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Resumen

El presente articulo se basa en la investigacién de la dependencia de la reaccién de fermentacién de melaza a e]
catalizador, en este caso un agente biolégico el Saccharomyces cerevisiae. En é] se estudian tres montajes reactivos: el |
primero inoculado con un cultivo activo de la levadura: el segundo una matriz de melaza expuesta al aire y al ambiente |
directo; el tercero una matriz de melaza esterilizada expuesta al aire, pero aislada del ambiente. Se prepar6 el mosto yse

- dej6 en reacci6n por dos semanas. Los resultados de estos experimentos mostraron que hubo una reaccion activa con

produccion de etanol en el mosto inoculado con la levadura; también un enrarecimiento del mosto expuesto al aire

 libre con una muy baja proporcién de alcohol mientras que el mosto estéril se conservé en perfectas condiciones, Del :

estudio se comprobd inicialmente la naturaleza de la reaccién de fermentacién, identificando sus productos derivados

 cualitativamente e identificando el perfil de composicién de la primera fraccién del destilado. Ademés desde un punto-

de vista cualitativo se identifico la dependencia de Ia reaccién a la presencia de microorganismos biocatalizadores.
Palabras Clave: Reaccién biocatalizada, melaza, fermentacién alcohélica, levaduras, mosto, ron. =~

~ The present article is based on the investigation of the dependency of the reaction of fermentation of molasses to the

catalyst, in this case a biological agent the Saccharomyces cerevisiae. In three reactive assemblies studies first inocu- -

 lated with an active culture of the yeast; the second a matrix of molasses exposed to the air and the direct atmosphere;

a third matrix of molasses sterilized exposed to air but isolated for atmosphere. Grape juice prepare and left in reaction |
for two weeks. The results of these experiments showed that there was active reaction with ethanol production in grape.
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the first fraction of the distilled one. In addition from a qu
 presence of bio catalyst microorganisms was identified. L _
Key words: Reaction biocataliz, molasses, alcoholic fermentation, yeasts, must, rum.

juice inoculated with the yeast; there was a strange process of the grape juice exposed outdoors with a very low
proportion of alcohol, whereas sterile grape juice was conserved in perfect ‘c‘onditions. From the study the nature of the
fermentation reaction was verified qualitatively initially, identifying its products derived and the composition profile of
alitative point of view the dependency of the reaction to the
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Introduccion

El proceso de fermentacién més antiguo es la transforma-
cién de la uva en vino. Debido a que en €l se produce abun-
dante desprendimiento de gas carb6nico (CO») y el liquido
adquiere una apariencia de estar burbujeando, se le dio el
nombre de fermentacién; ya que es generada por
microorganismos llamados levaduras, capaces de producir
sustancias conocidas como zimasas que intervienen en el
proceso, con desprendimiento de gas carbénico. Este pro-
cedimiento fue estudiado cientificamente por Helmont en
1648, miés tarde por Lavoisier y con Luis Pasteur adquiere

relevancia.
Fermentacion alcohdlica
Desde épocas remotas se tiene el conocimiento que almi-

dones y aziicares fermentados originan el alcohol etilico, el
cual es parte de cervezas, vinos y licores. Fue hasta 1810

cu:indo un cientifico francés llamado Gay Lussac, aprove-
ché las. experiencias de Lavoisier, al representar la fer-
mentacion por medio de una reaccién quimica.

Para la_obtencién de bebidas alcohélicas se utiliza la fer-
mentacion anacrobia; es decir, es un proceso que se llevaa
cabo sin aire. Este procedimiento es muy importante para la
industria alimenticia y de elaboracién de bebidas alcohdli-
cas. Con {a destilacién se obtuvo licor de alta graduacién —el
cual contiene alta proporcién de alcohol en disoluci6én de
30% o més— como whisky, brandy y tequila. En una fer-
mentacion alcohélica se encuentran cuatro sustancias: glu-

€0sa y agua como reactivos; alcohol y gas carb6nico como
productos!,

Proceso de Fermentacign

No hay que confundir esta utilizacién del término con el
Proceso bioquimico de fermentacién, consistente en la re-
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;r;racién del poder reductor (NADH) por un procedi-
miento no oxidativo.

El desarrollo de una feqnentacién industrial incluye dos ti-
pos de procesos denominados, por sus nombres en inglés,

[ocesos upstream y procesos a{o’wnstream. Lgs procesos
upstream comprenden la §?lecc1on y.preparac!én del mi-
croorganismo, la preparacion del medgo de cultivo y de las
condiciones de fermentacién (cultivo). Los procesos
downstream incluyen la purificacién del producto y el trata-
miento de los residuos de la fermentacicn.

En el proceso de fermentacién del mosto de uva para pro-
ducir vino, podemos distinguir los procesos upstream de la
seleccién y preparacién de cepas de levadura, tratamiento
del mosto y acondicionamiento de las condiciones de fer-
mentaci6n. Los procesos downstream comprenden, en este
caso, el tratamiento del vino para su clarificacién y el de los
residuos del proceso?.

Produccion de vino

Se trata de una fermentaci6n para la fabricacién de un pro-
ducto de gran volumen y bajo valor afiadido. En el proceso,
un hongo (Saccharomyces cerevisiae) crece utilizando el
aziicar (glucosa) presente en el mosto de uva para producir
alcohol. El proceso puede esquematizarse como sigue:

El microorganismo (hongos)

El crecimiento de microorganismos
El medio de cultivo

El proceso de fermentacién

El microorganismo: Saccharomyces cerevisiae. Los hon-
gos. La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo
ascomiceto unicelular. Los hongos son organismos
eucariéticos (sus células tienen una organizacion interna en
orgdnulos membranosos) quimioheterétrofos.

Los organismos necesitan carbono y energia para poder cre-
cer. En la naturaleza las fuentes de energfa pueden ser qui-
@cas (energia presente en los enlaces de compuestos qui-
micos) o luminica (energfa de la luz que se transforma en
energfa quimica). Por otra parte, las reacciones de 6xido-
reduccién que tienen lugar en los seres vivos requieren
donadores de electrones que pueden ser organicos o
Inorgdnicos. Por (ltimo, el carbono puede encontrarse de
d(,’s formas, como carbono orgdnico y como carbono inor-
ganico (CO2). La combinaci6n de estas posibilidades da lu-
8ar a las diferentes categorias de microorganismos en fun-
Cion de su nutricién,

LQS Principales microorganismos de interés aplicado indus-
rial pertenecen a grupo de los quimioheterétrofos. El mi-
€roorganismo responsable de la fermentaci6n alcohélica de
4 produccién del vino es la levadura S. cerevisiae. Las
€vaduras sop hongos unicelulares, a diferencia de otro tipo
€ hongos a Jos que conocemos como filamentosos. Estos
llamentosos tienen tubos se denominan hifas y van cre-
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ciendo por sus puntas (crecimiento apical) y ramificdndose
para formar la colonia que denominamos micelio.

El crecimiento de un hongo como levadura o como hongo
filamentoso est4, en algunas ocasiones, regulado por condi-
ciones ambientales, de forma que un mismo hongo puede
crecer en ciertas situaciones como levadura y en otras como
hongo filamentoso®.

Fases del crecimiento de un cultivo

La cinética del crecimiento de microorganismos que cre-
cen en un cultivo realizado en un volumen finito. a esto se le
denomina cultivo batch y podriamos traducirlo por cultivo
discontinuo. El desarrollo de un cultivo discontinuo se ajusta
al representado en la siguiente figura:Se pueden distinguir
cuatro fases en el cultivo: (1) la fase lag en la que el micro-
organismo se adapta a las nuevas condiciones y pone en
marcha su maquinaria metabdlica para poder crecer acti-
vamente. La duracion de esta fase es variable y en general
es mayor cuanto mds grande sea el cambio en las condicio-
nes en las que se encuentra el microorganismo. (2) La fase
exponencial cuya cinética explicamos en la pagina ante-
rior. (3) La fase estacionaria en la que no hay aumento
neto de microorganismos, lo que no significa que no se divi-
dan algunos, sino que la aparicién de nuevos individuos se
compensa por la muerte de otros. (4) La fase de muerte en
la que el mimero de microorganismos vivos disminuye de
forma exponencial con una constante k que depende de
diferentes circunstancias®.

Factores ambientales que afectan al crecimiento de
microorganismos

Temperatura

Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimien-
to adecuada. Si consideramos la variacién de la velocidad
de crecimiento en funcién de la temperatura de cultivo,
podemos observar una temperatura minima por debajo de
la cual no hay crecimiento (dX/dt = 0); a temperaturas
mayores se produce un incremento lineal de la velocidad de
crecimiento con la temperatura de cultivo hasta que se al-
canza la temperatura 6ptima a la que la velocidad de creci-
miento es maxima. Por encima de esta temperatura 6pti-
ma, la velocidad de crecimiento decae bruscamente y se
produce la muerte celular.

Evolucion Fermentacion
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Figura 1. Cambio de la rata de fermentacién
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Se denomina coeficiente de temperatura a la relacién
entre el incremento de la velocidad de reaccién y el de
temperatura. El incremento de p con la temperatura se debe
al incremento generalizado de la velocidad de las reaccio-
nes enziméticas con la temperatura. En términos genera-
les, la velocidad de las reacciones bioquimicas suele au-
mentar entre 1.5 y 2.5 veces al aumentar 10°C la tempera-
tura a la que tienen lugar. La ausencia de crecimiento (u=0)
a temperaturas muy bajas se debe a la reduccién de la
velocidad de crecimiento y al cambio de estado de los lipidos
de la membrana celular que pasan de ser fluidos a cristali-
nos impidiendo el funcionamiento de la membrana celular.
La muerte celular a altas temperaturas se debe a la
desnaturalizacién de proteinas y a las alteraciones produci-
das en las membranas lipidicas a esas temperaturas’.Figura
1

Objetivos

En este estudio nos interesa lograr:

Analizar la reaccién quimica involucrada en la fermentacién
de la cafia de aziicar para producir ron e identificar todos
sus componentes.

Estudiar las etapas tecnol6gicas de la produccién de ron en
las industrias dedicadas a este fin.

Realizar una documentacion sobre el proceso de fermenta-
cién, los microorganismos involucrados y los tipos de bebi-
das fermentadas que se obtienen de estos procesos.
Documentacién sobre los efectos y las normas de seguridad
para el consumo de bebidas alcohdlicas.

Disefio de un montaje experimental para estudiar una reac-
cién de fermentaci6n y caracterizacién de sus productos.

Materiales y Métodos

Materiales reactivos: La siguiente lista contiene todos
aquellos materiales de laboratorio, reactivos y elementos de
montaje necesarios para la realizacién de las pruebas:

Material de laboratorio:
2 Cubas de fermentacion elaboradas a partir de re-
cipientes plésticos.
Un bal6n de fondo plano con desprendimiento late-
ral.
Un enfriador de vidrio.
Beakers para recoger fracciones de destilado.
Botellas de envasado.
1 Soporte con orificio inferior y entrada de man-
guera.
Un Cilindro graduado.
Tubos de ensayo en gradilla.
Espétulas, corchos, mangueras, agitadores de vi-
drio, soportes, mallas de asbesto, espétulas, pinzas
y demds componentes genéricos de los montajes.
barril de roble o sustituto efectivo.
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Reactivos y sustratos:

5 Kg de panela.

1 Kg de 4cido citrico

kg Levadura Saccharomyces cerevisiae.

30mL HCL . + 25 g ZnCl, para activar ¢]
reactivo de Lucas:

10g de Ca(OH), .

Indicador universal.

Agua destilada.

Equipos especiales de laboratorio:

Cromatografo de gases.

Métodos
El Proceso de Produccion del Ron:

Preparacion un
mosto con melaza.

| Fermentacion del mosto
| con diversas especies de
levaduras.

Terminacion de la
fermentacion 2 a 5 dias,
termina la fermentacion.

Destilacion hasta
obtener licor de 55-

65°C en una columna
de destilacién.

El aguardiente resultante
se deja envejecer en
barriles de roble.

Coloracién artificialmente
con azucar quemado o
| caramelo.

Clarificacién por
filtracion o encolado.




Proceso de Analisis de 1a Reaccion Quimica

Influencia del catalizador

Preparacién de un mosto con melaza.

Esterilizacién por calentamiento
prolongado

Envasado en caliente en la cuba de
fermentacion y aislamiento ambiental.

Seguimiento de la reaccién de
fermentacion y cuantificacion el
resultado de gas y alcohdlico

Proceso de Analisis de la Reaccion Quimica

Influencia del catalizador

Preparacion de un mosto con melaza.

Esterilizacién por calentamiento
prolongado

Acondicionamiento ambiental de
temperatura y acidez.

Inocula el cultivo de levadura del mosto
madre.

Seguimiento de la reaccion de
fermentacion y cuantificacion el
resultado de gas y alcohdlico.

VOLUMEN 3 Ne | ENERO - JULIO, 2003

Seguimiento e identificacién de Diéxido de carbono
liberado:

A través del siguiente montaje: Ver figura 2.

Figura 2. Montaje para la identificacién de CO2

Se realiza el siguiente procedimiento:

Seguimiento de la produccion
de CO2 a través del
desplazamiento de volumen de
agua en el cilindro

Adicién de solucion de
hidréxido de bario y
observacion de la respuesta.

Seguimiento e identificacién de Etanol producido de
carbono liberado:

A travéz de los siguientes montajes se identifica el alcohol
formado:

Procedimiento de toma de prueba de lucas. Figura 3.

R P RO
Figura 3. Montaje de aplicacion de la prueba de reactivo de
Lucas
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| Toma de la cuba mosto y se calienta
con solucion del dicromato de
potacio.

Seguimiento de tiempo y coloracion
azul que confirma la presencia de
| alcohol primario o secundario.

Figura 4. Procedimiento de toma de cromatografia

Montaje de toma de cromatografia

Caracterizacion cualitativa de
componente de la mezcla

Corrida de muestra respecto a las
muestras patrén de las sustancias
identificadas.

Toma de cromatografia cuantitativa.

Evaluacion de de cromatograma
obtenido
Analisis de resultados

Tras permitir la terminacién de la reaccion se encontraron
los siguientes resultados:

Cualitativos de reaccién

Durante el proceso se observo en los esquemas con reac-
cién posible, la aparicién de espumacion y efervescencia.
También se evidencia la aparicién de una nata viscosa

Se desarrollaron olores desagradables y se observé la
presurizaci6n del sistema si se deja hermético.

Al hacer una valoracién organoléptica de las tres cubas de
reaccién se encuentran los siguientes resultados:

La cuba de la fermentacion facilitada muestra un
marcado olor a fermentado con sabor dcido-agrio y
su olor es penetrante.

La cuba de la fermentacion a condiciones naturales
presentaba un olor a vino con sabor ligero a amar-
go-dulce.

La cuba a condiciones de esterilizacion se encontr6
précticamente no perturbada, con sabor dulce tipi-
co de la panela y aroma caracteristico de esta.

En el montaje experimental a condiciones controladas, eje-
cutado en el colegio, se identificé que a condiciones 6pti-
mas de reaccién de 35 °C, la reaccién sucede casi inmediata
( 8 minutos) y su dindmica aumenta muy rapido evidencia-
da por el aumento en la velocidad de desprendimiento de
gas.

El resultado de la aplicacién del agua de calcita al gas libera-
do mostr6 la aparicion de un precipitado blanco.

El resultado de la aplicacién de la prueba de dicromato de
potasio a la fraccién de destilado de los tres montajes ofre-
cié el siguiente resultado:

Prueba rdpida de precipitado. Fuerte azul en la
muestra de la fermentacién facilitada.

Prueba rdpida pélida para la muestra originada de
la muestra de fermentacién libre.

Prueba negativa a destilado obtenido de la muestra
esterilizada.

Cuantitativa de reaccién

La cromatografia revela que la composicion del destilado
medio de la muestra obtenida a partir de la reaccién facilita-
da presenta una composicién de 5.65% en alcoholes y que
el contenido de metanol es de 0.023%. De estos resultados
se puede observar que es menor al 12 % esperado. Por otro

lado se observa que la cantidad de metanol es baja y que €l
destilado es seguro, figura 4.
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E;specto al andlisis comparativo de los resultados de la
reaccion en tres esquemas de reaccién muestra que efec-
tivamente €l microorganismo en cuestion, facilita dramati-
camente 1a ejecucion de la reaccion, lo cual se deduce de
]a cantidad superior de alcohol de la reaccién, respecto a
]a cantidad de alcohol de la reaccidn libre y la imposibilidad
de la reaccion de la muestra sometida a esterilizacion.

El andlisis de la reaccién controlada muestra ademds que
bajo condiciones ambientales adecuadas de pH y tempera-
tura la reaccién puede proceder mas rapido atin.

El resultado de la reaccion muestra desprendimiento de gas
incoloro diéxido de carbono. Al aplicar la prueba de la ceri-
lla que se apaga y del agua de calcita que muestra un preci-
pitado blanco se deduce que efectivamente este es el gas.

La prueba positiva de dicromato de potasio en medio 4cido
muestra la presencia cualitativa de etanol que, se confirma
con la prueba de la cromatografia de gases que nos mues-
tra, tanto el etanol como el metanol.

Conclusiones

De los anteriores resultados puede concluirse que efectiva-
mente la reaccién de fermentacion se ve facilitada de ma-
nera determinante por el microorganismo tanto en la conse-
cucién de estado reactivo, como en la rapidez y eficiencia
de la reaccién misma. Por ende el microorganismo de acuer-
do a la definicién de catalizador es un catalizador de caréc-
ter biolégico.

Adicionalmente la reaccién de fermentacién efectivamente
transforma el aziicar componente principal de la melaza a
diéxido de carbono y alcohol.

Es evidente que por la transformaci6n de colores y olores
ocurran reacciones laterales, no tan significativas pero que
en dltimas producen las caracteristicas de olor y sabor de
estos licores.

Se concluye también que las condiciones de temperatura
son fundamentales para lograr las condiciones de rendimiento
y efectividad del proceso, ademés de la importancia del acon-
dicionamiento previo.

Para terminar se puede concluir que a pesar del cuidado
tenido para esta corrida experimental, los resultados son
relativamente bajos lo cual pone en evidencia que estas re-
acciones que involucran catalizadores biolgicas requieren
de un control delicado y de unas buenas précticas de acon-
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dicionamiento inicial y arranque para obtener los resulta-
dos esperados, que seguramente seran determinantes para
viabilidad econémica de la produccién. Atn asi, el objetivo
de acercar a los interesados al estudio de las reacciones
biocatalizadas y analizar sus posibilidades se logré en todo
sentido.
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