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ABREVIATURAS

°C: Grados Celsius.

AGAR CASOY:Trypticasa Soya.

AGAR SABOURAUD: Agar Dextrosa Sabouraud.
ATP:Adenosin Trifosfato.

EMP: son las siglas de EmbdenMeyerhoffParnas de la ruta metabdlica de la

fermentacion alcohdlica.
G/L: GramolLitro.
IR: Infrarrojo.
Kg: Kilogramo.
mL: Mililitros.
MNPC: Muy numerosas para contar.
°Bx: Grados Brix.
P/V: Peso/Volumen.
pH:Potencial de iones hidrégeno.

Psi:Es una unidad de presion en el sistema anglosajon de unidades(Libras por

pulgada cuadrada).
St: Estandar.

T: Temperatura. (°C).
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UFC: Unidades formadoras de colonias.

V/V: Volumen /Volumen.



RESUMEN.

El presente trabajo consiste en la obtencién de alcohol etilico, por medio de
fermentacion alcohdlica para lo cual se realizarén dos ensayos cada uno con la
misma cantidad de muestra y condiciones experimentales de fermentacion, esto
con el fin de tener una muestra constante de la produccion de alcohol etilico,
dicho proceso se realizé utilizando un desecho organico como lo son las
cascaras de Musa paradisiaca (platano), y como microorganismo productor se
utiliz6 Saccharomyces cerevisiae (levadura), marca comercial con una
concentracién de 3.0 X 10® UFC/g .

La practica experimental se desarroll6 en los laboratorios de: Microbiologia del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), Quimica Orgénica
y Andlisis Fisicoquimico de Aguas, de la Facultad de Quimica y Farmacia,

todos de la Universidad de El Salvador.

A cada uno de los ensayos se le determiné: pH, grados Brix, Biomasa (peso
seco), en los diferentes tiempos de fermentacion 24,48 y 72 horas, ademas se
midio el grado alcohdlico del fermento a las 24 horas obteniéndose una lectura
de 10° Gay Lussac. También se realizaron pruebas quimicas de identificacion
de alcoholes a las muestras obtenidas de la destilacion de los ensayos de
fermentacién, las cuales fueron: oxidacion con dicromato de potasio y
permanganato de potasio, prueba de reactivo de Lucas y espectrofotometria
infrarrojo, las cuales dieron como resultado la presencia de alcohol etilico. Se
determindé ademas el porcentaje de rendimiento de la muestra obtenida de la
destilacion transcurridas 24 horas el cual fue de 3.46 %.

Se concluye que las cascaras de Musa paradisiaca (platano), bajo condiciones
de fermentacién de: Temperatura ambiente, pH de 4.5y una concentracion del

inoculé 3.0 x10® UFC/g, produce etanol a las 24 horas.



Con esta investigacion se demuestra que se puede obtener etanol aplicando un
procedimiento: Sencillo, de bajo costo, facil implementacion pero de bajo
rendimiento, por lo tanto se recomienda validar el proceso e implementarlo para
aprovechar los desechos organicos ricos en carbohidratos, realizando
investigaciones futuras de las variables que intervienen en el proceso
fermentativo como son: concentracion de microorganismos, grados Brix,
temperatura, cantidad de oxigeno, agitacion, para producir un mayor

rendimiento.
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1.0INTRODUCCION.

Los usos del etanol en la industria son amplios, por lo que se investigan nuevas
alternativas de obtencién de alcohol etilico, que den paso6 al aprovechamiento
de los recursos disponibles. El pldtano es uno de los frutos tropicales mas

conocidos y consumidos en todas las partes del mundo. s,

En El Salvador se consumen platanos de la linea o clon Curaré enano,
conocido también como cuerno enano; y este se produce y consume desde el
Ecuador hasta México. La clasificacion de los platanos, guineos, guineos
majonchos y mas, es un poco confusa y contradictoria, son triploides
espontaneos desde hace miles de afios a partir de: Musa acuminataAA
(Identificacion genética) y Musa balbisiana BB (Identificacion Genética), en El
Salvador los platanos son AAB, dos tercios Musa acuminata, y un tercio Musa
balbisiana; asi se clasifica de forma general al platano como Musa
paradisiaca o Musa spp, clon Curaré enano AAB. Por tanto denominaremos

el platano a utilizar como Musa paradisiaca. *

Las cascaras de Musa paradisiaca (platano) en estado maduro poseen un
31.6% de azucares solubles, por lo cual se considera una alternativa para la
produccion de etanol ;) En esta investigacion se realizaron ensayos para la
obtencién de alcohol etilico mediante la fermentacion alcohdlica, utilizando
como sustrato cascaras de Musa paradisiaca (platano) en estado maduro,
adicionando un  microorganismo productor Sacharomyces cerevisiae,
evaluados a nivel piloto de pequefa escala en los laboratorios de: Microbiologia
en el Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud (CENSALUD), Quimica

Organicay laboratorio

1Entrevista con Dr. Cuellar JM, Investigacion Genética del Platano, Genética Salvadorefia S.A
de C.V., Santa Ana, El Salvador


http://es.wikipedia.org/wiki/Industria

XXi

Fisicoquimico de Andlisis de Aguas, de la Facultad de Quimica y Farmacia
todos de la Universidad de El Salvador.

El procedimiento se realiz6 con una concentracion de microorganismo productor
de 3.0 X 10® UFC/g,temperatura ambiente, pHpromedio obtenido de ambos
ensayos de 4.52, y el valor de grados Brix igual a 15°, obteniéndose a las 24
horas un rendimiento del producto separado por destilacion fraccionada de
3.46%, asi mismo se le realizaron pruebas quimicas y la identificacion por el
método espectrofotométrico infrarrojo las cualescomprobaron la obtencion de
alcohol etilico.

La investigacion serealizé entre el afio 2010 y 2013, con la finalidad de
proporcionar una alternativa para la obtencion de un producto muy util y de
gran importancia para la industria en general como es el alcohol etilico,
proponiendo un método de facil implementacion, utilizando un desecho
organico como sustrato y un microorganismo comercial productor accesible.

En base a los resultados se obtuvo un bajo rendimiento, por lo tanto se
recomienda validar el proceso e implementarlo, realizando investigaciones
futuras de las variables que intervienen en la fermentacion para aprovechar los

desechos organicos ricos en carbohidratos.



2.0 OBJETIVOS.

2.1 Objetivo General:

2.1.1

Obtener alcohol etilico por medio de fermentacion alcohdlica de
las cascaras de Musa paradisiaca (platano) utilizando como

microorganismo reproductor Sacharomyces cerevisiae(levadura).

2.2 Objetivos Especificos:

221

2.2.2

2.2.3

224

Identificar la especie del platano recolectado, para la obtencién

de las cascaras a utilizar en la fermentacion alcohodlica.

Identificar el alcohol etilico obtenido apartir de las cascaras de Musa
paradisiaca(platano) por medio de los siguientes pruebas
quimicas para alcoholes :reactivo de Lucas, pruebas de oxidacion
con permanganato de potasio y dicromato de potasio e

identificacion por el métodoespectrofotométrico Infrarrojo.
Determinar los grados Brix y el grado alcohdlico del fermento.
Cuantificar por medio del porcentaje de rendimiento el producto

obtenido del proceso de la fermentacién alcohdlica de las cascaras

de Musa paradisiaca (platano).
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3.0 MARCO TEORICO.

3.1 Las frutas:

Las frutas forman parte importante de la dieta alimenticia, ya que
suministra al organismo apreciables cantidades de proteinas, carbohidratos,
minerales y vitaminas. Cuando las frutas se encuentra fresca poseen en
su composicién abundante agua, lo que disminuye su valor alimenticio, lo
contrario sucede cuando estas estan en estado seco, ya que el bajo
contenido de agua hace que se concentren todos los demas
componentes ,esto relacionado por unidad de peso, ademas las frutas en
estado seco se conservan mejor que en estado fresco.s)

Algunas frutas , como el platano poseen un valor energético definido, que
ademas de azucar, tiene la particularidad de poseer almidén, que se
digiere con gran facilidad, y que en el proceso de maduraciébn un gran

porcentaje del almidon se convierte en azlcar. )

3.2 Generalidades de las musaceas.

Hoy en dia debido a la gran cantidad de hibridos de las familias de las
musaceas que las industrias han desarrollado con el fin de optimizar la
produccion , e incrementar ganancias, en el mercado resulta bastante
complicado y hasta casi imposible poder establecer, el tipo de hibrido que
se cultiva, de ahi que se ha optado por dar una clasificacion general en
cuanto al platano se refiere, clasificandolo como Musa paradisiaca . (»

El platano, guineo de seda y guineo majoncho, pertenecen a la familia de
las musaceas y al género Musa. estos no son verdaderos arboles si no
hierbas gigantes, provistas de un rizoma del que salen de 10 a 30 hojas,
cuyas vainas al superponerse forman un falso tallo. Las nuevas hojas se
desarrollan encima del cilindré formado por las vainas de las hojas viejas.

Luego de formada la ultima hoja ,se desarrolla una inflorescencia en forma
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de racimo en el que se encuentra tres tipos diferentes de flores :
femeninas, hermafroditas y masculinas. EIl numero de gajos es diferentes
para cada variedad al igual que el numero de frutos, estos carecen de
semillas y se reproducen vegetativamente en forma de brotes que crecen

en la base de una planta madre.)

3.3 El platano

El platano es originario de Asia, lleg6 a las costas mediterraneas en el afio de
650, y a las islas canarias en el siglo XV. Desde las canarias llegd a América en
el aflo de 1516, donde adopt6 el nombre de banana. (y

El platano es una baya carnosa que se encuentra en racimos, posee una
cascara gruesa con aristas en la superficie, lo cual lo protege, cuando madura
es de color amarillo y las aristas desaparecen quedando casi liso; el fruto tiene
un tamafio promedio de 20-25 centimetros, con didmetro aproximado de 4
centimetros. Es de sabor dulce en su estado maduro por lo cual se come
crudo, asado, frito, etc. Cuando esta verde no es dulce. )

Las principales Variedades de platano recomendadas en el pais son:

Platano hembra: Es una variedad de media altura, pero produce los racimos
mas grandes.

Platano enano: Es la variedad de menor altura y presenta la caracteristica de
ser resistente al volcamiento causado por el viento.

Platano Usulutan: Esta variedad es de origen nacional, y se caracteriza por

alcanzar hasta 4 metros de altura. )



Cuadro N° 1 Clasificacion botanica del platano.

ESPECIFICACION

CLASIFICACION

Tipo Faner6gama
Sub-tipo Angiosperma
Clase Monocotiledéneas
Sub-clase Inferogamas
Familia Musaceas
Orden Musa
Género Musa
Seccion Eumusa
Especie Paradisiaca

Cuadro N° 2Composicion quimica del platano maduro (%).

COMPONENTE PORCENTAJE (%)

Agua 75,12
Almidén 4,21
Celulosa 0,92
Sacarosa 9,36
Glucosa 5,19
Dextrosa 1,76
Gomas 1,60
Tanino 0,01
Proteinas 2,10
Cenizas 0,76

25
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Cuadro N° 3Composicion quimica de la cascara de platano maduro.

PORCENTAJE
COMPONENTE
(%)
Almidén 35
Azucares solubles (Glucosa, 316
fructosa y sacarosa) '
Celulosa 10.5
Hemicelulosa 14.0

El pldtano es una fruta a la que no se le permite madurar en el arbol
(fruta climatérica), ya que al hacerlo, estaria sujeta a dafios causados por
los insectos, roedores y otros animales; ademas la cantidad de
componentes seria disminuido por lo que la calidad de la fruta seria
inferior que la madurada en la planta.)

El desarrollo 6ptimo del platano se ve afectado por: cambios fisicos y
qguimicos perceptibles que este sufre,por el periodo de corta, transporte,
almacenaje,y tipo de venta del mismo. En la Figura N° 1 se muestran el

periodo de vida del platano en sus diferentes etapas. ()

Desarrollo (1)

Premaduracion (2)

Maduracién
v \4

Sobremaduracion (4)

Senescencia

»
»

TIEMPO

Figura N° 1Etapas del periodo de vida del platano.
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— Etapa de desarrollo:
Esta etapa inicia con la formacion de la parte comestible, es decir, el
engrandecimiento del fruto y cesa con la terminacion del crecimiento natural,

incluye las etapas de pre maduracion y maduracion.

— Etapa de pre maduracion:

Es el periodo de méaximo engrosamiento y tamafo de la fruta. EI platano no
maduro es verde oscuro y las primeras sefales visibles del cambio se aprecian
en el color de la cascara (verde claro) y en la consistencia del corazon se
ablanda y cambia de un color blanco total a un color blanco ligeramente
alterado. El ablandamiento de la pulpa avanza hacia fuera, desde el corazon, y
desde la punta hasta el peddnculo, y se puede percibir al tacto. El verde claro
de la cdscara pasa a un verde amarillento palido, y en este estado toda la pulpa
se ha ablandado perceptiblemente. En este periodo el platano se usa para
consumo humano. )

— Etapa de maduracién:

Es la etapa de maxima utilidad para el consumo. Aqui, la fruta es de color
amarillo intenso, habiendo desaparecido ya toda traza de verde, excepto en el
apice y en el pedunculo. El apice verde persiste incluso cuando el fruto ha
amarilleado totalmente; a medida que se desaparece el color verde de las
puntas, diciéndose de la fruta que esta madura para comer, la pulpa en ese
estado, es de textura suave y color amarillento (s,

— Etapa de sobre maduracion:

Esta etapa se define como la secuencia de cambio de color, sabor y textura,
gue conlleva al estado en el cual la fruta es aun aceptable para comer a pesar
de que se hayan suscitado dichos cambios. En el caso del platano, la pulpa
pierde el jugo natural y sales del fruto por estar muy impregnadas de agua, y en
las cascaras ocurren alteraciones degenerativas, en su mayor parte causadas

por infecciones fungicas._ (s
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Etapa de senescencia:

En esta etapa el platano pierde calidad, presenta desordenes fisiol6gicos y
enfermedades inducidas por hongos. En el platano, las primeras sefiales de
es0s cambios consisten en manchas pardas, que finalmente coalescen hasta
que la cascara se torna parda, estado en el cual la pulpa todavia se puede

comer. Por ultimo la cascara adquiere un color pardo.

— Requerimientos de clima, suelo, y siembra

El platano se adapta a climas tropicales y sub tropicales humedos, desde el
nivel del mar hasta 1,200 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura
optima de crecimiento entre 18.5 y 35°C, a temperaturas menores se retarda
el desarrollo fisiolégico de la planta, retrasando asi la cosecha; existen otros
factores climaticos como la luz y el viento, que influyen en el cultivo del platano.
Los suelos ideales para el cultivo del platano son los francos (franco arenoso,
franco arcilloso-limoso), profundos, fértiles, bien drenados y de topografia plana
0 casi plana. El platano se puede sembrar durante todo el afio, siempre y
cuando se tenga un adecuado suministro de agua, especialmente en la época
Seca. (g)

La cosecha inicia entre los 11y 13 meses después de la siembra, dependiendo
de las zonas climaticas y edaficas, tomando como indicadores principales la
apariencia del fruto y la fecha de floracion. g,

Al momento de la cosecha, el racimo y los frutos deben presentar un tamafio
normal de variedad; la superficie del platano maduro debe estar casi
completamente redondeada, desapareciendo la arista. ()

En buenas condiciones de vegetacion y clima, el intervalo de tiempo que separa
la emision de inflorescencia y el estado normal medio de recoleccion para el

comercio de exportacion es de 80 a 95 dias. )
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3.4 Levaduras

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

La gemacion se produce cuando disponen de suficientes nutrientes para su
alimentacion.

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

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

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

Las levaduras han servido al hombre durante muchos siglos para fermentar
jugos de fruta, para elaborar muchos y nutritivos alimentos. s

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

Se consideran tres principales subdivisiones reconocidas:

— Las levaduras ascosporogenas y ascomicéticas

— Las levaduras basidiomicéticas

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

deuteromicetes.
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Las levaduras se encuentran muy difundidas en la naturaleza y son
diseminadas por los insectos y el viento. Varian considerablemente de tamafio
entre 1-5 micrometros de ancho y de 5 a 30 micrometros o0 mas de largo,
generalmente son ovoides si bien algunos son esféricos y otros alargados, cada
especie tiene su aspecto caracteristico. Las levaduras no tienen flagelos u otros
organélos de locomocion. s,

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

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

Cuando se desarrollan en medio de cultivos adecuados las colonias de
levaduras varian en aspecto, textura y margen. Asi algunas son lisas, otras
rugosas, aplanadas, otras elevadas; tienen bordes bien definidos o irregulares.
Las colonias jévenes tienen consistencia comparable a la de una pasta; la cual
con el tiempo se vuelve mas espesa y seca. )

Como las levaduras son muy importantes en la industria por su capacidad para
fermentar u oxidar sustratos y producir sustancias Utiles, es conveniente usar la
cepa de microorganismos que proporcionan la mayor cosecha. s,

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

La levadura se propaga bien en presencia del aire y en ausencia de el, pero

fermenta los azucares mas rapidamente cuando esta ausente el aire; puesto
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que la asimilacion es entonces mas lenta y la mayor parte del azucar es
convertida en alcohol.)

En presencia de aire en exceso, es inhibida la fermentacion y se estimula la
asimilacion; por esta razén se airea fuertemente la solucion fermentada.

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

Los constituyentes normales de las células referidas a la materia seca de

levadura en cantidades porcentuales son las siguientes: s,

Cuadro N° 4 Constituyentes normales referidas a la materia seca de levadura.

COMPONENTES PORCENTAJE EN PESO SECO (%)
Grasas 2.0
Elementos Inorganicos 9.0
Hidratos de Carbono 37.0
Sustancias Nitrogenadas 50.0

3.4.1 Estructura quimica de lalevadura

Basicamente la célula de la levadura consiste de una pared celular formada por
tres capas en las células sanas. Esta pared rodea al plasmalema (membrana
del citoplasma) y el citoplasma, dentro del cual existen varios organélos,
incluyendo vacuolas, mitocondrias, poli-ribosoma y granulos. s

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

menos densa se llama ndcleo plasma. s,
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3.5 Saccharomyces cerevisiae.

La levadura Saccharomyces cerevisiae tiende a formar colonias de color
crema, blancas y humedas en mosto agar.En cultivos jovenes las células
presentan forma redonda, ovalada o poliforme y un tamafio de 4 a 14 micras de
longitud por 3-7 micras de grueso.(Ver Figura N°2) Forma ascosporas redondas
y lisas.Fermentan glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa y rafinosa. No utiliza
nitratos, y tolera pH: 3.5-4.0.

En condiciones normales de observacion en el microscopio el ndcleo sera
invisible, el protoplasma en las células jévenes sera de apariencia suave y poco
granulado, aumentando su granulacion y el tamafio de las vacuolas en las
células viejas. Las células muertas presentan generalmente una apariencia mas
irregular, con el protoplasma rugoso y paredes celulares mas gruesas.(5)
Saccharomycescerevisiaeesporula en forma muy dificil y para inducir la
esporulacién es necesario mantener la levadura en medio humedo, con aire y
sin nutrientes, excepto solo minerales, cuando se forman esporas, estas

generalmente serdn 2 a 4, conociéndose con el nombre de ascosporas y

llamandose a la bolsa que la contiene asca. ()

B

Figura N° 2 Levadura Saccharomyces cerevisiae.
(En una imagen de microscopio)
La estructura de la pared celular previene fisicamente la difusion dentro o fuera

de la célula de compuestos con pesos moleculares mayores de 4,500.Como se
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menciond anteriormente, debajo de la pared celular se encuentra la membrana
citoplasmatica o plasmalema, la cual consiste de manan, proteina y lipidos.
Esta membrana controla el paso de iones inorganicos, aminoacidos y azucares;
asi como el paso hacia el exterior de los productos del metabolismo (alcohol,
enzima, material proteico, etc.)s

En el citoplasma existen mitocondrias los cuales estan directamente
involucrados con la sintesis de proteinas y acido ribonucleico (RNA) y también
en las reacciones del ciclo de Krebs y en los sistemas para transporte de
electrones. En las levaduras que se encuentran en condiciones aerébicas la
mitocondria puede tener forma esférica o de baston, en tanto que en las
levaduras que se encuentran en condiciones anaerdbicas o en un medio que
tenga un alto contenido de glucosa se formaran mitocondrias mas simples. (s
La pared celular exterior de Saccharomyces cerevisiae consiste
principalmente en un complejo que fosfomanan, en tanto que las zonas

exteriores de las mismas, estaran formadas por manana y glucana.

Cuadro N° 5 Clasificacion taxonémica de Saccharomyces cerevisiae.

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

La fermentacién alcohdlica se puede considerar desde una perspectiva humana
como un proceso bioquimico para la obtencion de etanol, que por otras vias se
ha obtenido gracias a procedimientos quimicos industriales, como por ejemplo
mediante la hidratacion de etileno. (13

La fermentacion alcohdlica denominada también como fermentacion del etanol
o incluso fermentacion etilica es un proceso biologico de fermentacion en plena
ausencia de aireoxigeno, originado por la actividad de algunos microorganismos
que procesan los hidratos de carbono por regla general azlcares: como pueden
ser por ejemplo la glucosa, la fructosa, la sacarosa y el almidon. para obtener
como productos finales: un alcohol en forma de etanol (CH3-CH,-OH), dioxido
de carbono (CO;) en forma de gas y unas moléculas de adenosintrifosfato
(ATP) que consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular
energético anaerobico . El etanol resultante se emplea en la elaboracion de
algunas bebidas alcohdlicas, tales como el vino, la cerveza, la sidra, el cava,
etc. Aungue en la actualidad se empieza a sintetizar también etanol mediante
la fermentacion a nivel industrial a gran escala para ser empleado
como biocombustible. (13

La fermentacion es un proceso catabdlico de oxidacién incompleta, siendo el
producto final un compuesto organico. Estos productos finales son los que
caracterizan los diversos tipos de fermentaciones. Fue descubierta por Pasteur,
que la describi6 como la vida sin el aire. para el caso Otto Heinrich Warburg
define la fermentacion alcohdlica como unproceso biolégico de fermentaciéon en
plena ausencia de aire, originado por la actividad de algunos microorganismos
que procesan los hidratos de carbono , para obtener como productos finales:
un alcohol en forma de etanol, dioxido de carbono CO, en forma de gas y unas

moléculas de ATP (13
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La fermentacién alcohdlica tiene como finalidad biolégica proporcionar energia
anaerodbica a los microorganismos unicelulares, para ello disocian las moléculas
de glucosa y obtienen la energia necesaria para sobrevivir, produciendo
el alcoholy CO, como desechos a consecuencia de la fermentacion. Las
levaduras y bacterias causantes de este fendbmeno son microorganismos muy
habituales en las frutas y cereales y contribuyen en gran medida al sabor de
los productos fermentados . Una de las principales caracteristicas de estos
microorganismos es que viven en ambientes completamente carentes
de oxigeno , maxime durante la reaccion quimica, por esta razon se dice que la
fermentacion alcoholica es un proceso anaerdbico. (13)

La fermentacion en términos generales es la descomposicidon de las sustancias
organicas de origen vegetal exentas de nitrégeno, preferentemente los hidratos
de carbono o sus derivados por medio de bacterias, levaduras y mohos con
produccion de energia. Hay fermentaciones aerdbicas, oxidantes y anaerdbicas.
Tanto la fermentacion anaerdbica y aerdbicas tienen ambas el mismo fin, la
provision de energia de los microorganismos causantes del fenébmeno (is)

La fermentacién es un proceso conocido desde la antigiedad y algunas de ellas
constituyen hoy en dia una de las ramas de produccion mas importantes en la
industria. Existen dos tipos de fermentacion: fermentacion anoxidativa en la cual
no hay intervencién del oxigeno en el proceso y fermentacion oxidatoria en la
cual el oxigeno esta presente. (13

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

formacion de espuma, (13)
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Figura N° 3 Reaccion bioquimica de la fermentacion

La glucdlisis es la primera etapa de la fermentacion, lo mismo que en la
respiracion celular, y al igual que ésta necesita de enzimas para su completo
funcionamiento; a pesar de la complejidad de los procesos bioquimicos una
forma esquematica de la reaccién quimica de la fermentacion alcohdlica puede
describirse como una glicolisisen la denominada via Embden-Meyerhof-Parnes.
(Figura N° 3) de tal forma que puede verse como participa inicialmente una
molécula de hexosa:
CsH1206 + 2 Pi + 2 ADP — 2 CH3-CH,OH + 2 CO, + 2 ATP + 25.5 kcal
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Se puede ver que la fermentacion alcohdlica, desde el punto de vista
energético es una reaccion exotérmica, se libera una cierta cantidad de energia.
La fermentacion alcohdlica produce gran cantidad de CO,, que es la que
provoca que el cava (al igual que el Champagne y algunos vinos) tengan
burbujas. Este CO, (denominado en la edad media como gas vinorum) pesa
mas que el aire, y puede llegar a crear bolsas que desplazan el oxigeno de los
recipientes donde se produce la fermentacion. (13)
Un célculo realizado sobre la reaccion quimica muestra que el etanol resultante
es casi un 51% del peso, los rendimientos obtenidos en la industria alcanzan el
7%. Se puede ver igualmente que la presencia de fosforo (en forma de
fosfatos), es importante para la evolucion del proceso de fermentacion. (is)
La fermentacion alcohdlica se produce por regla general antes que la
fermentacién malolactica, aunque existen procesos de fermentacién especificos
en los que ambas fermentaciones tienen lugar al mismo tiempo. La presencia
de azucares asimilables superiores a una concentracion sobre los 0.16 g/L
produce invariablemente la formacién de alcohol etilico en proceso de
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae(levadura), incluso en presencia de
exceso de oxigeno (aerdbico), este es el denominado efecto Crabtree, este
efecto es tenido en cuenta a la hora de estudiar y tratar de modificar la
produccion de etanol durante la fermentacion 3
Si bien el proceso completo (via Embden-Meyerhof-Parnes) descrito
simplificado anteriormente explica los productos resultantes de la fermentacion
etilica de un hexano, cabe destacar que el proceso se puede detallar en una
glicdlisis previa gobernada por un conjunto de enzimas en la que se obtiene un
piruvato tal y como se describe a continuacion:

CesH1206 — 2 CH3;COCOO™ + 2 H,0 + 2H"
La reaccion quimica se describe como la reduccién de dos moléculas de
Nicotinamida adenina dinucleé6tido (NAD") de NADH (forma reducida del NADY)
con un balance final de dos moléculas de ADP que finalmente por la reaccion
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general mostrada anteriormente se convierten en ATP (Adenosin Trifosfato).
Otros compuestos trazados en menores proporciones que se encuentran
presentes tras la fermentacién son: el acido succinico, el glicerol, el acido
fumarico. (13

En més detalle durante la fermentacion etilica en el interior de las levaduras, la
via de la glucdlisis es idéntica a la producida en el eritrocito (con la excepcién
del piruvato que se convierte finalmente en etanol). En primer lugar el piruvato
se descarboxila mediante la accion de la piruvato descarboxilasa para dar como
producto final acetaldehido liberando por ello diéxido de carbono (CO,) a partir
de iones del hidrégeno (H") y electrones del Dinucledtido de Nicotinamida y
Adenosina (reducido)(NADH). Tras esta operacion el NADH(Dinucleotido de
Nicotinamida y Adenosina (reducido) sintetizado en la reaccion bioquimica
catalizada por el Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa (GADHP) se vuelve
a oxidar por el alcohol deshidrogenasa, regenerando NAD® Nicotinamida
Adenina dinucleétido para la continuacion de la glucdlisis y sintetizando al
mismo tiempo etanol. i3

Se debe considerar que el etanol va aumentando de concentracion durante el
proceso de fermentacion y debido a que es un compuesto téxico, cuando su
concentracion alcanza aproximadamente un 12% de volumen las levaduras
tienden a morir. Esta es una de las razones fundamentales por las que las
bebidas alcohdlicas (no destiladas) no alcanzan valores superiores a los 20%
de concentracion de etanol. (13)

La fermentacion alcohdlica es un proceso anaerdbico exotérmico (libera
energia) y moléculas de ATP necesarias para el funcionamiento metabdlico de
las levaduras (seres unicelulares). Debido a las condiciones de ausencia de
oxigeno durante el bioprocesos, la respiracion celular de la cadena del ADP en
ATP queda completamente bloqueada, siendo la Unica fuente de energia para
las levaduras la glicélisis de la glucosa con la formacion de moléculas de ATP

mediante la fosforilacion a nivel de sustrato. El balance a nivel molecular del
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proceso se puede decir que genera dos moléculas de ATP por cada molécula
de glucosa. (13

3.6.1 Tipos de fermentacién alcoholica

Fermentacion industrial

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

Fermentacion industrial tipica

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

microorganismos van aumentando de concentracion en el transcurso de la


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Eficiencia_qu%C3%ADmica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Industria
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fermentaci%C3%B3n_alcoh%C3%B3lica_continua&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Bioreactor&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_de_control
http://es.wikipedia.org/wiki/No_linealidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Oscilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Zymomonas_Mobilis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Biorreactor
http://es.wikipedia.org/wiki/Metabolito
http://es.wikipedia.org/wiki/Biomasa
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reaccion al mismo tiempo que el medio va modificando sus propiedades
quimicas y se forman productos nuevos como consecuencia de las reacciones
anabolicas. is)

Fermentaciones naturales

La fermentacion alcohdlica con la emision de ciertas cantidades de etanol se
produce de forma espontdnea en la naturaleza siempre que se encuentre un
azucar y una atmosfera pobre de oxigeno, es por esta razén que ocurre
espontaneamente en el interior de algunas frutas que se puede decir sufren un
proceso de maduracion anaerobica. is)

Fermentaciones especificas

Las fermentaciones especificas son manipuladas por el hombre con el objeto de
obtener el etanol en ciertas bebidas. Para ello se emplean principalmente los
azucares de las frutas, cerealesy leche. La produccién de estas bebidas es en
la mayoria de los casos local debido a la disponibilidad de los substratos. (i5)

3.6.2 Factores ambientales que afectan el proceso de fermentacion

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

- Concentracion del azucar.

- Control del pH del medio.

- Aeracion.

- Control de temperatura.

- Formacion de espuma.

- Contaminacion.

Concentracion del azlcar:Sistema tipico donde la concentraciéon de la

sustancia convertible se reduce gradualmente desde un valor inicial alto hasta


http://es.wikipedia.org/wiki/Atm%C3%B3sfera
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
http://es.wikipedia.org/wiki/Cereal
http://es.wikipedia.org/wiki/Leche
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un minimo. La mitad de los azucares totales fermenta en 8 - 10 horas durante el

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

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

Aeracion: En muchos procesos y si es aerdbico es conveniente la presencia
del aire, en especial durante la fase de incubacion, cuando el organismo
prolifera rapidamente. Las levaduras crecen bien bajo condiciones aerébicas. s,

Control de temperatura:La temperatura inicial éptima depende de factores
analogos a los que controlan el pH. Aunque la mayoria de microorganismos
toleran intervalos amplios de temperatura. Las levaduras no toleran
temperaturas mayores de 470 °C y la Saccharomyces cerevisiae crece a
200°C. 5

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

levadura, quedando adherida en las paredes del fermentador. s,

Contaminacién: algunos procesos microbianos fermentativos no pueden
realizarse con éxito, debido a contaminacion causada por la presencia de
microorganismos como bacterias, degeneracién de los microorganismos y las

diferencias en los valores optimos del pH. s
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3.7 Materias primas y su importancia para el proceso fermentativo.

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

- Materias ricas en sacarosa como la cafia de azUcar, platano, la melaza vy el
sorgo dulce.

- Materias ricas en almidon como los cereales (maiz, trigo, cebada, etc.) y los
tubérculos (yuca, camote, papa, malanga, etc.).

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

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

su cultivo las cuales podrian ser destinadas a la produccion de alimentos. (is)

Por su parte, las materias ricas en almidon contienen carbohidratos de mayor
complejidad molecular que necesitan ser transformados en azlcares mas
simples por un proceso de conversion (sacarificacion), lo que introduce un paso
mas en la produccion con el consiguiente aumento en los costos de capital y de
operacion. No obstante lo anterior, existen ciertos cultivos amilaceos como es el
caso de la yuca, los cuales se pueden establecer con un minimo de insumos y
en tierras marginales en donde generalmente otras especies mas exigentes no

se desarrollan . (5

Finalmente, las materias primas ricas en celulosa son las mas abundantes, sin
embargo la complejidad de sus azucares hacen que la conversion de estos en

carbohidratos fermentables sea una tarea dificil y poco rentable en la
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actualidad. Los procesos de hidrolisis &cida y enzimatica de sustratos
celulésicos se encuentran poco desarrollados a nivel industrial, sin embargo se

esperan avances importantes en los proximos afios. (is)

3.8 Potencial de iones Hidrégeno (pH)

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

portatiles. (1

3.9 Grados Brix

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

diferente densidad que el aire. (4

3.10 Determinacion de biomasa por el método peso seco.

Determinacion por peso seco.

El método méas usado para medir el crecimiento microbiano es una estimacion
directa de la masa celular denominado: peso seco celular, segin Humphrey
(1984).

El método para medir el crecimiento microbiano consiste en secar lentamente
volimenes conocidos de cultivo celular hasta obtener un peso constante.

Cuando se trata de levaduras, estas sedimentan rapidamente. (s,



44

3.11 Grado alcohdlico

El grado alcohdlico es determinado en la practica mediante un aerémetro
expresamente graduado, llamado alcoholimetro, alcohometro o aerometro. El
mas utilizado es el alcoholimetro de Gay Lussac, el cual se encuentra graduado
a 15°C, y expresa el grado alcohdlico en volimenes (centimetros cubicos de
alcohol etilico en 100 centimetros cubicos de liquido a 15°C).(14)

3.12 Destilacion.

Existen sustancias liquidas que se encuentran contaminadas con impurezas en
pequefia cantidad, éstas pueden ser eliminadas por algun tipo de destilacion.
Se dice entonces que se efectia una purificacion. (14

La destilacibnes una de las principales técnicas para separar mezclas de
liquidos. La separacion se fundamenta en la diferencia de la presion de vapor
de los diferentes componentes de la mezcla. Al calentar la mezcla los
componentes se evaporan para condensarse posteriormente y durante el

proceso el vapor se enriquece con los componentes mas volatiles. (14

3.12.1 Destilacién simple
Se usa cuando la diferencia entre los puntos de ebullicion de los componentes
es grande, mayor de 80° C, o cuando las impurezas son solidos disueltos en el

liquido a purificar. (14)

3.12.2 Destilacién fraccionada

La destilacion fraccionada es un proceso fisico utilizado en quimica para
separar mezclas (generalmente homogéneas) de liquidos mediante el calor, y
con un amplio intercambio calérico y masoéico entre vapores y liquidos. Se
emplea cuando es necesario separar soluciones de sustancias con puntos de
ebullicién distintos pero cercanos. Algunos de los ejemplos mas comunes son el

petrdleo, y la produccion de etanol.(14)


http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
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3.13 Alcoholes
Los alcoholes son derivados de hidrocarburos (moléculas formadas por carbono
e hidrogeno) y se caracterizan por tener un grupo oxidrilo (OH) unido a uno de

los atomos de carbono en sus moléculas. (is)

La mayoria de los alcoholes de bajo peso molecular son los de mayor
importancia comercial. Son usados como solventes en la preparacion de

pinturas, anticongelantes, productos farmacéuticos y otros compuestos. (is).

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

produzca una mejor y limpia combustion. (s

3.14 Etanol

Formula quimica del etanol: CH3;CH,OH PM 46.07. Los alcoholes simples de
bajo peso molecular como el etanol son incoloros, volatiles, liquidos,
inflamables y solubles en agua. Cuando el peso molecular crece, el punto de
ebullicion, el punto de fusion y la viscosidad crecen y la solubilidad en agua
decrece. Estas propiedades fisicas pueden ser alteradas por la presencia de
otro grupo funcional (es un atomo o grupo de atomos unidos entre si y al resto

de las moléculas de una determinada manera estructural). (15
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3.14.1 Propiedades fisico quimicas del etanol

Es un liquido volatil, inflamable, incoloro, moévil, posee un olor caracteristico,
produce una sensacion de quemadura en la lengua, y es el alcohol de menor
toxicidad. Usos generales del etanol:

— Esusado en bebidas alcohdlicas.

— Se utiliza como desinfectante.

— Solvente en numerosas sustancias.

— Actualmente su uso como combustible por su alto octanaje. (s

3.15 Pruebas generales de alcoholes

3.15.1 Prueba de Lucas (ZnCl,/HCI)

Se basa en la diferencia de reactividad que presentan los alcoholes con los
halogenuros de hidrogeno, para formar el halogenuro de alquilo
correspondiente. La reaccién es catalizada con cloruro de zinc anhidro.

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

3.15.2 Oxidacién con dicromato de potasio (K,Cr,07/H,SO,)
Los alcoholes primarios y secundarios reaccionan rapidamente con acido
crémico para dar una suspensién verdosa debido a la formacién de Cr*3

mientras que los alcoholes terciarios no reaccionan a dicha prueba. (g
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3.15.3Oxidacion con permanganato de potasio

En esta prueba el permanganato de color violeta, se reduce a MnO,
produciendo un precipitado de color mardn, en el cual el manganeso se
encuentra en estado de oxidacion +4, esta reaccion es caracteristica para

alcoholes primarios los cuales se oxidan a acidos carboxilicos. )

3.16 Espectrometria de absorcion en el infrarrojo.

Aunque con algunas excepciones, se puede decir que cualquier moléculaque
contenga enlaces covalentes, absorbe radiacion en la region infrarroja del
espectro. Si consideramos una molécula diatonica sencilla, esta
puederepresentarse como dos masas conectadas entre si mediante un
muelle(enlace) que se estira o encoge con respecto a una distancia media o
deequilibrio. Si se irradia esta molécula con un haz de radiacién
monocromatica cuya frecuencia sea la misma que la frecuencia de vibracion del
enlace, se producird la absorcibn de la radiacion. En otraspalabras, la
componente eléctrica de la onda transmitird su energia alenlace si existe
concordancia entre la frecuencia mecénica de vibracion del enlace y la
frecuencia electromagnética de la radiacion (fig. N° 4). La energia absorbida

servira para incrementar la amplitud de la vibracionmecanica del mismo. (7

(a) (b)
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Figura N° 4 Movimientos moleculares en absorcion infrarroja.
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La absorcién de radiacion IR produce cambios de energia en el orden de 8a
40KJ/mol que se corresponde con frecuencias que coinciden con lasfrecuencias
vibracionales de tension y de reflexion de la mayoria de los 44enlaces
covalentes de las moléculas. Sin embargo, no todos los enlaces de una
molécula son capaces de absorber radiacion en el IR, inclusocuando la
frecuencia de la radiacion coincide exactamente con la del tipode enlace. Para
gue una molécula absorba en el infrarrojo, se debe presentar un cambio en el
momento dipolar de la molécula durante la vibracion, ya quesolo en estas
circunstancias el campo eléctrico de la radiacion puedeinteraccionar con la
molécula. El momento dipolar esta determinado por lamagnitud de la diferencia
de cargas y por la distancia entre ambos centrosde cargar. Por tanto, en
moléculas diatdnicas en las que los atomos soniguales (O, N), el momento
dipolar no sufre un cambio neto durante la vibracion o rotacion y, por tanto,
estos compuestos no absorben radiacionen el infrarrojo.

Pueden distinguirse dos clases de vibraciones fundamentales en lasmoléculas,

de tension o alargamiento y de deformacion o flexiéon (fig. N° 5).

.-.,_/J' - — -
Tensidn simétrica Flexidn simétrica
en el plano
(movimiento de tijera)
__/P .
Tensidn asimétrica Flexidn simétrica
fuera del plano
{movimiento de torsidn)
~ —
P '
- g

Flexion asimétrica Flexién asimétrica
en el plano fuera del plano
{maovimiento de balances) (movimiento de aletes)

Figura N° 5 Movimientos en el plano de las moléculas en el infrarrojo.
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3.16.1 Espectros de infrarrojos en el analisis cualitativo

El espectro de infrarrojo va a ser caracteristico para cada compuesto
yproporciona informacion muy uatili para su identificacion. En cada
espectroaparecen una serie de bandas o picos a determinada frecuencia
deradiacion, las cuales son el resultado de las distintas transiciones energéticas
que se producen en las moléculas al pasar deunos estados vibracionales y
rotacionales a otros. (17)

El modo mas sencillo de identificar un compuesto a partir de su espectrode
infrarrojo es comparando su espectro con el de otros compuestospuros. La
mayoria de los instrumentos modernos tienencatdlogos de espectros que
permiten realizar de manera mas 0 menosrapida esta comparacion. Para
proceder a la identificacion de uncompuesto primero se determina n los grupos
funcionales presentes en elmismo, observando la zona del espectro conocida
como regién defrecuencias de grupo (comprendida entre 3600 y 1200 cm™)
para ello, seutilizan a modo de ayuda las tablas de frecuencias de grupo que
recogen el intervalo de frecuencia dentro del cual es posible encontrar una

bandade absorcién para un determinado grupo funcional.

3.17 Porcentaje de rendimiento

Rendimiento: Es la relacion entre el alcohol producido y el azlcar puesto a
disposicion de la levadura.Teo6ricamente por 100 Kgde muestra fermentada se
obtienen 33 litros de alcohol.
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio: Experimental, prospectivo.

El estudio es de tipo experimental, ya que se desarroll6 la practica de
laboratorio para recolectar informacion y datos necesarios a cerca de la
investigacion, a si mismo se clasifica como estudio prospectivo, debido a que
se demostré a través de un lapso de tiempo y en una poblacion determinada, la
obtencion de alcohol etilico utilizando como medio de produccion cascaras de
Musa paradisiaca (platano) en estado maduro y un microorganismo productor

Saccharomyces cerevisiae.

4.2 Investigacion bibliogréfica

Se realizé una busqueda bibliogréafica en las siguientes universidades del pais:

- Universidad Centroamericana José Simedn Cafias (UCA)

- Universidad Nueva San Salvador (UNSSA)

- Universidad Alberto Masferrer (USAM)

- Biblioteca de la Facultad de Ciencias Agronémicas

- Biblioteca Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

- Bibliotecas de la Escuela Nacional de Agricultura (ENA), Centro de
tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA) y Jardin Botanico La Laguna.

- Diferentes sitios web relacionados con la investigacion.

4.3 Investigacion de campo.

Se realiz0 una visita al Jardin Botanico La Laguna, Centro de Tecnologia
Agropecuaria y Forestal (CENTA) y Escuela Nacional de Agricultura (ENA) con
el fin de identificar la especie segun las caracteristicas propias de la muestra

que se utilizo.


http://www.monografias.com/trabajos7/sisinf/sisinf.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/basda/basda.shtml
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Universo:

Cafeterias ubicadas dentro de la Universidad de El Salvador que desechan
cascaras de platano.

Poblacion:

Céscaras de Musa paradisiaca (platano).

Muestra:

100 cascaras completas de Musa paradisiaca (platano), recolectadas de las
cafeterias ubicadas dentro de la Universidad de El Salvador.

Tipo de muestreo:

Se realiz6 un muestreo no probabilistico.

La seleccion de la muestra se hizo de acuerdo a las caracteristicas definidas
con los siguientes criterios.

Caracteristicas de la muestra a recolectar: (3(Ver Figura N° 6)

Clase: Musa paradisiaca
Tamafio: Grande (20-25cm)
Forma: Lisa

Color: Amarillo

Estado: Maduro

Figura N° 6Musa paradisiaca
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4.4 Parte experimental

La practica de laboratorio se realizé en un periodo aproximado de un mes, en
el laboratorio de Microbiologia en el Centro de Investigacion y Desarrollo en
Salud (CENSALUD), en los laboratorios de Quimica Organica, y en el
Laboratorio de Analisis de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

4.5 Determinacionde la concentracion del inéculo.

La determinacion de la concentracion del indculo, se realizd partiendo de

diluciones, determinando la cantidad de UFC por el método de recuento total

de levaduras, hasta determinar la concentracion de la levaduracomercial
utilizada, para la fermentacion. (1s)

Procedimiento.

- Pesar 1.00 gramos de levadura comercial (Federal), y colocarlos en 100
mL de peptona sin tween.

- Rotular con lapiz graso hasta la dilucién 1X10° ,9 tubos de ensayo que
contienen 9 mL de caldo Casoy,.

- Tomar 1.00 mL del in6culo que contiene levadura y peptona, y colocarlo en el
tubo de ensayo, que contiene 9.00 mL de caldo Casoy que rotula 1X10™,
luego tomar 1 mL de este y colocarlo en la dilucié6n 1X10% y asi
sucesivamente hasta la dilucién 1X10".

- Luego colocar en placas de petri por duplicado 1 mL de inéculo de cada
dilucion.

- Verter aproximadamente 15 mL de agar Sabouraud a cada placa, y
homogenizar rotando las placas en forma de ocho.

- Incubar las placas durante 24 horas a 37° = 5, para eliminar el agua de
condensacion.

- Retirar las placas de la incubadora y continuar el proceso de incubacion,

durante siete dias, finalmente realizar la lectura de placas. (Ver Figura 17).
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4.6 Recoleccion de la muestra.

Se realizd la recoleccion de las cascaras en las cafeterias mencionadas en el

universo.

- El periodo de recoleccion de la muestra se realizé el mismo dia que las
cascaras fueron desechadas.

- Se transportaron en un recipiente plastico para procesarlas el mismo dia.

- Limpieza de la muestra:

- La limpieza de la cascara tiene como finalidad eliminar la suciedad y
residuos de plaguicidas que ésta puede tener. Para ello se sumerge la
cascara en una solucién de agua con detergente comercial en polvo al 2%,
frotandolo con un mascén lavaplatos, y luego eliminar los residuos con agua
destilada. Posteriormente escurrir las cascaras ().

- Fraccionamiento de la cascara:

- Fraccionar cuidadosamente las cascaras en trozos, de aproximadamente
2cm?. (3(Ver Figura N° 18)

4.7 Preparacion del sustrato.
Se utilizé6 como sustrato las céscaras del platano fraccionadas, en cantidad

suficiente para obtener 800 gramos de muestra.

Se colocaron 800 gramos de muestra utilizando como reactor un erlenmeyer de
2 Litros. Posteriormente se agregd agua desmineralizada a volumen de 2 litros,
se ajusté a pH de 1.5 con solucién acuosa de acido sulfdrico al 10% vl/v, se
llevé al autoclave a 15 psi y 121°C por quince minutos, posteriormente se

ajusto el pH a 4.5 con solucion de NaOH al 10% p/v. (12

Se adiciono al sustrato 1.0 gramo del in6culo de levadura en concentracion de
3.0 x 10°UFC/g.

Colocar el sustrato inoculado en un beaker de 5 Litros
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Tomar la lectura inicial de los grados Brix y fermentar por 72 horas. (Ver Figura
N° 19)

4.8 Determinacion de pH del fermento.

Tomar una muestra del fermento de 30mL, filtrar con gasa Yy luego filtrar con

papel filtro poro grueso por gravedad, y determinar el pH del filtrado final. (4

- Calibrar previamente el pH metro, utilizando soluciones bufferde pH 4y 7.

- Pipetear 6 mL del filtrado.

- Colocar en beaker de 10 mL.

- Introducir el electrodo del pH metro en la muestra.

- Dejar reposar durante un minuto.

- Leer directamente el valor del pH del fermento.

4.9 Determinacion de grados Brixdel fermento:

- Limpiar el prisma del brixobmetro con un algodon impregnado con alcohol
isopropilico, secar con kleenex.

- Calibrar el brixbmetro con una gota de agua destilada y llevar a cero en la
escala.

- Del filtrado obtenido del cultivo de fermentacién, depositar una gota de
fermento sobre el prisma del brixémetro.

- Tomar la lectura orientando el brixémetro hacia la luz para observar la escala
en el instrumento.

- Realizar tres lecturas y obtener un promedio. (14

4.10 Determinacion de biomasa del fermento por el método peso seco.)

- Lavar cinco tubos de ensayo de 15 mL rotular como: Oh, 24h, 48h, 72h pesatr,
secar a 105 °C por 30 minutos, enfriar en desecador.

- Pesar los tubos previamente tarados en balanza analitica, anotar peso.

- Colocar en cada tubo previamente pesado 10 mL de muestra de cada tiempo
de fermentacion y centrifugar a 4000 RPM por 15 minutos.

- Decantar el liquido sobrenadante.
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- Secar en estufa la masa celular a una temperatura de 105°C por 10 horas
hasta que el peso sea constante.

- Enfriar los tubos en desecador por treinta minutos.

- Pesar los tubos en balanza analitica y por diferencia de peso determinar

biomasa.

4.11 Determinacion del grado alcohdlico del fermento.

- En una probeta de 100mL colocar 100 mL del fermento.
Limpiar y secar con kleenex el alcoholimetro, y sumergirlo dentro de la
probeta que contiene la muestra, asegurando que la muestra cubra por
completo el alcoholimetro.

Realizar la lectura y anotar el valor del grado alcoholico de la muestra. 14

4.12 Destilacion simple.
- Engrasar las partes esmeriladas del equipo.
- Colocar 250mL del fermento obtenido en el matraz del equipo de destilacién

simple que esté montado como muestra la figura N° 7.

Figura N° 7 Equipo utilizado para la destilacion simple.
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El calentamiento de la muestra, se debera hacer de forma cuidadosa y

controlada, utilizando hotplate.

- Anotar la temperatura a la cual empieza a destilar la muestra y recibir el
destilado en un erlenmeyer de 250mL, colocarlo en un bafio de hielo.

- Al permanecer constante la temperatura, cambiar inmediatamente a otro
erlenmeyer de 250 mL, para recibir ahora todo lo que destile a esa

temperatura. 14

4.13 Destilacion fraccionada.
- Engrasar las partes esmeriladas del equipo.
- Colocar el destilado obtenido en el matraz de destilacion del equipo de

destilacién fraccionada que esté montado como muestra la figura N° 8.

Figura N° 8 Equipo utilizado para la destilacion fraccionada.

- El calentamiento de la muestra, se debera hacer de forma cuidadosa y
controlada, utilizando hotplate o mechero de fisher.

- Anotar la temperatura a la cual empieza a destilar la muestra y recibir el
destilado en un Balén de 250 mL, colocado en bafio de hielo antes que se

alcance la temperatura constante.
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- Al permanecer constante la temperatura, cambiar inmediatamente a otro
Balon de 250 mL, para recibir todo lo que destile a dicha temperatura. (14

- Utilizar el destilado obtenido de la destilacion fraccionada, para realizar las
pruebas de alcoholes detalladas a continuacion.

4.14 Pruebas generales de alcoholes

4.14.1 Pruebade Lucas

Preparacion del reactivo de Lucas (ZnCl,/HCI):

- Mezclar 9mL de HCI concentrado con 3.5 gramos de cloruro de zinc.

Procedimiento para la identificacion de alcohol con reactivo de Lucas:

- A 0.5 mL del destilado agregar 3 mL de reactivo de Lucas, tapar el tubo
dejar reposar observar a los 5 minutos.

El resultado esperado es una solucion incolora, después de transcurridos 10

minutos aproximadamente. ()

4.14.2 Oxidacién con dicromato de potasio

Preparacion de dicromato de potasio al 10% K,Cr,O7/H,SOq:

- En un beaker de 50 mL agregar 5 gramos de dicromato de potasio en 25 mL
de agua destilada, agitar con un agitador de vidrio, hasta completa solucién.

- Pasar la solucion anterior a balén volumétrico de 50 mL, y llevar a volumen.

Procedimiento para la identificacion con dicromato de potasio:

- Colocar en un tubo de ensayo 3 mL de una solucién de dicromato de
potasio al 10%, colocar 4 gotas de acido sulfurico concentrado, y agregar 3
mL del destilado. Con precaucién calentar la mezcla, hasta observar el
cambio a color verde. ()

4.14.3 Oxidacion con permanganato de potasio.

Preparacion de permanganato de potasio:

- En un beaker de 150 mL pesar 3.0 gramos de permanganato de potasio,
agregar 75.0 mL de agua destilada, agitar con un agitador de vidrio, hasta

completa solucion.
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Procedimiento para la identificacibn con permanganato de potasio:

Pasar la solucién anterior a balon volumétrico de 100 mL, y llevar a volumen.
Colocar en un tubo de ensayo 3 mL de una solucion de permanganato de
potasio, y agregar 3mL del destilado. Con precaucion calentar la mezcla si es
necesario, hasta observar un precipitado cafe. (g

4.15 Identificacibn de la muestra por el método por absorcion

infrarrojoEspectrofotometro infrarrojo SHIMADZU

(Este analisis se realizé en laboratorio fisicoquimico de analisis de aguas de la

Facultad de Quimica y Farmacia).

Encender el espectrofotdmetro IR y el computador.

Inicializar el programa IR-Solution.

Conectar el computador por medio del programa con el espectrofotometro
IR utilizando el comando “Measure”, comando “Admin”, Inicializar. Dejar un
tiempo de equilibrio de 15 minutos.

Permitir que el programa registre las condiciones del equipo y que
reconozca automaticamente el accesorio ATR.

Dejar correr un barrido de las condiciones iniciales del equipo con la unidad
ATR armada sin muestra como sigue: utilizar el comando “Measure”, y
presionar “BKG” para obtener el espectro blanco (Background).

Tomar 3mL de la muestra de alcohol a analizar.

Analizar la muestra presionando el comando “Measure”, colectar la
informacion de la muestra en el espacio “coment” y presionar en “Sample”
para obtener el espectro correspondiente.

Limpiar la celda con un pafiuelo suave y luego con un algodén impregnado
de alcohol.

Comparar el espectro obtenido de la muestra con el estandar (proceder de

la misma forma descrita para la lectura del estandar. 17
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4.16 Determinacion del rendimiento obtenido del proceso de

fermentacién.

Rendimiento: Tedricamente por 100 Kgde muestra fermentada se obtienen 33
litros de alcohol. (13

Se obtiene por medio del siguiente planteamiento:

100 Kg de

muestra 33 Litros
fermentada

Cantidad de
muestra puesta
a fermentar

X = Rendimiento tedrico
El rendimiento obtenido del proceso de fermentacién se puede expresar como:

R tesrico 100%

R practico X

X = Rendimiento del alcohol obtenido

Donde:

R practico=Volumen de muestra obtenida de la destilacion fraccionada.
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5.0 RESULTADOSY DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1 Clasificacion de platano utilizado en la préactica para la fermentacion
alcoholica.

Para la identificacion de la especie del platano utilizado, se realiz6 una
investigacion bibliografica en el CENTA (Centro Nacional de Tecnologia
Agropecuaria y Forestales), y una entrevista al Dr. José Miguel Cuellar la cual
explica que hoy en dia debido a la gran cantidad de hibridos de las
familias de las musaceas que las industrias han desarrollado con el fin
de optimizar la produccién , e incrementar ganancias, en el mercado
resulta bastante complicado y hasta casi imposible poder establecer, el
tipo de hibrido que se cultiva, de ahi que se ha optado por dar una

clasificacion general, clasificandolo como Musa paradisiaca . ()

5.2 Verificacion de los factores del proceso fermentativo.

5.2.1Resultado de la determinacién de la concentracién del in6culo.

Figura N° 9 Concentracién 3.0 x 10° UFC/g de Saccharomyces cerevisiae

(Levadura)
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Las levaduras crecen en un amplio margen de temperatura desde 0 °C —
47°C,para el desarrollo de la Saccharomyces cerevisiae(Levadura),la
temperatura de incubacion se mantuvo a 37°C = 5, de igual manera el medio
de cultivo utilizado agar sabouraud favorecio el desarrollo de las colonias,las
diluciones realizadas fueron desde 10 hasta 10 ,observandose en la ultima
dilucion que el crecimiento del microorganismo se detuvo , en la dilucion 10
8 el conteo de la UFC de la Saccharomyces cerevisiae(Levadura comercial,
marca FEDERAL) fue de 3.0 x 108 UFC/g.(ve figura N°9).

5.2.2 Resultados de pH.

El pH es un factor importante en la fermentacion, debido a que este contribuye
en el control de la contaminacion bacterial, efecto del crecimiento de las
levaduras, velocidad de fermentacién y formacion de alcohol. Segun estudios
se determino que el pH favorable para el crecimiento de la Saccharomyces
cerevisiae se encuentra entre 4.4 - 5.0, con un pHde 4.5 para su crecimiento
optimo.por lo que fue importante controlar esta variable durante la fermentacion
con el fin que permanezca en el limite optimo para el desarrollo de la
levadura,obteniendose un pH promedio 4.52 en ambos ensayos
asegurandonos que este factor no interfiera en el proceso de fermentacién para
la formacion del producto esperado

En la tabla N°1 se observa que en los diferentes tiempos todos los valores se
mantuvieron dentro del pH optimo de la Saccharomyces cerevisiae. Alguna
variante en estos datos se debe a factores tales como: humedad relativa,

temperatura, error instrumental, error humano en el momento de la medicion.



Tabla N° 1Resultados de pH.
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1 0 4.52 4.51 4.52
2 24 4.50 4.54 4,52
3 48 451 4.49 4.50
4 72 4.50 4.53 4.52
X =452

La leve fluctuacién del pH durante el proceso fermentativoobservado se debe a

gque los metabolitos celulares del microorganismo son liberados al medio, esto

se puede observar en los resultados de los ensayos 1 y 2 ,como muestra la

figura N°10 en los cuales el pH oscilan entre 4.51 y 4.54,dando como resultado

un promedio de pH de ambos ensayos de 4.52.

4.56
4.54
4.52
4.50

L 448
4.46
4.44
4.42
4.40

0

24 Horas
2

48 Horas

3
Tiempo

72 Horas
4

=¢—Ensayo N° 1
=fi—Ensayo N ° 2
== pH promedio

Figura N° 10 Tendencia de pH.
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5.2.3 Resultados de grados Brix.

Los grados brix muestran la cantidad de azucares disponibles en el medio de
fermentacion, la tabla N°2 Muestra el comportamiento de los grados brix en los
ensayos realizados, durante este proceso el carbono es suministrado por los
azucares contenidos en la materia prima, siendo la concentracion de azucar un
valor que se debe considerar ya que afecta la velocidad de la fermentacion, el

comportamiento y el desarrollo de las células de la levadura.

La velocidad de reaccion enzimatica se ve afectada por diferentes factores tales

como el pH, la temperatura, el sustrato y la concentracion de la enzima.

Tabla N° 2 Resultado de grados Brix.

Tiempo de Promedio
N° de . Ensayo | Ensayo
fermentacion Grados
Muestra N° 1 N©°2 :
(Horas) Brix
1 0 28 28 28
2 24 15 15 15
3 48 15 15 15
4 72 15 14 14.5

Inicialmente a tiempo cero se obtuvieron 28 grados brix, cuando se trabaja con
concentraciones de azlUcares mayores a 21°brix se observa una deficiencia
respiratoria en la levadura, por lo quese interfiere la presion osmaotica de la
célula por un aumento significativo de soluto en el medio acuoso.Transcurridas
24 horas del tiempo defermentaciéon hubo una disminucién hasta 15 grados brix,
como muestra la figura N° 11obteniéndose en el fermento un valor de 10° Gay
Lussac de alcohol, ya que a valores de grados brix entre 10 y 18 suele

sersatisfactoria la produccién de alcohol.
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29.4

N
D
IS

x \
= —&—Ensayo
m
D 19.4 NO 1
o
B 144 W —=—FEnsayo
o N©°2
9.4
== Promedio
4.4 Grados Brix
0 24 48 72
1 2 3 4
Tiempo

Figura N° 11Resultados de grados Brix.

5.2.4 Resultados de biomasa

La biomasa indica la precensia de microorganismos disponbles para
metobolizar los carbohidratos presentes en el medio de fermentacion,en la tabla
N° 3 se observa el comportamiento de la biomasa en la fermentacion alcoholica

de céascaras de platano.

Tabla N° 3 Resultado de biomasa en ensayos 1y 2.

1 0 144 144 144
2 24 132 136 134
3 48 124 130 127
4 72 119 129 121

El proceso de fermentacion de cascaras de Musa paradisiaca(platano),se
realiz6 en condiciones anaerobias,lo que favorece a que la cantidad de
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microorganismos presentes disminuya levemente a medida transcurre los
diferentes tiempos de fermentacion como muestra la figura N° 12. La obtencion
de etanol inicia en el tiempo de fermentacion de 24 horas verificandose una

cantidad de biomasa de 144 g/l.

164.4
144.4
124.4
5 104.4 =—Ensayo
© Ne 1
£ 844
'a% 64.4 == Ensayo
44.4 N°2
24.4 ==Promedio
4.4 Biomasa g/L
0 24 48 72
1 2 3 4
Tiempo

Figura N° 12 Resultados de la biomasa.
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5.2.5 Determinacion del grado alcohdlico del fermento.

Figura N° 13 Resultado del grado alcoholico del fermento.

El grado alcohdlico es la expresién en grados del numero de volumenes de
alcohol contenidos en cien volumenes de producto, en la figura N° 13,se
observa el grado alcohdlico obtenido en el fermento a las 24 horas, el cual fue
medido con un alcoholimetro de Gay-Lussac, verificandose en la escala un
grado alcohdlico de 10° GL, que equivale al 10% de alcohol presente en el
fermento, al alcohol destilado no se le realizé el grado alcohdlico ya que la

muestra obtenida no fue representativa para la medida de dicho parametro.
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5.3 Resultado de la destilacion.

El rango de temperatura de destilacion representa en qué medida el alcohol
etilico se separa de la muestra acuosa, ya que tedéricamente el punto de
ebullicion del alcohol etilico es de 78.2 °C (13 donde este puede variar segun
las condiciones ambientales ; mientras el valor de la temperatura se acerca a el
valor de 100°C permite deducir que la muestra destilada ya no es etanol, puesto
gue el agua que también se encuentra en el medio hidroalcoholico destila (se
transforma en vapor) a una temperatura de 100 °C variando segun las
condiciones del laboratorio por lo que la temperatura de destilacion fue
suspendida a los 88°C,se realizo posteriormente al producto obtenido de la
destilacién simple una destilacion fraccionada para evitar interferencias por
trazas de agua y eliminar impurezas presentes en la muestra para una optima
identificacion del alcohol obtenido.

5.4 Resultados de las pruebas quimicas realizadas para determinar
alcoholes.

A continuacion se presentan las diferentes pruebas de identificacion de
alcoholes las cuales se realizaron al producto destilado obtenido en los
diferentes tiempos de fermentacion (24h, 48h, 72h).

5.4.1 PruebadeLucas

El reactivo de Lucas es una solucion de cloruro de zinc en acido clorhidrico
concentrado, usado para clasificar alcoholes de baja masa molar. La reaccién
es una sustitucion en la que el cloro reemplaza al grupo hidroxilo, la prueba de
Lucas, en los alcoholes es un ensayo quimico para diferenciar entre alcoholes
primarios, secundarios y terciarios. El reactivo disuelve al alcohol, eliminando al
grupo OH, formando un carbocation, con el reactivo de Lucas se obtiene como
resultado la separacion de dos fases, los alcoholes terciarios reaccionan casi
instantaneamente, porque forman carbocationes terciarios relativamente
estables, los alcoholes secundarios tardan mas tiempo, entre 5 y 20 minutos,

formando una turbidez en la solucion porque los carbocationes secundarios
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son menos estables que el terciario. Los alcoholes primarios reaccionan muy
lentamente ya que no pueden formar carbocationes, el alcohol primario
activado permanece en solucion hasta que es atacado por el i6n cloruro, con un
alcohol primario, la reaccién puede tomar desde treinta minutos hasta varios
dias, por lo que la solucion obtenida tanto del tubo estdndar como de la

muestra permanecié incolora, como muestra la Tabla N°4.

Tabla N° 4 Resultados de la prueba de Lucas

Tiempo de
N° de _ Tubo
fermentacion | Ensayo N° 1 |Ensayo N° 2 :
Muestra Estandar
(Horas)

Solucidn Solucidn Solucidn

1 24
Incolora Incolora Incolora
Solucién Solucién Solucién

2 48
Incolora Incolora Incolora
Solucién Solucidn Solucidn

3 72
Incolora Incolora Incolora

5.4.2 Pruebade dicromato de potasio.

La Tabla N°5, muestra los resultados al realizar la prueba de oxidacién con el
reactivo de dicromato de potasio en el alcohol obtenido de manera inmediata
se observa una coloracion que de naranja pasa a verde claro como resultado
de la formacion de cromo lll, debido a que los alcoholes primarios reaccionan
rapidamente con acido cromico y se oxidan a acidos carboxilicos, ya que esta

es una reaccion caracteristica de la presencia de alcohol.



Tabla N° 5 . Resultado de prueba de oxidacion.
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Solucion Color Solucién Color Solucion Color

! 24 verde claro verde claro verde claro
Solucion Color Solucién Color Solucion Color

. 48 verde claro verde claro verde claro
5 Solucién Color Solucion Color | Solucién Color

3 ! verde claro verde claro verde claro

En la Figura N°14, se observa una reaccion colorimétrica que de naranja pasa a

verde claro la cual muestra el resultado positivo de la reaccién de oxidacion.

Muestra con acidocromico Reaccién deoxidacion

(Coloracion naranja) (Coloracion verde)

Figura N° 14 Reaccion de oxidacion con reactivo de dicromato de potasio.



5.4.3 Prueba con reactivo de permanganato de potasio

Tabla N° 6 Resultados con reactivo de permanganato de potasio
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Tiempo de
N° de > Tubo
fermentacion | Ensayo N°1 | Ensayo N° 2 ’
Muestra Estandar
(Horas)

1 ” Precipitado Precipitado Precipitado
marron marrén marrén

5 48 Precipitado Precipitado Precipitado
marron marrén marrén

3 29 Precipitado Precipitado Precipitado
marrén marron marron

La magnitud en la que un alcohol se oxida, depende de varios factores que son

la naturaleza y concentracion del agente oxidante, asi como la temperatura,

acidez y alcalinidad de la solucion. El permanganato de potasio es un agente

oxidante excelente, para comprobar la actividad reductora de los alcoholes

primarios, ya que los cambios de color que acompafian a la reduccién del

permanganato son facilmente observados, el permanganato se reduce a

MnO,,como resultado de esta oxidacion se forma un precipitado marrén en el

cual el manganeso tiene su estado de oxidacién +4.En la Tabla N° 6 se

colocaron los resultados obtenidos en los diferentes tiempos de fermentacion

los cuales al ser comparados con el tubo estandar fueron un precipitado marrén

lo que confirma la actividad reductora del alcohol primario.



5.5 Identificacion por espectrofotometria infrarroja
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Figura N° 15 Espectro de absorcion infrarroja estandar de alcohol etilico 91°
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El alcohol destilado obtenido fue identificado mediante un espectrofotometro IR
marca SHIMADZU PRESTIGE, el espectro obtenido se comparo con elestandar
de etanol como lo muestra la Figura N° 15 y se obtuvo espectros similares
mostrando en la muestra obtenida de la destilacion una banda de su grupo
funcional caracteristica O-H de estiramiento de 3,647.26 cm™ el cual se
encuentra en la regién de 3,500-3,200 cm™, que corresponde a la banda
caracteristica de los alcoholes por lo cual se deduce que el producto destilado a

las 24 horas es etanol, como muestra la Figura N°16. (17

5.6 Calculo del rendimiento obtenido de alcohol.
Rendimiento: Tedricamente por 100 Kgde muestra fermentada se obtienen 33

litros de alcohol. (19

100 kg 33.-0-Litros
0.800 kg X
X = 0.26 Litros

El rendimiento se puede expresar como:

R tesrico 160%

R practico X

0.26Litros 166% 0.009Litros
X

X = 3.46%.



74

De acuerdo al célculo planteadopara esta investigacion el porcentaje de
rendimiento del alcohol obtenido fue de: 3.46%, el cual se vio afectado por
diferentes factores entre los cuales estan: La cantidad de sustrato, la
concentracion de azucares, la acidez del sustrato, el contacto con el aire, la
temperatura y lavelocidad de crecimiento de la cepacomprobando que el
método es de facil implementacion pero de bajo rendimiento, por lo que se

deben controlar las variables que afectan la fermentacion.
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6.0 CONCLUSIONES.

Se logré obtener alcohol a partir de la fermentacion de las cascaras de Musa
paradisiaca (platano) cuyo contenido de azucar es de 31.6% y utilizando como

catalizador la Saccharomyces cerevisiae (Levadura) en un medio anaerobico.

La Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo productor de etanol que
bajo condiciones de fermentacibn como: temperatura ambiente, pH de 4.52,

15° Brix y una concentracion de 3x10°UFC/g, se obtuvo etanol a las 24 horas.

Se identifico el alcohol obtenido a través de las siguientes pruebas quimicas
de alcoholes: Lucas, dicromato de potasio, permanganato de potasio y

espectrofotometria infrarrojo.

Los grados brix tomados al fermento de las cascaras deMusa paradisiaca
(platano), se mantuvieron constantes a 15° entre las 24-72 horas, comprobando
la capacidad de la Saccharomyces cerevisiae (Levadura) de metabolizar
los azlcares reductores, lo que favorecio la fermentacion y la obtencion de

alcohol.

Este método bajo las condiciones de experimentacion planteadas, es de facil
implementacion pero de bajo rendimiento, ya que en la practica se obtuvo

3.46%, el cual es menor en relacion al tedrico planteado.
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7.0 RECOMENDACIONES

Controlar de manera rigurosa los factores que intervienen en el proceso
fermentativo tales como: concentracion de microorganismos, grados brix,

temperatura, cantidad de oxigeno y agitacion, para mejorar el rendimiento.

Utilizar bioreactores que proporcionen las condiciones internas adecuadas para

llevar a cabo la fermentacion de tipo alcohdlica de manera industrial.

Promover investigaciones comparativascon diferentes microorganismos para la

produccion de etanol tales como; Zimomonas, Asperguillus, Candida, y otros.

Que se implementen estudios comparativos de la utilizacion de diferentes
desechos organicos ricos en carbohidratos para la produccién de etanol el cual
posee un gran valor para la industria farmacéutica, alimenticia, cosmética y

como biocombustible.

Dar seguimientoal método propuesto para la implementacion de practicas a
nivel de laboratorio en la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de

El Salvador.

Investigar la produccion del etanol a partir de las cdscaras Musa paradisiaca
(platano), utilizando como microorganismo productor diferentes levaduras

comerciales.

En futuras investigaciones establecer el grado de pureza de la muestra de

alcohol obtenido.
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8. Realizar futuras investigaciones con la finalidad de estandarizar y validar el
método propuesto para la obtencion de alcohol etilico.
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GLOSARIO.
Aerobico: Organismo capaz de desarrollarse en la presencia de oxigeno para

favorecer sus necesidades metabolicas asi como su crecimiento. (1

Anaerobico: Organismo que funciona sin la intervencion de oxigeno es decir no
usa el oxigeno en la respiracion y cuyo crecimiento puede ser inhibido por este,

es primordial para la sintesis de metabolitos generalmente secundarios. (13)

Autoclave: Un esterilizador que destruye los microorganismos con temperatura

y vapor de agua bajo presion. (3

Biomasa: Cantidad de células producidas (unidad de masa) por unidad de

volumen que se lleva a cabo en un proceso biotecnologico. (3

Biotecnologia: uso de organismos vivos para llevar a cabo procesos quimicos

concretos destinados a la aplicacion industrial (13

Esterilizacién: es la muerte o eliminacién de todos los organismos vivos y sus

virus en un medio de crecimiento.3)

Fermentacion: catabolismo anaerdbico en el que un compuesto organico sirve
al mismo tiempo como donador y como aceptor de electrones y en el que el
ATP se produce por fosforilacion a nivel de sustrato. (13

Fermentador: el tanque en el que realiza una fermentacion industrial. (13)

Grados Brix: medida objetiva de la concentracién de azucares disueltos en un

producto y de la idea del nivel de dulzura del mismo. (13



pH: Valor negativo del logaritmo de la concentracion de iones Hidrogeno (H")

en una solucion. (13)
Sustrato: medio o sustancia que contiene los nutrientes necesarios para el
desarrollo de un microorganismo con el fin de favorecer la formacién de

metabolitosde interés industrial. (13)

IR: Infrarrojo.
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ANEXO N° 1



ANEXO N° 1

Pesar 1.00 gramo de 100.00 mL de
levadura comercial peptona sin
(Federal). tween.

Tomar 1.00 mL

Colocar 9ml de caldo Casoy en

cada uno de 8 tubos de ensayo, y
agregar 1.0 mL del inoculo que

contiene la levadura.

Figura N° 17 Esquema de determinacion de la concentracion del inéculo



Incubar las placas

durante 24 horas a

37°%5
Realizar la siembra de
Continuar el
cada tubo por duplicado,
proceso de

utilizando agar

incubacioén, durante
Sabouraud.

siete dias, a

temperatura

/ ambiente.

Finalmente realizar la lectura de las placas.

103 UFC 10-% UFC

MNPC MNPC

10-5UFC
MNPC

10-6 UFC
MNPC

Figura N° 17 Continuacion



10-7UFC
MNPC

3.0x108
UFC/g

10-°UFC

Se verifica en la dilucién 10- 8
gue la concentracién obtenida
de la levadura comercial
utilizada en el proceso de
fermentacion es de 3.0 X10°
UFC/g.

Figura N° 18 Continuacion



ANEXO N° 2

Recoleccion de la muestra

Recolectar la muestra el Eliminar los residuos de
mismo dia de su plaguicidas que las cascaras
utilizacion en un pueden tener, sumergir las

recipiente plastico. cascaras en una solucion de

detergente comercial al 2%, frotar

las con un mascoén lavaplatos.

Eliminar los residuos con agua

Fraccionar las cascaras en trozos destilada, posteriormente escurrir
. 2
roxim mente 2cm”. .
de aproximadamente 2c las cascaras.

Figura N° 19Recoleccion de la muestra



ANEXO N° 3



ANEXO N° 3

Utilizar como reactor un Erlenmeyer

de 2,000mL, agregar agua

Pesar 800 gramos de . . .
desmineralizada a volumen, ajustar el

muestra . L, .
pH a 1.5 con solucion acuosa de acido

Posteriormente ajustar a Autoclavar a 15 psi y
pH de 4.5 con solucién 121°C por quince
de Hidroxido de Sodio minutos.

al 10%p/v

Figura N° 20 Preparacion del sustrato



- Tomar la lectura de los grados
Adicionar al sustrato 1.0g del

) Brix iniciales.
inoculo de Saccharomyces
cerevisiae(Levadura), con una

concentracion de 3.0x10® UFC.

Fermentar el sustrato EN UN
BEAKER DE 5,000mL, por 72
horas a temperatura ambiente.

Figura N° 19 Continuacion.



ANEXO N° 4
Materiales utilizados durante la parte experimental

Beaker de 10, 50, 100, 250 y 1000mL
Probeta de 100 mL

Erlenmeyer: 100, 250 y 2,000mL
Tubos de ensayo: 10 mL

Tubos de ensayo con tapén de rosca: 10 mL
Balon volumeétrico de 100mL

Embudo mediano

Agitadores de vidrio

Vidrio de reloj

Espétulas

Mechero Fisher

Frasco lavador

Gradilla plastica

Papel filtro micropore

Mangueras de PVC

Papel aluminio

Placas petri

Jeringas de 10mL,5mL



ANEXO N° 5

Equipos utilizados durante la parte experimental

Autoclave

Stirrer / Hot plate CORNING PC 420
Refrigeradora

Balanza semianalitica Mettler PN 1210
Balanza analitica Mettler
Centrifugadora

Espectrofotometro infrarrojo Shimadzu Prestige
pHmetro

Estufa Fisher

Desecador.

Equipo de destilacion fraccionada.
Equipo de destilacion simple
Alcoholimetro

Brixometro

Incubadora



ANEXO N° 6

Acido sulfarico 10% viv

Hidroxido de sodio 10% p/v

Agua destilada

Agua desmineralizada

Saccharomyces cerevisiae (Levadura comercial ,marca FEDERAL)
Reactivo de Lucas (ZnCl,/HCI conc.)

Reactivo de Dicromato de Potasio (K2Cr,07/H2SO,)
Reactivo de Permanganato de Potasio(KMnQO,)
Alcohol 90° grado reactivo

Agar Dextrosa Sabouraud

Agar Trypticasa Soya

Caldo peptonado



