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Obtencion de alcohol a partir de la fermentacién anaerobia del mosto de uva
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Resumen

Este trabajo tiene como objetivo principal obtener etanol mediante fermentacion alcohdlica
aplicando procesos biotecnoldgicos; debido a su alto contenido en azucares se emplea el mosto
de uva como sustrato y la levadura Saccharomyces cerevisiae como agente bioldgico para
completar la fermentacién, debido a que, este microorganismo ha sido probado en
investigaciones anteriores mostrando una elevada tolerancia al etanol. Se tuvo en cuenta
variables como el pH, tiempo de fermentacién, los grados Brix, formacién de biomasa, entre
otros. Los rendimientos de etanol y biomasa fueron de 0,483 gg* y 0,069 gg™*, respectivamente,
ademas se establecieron las dimensiones del reactor en la escala industrial asumiendo una
produccién de 30L de etanol.
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Abstract

This work has as main objective to obtain ethanol by means of alcoholic fermentation applying
biotechnological processes; due to its high sugar content, grape must is used as a substrate and
Saccharomyces cerevisiae yeast as a biological agent to complete the fermentation, because this
microorganism has been tested in previous investigations showing a high tolerance to ethanol.
Variables such as pH, fermentation time, Brix degrees, biomass formation, among others, were
taken into account. The yields of ethanol and biomass were 0.483 gg*' and 0.069 gg*
respectively; the dimensions of the reactor on the industrial scale were established assuming a
production of 30L of ethanol.
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1. Introduccién

Desde miles de afios se han usado
procesos de fermentacion realizados
por el hombre, con la finalidad de
conservar alimentos o producir
bebidas con sabor, aroma y textura
especificas, entre esos productos se
encuentra el yogurt, queso, cerveza,
vino, entre otros. El vino es una
bebida obtenida por fermentacion
alcoholica en condiciones enoldgicas
de variedades de Vitis vinifera
Unicamente; el cultivo de estas vides
cubre actualmente el 90% de las
superficies de los vifiledos en el
mundo, mientras que el 10%
restante son variedades no viniferas
utilizadas generalmente como frutas
de mesa (Mifo, Herrera, & Martos,
2007).

El etanol es un compuesto quimico,
conocido como alcohol etilico que se
da en condiciones normales de
presion y temperatura como un
liguido incoloro, es una sustancia
psicoactiva, volatil que esta presente
en diversas bebidas fermentadas,
siendo el principal tipo de alcohol
presente en las bebidas alcohdlicas,
como el vino (alrededor de un 13 %),
la cerveza (5 %), los licores (hasta un
50 %) o los aguardientes (hasta un
70 %) (Arosemena et al., 2016).

En 2017, la produccién mundial de
etanol fue de 102 mil millones de
litros, siendo Estados Unidos el
mayor productor (58%), seguido de
Brasil (26%) (Suéarez et al., 2016).

Las levaduras son microorganismos
eucariotas, unicelulares clasificados
como miembros del reino Hongos.
Estos microorganismos, y en
particular, Saccharomyces
cerevisiae, son de gran importancia
econdmica, social y para la salud en
la cultura humana. Se han utilizado
para producir bebidas alcohdlicas
(como cerveza y vino) y fermentar la
masa de pan durante milenios. Hoy
en dia, se han descrito otros usos
para S. cerevisiae, incluida la
produccion de bioetanol como
combustible, mediante procesos de
fermentacion alcohdlica (Suarez et
al., 2016).

Por lo anteriormente mencionado; en
el desarrollo de este plan
investigativo se establece como
objetivo de investigacion y
experimentacion, obtener etanol a
partir de la fermentacion alcohdlica
del mosto de uva, mediante el
empleo de Saccharomyces
cerevisiae como agente biolégico y
determinar la cantidad de producto

gue se puede obtener a escala de
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laboratorio, asi como el disefio del

reactor.
2. Materiales y métodos
2.1 Preparacioén del sustrato

Para la fermentacion alcohdlica del
vino de wuva, se emple6 uva
procedente del mercado municipal
del cantén Tosagua, como sustrato,
se procedio a realizar la seleccion de
las frutas de acuerdo a sus
caracteristicas fisicas, es decir, que
no presentasen anomalias visibles o
gue el tiempo de maduracién se
haya extendido de lo debido;
posteriormente se dispusieron a
lavar, prensar manualmente vy filtrar
mediante una malla metalica para
separar la piel y las semillas. Los

grados Brix iniciales fueron 22.2.
2.2 Preparacién del in6culo

Se empled la levadura
Saccharomyces cerevisiae como
agente biolégico para el proceso
fermentativo del mosto de uva, para
ello se utilizé 0,2340g que fue
activada con 0,5L de agua destilada
a temperatura de 37°C a 40°C
durante 30 min. Esta suspension de
levadura fue utilizada como indculo

para el proceso fermentativo.

2.3 Diseilo experimental

Se inocularon recipientes que
contenian 1 L de mosto con la
cantidad correspondiente del indculo
de Saccharomyces cerevisiae. A
cada mosto se le agreg6 1,8 g hL*
de sulfato de amonio (coadyuvante
de fermentacién alcohdlica). Los
envases se mantuvieron obturados
con valvula de agua para producir
condiciones de anaerobiosis,
ademas se incorporo otro orificio con
una valvula que permitié la toma de
muestra diaria de los grados Brix. Se
iniciaron simultaneamente todas las
fermentaciones en camara
isotérmica de 24°C, y en condiciones
escazas de luz. Cada una de las
experiencias se realizé por triplicado.
La fermentacién se da por concluida
cuando el grado Brix sea constante

durante 48 a 72 h.
2.4. Grados Brix

Los grados Brix son una variable
fundamental del proceso
fermentativo, estos se midieron
diariamente para conocer si el
desdoblamiento de los azUcares en
alcohol y gas carbonico se esta
produciendo, asi como también,
verificar si al final de la fermentacién

gqueda azlcar residual para
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fermentar y realizar los ajustes

correspondientes.

Las mediciones se realizaron
mediante el uso de un refractdbmetro

(Hoyos, et al., 2010).
2.5. Determinacion de etanol

El alcohol producto de Ila
fermentacion alcohdlica del mosto se
determind mediante el empleo de un
refractometro, este resultado se

expresa en porcentaje volumétrico.
2.6 Determinacion de biomasa

Las determinaciones de biomasa se
realizan con la técnica de peso seco,
las células se separan del liquido
bien por filtracion, posteriormente se
proceden a secar en una estufa a
120°C durante 30 minutos. La
principal desventaja de esta técnica
es que su determinacion incluye no
s6lo microorganismos activos sino
microorganismos muertos, material
inerte, polimeros extracelulares y
materia organica adsorbida (Arnaiz,
2015).

2.7 Determinacion de di6éxido de

carbono

El di6xido de carbono resultado de la
fermentacion se lo determiné

mediante titulacion con NaOH al

0,09N, para ello se empled

fenolftaleina como indicador.

En la determinacion del contenido de
biomasa se incluyéo también la
levadura empleada para la

fermentacion.
2.8. Disefio del biorreactor

Un biorreactor es un recipiente o
sistema que mantiene un ambiente
biol6gicamente activo. En algunos
casos, un Dbiorreactor es un
recipiente en el que se lleva a cabo
un proceso quimico que involucra
organismos 0 sustancias
bioguimicamente activas derivadas
de dichos organismos; para el disefio
del correspondiente biorreactor a
escala industrial se llevo a cabo una
serie de operaciones asumiendo un
volumen de etanol a obtener para
establecer asi las dimensiones del
reactor, el tipo de impelente, la
potencia y principalmente, el
volumen de mosto a emplear para la

obtencién del mismo.
3. Resultados y discusion

El mosto de uva tiene un °Brix inicial
de 16,8, para aumentar su contenido
de azucar se afadieron 227g de
azucar fermentable teniendo como

resultado un Brix inicial de 22,2.
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Los valores de pH también fueron los
indicados para iniciar las
fermentaciones con uvas de
variedades viniferas, el pH inicial del
mosto fue 4,6, siendo el rango entre
3 y 5 el recomendado para
variedades de Vitis vinifera (Rosier,
2008).

Tabla 1.
Datos de consumo de sustrato y
valores de pH
- Tiempo  “Brix  pH
0 222 4.5
—— 200 43
L2 ] 174 42
3 11.67 4
4 9 39
5 6 3.7
- 5.17 36
e 5 35
CONSUMO DE SACAROSA
25
20 $—o— R = 0,997
x 15 L N
5 @9
0
0 2 4 6 8
Dias

Figura 1. Cinética de consumo del
sustrato

Los grados brix y el contenido de
alcohol fueron determinados
utilizando refractdbmetros, con lo cual
se obtiene que los grados brix
descendieron a 5°rix, el contenido
de alcohol fue de 12% v/v. El CO2
producido durante los dias de
fermentacion se determiné mediante
titulacion con NaOH al 0,09N usando

como indicador fenolftaleina,

teniendo 0,244 mol de CO2 formado

durante la reaccion.

El rendimiento experimental del
proceso en funcién de la produccion
de etanol respecto al consumo de
sacarosa fue 0,483; mientras que el
rendimiento tedrico fue 0,5384. La
tabla 2 muestra el balance de

materiales del proceso quimico.

Tabla 2.
Balance de materiales

234,26 79.49 - 54.77
1.80 1.74 - 0.06

- - 2379 2379

1084  10.85
T65.74 - 60.20 82594

8835 8835

En la actualidad se han realizado
estudios de cinética para la
produccion de etanol empleando la
levadura S. Cerevisiae, donde se
han registrado valores de 50,5 g/L a
las 24 h, partiendo de 100 g/L con un
rendimiento del 97,2 %, en
condiciones de fermentacién, que
han permitido conocer el tiempo en
el que se consume el sustrato, asi
como la produccion de etanol
(Suérez, Garrido, & Guevara, 2016).

A nivel estequiométrico, la secuencia
de transformaciones para degradar
la glucosa hasta dos moléculas de
alcohol y dos moléculas de bioxido
de carbono es un proceso muy

complejo, pues al mismo tiempo la
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levadura utiliza la glucosa vy
nutrientes adicionales para
reproducirse. Para evaluar esta
transformacion, se usa el
rendimiento biomasa/producto y el
sustrato

rendimiento  producto/

(Boudarel, 1984).

El rendimiento experimental
obtenido al finalizar el proceso
fermentativo fue de 0,483 gg?, este
valor se encuentra bastante cercano
al rendimiento tedrico
estequiométrico  establecido vy
cuantificado por Gay Lussac, mismo
que establece que para la
transformacion de glucosa en etanol
se obtienen 0,511 g de etanol y 0,489
g de CO2 por 1 g de glucosa. En la
realidad es dificil lograr este
rendimiento, porque como se sefiald
anteriormente, la levadura utiliza la
glucosa para la produccion de otros
metabolitos. El rendimiento
experimental varia entre 90% y 95%
del tedrico, es decir, de 0,469 a 0,485
g/g. Los rendimientos en la industria
varian entre 87 y 93% del
rendimiento tedrico (Vazquez &
Dacosta, 2007). En base a los
resultados obtenidos se determind
gue el flujo es de régimen turbulento
y para lograr la homogenizacion de

todo el caldo fermentativo es

necesario emplear 88,35 gr de
etanol; dicho proceso requiere de
una velocidad de agitacion de 1,67s
!y una potencia de 5100,52 kW, es
decir se trata de un proceso
exotérmico, esto significa que la
reaccion esta cediendo o liberando
calor a los alrededores, por lo que
aumenta su energia interna.
Finalmente, es importante, controlar
el tiempo de fermentacion, puesto
que, si el periodo es menor, la
fermentacion serd incompleta y se
desperdicia una considerable
cantidad de alcohol, porque en el
mosto queda todavia azucar
fermentable. Asi mismo, el tiempo
excesivo conduce a la pérdida de
alcohol por formacion de &acido

acético y por evaporacion.
Conclusiones

Se obtuvo un rendimiento de etanol
a partir del mosto de uva de 0,49gg
1, obteniéndose un 90% de etanol
segun los resultados tedricos
presentados por Gay Lusac,
concluyendo asi que el mosto de uva
es un sustrato que presenta
condiciones Optimas para llevar a
cabo la formacion de alcohol etilico a
partir de un indculo compuesto por

Saccharomyces cerevisiae.
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