerevisiae en: b) Microscopia de contraste de fases x580 aumentos
y ¢) Microscopia electrénica de barrido, x7040 aumentos (Bial-Aristegui, 2002).
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2.2 Proceso de elaboracién de cerveza

Para obtener cerveza deben considerarse 4 etapas principales

(Hernandez y Sastre, 1999):

Cebada
cervecera

(i) Preparacion de lamalta  Remojo

Germinacion

Secado y tostado

Molienda

Malta

(i) Produccion del mosto Maceracion

Filtracion

Adicién de lupulo
y coccion

Filtracion

(i) Fermentacion Inoculacién de Mosto
levaduras

Fermentacién
primaria

Maduracién

(iv) Procesamiento final Clarificacion

Carbonatacion

Envasado

Pasteurizacion

\4
Cerveza

Figura 2. Proceso de elaboracion de cerveza.
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2.2.1 Preparacion de la malta. Tiene como objetivo obtener un polvo
rico en enzimas. Para hacer esto, el grano de cebada tiene que ser puesto a
germinar a una temperatura de 10 a 16 °C, una humedad de 42 a 46 % y un
tiempo de 60 horas. Después, la cebada germinada se seca usando aire
caliente iniciando con un calentamiento suave hasta alcanzar la temperatura
final dependiendo de las caracteristicas que se deseen en la malta.
Normalmente las temperaturas de secado para maltas lager son de 55 a 70 °C
y de 60 a 95 °C para maltas ale. Finalmente se realiza la fragmentacion de los
granos tostados para obtener la malta en polvo (Lépez et al., 2002; Varnan y

Sutherland, 1997).

2.2.2 Produccién del mosto. La malta ya molida se mezcla con agua y
en ocasiones se adicionan entre un 10 y 20% de otros tipos de granos no
germinados, tales como el arroz o el maiz, que proporcionan un sabor mas
ligero.

La mezcla se calienta gradualmente hasta una temperatura de 48 °C por
aproximadamente 20 minutos, en la que se activan principalmente las
proteasas, las B-glucanasas y la B-amilasa. Se continla el calentamiento
progresivo por etapas a temperaturas de 60 °C por 30 minutos y posteriormente
a 72 °C por 30 minutos mas, estas temperaturas corresponden a las
temperaturas de activacion de las amilasas (LOpez et al., 2002). La solucién se
filtra y al liquido obtenido se le afiade el lUpulo. Finalmente la solucién se

somete a ebullicién por una hora para obtener el mosto.



Las proteasas hidrolizan las proteinas de la malta, dando como resultado
la formacion de péptidos y aminoacidos, que mas adelante, durante la
fermentacion servirAdn como nutrientes para la levadura. Las B-glucanasas
hidrolizan los glucanos presentes en la cebada; la degradacion de estos
polimeros es importante para disminuir la viscosidad del mosto. La B-amilasa
hidroliza la amilosa y la amilopectina originando maltosa y dextrinas. Las
amilasas que se activan entre 60 y 70 °C hidrolizan los enlaces a(1 — 4) de la
amilosa y la amilopectina en diferentes puntos del polimero sin acercarse a los
puntos de ramificacion y a los extremos de la cadena (Vincent et al., 2006).

Al llevarse la coccién del mosto se cubren 7 objetivos tecnolégicos
(Varnan y Sutherland, 1997):

(i) Concentracion de solidos en el mosto.

(i) Extraccion de los componentes del lupulo.

(i) Inactivacion de las enzimas de la malta.

(iv) Esterilizacion del mosto.

(v) Eliminacion de compuestos volatiles indeseables.

(vi) Formacién de los compuestos responsables del aroma, sabor y color

de la cerveza mediante reacciones de Maillard.

(vii) Coagulaciéon de proteinas y favorecimiento de la reaccién entre

taninos y proteinas para la formacion de compuestos insolubles que

precipitan clarificando asi el producto.
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Después de enfriar y filtrar la solucion se obtiene un mosto equilibrado
compuesto principalmente por carbohidratos fermentables, aminoacidos y
minerales. El mosto sirve como sustrato para el crecimiento de las levaduras y
en la produccion de etanol. Asi mismo es fuente de precursores de aroma y

sabor (Varnan y Sutherland, 1997).

2.2.3 Fermentacion. En la elaboracion industrial de cerveza se
emplean dos clases diferentes de fermentacién: (i) fermentacion alta, aplicada a
la elaboracién de cerveza tipo “ale”. Durante esta fermentacion las levaduras
forman un aglomerado que flota en el liquido o pueden flocular a inicios de la
fermentacién y hundirse el liquido. (ii) fermentacion baja, aplicada a la
elaboracion de cerveza tipo “lager”. En este tipo de fermentacién las levaduras
floculan al finalizar la etapa, en aglomerados que se hunden en el liquido
(Varnan y Sutherland, 1997). Estas fermentaciones operan bajo condiciones de
tiempo y temperatura diferentes, sin embargo en ambas la fermentacion se lleva
a cabo en dos pasos (Linko et al., 1998): la fermentacion primaria llamada
simplemente “fermentacion” y la fermentacion secundaria 6 “maduracion”. En
este trabajo se utiliza el término fermentacion para la etapa de fermentacion
primaria.

Durante la fermentacion el mosto se somete a temperaturas que van
desde 15 a 22 °C para cervezas “ale” y desde 7 a 15 °C para cervezas “lager”.
En esta etapa las levaduras metabolizan los carbohidratos del mosto para la

generacion de etanol y CO, predominantemente.
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El proceso de maduracion consiste en someter al mosto fermentado a
bajas temperaturas que van desde 4 a 10 °C por un tiempo de 5 a 10 dias. La
maduracion proporciona a la cerveza sus caracteristicas finales de olor, color,
sabor y brillantez (Hernandez, 2003; Lépez et al., 2002; Varnan y Sutherland,
1997).

2.2.4 Procesamiento final. Una vez concluida la maduracion, la
cerveza es clarificada, carbonatada, envasada y pasteurizada para su embalaje

y distribucion.

2.3 Evaluacion quimica de la cerveza

Antes de poder determinar la composicion quimica de la cerveza se debe
preparar la muestra eliminando el diéxido de carbono presente y llevarla a una
temperatura que va de 20 a 25 °C. Si se tiene presencia de material
suspendido, debera eliminarse por filtracion (AOAC, 1997).

Segun la AOAC las caracteristicas fisicas y quimicas importantes para
determinar en la cerveza son: color, gravedad especifica, viscosidad,
concentracion de alcohol, etanol, glicerol, pH, azlUcares reductores, diacetilo,
almidon, proteina, nitrégeno, didxido de carbono, amargor, minerales residuales

y alcoholes superiores.
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2.4 Lafermentacion alcoholica en la elaboracién de cerveza

La etapa de fermentacion en la elaboracion de cerveza generalmente
dura una semana a una temperatura de 20 °C (Stanier et al., 1996; Vincent et
al., 2006). Durante este proceso el mosto es transformado en un liquido con
determinado contenido de alcohol etilico. Al inicio de la fermentacion, la
levadura comienza su proceso de reproducciéon. El desarrollo de esta etapa
depende de la disponibilidad de oxigeno, fuentes de nitrégeno y de algunos
otros nutrientes. Cuando el oxigeno es consumido la reproduccién celular se
detiene y comienza el proceso anaerobio en el que la glucosa se transforma en
etanol y CO, (Hernandez, 2003; Pares y Juarez, 1997). Las levaduras son las
responsables de esta transformacion, siendo S. cerevisiae la especie de
levadura mas frecuentemente usada en la industria cervecera (Varnan y
Sutherland, 1997).

El balance global de la fermentacion se representa mediante la siguiente

ecuacion quimica (Vasquez y Dacosta, 2007):

CGH1206 - 2C2H5OH + ZCOZ [1]

A pesar de la simplicidad de esta ecuacién, la secuencia de
transformaciones para degradar a una molécula de glucosa hasta dos
moléculas de etanol y dos moléculas de diéxido de carbono es un proceso

complejo que involucra 2 etapas: (1) la formaciébn en anaerobiosis de 2
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moléculas de piruvato a través de la ruta metabdlica de Embden-Meyerhof
(glucdlisis) y (2) la descarboxilacion del piruvato en anaerobiosis para dar lugar
a dos moléculas de acetaldehido que se reducen a etanol (Hernandez, 2003;

Varnan y Sutherland, 1997), Figura 3.
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Figura 3. Seguimiento de reacciones para obtener etanol a partir de glucosa.
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2.5 Sistemas de fermentacion

Un sistema fermentativo se define como el volumen de reaccion limitado
por un contenedor fisico (biorreactor). Donde se lleva a cabo la degradacion
biolégica anaerobia de moléculas organicas mediante la accion de ciertas
enzimas que actian directamente o como componentes de ciertas bacterias y
levaduras.

El biorreactor mas simple es el matraz erlenmeyer (Hernandez, 2003;
Ruiz et al.,, 2007). En base a su alimentacion, los biorreactores se pueden
operar en: continuo, semicontinuo, lote y lote alimentado. En el presente trabajo

solo se estudiaran los tres primeros por ser de interés en esta investigacion.

2.5.1 Sistema de operacion por lote. En el sistema de fermentacion
por lote inicialmente se afiade al biorreactor una solucién rica en nutrientes
(concentracion de sustrato, Sp) la cual se inocula con microorganismos
(concentracion de biomasa, X) que producen un determinado producto de
interés (concentracion de producto, P). A medida que procede la fermentacion
se tiene un estado no estacionario de los componentes del sistema (S, Xy P)
(Hernandez, 2003). La multiplicacion celular cesa por limitacion de nutrientes
y/o acumulacion de productos téxicos de excrecion celular. Una vez que se ha
alcanzado el nivel deseado de fermentacion (S, X, P), el biorreactor se vacia, se
lava, se esteriliza y el proceso se repite. Los cambios en los componentes del

medio de fermentacion dentro del biorreactor producen a su vez cambios en el
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metabolismo celular (Harvey y Douglas, 1997; Gummadi, 2007). La ilustracion

del sistema es mostrado en la Figura 4.

Xo

to
U V(Se Xe P)

1 2 3

Figura 4. Operacion del sistema de fermentacion por lote.

El comportamiento del crecimiento de la levadura en el tiempo se

representa por una curva de crecimiento (Figura 5), la cual consiste en cuatro

fases (Hernandez, 2003):

(i)

(ii)

Fase lag. Representa el periodo de adaptacion de la levadura a las
nuevas condiciones nutricionales y ambientales. En esta fase no
existe aumento en el numero de células debido a que la levadura
utiliza la energia disponible para sintetizar las enzimas que requiere
para su desarrollo en el nuevo medio.

Fase logaritmica o exponencial. En esta fase las células se
multiplican de manera exponencial. La velocidad de crecimiento
puede ser cuantificado con base al numero de células que se

producen por unidad de tiempo. La fase termina cuando los
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nutrientes se agotan, las condiciones ambientales se modifican 6
cuando la célula produce metabolitos toxicos que inhiben su
reproduccion.

(i) Fase estacionaria. En esta fase la velocidad de crecimiento de la
levadura es igual a la velocidad de muerte. Una vez que se obtiene la
maxima concentracion de células, la produccién de etanol disminuye.

(iv) Fase de muerte. Es la fase en la que el nUmero de muertes es mayor
al numero de nuevas células formadas. Esta fase continla hasta que
la poblacion disminuye a una pequefa fraccion de células resistentes

o hasta que todas las células mueren.

Biomasa

Tiempo

Figura 5. Curva de crecimiento de la levadura.
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El balance global de materiales en el sistema por lote se muestra a

continuacion (Galindez y Ruiz, 1994):

Balance de biomasa

Acumulacion = Entrada — Salida + Crecimiento neto

dx dx
V(= =0-0+V(= 2
(dt )acumulacién (dt )crecimiento [ ]
Definiendo:
dX /1
() =n [3]
Y dividiendo entre V se tiene:
dx dXx
X = (& = ux 4
(dt )acumulaci on (dt )crecimiento s [ ]

Donde:

V = volumen del medio en el biorreactor,

X = concentracion de microorganismos (biomasa),
t =tiempoy

1 = velocidad especifica de crecimiento celular.

Balance de sustrato

Acumulaciéon = Entrada — Salida — Consumo

ds ds
V(= =0—-0—-V(— 5
(dt)acumulacién (dt)consumo [ ]
Definiendo:
ds /1
w (o) =as (6]
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Y dividiendo entre V se tiene:

ds ds
() =-($) = —qsX [7]
dt / acumulacién dt/ consumo

Donde:
S = concentracion de sustrato y

gs = velocidad especifica de consumo de sustrato.

Balance de producto

Acumulacion = Entrada — Salida + Sintesis neta

dp dpP
V(5 =0-0+V(s 8
(dt )acumulacién (dt )sintesis [ ]
Definiendo:
dP (1
= (g) =Qp [9]
Y dividiendo entre V se tiene:
dp dp
— = (— = X 10
(dt )acumulaci()n (dt )sintesis dp [ ]

Donde:
P = concentracién de producto y

gp = Vvelocidad especifica de formacion de producto.

El sistema por lote de fermentacién es el mas empleado en la industria

cervecera.
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2.5.1.1 Ventajas. Dentro de las principales ventajas de un proceso por
lote se tienen: bajo riesgo de contaminacion, flexibilidad operacional cuando el
fermentador se utiliza para distintos productos, manejo eficiente entre lote y lote
y costos de operacion bajos (Gummadi, 2007; Nielsen et al., 2003; Rao, 2005).

2.5.1.2 Desventajas. Las principales desventajas de este modo de
operacion son tiempos muertos largos que se presentan al momento de vaciar,
limpiar y esterilizar el biorreactor para la siguiente fermentacion; adicionalmente,
este proceso requiere de mucha mano de obra. Dado que se trata de un
proceso no estacionario requiere de un mayor cuidado por parte de los
operadores. Por otra parte el control y optimizacién del proceso se vuelven
complejos y existe el riesgo de mayor variabilidad entre lotes (Atkinson, 2008;

Nielsen et al., 2003; Riet y Tramper, 1991).

2,5.2 Sistema de operacién en continuo. En el sistema de
fermentacion continuo se afiade al biorreactor una solucion rica en nutrientes
(So) la cual se inocula con microorganismos (Xg). Una vez inoculado el
biorreactor se comienza a suministrar un flujo continuo de alimentacion F(S,).
En los sistemas continuos, el flujo de salida (efluente) del biorreactor es igual al
flujo de entrada Figura 6.

El flujo de alimentacion F(S;) estd compuesto por los nutrientes del
medio de cultivo o sustrato, mientras que el efluente F(S:,X:,P;) contiene el
sustrato residual, la biomasa, asi como los productos de fermentacion (Zeng et

al., 2001).
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Xo F(S.) F(S6X1,P)

Figura 6. Operacion del sistema de fermentacion en continuo.

Si se tiene un mezclado homogéneo en el biorreactor, las condiciones
son uniformes y esporadicamente se alcanza el estado estacionario (estado de
equilibrio dinamico) (Atkinson, 2008). El estado estacionario se define como una
condicion de estabilidad en la que varios factores permanecen constantes a
través del tiempo, entre ellos el volumen de operacién y las concentraciones de

biomasa, de sustrato y de producto (Hernandez, 2003).

El balance global de materiales en sistemas continuos es el siguiente

(Galindez y Ruiz, 1994):

Balance de biomasa

Acumulaciéon = Entrada — Salida + Crecimiento neto

dX dX
V(— =0—Fx+v(— 11
dt )acumulacic')n dt )crecimiento [ ]
dX) _ FX (dX)
= =—=+(= 12
(dt acumulacién v dt / crecimiento [ ]
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Donde:

F =flujoy

(dX
dt

(&

Definiendo:

F_p
\%

Se tiene que:

dX

Dado que (d—x

D = velocidad de dilucion.

)acumulacién

)acumulacién

= DX+ (5

dt )crecimiento

dt )crecimiento

= pX

= —DX+ pX = X(u— D)

[13]

[14]

[15]

[16]

En estado de equilibrio dinamico, los valores de cada una de las

velocidades de acumulacion se hacen cero por lo que se tiene que:

Balance de sustrato

Acumulaciéon = Entrada — Salida — Consumo

v($

dt )acumulaci()n

(
(

ds
dt

ds

dt

)acumulacién

)acumulacién

0=X(u—-D)

pu=D

=FS, —-FS—-V ((cii_i)consumo
= DS, — DS — ((jl_i)consumo
= D(Sa -S)— (%)consumo

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]
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Dado que:

ds _
(E)COHSUmO B qSX [22]

ds
(E)acumulaci()n B D(Sa B S) B qSX [23]

Donde:

S, = concentracion del sustrato de alimentacion.

Balance de productos

Acumulacion = Entrada — Salida + Sintesis neta

dp dp
V(& =0—FP+V(— 24
(dt )acumulacién (dt )sintesis [ ]
dp dpP
= = —DP+ (— 2
(dt)acumulacién + (dt )sintesis [25]
Dado que:
dp
ar = aoX 26
(dt)sintesis dp [ ]
(fi—‘t’) = —DP+qpX = qpX — DP [27]
acumula cién

2.5.2.1 Ventajas. En la préactica, el sistema continuo provee una
pequefia fluctuacion de nutrientes, metabolitos y biomasa (Zeng et al., 2001). El
método de fermentacién permite a los microorganismos crecer en condiciones
de estado estacionario en el que el crecimiento ocurre a una velocidad
constante. Se logra mantener un estado fisiolégico estable en el que se
mantiene a la poblacidon microbiana en un estado de méaxima productividad

siempre y cuando los TRH's a los que se opere el sistema no sean mayores a
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la velocidad especifica de crecimiento (Hernandez, 2003; Galindez y Ruiz,
1994).

2.5.2.2 Desventajas. Puede presentarse contaminacion en la
alimentacion continua del reactor o durante la operacion. Esto obligaria a parar
el proceso, desechar el producto y a volver a alcanzar el estado estacionario, lo
cual puede tomar varias semanas. Otro problema de estos sistemas es que las
levaduras pueden mutar a variedades no productoras de etanol (Van Balken,
1997). El proceso continuo requiere costos de inversion y operacion elevados,
ademas de que es inflexible cuando se trata de fermentar diferentes productos

(Lépez et al., 2002; Varnan y Sutherland, 1997).

Las mutaciones se manifiestan espontaneamente como alteraciones
tanto en niveles morfolégicos como bioquimicos. Durante la fermentaciéon en
sistema continuo, las levaduras de cerveza presentan mutacion entre 0.5 y 5%
de los cuales aproximadamente el 50% de células mutadas surgen después de
nueve meses de operacion. El almacenamiento prolongado, la falta de
nutrientes y el estrés por etanol son factores que aumentan la aparicion de

mutaciones (Branyik et al., 2008).

2.5.3 Sistema de operacién semicontinuo. Se afade al biorreactor
una solucion rica en nutrientes (Sp) la cual se inocula con microorganismos (Xo).
Una vez inoculado el biorreactor se tiene un comportamiento similar al sistema

por lote en el cual se permite un tiempo de crecimiento celular y de formacion
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del producto (paso 2, Figura 7), a este tiempo se le conoce como tiempo de
retencidn hidraulico (TRH). Después de transcurrido este tiempo cierto volumen
del medio de cultivo se extrae del biorreactor “purga” Vpuga(St,X:,Pr) y se
sustituye por el mismo volumen de medio nutritivo fresco, Vaimentacion(So). El
proceso de purga y alimentacién (recambio de medio) se realiza peridodicamente
a intervalos de tiempo constantes. En el nuevo medio de fermentacion las
levaduras contintan su crecimiento, asi como la formacién de productos (Laing

y Helm, 1981; Victores et al., 2008).

Lote Inicial Vpurga(Sf,Xf,Pf)
XO Va\imentacién(SO)
= =z b &
] T [ven T e ] (ke

1 3 4

Figura 7. Operacion del sistema de fermentacion semicontinuo.

Las ecuaciones obtenidas del balance de materiales para el sistema
semicontinuo global son similares a las del sistema continuo.

2.5.3.1 Ventajas. El uso de este sistema elimina los tiempos muertos
en la linea de produccion. Dado que la nueva etapa después del recambio de

medio se comienza con un volumen importante de biomasa en crecimiento, el
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tiempo de adaptacion (fase lag) se reduce de manera importante entre una
etapa y otra. Otra ventaja es la posibilidad de operar el biorreactor con
concentraciones altas de biomasa y tasas de formacion de producto altas con
respecto a los sistemas por lote (Victores et al., 2008).

Lo anterior se traduce en un aumento de la productividad volumétrica del
sistema semicontinuo en comparacion con el sistema por lote.

2.5.3.2 Desventajas. El sistema es mas caro de operar y de instalarse
en comparaciéon al sistema por lote, puede presentarse contaminacion
microbiolégica y mutacion de la cepa si la levadura se mantiene en
procesamiento durante largos periodos de tiempo (Branyik et al., 2008;

Fondevila y Pérez, 2007).
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3. HIPOTESIS

La aplicacidon de un sistema semicontinuo en el proceso de fermentacion
de malta de cebada aumenta la productividad volumétrica con respecto al

método tradicional de fermentacion por lote.

4. OBJETIVOS

4.1  Objetivo general
Obtener una mayor productividad volumétrica de mosto fermentado
a partir de malta de cebada mediante el uso de un sistema semicontinuo, en

comparacion con un sistema por lote.

4.2 Objetivos especificos
1. Aislar y aclimatar levadura liofilizada comercial de panificacion, S.
cerevisiae, a un medio de fermentacion de cebada malteada para la
produccion de alcohol.
2. Seleccionar la mejor formulacion de mosto de cebada para el proceso de
fermentacion, utilizando un sistema por lote.
3. Comparar la productividad volumétrica de los sistemas de fermentacion

semicontinuo y por lote con base en cinéticas de biorreaccion.
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5. METODOLOGIA

Durante la experimentacion se emplearon los reactivos mostrados en la
Tabla 2, todos grado reactivo. En lo que respecta a la formulacion del mosto de
cebada se empled extracto de malta en polvo; Maltex, México, y extracto de
lGpulo; Seheyex Lote SH-020305, México. Para el sistema de biorreaccion se

empled levadura liofilizada, S. cerevisiae para panificacion; Nevada.

Tabla 2. Reactivos utilizados en la experimentacion.

Reactivo Abreviatura Marca
Acido tartarico AT J.T. Baker
Agar dextrosa sabouraud al 4% ADS Merk
Agar papa dextrosa APS Bioxon
Caldo acido CA DIBICO
Caldo glucosa sabouraud al 2% CGS Merk
Glucosa - Abaquim
NaOH (Hidroxido de sodio) - J.T. Baker
(NH4)2S0O4 (sulfato de amonio granular) - J.T. Baker
K;HPO, (fosfato de potasio dibasico) - Técnica Quimica
KNaC4H406-4H,0 (tartrato de sodio y - J.T. Baker
potasio)

CuSOq (sulfato cuprico) - J.T. Baker
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5.1 Plan de trabajo

Obtencién de la cepa pura
de levadura con capacidad
de produccion de alcohol

v

Obtencion del mosto de
fermentacion

A 4 A\ 4

Fermentacion mediante Fermentacion mediante
sistema por lote (referencia) sistema semicontinuo

Figura 8. Plan de trabajo general.

5.2 Obtencion de la cepa S. cerevisiae con capacidad de
produccion de alcohol

Se parti6 de levadura liofilizada comercial para panificacion y se
realizaron los siguientes pasos:

(i) Activacion de la levadura comercial.

(i) Aislamiento de S. cerevisiae.

(i) Mantenimiento de S. cerevisiae.

(iv) Aclimatacion de S. cerevisiae a un medio de mosto de cebada.

A continuacion se detalla la metodologia desarrollada en cada una de

estas etapas.
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(i) Activacion de la levadura comercial

La levadura liofilizada comercial para panificacion, S. cerevisiae, se
activd usando CGS. Se prepararon 25 mL de caldo en un frasco de dilucién,
después de lo cual, el medio se esterilizd. Se le agregd un indculo de 3.0 g de
levadura liofilizada en una campana de flujo laminar (Labconco modelo 36125-
50). Se incubd en estufa a 28 °C durante 5 dias, después de los cuales se midio
el pH con un potencibmetro (Hach modelo 54650-18). Finalmente se tomd una
muestra por frotis simple y se observé el crecimiento celular en un microscopio
optico.

Debido a la existencia de contaminacion microbiolégica en la muestra, se
realiz6 el aislamiento de la levadura S. cerevisiae como se describe a

continuacion.

(i) Aislamiento de S. cerevisiae
El aislamiento de la levadura se realiz6 mediante el empleo de medios
selectivos; APD, CA y ADS (Gutiérrez y Gémez, 2008; Yegres et al., 2003;
Zapata et al., 2002). Durante esta etapa se realiz6 la toma de muestra y
siembra en condiciones asépticas, para cada una de las siguientes subetapas
(Figura 9):
a. Del producto obtenido en la etapa (i) se tomé 1 mL de inoculo, se
sembré en APD por vertido en placa y se incubd en una estufa a 28
°C durante 5 dias. Se realizé un frotis simple de una de las colonias

resultantes y se observo el crecimiento obtenido en el microscopio.
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b. Se colocaron 25 mL de CA (pH =4.1) en un frasco de dilucion. Se
inoculé con dos hisopos de levadura provenientes de la fase (a) y se
incubo a 28 °C durante 5 dias.

c. Del cultivo de levaduras obtenido en la fase (b), se tomé 1 mL y en
medio ADS acidificado con 0.2 mL de AT al 10% se sembro por vertido
en placa. Se incub6 a 28 °C durante 5 dias y se observo al
microscopio.

d. Se realizaron resiembras por estriado de la cepa obtenida en medio
ADS acidificado hasta observar en el microscopio una cepa de

levadura sin contaminacién microbiolégica.
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1 mL de caldo de la etapa (i)

v
Sembrar en APD por vertido en
placa
¢ Tomar una muestra por
Incubar a 28 °C por 5 dias » frotis simple y observar al
¢ microscopio
Tomar 2 hisopos de levadura
Sembrar en 25 mL de caldo
acido
¢ Tomar una muestra por
Incubar a 28 °C por 5 dias » frotis simple y observar al
¢ microscopio

Tomar 1 mL del cultivo anterior

v

Sembrar por vertido en placa en
ADS acidificado

¢ Tomar una muestra por

\ 4

Incubar a 28 °C por 5 dias frotis simple y observar al

¢ microscopio

Resiembra por estriado de la
levadura en ADS acidificado

v

¢La levadura esta contaminada _
microbioldégicamente? —> S

v

No

¢

Detener el aislamiento

Figura 9. Diagrama descriptivo del aislamiento de S. cerevisiae.
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(iii) Mantenimiento de S. cerevisiae

Se tomo una asada de la cepa pura obtenida en la etapa anterior y se
sembré mediante la técnica de estriado en cajas petri y tubos de ensaye en
medio de cultivo ADS acidificado. Los medios inoculados se incubaron a 28 °C
durante 5 dias. Posteriormente, para descartar la posibilidad de contaminacion
microbiolégica, se realizd6 la observacidon del crecimiento obtenido en el

microscopio.

(iv) Aclimatacion de S. cerevisiae a un medio de mosto de cebada

La aclimatacion de S. cerevisiae en el medio de mosto de cebada se
realizé en dos fases: La Fase 1 consisti6 en la formulacién de un medio de
cultivo sintético para S. cerevisiae, empleando glucosa como fuente de carbono
de facil asimilacion (Lopez et al., 2002). La Fase 2 consistio en la adaptacion de
S. cerevisiae a un medio de cultivo complejo (mosto de cebada) utilizado para la

elaboracion de cerveza.

Aclimatacion Fase 1 en medio de cultivo balanceado. La preparacion del
medio de cultivo sintético consistié en formular un medio de cultivo balanceado
(medio A) que cubriera las necesidades nutricionales para el crecimiento de la
levadura. EI medio de cultivo incluye glucosa como fuente de carbono y
energia, asi como los siguientes componentes: nitrogeno, fosforo, potasio y
azufre (Quintero, 1981; Rodriguez, 1987; Vong, 1996). La masa necesaria de
cada componente se determin0 en base a la fuente de carbono y tomando en

cuenta la composicion elemental de un microorganismo (Galindez y Ruiz,
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1994), Tabla 3. Empleando las materias primas descritas en la Tabla 4 se

calculo la relacion del elemento con respecto a la materia prima [E/MP]

dividiendo el peso del numero de atomos del elemento entre el peso molecular

de la materia prima. Se continué con el célculo de la cantidad de materia prima

con respecto a la fuente de carbono [MP/Glucosa] aplicando la ecuacion [28]

(Galindez y Ruiz, 1994):

[MP/Glucosa] = [0.40]/{[C/E] . [E/MP]}

Tabla 3. Composicion elemental de un microorganismo (Galindez y Ruiz, 1994).

Elemento Composicion , elacion Relacion [C/E]mc
’ [C/E]lcenla  en el medio de
[E] celular ] .
célula cultivo

%C 50 - R

%N 10 5.0 7.5

%P 15 33 50

%K 2.0 25 38

%Mg 0.3 166 251

%S 0.6 83 125

%Ca 0.1 500 750
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Tabla 4. Materias primas empleadas para el medio de cultivo sintético y su
relacion con respecto a la Glucosa como fuente de carbono.

Relacion Relacién
Elemento [MP] Peso [E/MP] [MP/Glucosa]

[E] Molecular [9/g] [9/g]
C Glucosa 180 0.40 1

N (NH.)2SO. 132 0.21 0.254
P KoHPO,4 174 0.18 0.044
K KoHPO,4 174 0.45 0.023
S (NH.)>SO04 132 0.24 0.013

Para la formulacion del medio de cultivo sintético se sugirieron 5 g de

glucosa y la formulacion quedé como se resume en la Tabla 5.

Tabla 5. Formulacién del medio de cultivo sintético balanceado (Medio A) para
un volumen de 500 mL.

Elemento Reactivo Cantidad (g)
C CeH1206 5
NyS (NH4)2S0O4 1.335
PyK Ko:HPO, 0.34

Se preparé un volumen de operacion (V,,) de 500 mL del medio A,
después de lo cual se esterilizé y acidificé con AT. Posteriormente el medio se
inoculé con dos asadas de levadura provenientes de la etapa (iii), bajo
condiciones asépticas. Después de esto se realizé la fermentacién en sistema

semicontinuo usando las condiciones de operaciéon mostradas en la Tabla 6.
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Tabla 6. Condiciones de operacion para la Fase 1 de aclimatacion de
S. cerevisiae al medio de mosto de cebada (fermentacion semicontinua).

Parametro Valor
T (°C)* 22+1° C

Q (mL/dia) 100

TRH (dias) 5

Nota: * Temperatura del cuarto de incubacién controlada por un sistema de enfriamiento
(Mini Split, Carrier modelo TAC490).

Las condiciones de fermentacion empleadas se basan en las
mencionadas por Varnan y Sutherland (1997) y Desrosier (1998) para cerveza
tipo Ale.

Determinacion de alcohol. Se determiné la concentracién de alcohol en
grados Gay-Lussac (°GL) tomando una muestra de 50 mL del volumen de
medio fermentado purgado diariamente. Se colocé la muestra en un matraz
bal6n, se agregd 100 mL de agua destilada y la mezcla se destilé hasta obtener
45 mL de volumen destilado. El destilado se transfiri a una probeta de 50 mL y
se completo el volumen con agua destilada, se colocé el densimetro cuidando
gue este no tocara las paredes de la probeta y se tomo la lectura en °GL (Sierra
et al., 2007).

Se opero el sistema de fermentacion hasta obtener una concentracion
alcoholica detectable. La levadura obtenida en esta etapa se conservé en medio

selectivo ADS acidificado, para lo cual bajo condiciones asépticas se tomé un 1
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mL del caldo de fermentacién y se sembrd por vertido en placa. Una vez
crecidas las colonias, se tomé una muestra y se resembrd por estriado en
cajas petri y en tubo inclinado. Las muestras se incubaron a 28 °C durante 5

dias.

Aclimatacion Fase 2 en medio de mosto de cebada. Esta fase consistio
en aclimatar a las células de S. cerevisiae al medio de mosto de cebada (Medio

B) el cual consistié en la formulacién descrita en la Tabla 7.

Tabla 7. Formulacién del mosto de cebada (Medio B).

Materia prima Cantidad
Malta 166.4 g
Lapulo 25¢g
Agua 960 mL

Para preparar el mosto de cebada se llevéd a cabo el procedimiento

mostrado en la Figura 10 (LOpez, et al., 2002).
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Suspension de malta y agua

Calentamiento suave hasta
alcanzar 48 °C, 20 minutos

60 °C por 30 minutos

72 °C por 30 minutos

Ebullicion por 30 minutos

LUpulo >
A 4

Ebullicion por 1 hora

Figura 10. Procedimiento para la obtencidén del mosto de cebada (Lopez, et al.,
2002).

Para lograr el objetivo de la Fase 2, se sustituyé progresivamente el
medio A por medio B de acuerdo a la Tabla 8. Inicialmente se inocul6 un medio
gue contenia 90% de Ay 10% de B, con 2 asadas de levadura de la Fase 1. Se
realiz6 una fermentaciébn semicontinua, bajo las siguientes condiciones de
operacion V,, = 1000 mL, TRH = 5 dias, Q = 200 mL/dia, T =22 +1°C.

Para pasar de un medio de fermentacion a otro, se inocularon 10 mL del
medio fermentado anterior en 990 mL de medio fresco con la nueva

composicion.
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Tabla 8. Porcentajes de medio A y B empleados en la aclimatacion de la
levadura a mosto de cebada.

Medio de
Fermentacion Semana Medio A (%) Medio B (%)
(MF)
1 1 90 10
2 3 80 20
3 5 70 30
4 7 60 40
5 9 50 50
6 11 40 60
7 13 30 70
8 14 20 80
9 15 10 90
10 16 0 100

Se determiné diariamente la concentracion de alcohol usando el método
del densimetro. Para la conservacién de la levadura aclimatada se realiz6 el

procedimiento mencionado en la Fase 1.

5.3 Obtencion del mosto de fermentacion
El mosto de fermentacion es el producto obtenido de la mezcla de malta,
lGpulo y agua (Hernandez, 2003). Para la seleccién del mosto de fermentacion,

se ensayaron 4 formulaciones de mosto de cebada, de las cuales de la
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formulacion F1 a la F4 se vario la cantidad de lupulo para disminuir el amargor

del producto final, Tabla 9.

Tabla 9. Formulaciones de mosto para fermentacion.

Formulacién

Reactivo

F1* F2? F3* F4*
Malta 166.4 g 100 g 100 g 100 g
Lapulo 25¢g 25¢g 15¢ 0.7¢9
Agua 960 mL 960 mL 960 mL 960 mL

Notas: *Angiolani, 1960; ?Hernandez y Sastre,1999; *Propuestas.

Para cada formulacion se prepar6 un V,, de 1400 mL de la solucién de
malta y agua y se sometid a tres incrementos de temperatura. Esto tuvo como
finalidad activar las enzimas de la malta y propiciar la hidrélisis de azlUcares

complejos (Varnan y Sutherland, 1997), Figura 10.

Los mostos resultantes de las formulaciones mostradas en la Tabla 9 se
fermentaron usando el sistema por lote con las siguientes condiciones de
operacion: V,, = 1400 mL, T=19 £ 1°Cy t =5 dias. Se realizaron muestreos
en el reactor cada 24 horas tomando un volumen de 70 mL para determinar la

concentracion de alcohol (°GL) y la concentracion de azucares reductores (g/L).

Determinacion de azucares reductores. La determinacién de azucares
reductores se realiz6 por el método de Fehling usando azul de metileno como

indicador (CPNT, 1995). Inicialmente se tomaron 10 mL de mosto fermentado y
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se llevaron a un aforo de 100 mL con agua desionizada, y la mezcla se coloco
en una bureta. Por otro lado en un matraz erlenmeyer se colocaron 5 mL de
solucion A de Fehling y 5 mL de solucion B de Fehling (Apéndice B), se
afiadieron 2 gotas de azul de metileno y 20 mL de agua desionizada. La
solucion se llevo a calentamiento con agitacion y una vez iniciada la ebullicion
se agreg0 gota a gota el mosto fermentado hasta que se alcanz6 un color rojo
ladrillo. Se tomoé la lectura del volumen utilizado y se sustituyé en la ecuaciéon

[29] para determinar el contenido de azucares reductores en g/L.

_ 1000 XTE
==

x FD [29]

En la ecuacion [29], TE tiene un valor de 0.0484 y se determiné de la
titulacién del estandar de glucosa (Apéndice B); G es el gasto del mosto

fermentado y FD el factor de dilucién.

Determinacion de alcohol. La concentracion de alcohol se midié por el

método del densimetro como se describe en la seccién 5.2 (p.36).

Finalizada la etapa de fermentacion se llevd a cabo la etapa de
maduracion. El producto obtenido de la fermentacion se centrifugd en un equipo
IEC HN-SII a 9000 rpm durante 10 minutos. Después de lo cual, el
sobrenadante se colocé en un matraz erlenmeyer estéril y se refrigeréo a 4 °C
durante 4 dias. Al finalizar la maduracién se determind la concentracion de

alcohol, los azucares reductores y el pH.
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Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) usando un disefio factorial
simple sobre los parametros de concentracidbn de azlcares reductores y de
alcohol para determinar la existencia de diferencia significativa entre los datos
en funcién del tiempo de fermentacion. Para el analisis estadistico se empleo el
software Desing-Expert 6.0.10, utilizando un valor o de 0.05. Posteriormente se
aplicé la prueba del rango multiple de “Duncan” (RMD) con un nivel de
significancia de 0.05 y 8 grados de libertad (Montgomery, 2006), para
determinar los pares de medias que presentaran diferencia significativa, en los

parametros de concentracion azucares reductores y alcohol.
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5.4 Fermentacion mediante el sistema semicontinuo

El estudio de la fermentacion semicontinua se realizo mediante un disefio
experimental factorial simple que relaciona el efecto del factor tiempo de
retencion hidraulico (TRH) con 3 niveles (5, 4 y 3 dias) sobre tres variables de
respuesta: concentracion de biomasa, concentracion de azlcares reductores y

concentraciéon de alcohol.

Para cada TRH se realizaron tres corridas con un Vo, de 1400 mL de
mosto de cebada preparado segun la formulacion seleccionada en la seccién
5.3. Posteriormente, el mosto se inoculé asépticamente con 2 asadas de cepa
pura de S. cerevisiae y se puso a fermentar bajo condiciones anaerobicas. Las
condiciones de operacion de los diferentes tratamientos se muestran en la

Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones de operacion de los sistemas semicontinuos para
diferentes TRH’'s.

TRH (dias) T(°C)  Q (mL/dia)

19+1 280
4 19+1 350
19+1 467
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Del volumen de purga realizada cada 24 h se tomd una muestra como se
menciona en el apartado 5.3 (p. 40) y se midié la concentracion de biomasa,

azucares y alcohol.

Determinacion de Biomasa. La determinacion se llevo a cabo en dos
pasos: (i) Se tom6 una muestra de mosto fermentado y se midi6 la densidad
Optica a 620 nm (Silva et al., 2008); (ii) Se tomdé 1 mL de la muestra de mosto
fermentado y se hicieron las diluciones correspondientes para sembrar por
vertido en placa en medio ADS acidificado. Se realizdé una curva de calibracion
que relaciona las UFC en funcién de la densidad 6ptica (Apéndice A). Con la
curva de calibracion se pudo determinar las UFC de la muestra mediante el uso

de la ecuacion de calibracidn que relaciona la densidad optica con la biomasa.

La determinacién de la concentracion de alcohol y azucares reductores
se realizaron como se mencionan en los apartados 5.2 (p.36) y 5.3 (p.40)

respectivamente.

Se realizaron observaciones de muestras de mosto fermentado cada
48 h mediante la técnica de frotis simple. Los sistemas de fermentacion
semicontinuo fueron operados hasta el momento en que se presento
contaminacion microbioldgica. Para el andlisis de resultados se tomo en cuenta
el tiempo de fermentacion de la muestra que presenté contaminacién con mayor

rapidez. Los mostos fermentados que no sufrieron contaminaciéon se llevaron a
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maduracion, después de la cual se determinaron los siguientes parametros:

azucares reductores, concentracion alcohdlica y pH.

Es de interés en este estudio el determinar si el sistema semicontinuo
llega al equilibrio dinAmico (en el que no hay cambios significativos en las
variables de respuesta en el transcurso de los TRH’s). Para probar esto, los
datos obtenidos de las cinéticas (variables de respuesta vs tiempo) se ajustaron
a una ecuacion lineal empleando la metodologia de regresion por minimos
cuadrados. Considerando que la ecuacion de la linea recta ajustada esta dada
por F(x) = ax + b, los coeficientes de regresion lineal son (Larson et al., 2006):

n Zin:1 XiYi —Zin:1 Xj Z?:l Vi
. 2
n Y Xlz_(zin=1 Xl)

a= [30]

b= (Siyyi - aXix) [31]

El valor de “a” representa la pendiente y “b” es la ordenada al origen de

la recta de ajuste. Cuando el valor de “a” es cero la recta es horizontal.

Se aplicé el método de regresiéon por minimos cuadrados a los datos
cinéticos para los diferentes TRH’s. Se establecieron rangos de datos para
probar si la pendiente es cercana a cero y por lo tanto si el sistema llego al

equilibrio dinamico.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencion de la cepa S. cerevisiae con capacidad de
produccion de alcohol

Para desarrollar el objetivo propuesto en este trabajo, primero se trabajo
en la obtencion de una cepa pura de levadura S. cerevisiae con la capacidad de
aprovechar los carbohidratos presentes en el mosto de cebada y generar
alcohol.

A continuacidén se detallan los resultados obtenidos en el proceso de

activacion y aclimatacion de la levadura.

(i) Activacion de lalevadura comercial

La levadura liofilizada comercial para panificacion, S. cerevisiae fue
inoculada en medio CGS. El medio tenia un pH inicial de 4.5, que es un pH
idoneo para el crecimiento de levaduras (Calaveras, 2004). Sin embargo, al
realizar la observacion al microscopio se detectd contaminacion bacteriana
(bacilos). Debido a la contaminacion observada fue necesario aislar la cepa

mediante resiembras sucesivas en placa.
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(i) Aislamiento de S. cerevisiae
Para obtener una cepa de levadura libre de contaminacion microbiol6gica
se aislé la cepa usando medios selectivos (APD, CA y ADS). Se logré la

purificacion de la cepa (Figura 11) al cabo de 15 resiembras en medio ADS

acidificado.

Figura 11. Observacion en fresco de levadura S. cerevisiae libre de
contaminacién microbioldgica a partir de colonias en placa de agar dextrosa
sabouraud.

En la resiembra en ADS numero 15 se observaron al microscopio células
de levadura elipsoidales, en su mayoria sin agruparse y con gemacion
multilateral. Las colonias en el medio sélido presentaron apariencia color crema,
brillante, hUmeda vy lisa, lo cual es caracteristico de las levaduras S. cerevisiae

(Lépez et al., 2002).
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(iii) Mantenimiento de S. cerevisiae
Después del aislamiento de S. cerevisiae, se hicieron resiembras de la
cepa para su mantenimiento. Mediante observaciones al microscopio se

determind que los cultivos estaban libres de contaminacién microbiolégica.

(iv) Aclimatacion de S. cerevisiae a un medio de mosto de cebada

Aclimatacion Fase 1 en medio de cultivo balanceado. Durante los
primeros 29 dias de fermentacion del sistema semicontinuo no hubo
produccién de alcohol. No fue sino hasta el comienzo de la semana 5 cuando
se obtuvo un incremento en la concentracion alcohdlica, llegandose a obtener

un maximo de 5.5 + 0.1 °GL a principios de la sexta semana, Figura 12.
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Figura 12. Cinética de concentracidon de alcohol en medio sintético balanceado
para la activacién de S. cerevisiae usando un sistema semicontinuo.
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Aclimatacion Fase 2 en medio de mosto de cebada. Una vez obtenida la
cepa de S. cerevisiae con capacidad de producir alcohol se continué con la
Fase 2 en la cual se sustituyé de forma gradual el medio A (medio sintético
balanceado) por el medio B (mosto). Se monitored la concentracion de alcohol
de las diferentes etapas de fermentacion con el aumento paulatino del

contenido de medio B, hasta llegar al medio de mosto de cebada al 100%,

Figura 13.
12 1~
()]
2jlo_m:m:m:m: : : : : : /Qb
| | | | o o | o ! o | o |
\O \O\O\OQ T . .
-598'%|%|%|?\>|§|g|c\|o\°|o\°|¢
= 2. 8, 2,3, 8, 83, R, 8,8, /
T — S S A S - N E S s R R R A R N
c C S S 21 2 L gl gl el e | o
ie) S 8 L g & & & g 8 178
4 | | e v I ® 1 &1 2 ¢, 8
QL : : : : : : : : IS
[ | | | | | | I <
(@] 2 . . . . 55 # <
© | s
0 4

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Tiempo (dias)

Figura 13. Cinética de produccion de alcohol en la sustitucion de medio A por
medio B en un sistema por lote.

En la Figura 13 se observa un incremento gradual de la concentracion de
alcohol conforme aumenta el porcentaje de medio B en el biorreactor. Lo
anterior podria deberse a que a medida que sustituimos el medio A por B, la

concentracion de azucares disponibles en el medio de fermentacion aumenta
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gradualmente. La concentracibn maxima de alcohol obtenida en el lote donde

se empled el 100% del medio B fue de 10 °GL.

6.2

Para obtener la formulacion del mosto de cebada se probaron

Obtencion del mosto de fermentacion

4

formulaciones en procesos de fermentacion por lote, en las cuales se vario la

cantidad de malta y lupulo.

Azucares reductores (g/L)

Figura 14. Cinética de consumo de azucares reductores en sistema de
fermentacion por lote para diferentes formulaciones de mosto de cebada.

disminuyG con respecto al tiempo. La concentracion inicial de azucares

reductores para F1, F2, F3 y F4 fueron de: 104.01, 57.69, 53.40 y 67.94 g/L
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En la Figura 14 se observa que la concentracion de azucares reductores

respectivamente y la concentracion final para las mismas formulaciones fueron

de: 18.11, 11.71, 1150 y 11.04 g/L respectivamente. Al final de las
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fermentaciones, los porcentajes de consumo de azucares (naz) para las
formulaciones F1, F2, F3 y F4 fueron de (82.53 + 1.39)%, (79.59 + 1.47)%,

(78.46 + 0.50)% y (83.74 + 0.8)% respectivamente, Figura 15.
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<
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72,0 T 1 1 1
F1 F2 F3 F4

Formulaciones

Figura 15. Porcentaje de consumo de azlcares (naz) €n un sistema de
fermentacion por lote, para las diferentes formulaciones de mosto de cebada.

Los resultados del estudio de ANOVA y el RMD (Apéndice C)
demuestran que no existe diferencia significativa entre los pares de medias de
F1y F4 (grupo a) y entre los pares de medias de F2 y F3 (grupo b) y que a su

vez el grupo (a) es estadisticamente diferente del grupo (b).

El criterio escogido para el parametro de concentracion de azucares
reductores fue el que mayor porcentaje de consumo de azlcares presentara.
Dado que el mayor porcentaje de consumo de azucares lo presenta el grupo (b)

se puede elegir la formulacién F1 6 F4 indistintamente.
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Figura 16. Cinética de produccion de alcohol en un sistema de fermentacion
por lote para las diferentes formulaciones de mosto de cebada.

La concentracion final maxima de alcohol para la formulacion de mosto
de cebada F1 fue de 10 °GL, mientras que para el resto de las formulaciones
fue de 8 °GL. Los resultados del estudio de ANOVA y el RMD (Apéndice D)
demuestran que la concentracion final de alcohol es igual para los pares de
medias de F2, F3y F4 y que F1 es diferente a estas.

Lépez et al. (2002) mencionan que en general las cervezas tienen un
contenido alcohdlico que va de 3 a 6 °GL y que existen cervezas con mayor
contenido de alcohol, sin embargo en México se consumen en Su mayoria
cervezas de bajo contenido de alcohol. Debido a lo anterior se opté por trabajar
con las formulaciones que presentaron menor contenido alcohélico resultando

las formulaciones 2, 3 y 4 como posibles formulaciones a emplear.
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Una vez terminada la fermentacion, los medios fermentados se pasaron
al proceso de maduracion. Las concentraciones de azucares reductores
residuales después de la maduracién disminuyeron en 1 g/L en todos los casos.
El grado alcohodlico se mantuvo constante y el valor promedio del pH fue de
4.40 £+ 0.10. Estos valores concuerdan con los valores reportados por Sierra et
al. (2007) para cerveza tipo ale.

Se seleccioné la formulacion F4 de mosto de cebada para llevar a cabo
todos los estudios de fermentacion en sistema semicontinuo debido a que
presentd una concentracion alcoholica de 8 °GL y un mayor naz, respecto a las

otras formulaciones.

6.3 Fermentacién mediante el sistema semicontinuo

Se estudio el efecto del tiempo de retencién hidraulico (TRH) en la
concentracion de biomasa, azucares reductores y alcohol durante procesos de
fermentacién semicontinua del mosto con formulacibn F4. Los sistemas
semicontinuos se operaron por triplicado con duracion de 25 dias cada uno

debido a que fue el tiempo maximo sin contaminacién microbiolégica.
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Figura 17. Cinética de produccion de biomasa usando un sistema semicontinuo
para diferentes TRH’s.

Las pendientes resultantes al aplicar regresion por minimos cuadrados a

diferentes rangos de datos de concentracion de biomasa en funcién del TRH

(Apéndice E) se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Pendientes obtenidas al aplicar regresién por minimos cuadrados a
diferentes rangos de datos de biomasa en un sistema semicontinuo en funcién

del TRH.
TRH Seccion Tiempo dle,
(dfas) an as ac estakz(ljl:,;?c:mn
5 1.1294 0.2350 0.0028 8
4 1.3147 0.7200 0.0021 5
3 1.3491 0.0700 0.0071 5

Notas: a, pendiente de la recta de ajuste de regresion por minimos cuadrados en la seccion A;
ag pendiente en la seccién B; ac pendiente en la seccion C.

A medida que transcurre el tiempo de fermentacion la pendiente

disminuye hasta llegar a un valor aproximado a cero (Tabla 11), lo cual nos

indica que el sistema semicontinuo alcanza un estado de equilibrio dindmico

(Galindez y Ruiz, 1994).

| 55



980 1 - 10’_T
2 N O
n \o R o e ©-0-6-0--= 006064 8 2
@ 60 - Q 2 o
o N o© O
S b)’ée | 6 2
< \ o\ ye)
S 2
5 40 1 'y 5

o
L @y N -4 O
0 &N\ \\ @©
b} 1l i &8 o
T 20 N\ D -2 T
(@] H N G‘MA . ©
S ST —@o-0-o8=—02009 (5
g 0+e . . . . 0

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)
—&— azlcares (TRH, 5 dias) azUcares (TRH, 4 dias)
—G— azUcares (TRH, 3 dias) &= grado alcohélico (TRH, 5 dias)

grado alcohdlico (TRH, 4 dias) ---©- grado alcohodlico (TRH, 3 dias)

Figura 18. Cinética de consumo de azucares y concentracion de alcohol en un
sistema semicontinuo para diferentes TRH's.

Las pendientes resultantes de aplicar la regresion por minimos
cuadrados a los datos de concentracion de azucares reductores vy
concentracion de alcohol al trabajar con los diferentes TRH's (Apéndice F) se

muestran las Tablas 12 y 13 respectivamente.
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Tabla 12. Pendientes obtenidas al aplicar regresién por minimos cuadrados a
diferentes rangos de datos de azlcares reductores en un sistema semicontinuo
en funcién del TRH.

TRH Seccion Tiempo dle,
(dfas) an as ac estakz(ljl ;;?C|on
5 -9.8594 -1.1780 0.0075 11
4 -5.4119 -17.3134 0.0203 5
3 -7.8947 -13.8241 0.0004 5

Notas: a, pendiente de la recta de ajuste de regresion por minimos cuadrados en la seccion A;
ag pendiente en la seccién B; ac pendiente en la seccion C.

Tabla 13. Pendientes obtenidas al aplicar regresién por minimos cuadrados a
diferentes rangos de datos de concentracion de alcohol en un sistema
semicontinuo en funcion del TRH.

TRH Seccion Tierr_lpo dlez
(dias) an as ac estakz(ljl ;;;;10|on
5 2.6667 0.5392 0.0004 8
4 3.0000 1.0000 0.0001 5
3 2.2000 0.3137 0.0006 9

Notas: a, pendiente de la recta de ajuste de regresion por minimos cuadrados en la seccion A;
ag pendiente en la seccion B; ac pendiente en la seccion C.

Como podemos ver en las Tablas 12 y 13, a medida que transcurre el
tiempo de fermentacion las pendientes disminuyen hasta llegar a un valor
aproximado a cero, esto nos confirma que el sistema semicontinuo alcanza un

estado de equilibrio dinamico entre lotes secuenciales.
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Los tiempos minimos de fermentacion a partir de los cuales se obtuvo un
estado de equilibrio dinAmico para todas las variables de respuesta en funcion
de los TRH’s de 5, 4 y 3 dias fueron en los dias 11, 5 y 9 de fermentacion
respectivamente.

Para evaluar el sistema de fermentacion semicontinuo con respecto al
sistema de fermentaciéon tradicional (sistema por lote), se compararon las
productividades volumétricas de ambos sistemas de fermentacion, las cuales se

calcularon mediante la ecuacion [32].

r= vpmducto [32]

t

Donde “" es la productividad volumétrica, “Vprducto: €1 volumen de
producto obtenido y “t” el tiempo requerido para la obtencion del producto.

La fermentacion en sistema por lote requiere de 6 dias: 5 dias para la
fermentaciéon y 1 dia para la preparacion del material y del medio de
fermentacion. Se considera un volumen de operacién de 1400 mL, por ser el
volumen con el que se operé el sistema semicontinuo. Sustituyendo estos datos
en la ecuacion [32] se tiene una productividad volumétrica para un sistema por

lote de:

_ 1400 mL
T 6dias

= 233 mL/dia

Para calcular las productividades volumétricas del sistema semicontinuo

en funcion del TRH, se consideraron para “Viyrducto' 10S volimenes de producto
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obtenidos a partir del momento en que el sistema semicontinuo alcanzo el
equilibrio dinamico y “t” los tiempos que permanecié el equilibrio dinamico.

En la Tabla 14 se presentan los tiempos de equilibrio dinamico en funcion
del TRH, los volumenes de producto obtenidos durante el equilibrio y las

productividades volumétricas en funcién del TRH.

Tabla 14. Productividades volumétricas en sistema semicontinuo y por lote.

Tiempo Volumen (mL) de:

de r (mL/dia) .
TRH equilibrio Puraa Producto (semicontinuo) r( (g;l‘lﬁg)
dinamico 9 (semicontinuo) P
(dias)
5 14 280 3920 280

20 350 7000 350 233
16 467 7472 467

Como se puede observar en la Tabla 14 la productividad volumétrica de
la fermentacion en sistema semicontinuo para los tres TRH’s fue mayor con
respecto a la productividad del sistema por lote. Para un TRH de 5 dias la
productividad volumétrica fue mayor respecto al sistema por lote en 47 mL/dia,
el TRH de 4 dias presentd una productividad volumétrica superior en 117
mL/dia y para un TRH de 3 dias esta productividad fue mayor en 234 mL/dia en

comparacion a | sistema por lote.
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De acuerdo a los resultados anteriores, la fermentacion en sistema
semicontinuo para los tres TRH's ensayados provee de un mayor volumen de

producto bajo condiciones de equilibrio dinamico.
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7. CONCLUSIONES

. Se aisldé y se conservd una cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae
libre de contaminantes microbioldgicos a partir de una levadura comercial
para panificacion y fue capaz de producir alcohol, obteniéndose valores
entre 5y 10°GL.

. La formulacién F4 de mosto de cebada con 100 g de malta, 0.7 g de Iupulo
y 960 mL de agua, se escogi6 de acuerdo a los criterios establecidos.

. Se pueden realizar fermentaciones en sistema semicontinuo con TRH’s de
5, 4 y 3 dias por un periodo de 25 dias.

. Empleando un TRH de 5 dias se obtuvo 20.2% mayor productividad
volumétrica con respecto a un sistema por lote, para un TRH de 4 dias esta
productividad fue mayor respecto al sistema por lote en un 50.2% mientras
que para un TRH de 3 dias la productividad volumétrica respecto al sistema
por lote fue mayor en un 100.4%.

. El sistema semicontinuo representa una opcion viable de fermentacion de

mosto de cebada para la obtencion de cerveza.
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8. PERSPECTIVAS

Determinar los azlcares reductores en cervezas comerciales para tener un
rango de comparacion.

Implementar un método diferente para la determinacion de la concentracion
de alcohol.

Realizar ensayos de manipulacién de la formulacion para llegar a una
concentracion alcohdlica deseada.

Implementar el proceso de gasificacion para el producto madurado
mediante el empleo de un gasificador y un dosificador de CO..

Realizar una evaluacion de las caracteristicas organolépticas del producto.
Realizar el perfil de aromas del producto obtenido para descartar la
presencia de 2,3-butanodiona debido a que confiere sabores indeseables al

producto final.
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APENDICE

A. Curva de calibracion de la formulacion F4 de mosto de cebada

Se graficaron los valores de densidad o6ptica vs UFC obtenidos para la

formulacion.

y = 6E+08x - 1E+07
R2=0,998

5E+08

4E+08 A

3E+08 A

2E+08 A

Biomasa (UFC)

1E+08

OE+00 . T T .
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80

Densidad optica (uA)

Figura Al. Curva de Calibracién de la formulacién F4 de mosto de cebada.
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B. Titulacion del estandar de Glucosa

1. Se prepard una solucién estandar de glucosa, 2 en 1000 y se colocé en una
bureta.

2. Enun matraz erlenmeyer se colocaron 5 mL de solucion A de Fehling, 5 mL
de solucion B, 2 gotas de azul de metileno y 20 mL de agua desionizada.

(i) Solucion A de Feheling. Se prepar6é una solucion al 3% de sulfato
cuprico cristalizado.

(i) Solucion B de Feheling. Se prepar6é una solucion al 15% de sal de
Rochelle (tartrato de sodio y potasio) en solucion acuosa al 5% de
NaOH.

3. La solucion se calentd con agitacion y una vez iniciada la ebulliciébn se
agrego lentamente la solucion estdndar de glucosa hasta que se alcanzé un
color rojo ladrillo.

4. El volumen de estandar de glucosa gastado (G) fue de 24.2 mL y se
sustituyé en la ecuacién Bl para determinar el valor de la titulacion del

estandar de glucosa (TE).

2xG _ 2x(24.2)

TE = =
1000 1000

= 0.0484 [B1]
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C. Andlisis de varianza (ANOVA) y rango multiple de Duncan (RMD)

para el porcentaje de consumo de azucares de las formulaciones de

mosto de cebada

Tabla C1. ANOVA de los porcentajes de consumo de azucares reductores para
las formulaciones de mosto.

Fuente de Sumade Grados Cuadrado
., e ) Fo Prob > F
variacion cuadrados ) medio
libertad
Error 10,3768 8 1,2971
Total 66,207 11

Para la prueba del rango multiple de Duncan (RMD) se tiene un MSE (cuadrado
medio del error) de 1.2971, N (numero de observaciones) de 12, n (numero de

réplicas) de 3y 8 grados de libertad.

Los promedios de los tratamientos (formulaciones) se muestran en la Tabla C2.
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Tabla C2. Promedio de los tratamientos para el consumo de azlcares
reductores para las formulaciones de mosto, en orden ascendente.

Formulacion Promedio

3 78,460
2 79,590
1 82,530
4 83,740

El error estandar de cada promedio es Sy; = \/W = 0.658 . Del conjunto
de rangos significativos de la Tabla VII del apéndice para 8 grados de libertad
(Montgomery, 2006) y ade 0.05 se obtienen los datos de la columna
ro.os(formulacion,8) de la Tabla C3 y al calcular los rangos de significancia

minima (ecuacién C1) se tiene la columna Rsormuiacion de la Tabla C3.

Rformutacion = To.05 (formulacion, 8) Sy [C1]

Tabla C3. Rangos de significacion minima para los datos de azlcares
reductores de las formulaciones de mosto.

Formulacion roos(formulacion,8)  Rtormulacisn

F2 3,26 2,144
F3 3,39 2,229
F4 3,47 2,282
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Los resultados de comparacion son mostrados en la tabla C4.

Tabla C4. Comparacion de pares de medias para los datos de azlcares
reductores de las formulaciones de mosto.

F4vs F3: 83.74 7846 = 528 >  2.282

F4vsF2: 8374 - 7959 = 415 > 2.229

FAvsF1l: 83.74 - 8253 = 121 < 2.144

F1vsF3: 8253 - 7846 = 4.07 > 2.229

FlvsF2: 8253 - 7959 = 294 > 2144

F2vsF3: 7959 - 7846 = 113 < 2.144

Por el analisis se observa que hay diferencias significativas entre los pares de
medias de las formulaciones (F4 vs F3), (F4 vs F2), (F1vs F3) y (F1vs F2) y
gue no existe diferencia significativa entre los pares de medias de (F1 vs F4) y

(F2 vs F3).
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D. Analisis de varianza (ANOVA) y rango multiple de Duncan (RMD)
para la concentracion de alcohol de las formulaciones de mosto de

cebada

Tabla D1. ANOVA de la concentracion de alcohol para las formulaciones de

mosto.
Fuente Suma de Grados Cuadrado Prob >
de de ) Fo
.., cuadrados .. medio F
variacion libertad
i 9,000 3 3,000 6,37E+07 < 0.0001
Métodos significativa
0,000 8 0,000
Error
9,000 11
Total

Para la prueba del rango multiple de Duncan (RMD) se tiene un MSE (cuadrado
medio del error) de 0.000, N (numero de observaciones) de 12, n (numero de
réplicas) de 3 y 8 grados de libertad.

Los promedios de los tratamientos (formulaciones) se muestran en la Tabla D2.
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Tabla D2. Promedio de los tratamientos para la concentracion de alcohol en
orden ascendente.

Formulacion Promedio

2 8
3 8
4 8
1 10
El error estandar de cada promedio es Sy =+/0/3 = 0.00 . Del conjunto de

rangos significativos de la Tabla VII del apéndice para 8 grados de libertad y
ade 0.05 (Montgomery, 2006) se obtienen los datos de la columna
ro.os(formulacion,8) de la Tabla D3 y al calcular los rangos de significancia

minima (ecuacién C1) se tiene la columna Rsormuiacion de la Tabla D3.

Tabla D3. Rangos de significacion minima para los datos de concentracidon de
alcohol de las formulaciones de mosto.

Formulacion ro.os(formulaciéon,8) Riormulacion

F2 3,26 0.00
F3 3,39 0.00
F4 3,47 0.00
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Los resultados de comparacion son mostrados en la tabla D4.

Tabla D4. Comparacion de pares de medias para los datos de concentracion de

alcohol de las formulaciones de mosto.

F1 vs F2:

F1 vs F3:

F1 vs F4:

F4 vs F2:

F4 vs F3:

F3 vs F2:

10

10

10

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Por el analisis se observa que hay diferencia significativa entre los pares de

medias de las formulaciones (F1 vs F2, F3 y F4) y que no existe diferencia

significativa entre los pares de medias de (F4 vs F2y F3) y (F3 vs F2).
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E. Rectas de regresion por minimos cuadrados de los diferentes

rangos de datos de concentracion de biomasa para los diferentes

TRH’'s

Para calcular la recta de regresion de minimos cuadrados, inicialmente se

segmentd la curva de acuerdo a su comportamiento. Posteriormente se

calcularon las sumatorias de X, y, Xy y X para cada segmento y se sustituyeron

en las ecuaciones [30] y [31].

Biomasa (UFC)

5 E+08

4 E+08

3 E+08

2 E+08

1 E+08

0 E+00

TRH de 5 dias

~o 1 1 1 1 1 1 1 1

3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tiempo (dias)

Figura E1. Segmentacion de la curva de produccion de biomasa para un

TRH de 5 dias.
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La seccion A abarcé del dia 1 al 4, la seccion B los dias 4 al 7 y la seccion C del

dia 8 al 25.

Tabla E1. Sumatorias de la seccion A de la curva de produccién de biomasa
para TRH de 5 dias.

X Y XY X?

1,0000 0,00458 0,0046 1,0000

2,0000 0,0618 0,1236 4,0000

3,0000 1,9800 5,9400 9,0000

4,0000 3,1300 12,5200 16,0000
Sumatorias

10,0000 5,1764 18,5882 30,0000

Tabla E2. Sumatorias de la seccion B de la curva de produccion de biomasa
para TRH de 5 dias.

X Y XY X?

4,0000 3,1300 12,5200 16,0000

7,0000 3,9100 27,3700 49,0000

8,0000 4,0400 32,3200 64,0000
Sumatorias

19,0000 11,0800 72,2100 129,0000
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Tabla E3. Sumatorias de la seccion C de la curva de produccion de biomasa
para TRH de 5 dias.

X Y XY XN2

8,0000 4,0400 32,3200 64,0000
9,0000 4,1000 36,9000 81,0000
10,0000 4,0100 40,1000  100,0000
11,0000 4,0100 44,1100 121,0000
14,0000 3,9200 54,8800 196,0000
15,0000 3,9400 59,1000 225,0000
16,0000 3,9800 63,6800 256,0000
17,0000 4,0200 68,3400 289,0000
18,0000 4,0000 72,0000 324,0000
21,0000 4,0500 85,0500 441,0000
22,0000 4,0200 88,4400 484,0000
23,0000 4,0600 93,3800 529,0000
24,0000 4,0800 97,9200 576,0000
25,0000 4,1000 102,5000 625,0000

Sumatorias
233,0000 56,3300 938,7200 4311,0000

Al sustituir las sumatorias en las ecuaciones [30] y [31] para cada seccion se

obtuvieron valores de a y b mostrados en la Tabla E4.
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Tabla E4. Valores de a y b en las diferentes secciones de la curva de
produccién de biomasa para TRH de 5 dias.

Seccion

A B C

a 1.1294  0.2350 0.0028

b -1.5295 2.2050 3.9764

ii. TRHde 4 dias

5 E+08

4 E+08 -

3 E+08 -

2 E+08 -

Biomasa (UFC)

1 E+08 -

OE+OO "9‘(’)- T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Tiempo (dias)
Figura E2. Segmentacion de la curva de produccion de biomasa para un

TRH de 4 dias.
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La seccion A abarco del dia 1 al 3, la seccion B del dia 3 al 5 y la seccion C del

dia 5 al 25.

Los datos se manejaron de forma similar a los de TRH de 5 dias, obteniéndose

en las diferentes secciones los valores de a y b mostrados en la Tabla E5.

Tabla E5. Valores de a y b en las diferentes secciones de la curva de
produccion de biomasa para TRH de 4 dias.

Seccidén

A B C

a 1.3147 0.7200 0.0021

b -1.7510 0.5133 4.0959
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iii. TRH de 3 dias

5 E+08 -

4 E+08 -

3 E+08 -

2 E+08 -

Biomasa (UFC)

1 E+08 -

0 E+00 -

Tiempo (dias)

Figura E3. Segmentacion de la curva de produccion de biomasa para un
TRH de 3 dias.

La seccion A abarcé del dia 1 al 3, la seccion B los dias 3 al 5y la seccién C del

dia 5 al 25.

Los datos se manejaron de forma similar a los de TRH de 5 dias, obteniéndose

en las diferentes secciones los valores de a y b mostrados en la Tabla EG6.
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Tabla E6. Valores de a y b de las diferentes secciones de la curva de
produccién de biomasa para TRH de 3 dias.

Seccion

A B C

a 1.3491 0.0700 0.0071

b -1.7903  0.4633  3.9948
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F. Recta de regresion por minimos cuadrados de los datos de
concentracion de azucares reductores y concentracion de alcohol

para los diferentes TRH's

Los pasos para aplicar la regresion de minimos cuadrados fueron los seguidos

en el apéndice E.

75 -
4
S 60 1 o
9 O
8 45 T \\\
s L, ¢
© 30 - \
<
15 - \. B c
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0O 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tiempo (dias)

Figura F1. Segmentacion de la curva de consumo de azUcares
reductores para un TRH de 5 dias.

La seccion A abarco del dia 1 al 7, la seccion B los dias 7 al 10 y la seccién C

del dia 11 al 25.
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Figura F2. Segmentacion de la curva de consumo de azucares
reductores para un TRH de 4 dias.

La seccion A abarcé del dia 1 al 2, la seccion B los dias 2 al 5y la seccién C del

dia 5 al 25.
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Figura F3. Segmentacion de la curva de consumo de azucares

reductores para un TRH de 3 dias.

La seccion A abarcé del dia 1 al 2, la seccion B los dias 2 al 5 y la seccién C del

dia 5 al 25.

Al aplicar la ecuacion [30] y [31] en las diferentes secciones se obtuvieron los

valores de a y b mostrados en la Tabla F1.
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Tabla F1. Valores de a 'y b de las diferentes secciones de la curva de
concentracion de azlcares reductores para los diferentes TRH's.

TRH Seccion
(d |'as) A B C
-9.8954  -1.1780  0.0075
5
79.1200 19.7782  6.6565
-5.4119 -17.3134 0.0203
4
69.3078 92.2579  7.2523
-7.8947 -13.8241 0.0004
3
65.9747 75.1212 6.9212
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Figura F4. Segmentacion de la curva de produccion de alcohol para un
TRH de 5 dias.

La secciéon A abarcé del dia 1 al 3, la seccion B los dias 3 al 8 y la seccion C del

dia 8 al 25.
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Figura F5. Segmentacion de la curva de produccion de alcohol para un
TRH de 4 dias.

La seccion A abarcé del dia 1 al 3, la seccion B los dias 3 al 5 y la seccién C del

dia 5 al 25.
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Figura F6. Segmentacion de la curva de produccion de alcohol para un
TRH de 3 dias.

La seccidon A abarcé del dia 1 al 3, la seccion B los dias 3 al 5 y la seccion C del

dia 5 al 25.
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Al aplicar la ecuacion [30] y [31] en las diferentes secciones se obtuvieron los

valores de a y b mostrados en la Tabla F2.

Tabla F2. Valores de a 'y b de las diferentes secciones de la curva de
concentracion de alcohol para los diferentes TRH's.

TRH Seccion
(dias) A B C

a 2.6667 0.5392 0.0004

5
b -1.8333 3.7843 8.0149
a 3.0000 1.0000 0.0001
4
b -2.6667 2.6667 8.0093
a 2.2000 0.3137 0.0006
3

b -0.8000 4.9052 8.0191
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