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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo, aplicar el modelo
cinético de Michaelis — Menten en funcién al pardmetro de CO- en la fermentacion de
zumo de pifia sobremadurada y evaluar dos tipos de levaduras (Saccharomyces cerevisiae
y levadura silvestre). El proceso fermentativo se realizd aislando la levadura silvestre de
las cascaras de pifia (Ananas comosus), de la variedad Golden y la levadura
Saccharomyces cerevisiae se utiliz6 como microorganismo productor para la
fermentacion de zumo de pifia. Las variables que se evaluaron a diferentes condiciones
fueron el ° Brix, pH y Cantidad de levaduras. Con este propdsito, se utilizd el disefio
central compuesto rotable (DCCR), a 95% de nivel de confianza. Los parametros pH (5)
y °Brix (16.5) presentaron los mejores resultados con un tiempo de fermentacion de 72
horas. La levadura Saccharomyces cerevisiae mostro mayor concentracion de alcohol
que fue del 1°GL. Mientras la levadura silvestre obtuvo 0.1°GLde alcohol. Asimismo se
ajustd la cinética de fermentacion de zumo de pifia al modelo cinético de Michaelis —
Menten, obteniéndose los parametros cinéticos del modelo: las constantes ptmax 0.00297s
1y K 5.940g/L para Saccharomyces cerevisiae y pmax 0.0468s™ y Km 140.400g/L para
la levadura silvestre. Finalmente la levadura Saccharomyces cerevisiae evidencio

mejores resultados en cuanto a la velocidad maxima y porcentaje de alcohol.

Palabras claves: Fermentacion, modelo cinético, zumo y levadura.
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ABSTRACT

The objective of this research was to apply the kinetic model of Michaelis -
Menten in function of the CO2 parameter in the fermentation of overripe pineapple juice
and to evaluate two types of yeast (Saccharomyces cerevisiae and wild yeast). The
fermentative process was carried out isolating the wild yeast from the pineapple peel
(Ananas comosus), of the Golden variety and the yeast Saccharomyces cerevisiae was
used as a producer microorganism for the fermentation of pineapple juice. The variables
that were evaluated at different conditions were the ° Brix, pH and Amount of yeasts. For
this purpose, the rotable composite central design (DCCR) was used, at a 95% confidence
level. The parameters pH (5) and ° Brix (16.5) showed the best results with a fermentation
time of 72 hours. The yeast Saccharomyces cerevisiae showed a higher concentration of
alcohol that was 1 °GL. While the wild yeast obtained 0.1 °GL de alcohol. Likewise, the
kinetics of fermentation of pineapple juice was adjusted to the kinetic model of Michaelis-
Menten, obtaining the kinetic parameters of the model: the constants pimax 0.00297 s and
Km 5.940 g/L for Saccharomyces cerevisiae and pmax 0.0468 s and K 140,400 g/L for
wild yeast. Finally, the yeast Saccharomyces cerevisiae showed better results in terms of

maximum speed and alcohol percentage.

Keywords: Fermentation, kinetic model, juice and yeast.
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I. INTRODUCCION

La produccion de pifia en la region de puno se viene incrementando,
paralelamente a esto se estan formando asociaciones de productores agropecuarios que
por la falta de organizacion en los canales de comercializacion de pifia hacen que el
manejo no sea adecuado en los aspectos econémicos, sociales y culturales. La falta de
informacidn sobre la innovacion y tratamientos tecnolégicos de estos frutos hacen que no
se aprovechan, generando asi problemas como la pérdida econémica y la contaminacion
que genera la pudricion de estas. Asi mismo la falta de capacitacion a los productores
agropecuarios que se le debe brindar para el manejo de postcosecha de la pifia con el fin

de disminuir las pérdidas.

Por otro lado la fermentacion alcoholica constituye un proceso para la obtencion
de productos muy utilizados desde tiempos muy antiguos, sin embargo este
descubrimiento permanece hasta hoy en dia en una de las ramas mas importantes en
cuanto a la obtencion de productos de uso industrial, el alcohol es quizas el producto de
obtencién por fermentacion méas conocido por sus usos principales que radican en la
elaboracion de bebidas alcohdlicas. Por otra parte este es un proceso bioquimico muy
complejo, en su realizacién y se debe considerarse muchos factores y variables que
pueden afectar al producto de interés, tales como pH, °Brix, Temperatura, concentracion
del microorganismo productor que al relacionarse entre si adecuadamente pueden llegar

a producir grandes cantidades de este metabolito de interés.

Por ello con este trabajo de investigacion se pretende aprovechar este valioso
recurso, inoculando levadura Saccharomyces cerevisiae y silvestre de las cascaras de

pifia, dado que en la region no se cuenta con estudios que reflejen cuales son las

11
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condiciones Optimas de produccion y/o procedimientos que indiquen como bajar costos

y aumentar la economia de la region.

Visto las necesidades y oportunidades mencionadas este trabajo tuvo los

siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL
» Aplicar el modelo cinético de Michaelis — Menten en la fermentacion de zumo de

pifia (Ananas comosus) sobremadurada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Ajustar el modelo cinético de Michaelis — Menten en funcion al parametro de CO>
en la fermentacién de zumo de pifia sobremadurada.
> Evaluar dos tipos de levadura Saccharomyces cerevisiae y levadura silvestre de
la cascara de pifia en la cinética de la fermentacion de zumo de pifia

sobremadurada y obtencion de alcohol.

12
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Pina
(Somogyi, Ramaswamy, & Will, 2004), La pifia (Ananas comosus) pertenece a
la familia de las Bromelidceas, genero Anna y especie Sativa siendo no climatérica que

producen pequefias cantidades de etileno.

La pifia es una fruta que esta constituida por una coleccion de pequefias frutas
Ilamadas frutillas, es una planta terrestre, herbacea, perenne y monocarpica de 0.7 metros
de altura y con una cobertura de 0.9 a 1.2 metros. La conforma el tallo o pedunculo, las
hojas, las raices, la inflorescencia o fruto y los hijos. El fruto de pifia es una sorosis, es
decir, un sincarpo de frutos individuales fusionados; la bractea, el caliz y el tejido ovarico
se fusionan dentro y entre frutos individuales durante el desarrollo filogenético para

formar el fruto colectivo (Sierra, Zapata, & Enid, 2008).

2.1.1. Composicion

La pifia es rica en carotenos y azucares. El contenido de azlcares permanece
constante después de la cosecha, la acidez y el contenido de carotenos se incrementan
moderadamente y la concentracion de esteres y el color aumentan considerablemente.
Normalmente la pifia con un peso superior a los 2.5 kg. Es considerada pifia de primera;
entre 1.5 0 2.5 kg de segunda y el resto de tercera. De la pifia el 13.5% lo conforma la
corona, 12% es material aprovechable para jugo, el 54.5% es pulpa y el 20% restante lo
forma el cilindro de pifia empleando en rebanadas y trozos (10%) y molida (10%) (Rizzo,

Davidson, Garbelotto, Slaugter, & Steveen, 2002).

13
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Tabla 1. Composicion por 100 gramos de porcion comestible de la pifia.

Nutrientes Cantidad
Agua (9) 86
Proteinas (g) 1
Lipidos (g) 0.1
Carbohidratos () 8
Fibra dietaria (g) 2
Sodio (mg) 2
Potasio (mg) 180
Calcio (mg) 27
Magnesio (mg) 11
Hierro (mg) 0.3
Zinc (mg) 0.2
Beta-caroteno (ug) 25
Vitamina C (mg) 21
Tiamina (ug) 40
Riboflavina (ug) 30
Acido nicotinico (mg) 0.1

Fuente: (Macrae, Robinson, & Sadler, 2006).

2.1.2. La maduracion de las frutas

La madurez es un proceso fisioldégico y bioquimico, que estd bajo control

genético y hormonal, es un proceso que esta acompafiado por maltiples cambios a nivel

celular, mas que por un aumento de tamafio (Wills, McGlasson, Grahm, & Joyce, 1998)

. La etapa de maduracion requiere de la sintesis de nuevas proteinas y ARNm, asi como
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de nuevos pigmentos y componentes de sabor; procesos que requieren de energia y
esqueletos arbonados, los cuales son proporcionados mediante el proceso de la

respiracion (Seymour, Taylor, & Tucker, 2002).

2.2. Cambios fisicos

Durante el proceso de maduracién de la fruta ocurre una serie de cambios fisicos:

2.2.1. Aumento de tamafio
El fruto en el proceso de maduracion pasa por cambios de color, textura y sabor.
Es importante que estos cambios se completen para que el fruto llegue al maximo de su

calidad. (Britton, Pfander, & Liaaen-Jensen, 2003).

2.2.2. Ablandamiento de la pulpa

El ablandamiento de la pulpa se lleva a efecto para inactivar los
microorganismos Yy los enzimas endogenos responsables de reacciones oxidativas e
hidroliticas durante el almacenamiento y para transformar una mezcla poco apetecible de
ingredientes alimenticios crudos en un alimento sano y organolépticamente atractivo. A
demas estos cambios ocurren cuanto las celulas de los frutos son cada vez méas permeables
durante la maduracion, porque la integridad de los compuestos de las paredes celulares
se pierde (Fennema, 2000). Por accidn del etileno se activan una serie de enzimas
hidroliticas (poligalacturonasa y celulosa), que rompen los enlaces entre los polisacaridos

de la pared (Asenjo, Morales de los rios, Sainz, & Tapia, 2016).

2.3. Cambios quimicos
A medida que la maduracién avanza, aumenta la proporcion de azlcares
pequefios, sacarosa, que procede de la hidrolisis del almiddn, resultando el producto mas

dulce hasta llegar a un limite. Las pectinas tienen una gran importancia en la maduracion

15

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
i Altiplano

provocando los cambios de textura en las frutas (Solarte, Hernandez, Morales, Fernadez,

& Melgarejo, 2009).

Los cambios quimicos se debe a la accion de las amilasas que lo desdoblan en

azucares solubles como:

GLUCOSA, es el unico tipo de carbohidrato (aztcar o almidon) que el musculo
esquelético puede metabolizar facilmente para energia y almacenarlo como glucégeno.

Tal como se muestra en la figura 1. (Daoudi, y otros, 2010).

CH>OH
H o OH
OH H
OH I H
H OH

Figura 1. Estructura de la glucosa
Fuente: (Daoudi, y otros, 2010).

FRUCTOSA, Es una cetohexosa que se encuentra en las frutas. Forma parte
junto con la glucosa del disacarido sacarosa. En el higado se transforma en glucosa, por
lo que posee para nuestro organismo el mismo valor energético que ésta, como se aprecia

en la figura 2. (Fennema, 2000).

16
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CH,OH CH,OH

C H OH C

C

_ C OH

H

OH H

Figura 2. Estructura de fructosa.

Fuente: (Fennema, 2000).

SACAROSA, es un compuesto quimico del grupo de los hidratos de carbono
que se disuelven en agua con facilidad y es incoloro. En la figura 3 se puede ver la
estructura de la sacarosa, es decir esta formado por dos azucares simples que conforman

como son la glucosa y la fructosa (Pelayo & Cantwell, 2007).

CH,0H °
CH,OH OH
H H
0
H
C H OH c
OH H /
OH
| | C ¢ CH,OH
OH
H
OH H
Figura 3. Estructura de la sacarosa.
Fuente: (Pelayo & Cantwell, 2007).
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2.4. Cambios de azUcares

A medida que el almidon va siendo hidrolizado aumenta el contenido en
azucares, y en mayor contenido es de sacarosa (azucar de mesa), en tanto la evolucién de
los &cidos son formados por sintesis en el protoplasma (conjunto de elementos que
constituyen la célula) y su contenido en el fruto aumenta durante su crecimiento, pero a
medida que aumenta la maduracion su contenido va disminuyendo. A medida que va
desarrollando los cambios evolucidn de azucares los compuestos del tanino provocan una
fuerte astringencia al fruto maduro. Lo mismo que en los acidos, su contenido aumenta al
principio pero decae a medida que avanza la maduracion (Britton, Pfander, & Liaaen-

Jensen, 2003).

La estructura primaria de las proteinas contiene varias cadenas laterales
reactivas. En donde se pueden alterar las propiedades fisicoquimicas de las proteinas y
mejorar sus propiedades funcionales modificando quimicamente las cadenas laterales. Sin
embargo, debe advertirse que aunque la destruccion quimica de los aminoécidos pueda
mejorar las propiedades funcionales, también puede perjudicar a su valor nutritivo, para
dar origen a algunos derivados aminoacidos tdxicos y causar problemas legales

(Fennema, 2000).

2.5. Formacion de alcoholes, aldehidos y ésteres

Los grupos hidroxilo de los carbohidratos, al igual que los grupos hidroxilo de
los alcoholes simples, forman ésteres con &cidos organicos e inorganicos en la naturaleza,
existen acetatos, semiesteres de succinato y otros esteres de acidos carboxilicos. Que se

encuentran especialmente formando parte de polisacaridos (Tungland & Meyer, 2002).

El aldehido responsable en los cambio de aroma en las frutas es el acetaldehido
y que este aldehido en exceso produce una aroma desagradable en los frutos. Por otro
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lado los esteres son sustancias aromaticas que le confieren a la fruta su aroma
caracteristico. Entre los principales encontramos: esteres aminicos de los &cidos: acético,

fornico, caproico y caprilico (Mathews, Ahern, & Van Holde, 2002).

2.6. Frutas sobremaduradas

Los cambios mas palpables durante el proceso de maduracion son el color, sabor,
textura, tamafio, aroma, apariencia, color de pulpa, brillantez, etc. Estos cambios son el
resultado de la profunda reestructuracion metabdlica y quimica que se desencadena
dentro del fruto. En los frutos climatéricos, este proceso es controlado, fundamentalmente

por el etileno y su actividad respiratoria (Berger, 2004).

Los frutos dafiados, sobremaduros o con fisuras en la corteza se presentan
procesos de fermentacion en la pulpa, resultado del desarrollo de levaduras y bacterias

(Paull & Chen, 2000).

En la practica, determinar el estado de madurez en base a los cambios
bioguimicos sucedidos en el fruto resulta laborioso e impractico. Para esta finalidad se
han establecido escalas comerciales que facilitan la identificacion del estado de madurez
basados simplemente en la coloracion de la céscara para el aprovechamiento de los
azucares fermentables. Se considera que una pifia estd madura cuando el 100% de cascara

es amarilla (Berger, 2004).

2.6.1. Pifia sobremadurada

Las diferentes etapas de desarrollo de un fruto son: Sazonamiento, Maduracién
y Senescencia. Estos nombres fueron asignados en base a una serie de cambios fisicos y
bioguimicos ocurridos en tiempos especificos durante el desarrollo de la fruta. El

conocimiento de los cambios que normalmente ocurren en la pifia es de gran importancia,
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ya que nos permite saber el estado de madurez adecuado en que debe ser cosechada

(Tejeda, y otros, 2010).

En poscosecha de La pifia es posible encontrar escamas sobre la corteza de la
zona basal del fruto. Igualmente, se manifiesta el dafio denominado pudricién del fruto o
pudricidn negra, causado por Thielaviopsis paradoxa De Seynes, este dafio se desarrolla
de la base del fruto hacia la corona y se caracteriza por ser una pudricién negra acuosa
que invade el corazon del fruto y se extiende hacia el mesocarpio (Morales, 2001). El
pardeamiento del mesocarpio de la pifia suele empezar en torno de los haces vasculares,
posiblemente a causa de la oxidacion de fenoles en los tejidos por accion de la

polifenoloxidasa (Das, Bhat, & Gowda, 1997)

2.7. Fermentacion

La fermentacion es un proceso metabdlico en las cuales que una sustancia
organica se convierte en producto por la accion de microorganismos o de enzimas. Asi
mismo la participacion de los microorganismos puede requerir Oz (fermentacion
aerobica). La fermentacion aerébica puede llevar a la descomposicion de los
carbohidratos u otra sustancia fermentable hasta la oxidacion completa o sea hasta obtener

dioxido de carbono y agua (Levenspiel, 2004).

El proceso tiene la siguiente estequiometria.

C,H,,0, +60, —2>6C0O, +6H,0 AH =- 2817

Glucosa
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(Vasquez & Dacosta, 2007), mencionan que la fermentacion alcohdlica es un
proceso anaerébico exotérmico, que se caracteriza por la degradacion incompleta de

azucar. El proceso tiene la siguiente estequiometria.

CsH120¢ ——» 2 CH3CHOH COOH  AH=-94.05J Acido lactico

CeH1206 — 2 CH3CH,OH+2CO2, AH=-91.96J Etanol

CeH120¢ —— = 3 CH3COOH AH =-62.75J)  Acido acético

2.7.1. Condiciones de fermentacion

Las condiciones para el crecimiento microbiano, desde el punto de vista de la
fermentacién, requieren encontrarse en un medio adecuado, tanto de temperatura, CO»,
O, presion, agua, nutrientes y pH. Como de sustancias alimenticias que ella puede
asimilar con facilidad, en la mayoria de las industrias la fuente de energia y de materia

son los azucares (Leveau & Bouix, 2000).

Los microorganismos necesitan carbono, nitrégeno, minerales a veces factores
de crecimiento, agua y oxigeno (son aerobios) para formar su biomasa y como fuente de

energia para biosintesis y mantenimiento celular (Smith, 2006)

Los constituyentes del medio pueden influir profundamente en la fisiologia de
los microorganismos y con frecuencia la optimizacion del proceso de fermentacion de
producto va asociada con formas fisioldgicas particulares y condiciones como la
temperatura, el tiempo, pH requiere una temperatura adecuada y pH para su desarrollo,
la cual se muestra particularmente activa y en perfecto equilibrio, pero es necesario que
los nutrientes (fuente de materia) contengan todos los elementos constitutivos de la masa
celular en las proporciones requeridas para la composicion interna del organismo

(Montoya , 2005).
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2.7.2. Fermentacion alcoholica

La fermentacién alcohdlica es un proceso metabdlico que se caracteriza por la
degradacion incompleta del azlcar, anhidrido carbénico y etanol a través de enzimas de
ciertos microorganismos, levaduras basicamente; llevada a cabo por levaduras del género
Saccharomyces cerevisinas que actta como complejo enzimatico para la degradacion de

los azUcares tales como sacarosa y maltosa (Vasquez & Dacosta, 2007).

En la figura 4. Se muestra la curva de crecimiento de los Microorganismos en

sus distintas fases durante la fermentacion.

Fase

Exponencial !

Fase
Estacionaria 4

-

log X

Fase
de Muerte

Fase de Adaptacion

Tiempo
Figura 4. Curva de crecimiento de los Microorganismos.

Fuente: (Levenspiel, 2004).

La curva de crecimiento de microorganismos se observa 4 fases distintas; una
fase de adaptacion, crecimiento exponencial, otra estacionaria y una de muerte. Cada fase

es de importancia potencial en procesos microbiolégicos (Wang, y otros, 1979).

En cuanto a las velocidades de formacion de etanol y CO; estas estan ligadas

directamente al crecimiento de la levadura atl como se observa en la figura 5. Asimismo
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la cinética de formacién de cada producto puede representarse en un cultivo discontinuo

(Levenspiel, 2004).

En la figura 5. Se muestra la curva de la cinética de Fermentacion alcohdlica

con sus 4 fases distintas que intervienen en la fermentacion.

(Cinética de la fermentacion alcohdlical

L/

t(h)

Etanol. CO-

é S. Substrato Ep

1 L]
fwe X, Levadura E p2, Aromas

Figura 5. Cinética de Fermentacion alcohdlica.
Fuente: (Muller, 2010).

Los rangos de pH y temperatura 6ptimos para obtener mayores rendimientos y
velocidades de produccion de etanol y CO: en los cultivos sumergidos son a pH de 4 a
5.5 y temperatura de 28 a 35°C, respectivamente. Estas condiciones se prefieren para
fermentar mostos destinados a la destilacion, y duran entre 18 y 72 h. Sin embargo,
cuando se elaboran productos que no van ser destilados, se seleccionan temperaturas bajas

para favorecer la formacion equilibrada de aromas y sabores (Vasquez & Dacosta, 2007).
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La ingenieria bioquimica en la evaluacion de datos en la concentracion celular,
viabilidad y observacion microscopica de la distribucion de células Saccharomyces
cerevisiae en esferas de carraginina, llevados a cabo en un reactor de lecho empacado
obteniendo mejores resultados de fermentacion en el contorno del reactor, esto debido a

la transferencia adecuada de calor de 30- 35 °C (Ward, 1991).

También existen algunos factores que afectan de forma importante el desarrollo
de la fermentacion y con ello el rendimiento como son el tipo de levadura, la
concentracion del sustrato, la temperatura, el pH y entre otros (Hansen, Niccen, Summer

, Nielsen, & Arneborg, 2001).

2.7.3. Fermentacion con levaduras
Aproximadamente el 96% de la fermentacion del etanol se lleva a cabo mediante
cepas de Saccharomyces cerevisiae se produce durante la glicolizacion etanol, la reaccion

global es la siguiente:

Glucosa+2 ADP ——» 2 Etanol + 2 CO, + 2ATP

El rendimiento tedrico de un gramo de glucosa es de 0.51g de etanol y 0.49g de
CO:2 sin embargo en la préactica aproximadamente el 10% de la glucosa se transforma en
biomasa y el rendimiento de etanol y CO> alcanzan el 90% del valor tedrico (Ho, Da

Conceicao, Silva, & Hogg, 2003).

La Saccharomyces cerevisiae es anaerobia facultativa, por lo que se obtiene un
mayor rendimiento de biomasa en aerdbiosis que en anaerobiosis. El cultivo aerobio es
importante durante la propagacion del in6culo, llamado también cultivo semilla, siendo
su objetivo la acumulacion del mayor nimero de células sanas en el menor tiempo

posible.
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(Chanprasartsuk , Prakitchaiwattana, Sanguandeekul, & Fleet, 2010), menciona
que los demas levaduras de vino y en particular las levaduras de Saccharomyces
cerevisiae no se cualquiera de los sistemas de fermentaciébn muestreados que
aparentemente es diferentes de los otros jugos de frutas. Estos hallazgos sugieren que el
jugo de pifia recién triturado puede tener algunos efectos en las otras levaduras autdctonas

que tienen un papel importante en la fermentacién alcohdlica.

En un cultivo sumergido (cinética), la velocidad especifica de crecimiento de la
levadura se puede representar con la ecuacion cinética general para los microorganismos

unicelulares: (Levenspiel, 2004).

_In(X, /X2
H= At

Dénde:

In: Logaritmo natural, adimensional.

u: Velocidad especifica de crecimiento de la levadura, h™.
X1: Concentracion de biomasa de levadura al tiempo 1, 8x Lt

Xz: Concentracion de biomasa de levadura al tiempo b 8x L,
At: Intervalo de tiempo t2 —tg, h.
2.8. Modelamiento cinético.

Como una introduccién, debemos mencionar que la vida microbial es
esencialmente quimica en la naturaleza. En una célula viviente, cientos de reacciones
quimicas tienen lugar usualmente en forma bien balanceada. La velocidad de la reaccidon
quimica es descrita con un grupo de modelos matematicos llamados ecuaciones cinéticas,

esta velocidad es una funcion de la concentracion y de los reactantes (Erazo & Palomino,

1999).
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Para entender el comportamiento de cualquier fermentacion, es necesario el
estudio cinético que consiste en la medicion o estimacion de las velocidades de sintesis
celular, formacion de productos y de los efectos del medio ambiente sobre estas
velocidades la fig. 6. Los modelos a nivel celular abarcan mayormente proceso de lote o

batch, que son los de mayor importancia comercial (Quintero, 1993).

(Erazo & Palomino, 1999), menciona que en los modelos cinéticos, es esencial
la distincién entre modelos estructurados y no estructurados. De manera que los modelos
matematicos de una reaccion bioquimica estan basados en los modelos cinéticos para el
crecimiento de una poblacién de microorganismos. La descripcidn matematica varia en

complejidad dependiendo del nimero y tipo de asunciones realizadas.

Los modelos cinéticos para el crecimiento de una poblacion de microorganismos
constituyen la base para un modelo matematico global en un reactor bioquimico (Erazo

& Palomino, 1999).

(Erazo & Palomino, 1999), en su articulo de cinética de reacciones bioquimicas
presenta el modelo cinético de Michaelis - Menten para la determinacion de la velocidad

de crecimiento celular, el cual se define como:

Modelo de Michaelis - Menten:

_ Hrax [S]
K. +[S]

Donde:

M: velocidad de la reaccion del sustrato.
S: constante de saturacion.
Mmax: Velocidad méxima

km: constante de Michaelis Menten.
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2.8.1. Cinética de Michaelis — Menten

La cinética de Michaelis - Menten describe la velocidad de reaccion de muchas
reacciones enzimaticas. Su nombre es en honor a Leonor Michaelis y Maud Menten. Este
modelo s6lo es valido cuando la concentracion del sustrato es mayor que la concentracion
de la enzima, y para condiciones de estado estacionario, 0 sea que la concentracion del

complejo enzima-sustrato es constante.

a). Determinacion de Constantes

Para determinar la velocidad méxima de una reaccidn enzimatica, la
concentracion de sustrato ([S]) se aumenta hasta alcanzar una velocidad constante de

formacion de producto.

Fig. 6. Esa es la velocidad maxima (umax) de la enzima. En este caso, los sitios
activos de la enzima estan saturados con sustrato. En la figura 6. Se muestra el grafico de

velocidad de reaccion y constante de Michaelis — Menten durante la fermentacion.

A
M

Velocidad de reacion enzimatica

o 5T

concentracion del sustrato

Figura 6. Velocidad de reaccién y constante de Michaelis - Menten

Fuente: (Connor , 2000)
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b). Velocidad de reaccién/velocidad "W’

La velocidad (W) indica el nimero de reacciones por segundo que son catalizadas
por una enzima. Con concentraciones crecientes de sustrato [S], la enzima va acercandose
asintoticamente su velocidad méxima (Mmax), pero nunca la alcanza. Por esta razén, no
hay un [S] determinado para la pmax. De todas formas, el pardmetro caracteristico de la
enzima esta definido por la concentracién de sustrato a la cual se alcanza la mitad de la

velocidad maxima (pmax/2).

c). Constante de Michaelis - Menten (Km)

Entonces, aunque la concentracién de sustrato a Vmax no puede ser medida
exactamente, las enzimas pueden ser caracterizadas por la concentracion de sustrato a la
cual la velocidad de reaccion es la mitad de la velocidad méaxima. Esta concentracion de
sustrato se conoce como constante de Michaelis - Menten (Km).tal como se muestra en

la figura 7.

Esta constante representa para enzimas que exhiben una cinética de Michaelis -
Menten simple, la constante de disociacion (la afinidad del complejo enzima - sustrato
(ES) por el sustrato). Valores bajos indican que el complejo (ES) estd unido muy

fuertemente y raramente se disocia sin que el sustrato reaccione para dar producto.
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Velocidad inicial (Vo)

Ko,
concentraciéon del sustrato (S)

Figura 7. Velocidad inicial en funcion de la [S].
Fuente: (Connor , 2000).
d). Parametros derivados de analisis de Michaelis — Menten.

Km: indica la concentracion de sustrato intracelular es una constante para una

enzima determinada Km = (k2 + k-1)/ k1 esta relacionada con la “afinidad” de la enzima

por su sustrato.

Mmax: €S un pardmetro directamente proporcional a la concentracion de enzima

total pmax= kcal [Et] no es una constante ya que depende de [Et].

Numero de recambio: Numero de moléculas de sustrato transformados por
minuto por mol de enzima Kcal [1/s] mide la eficiencia de la enzima “turnover number”

sirve para comparar enzimas 1/kcal [seg] tiempo de un ciclo catalitico.

Constante de especificidad: sirve para comparar la eficiencia de una enzima

dada para distintos sustratos Kcal/Km.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion
Este trabajo de investigacion experimental se realizé en la cuidad de Puno dentro

de campos universitario de la Universidad Nacional del Altiplano - PUNO.

> Laboratorio de microbiologia de los alimentos y laboratorio de pos
cosecha de la EPIAI de la FCA — UNA - PUNO.

> Laboratorio de Operaciones Unitarias de la FIQ — UNA - PUNO.

3.2. Materia prima
Pifia: materia prima que se utiliz6 fue de la variedad Golden. Con pesos de 1.5kg

a 2kg, procedente de la provincia de Sandia, distritos de San Juan de Oro y Yanahuaya.

La levadura comercial: que se utilizO para este trabajo de investigacion fue

Saccharomyces cerevisiae (comercial) y levadura silvestre (Cascaras de la pifia).

3.3. Equipos, materiales e insumos
3.3.1. Equipos e instrumentos
» Equipos de control para maltiples aplicaciones, modelo MULTILOG -
PRO, marca ITP (Israel), recolector de datos, con sensor de temperatura,
presion, CO2 y pH.
» Reactor de vidrio para la fermentacion de 650 ML Y 2L DE
CAPACIDAD (C-246) con tapas metalicas.
» Potenciometro digital: CRISON, PH METER DIGIT 505.
> Balanza analitica digital: METTLER, CAP.160G EXACTITED 0.001G.
> Refractébmetro digital: ABBE, BLEEKER, 0-100% DE SACAROSA,

HOLANDA.
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>

>

Sistema bafio Maria: CAPACIDAD DE 3 A 4 LITROS.

Licuadora: 4093 - 0085 - CUP GLASS JAR 2 - SPEED BEEHIVE
BLENDER, BRUSHED STAINLESS.

Extractor de jugo: Modelo. 3169.

Alcoholimetro digital: PROFESIONAL CON SENSOR ULTIMA
GENERACION 309.

Termdémetro, IR FLUKE MINI 62

Estufa, MARCA MEMMET

3.3.2. Materiales de laboratorio

>

vV Vv Vv ¥V V¥V ¥V VYV V

3.3.3. Insumos

>

>
>
>

Vaso de precipitados (100ml. de capacidad, de vidrio pirex).
Probeta de 100ml.

Pipeta (5ml. de capacidad, de vidrio pirex).

Picetas

Cronometro

Tubos de ensayo (vidrio pirex)

Cuchillo de acero inoxidable

Cuchara de acero inoxidable

Hisopos estéril

Azucar blanca refinada.
Agua de destilada
Acido citrico de grado alimentario con 99.5% de pureza.

Alcohol medicinal 70°.
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3.4. Metodologia experimental
El trabajo de investigacion se realizd de acuerdo a las siguientes etapas:
3.4.1. Obtencidn de alcohol a partir de zumo de pifia con la levadura Saccharomyces
cerevisiae.
Para la fermentacion alcohdlica zumo de pifia sobremadurada se realizd las
siguientes etapas la cual se muestra en la figura 8, el diagrama de flujo para la obtencién

de alcohol a partir de zumo de pifia (Ananas comosus) con la levadura Saccharomyces

cerevisiae.

MATE RIA PRIMA
(Pifia sobremadurarada)

+

SELECCION

v

LAVADO

v

PELADO

REFERENCIAS: ¢

Sc.: S. cerevisiae:1.5g
pH: 5 EXTRACION DE ZUMO DE PINA

°Brix: 16.5

FILTRACION

v

ACONDICIONAMIENTO

v

ACTIVACION

v

FERMENTACION

v

MOSTO ALCOHOLICO F— C O,

+

DESTILACION

Figura 8. Diagrama de flujo para la fermentacion de zumo de pifia con
Saccharomyces cerevisiae.
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Materia prima: Para realizar el presente trabajo de investigacion se utiliz6 pifia
sobremadurada como materia prima de la variedad Golden, proveniente de los distritos

de San Juan de Oro y Yanahuaya.

Seleccion: Antes del lavado, las pifias fueron seleccionadas mediante inspeccion
visual, eliminando aquellos frutos que presentan un alto grado de deterioro para asi

disminuir los efectos de contaminacién que dichos residuos generan.

Lavado: El lavado se realiz6 con agua potable para eliminar las impurezas que
estan adheridas en el fruto, como pueden ser la suciedad, tierra, bacterias superficiales,

mohos y otros contaminantes como insecticidas y fertilizantes.

Pelado: El pelado se realiz6 manualmente, con la ayuda de un cuchillo de acero
inoxidable, en esta operacion se elimino la cascara de la pifia y se colocd los pedazos de

la pifia en un recipiente que luego se sometio a un proceso de extraccion del liquido.

Extraccion de zumo de pifia: La extraccion de zumo de pifia se realizé con una

extractora de jugos.

Filtracion: Se filtro el zumo de pifia para separar las particulas mayores y fibras

con un tamiz.

Acondicionamiento: Se mezcld la muestra y los insumos en un recipiente.
Agregandose 500 ml de zumo de pifia, 20 gramos de azucar, 0.02 de &cido citrico y levadura
1,5 gramos. Este proceso se realizé con el fin de obtener resultados éptimos en la

fermentacion de zumo de pifia.

Activacion: La activacion de la levadura Saccharomyces cerevisae se realizd
con la adicion de agua hervida tibia a 30°C en un tubo de ensayo de 50ml al cual se afiade

30ml de zumo de pifia, levadura de 1.5g. Luego es cubierto y dejado en reposo en una
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incubadora a una temperatura de 27°C por un espacio de 5 a 10 minutos hasta que se note
las burbujas en la superficie del tubo de ensayo, una vez activada la levadura se inocula
en un reactor que contiene el mosto corregido. Finalmente para iniciar la fermentacion

alcohdlica es necesario realizar una agitacion para homogenizar la muestra.

Fermentacion: Para la fermentacién alcohdlica se utilizd levadura seca
liofilizada, se preparé 500 ml de la muestra de zumo de pifia en un reactor de vidrio de
capacidad de 1 litro con una concentracion de °Brix 16.5 y su pH se ajusté a 5. Luego el
reactor de vidrio fue cubierto y dejado en reposo en bafio maria a una temperatura de

35°C. Por un tiempo de fermentacion de 72 horas.

Mosto alcohdlico: Una vez que se inicie la fermentacion se controlé el CO2. Asi
mismo se procedid a tomar de datos con el equipo Multilog- Pro. Despues se realizo el

modelamiento cinético de fermentacion de zumo en los datos obtenidos.

Destilacion: Esta operacion se realizé para separar el alcohol producido por

fermentacion, por un tiempo de 59 minutos.
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3.4.2. Obtencion de alcohol a partir de zumo de pifia con la levadura silvestre
En la Figura 9. Se muestra el diagrama de flujo para la obtencion de alcohol con
levadura silvestre aislado de las c&scaras de pifia.

MATERIA PRIMA
(Pifia sobremadurarada)

'

RECEPCION Y SELECCION

v

EXTRACCION DE LEVADURA DE
LAS CASCARAS DE PINA

v

INOCULACION DE LA LEVADURA

REFERENCIAS: ¢

Sc.: L. silvestre: 250 cm?

pH: 5 ACONDICIONAMIENTO
°Brix: 16.5

v

FERMENTACION

v

MOSTO ALCOHOLICO —» CO,

v

DESTILACION

Figura 9. Diagrama de flujo para la fermentacion de zumo de pifia con

levadura silvestre de la fruta.
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Materia prima: Se utilizé pifias sobremaduradas de la variedad Golden,

proveniente de los distritos de San Juan de Oro y Yanahuaya.

Recepcion y seleccion: Al momento de recepcion se verificd a que las pifias se
encuentren bien en su apariencia senescente, que no presenten dafio fisico en la superficie
de la fruta. Ya que esto podria alterar algunos cambios fisicoquimicos en la fermentacion

alcohdlica. Después se procedié inmediatamente al pesado.

Extraccion de levadura de las cascaras de pifia: Para este proceso se midi6
250cm? de la cascara de pifia y con la ayuda de un hisopo se muestreo la levadura silvestre
de la superficie de pifia, Por otro lado el medio cultivo se esterilizd en autoclave a
121°C/15 min. También se utiliz6 como medio de cultivo YPDA (1% extracto de
levadura, 2% peptona micoldgica, 2% de glucosa, 2% agar) suplementado con 25 mg/L
de penicilina y cloranfenicol. Asi mismo para la siembra de la levadura silvestre se
realizaron 3 preparaciones a diferentes diluciones (10 y 10%). Después las placas se
incubaron en una incubadora a 27°C de temperatura por un tiempo de 3 dias vy
posteriormente se hizo el recuentro de levadura silvestre dando como resultado 2x10°

CFU/g.

Inoculacion de la levadura: La inoculacion de la levadura silvestre se realizd
con la adicion de agua tibia a 30°C, en un tubo de ensayo de 50ml en el cual se afade
30ml de zumo de pifia y cascaras de pifia (250cm?) como levadura silvestre, luego fue
cubierto y dejado en reposo en una incubadora a una temperatura de 27°C por un espacio

de 5 a 10 minutos, con un pH 6ptimo de 5.

La activacién de la levadura se nota por la formacién de burbujas en la superficie
del reactor asi mismo para iniciar la fermentacién alcohélica es necesario realizar una

agitacion con el fin de homogenizar, y finalmente dejar en reposo.
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Acondicionamiento: En este proceso se mezcld la muestra y los insumos en un
recipiente. Agregandose 500 ml de zumo de pifia, 18gramos de azlcar, 0.02 gramos de &cido
citrico y cascaras de pifia (250cm?). La cual se realizo con el fin de obtener resultados

Optimos en la fermentacion de zumo de pifia.

Fermentacion: Para la fermentacion se prepard 500ml de zumo de pifia con pH
de 5y °Brix de 16.5. Después se procedié a la incubacién en bafio maria a 35°C de

temperatura, por un tiempo de 72 horas.

Mosto alcohdlico: Una vez que se inicie la fermentacion se control6 el CO..
Después se procedio a tomar de datos con el equipo Multilog- Pro. Esto con la finalidad

de realizar el modelamiento cinético de fermentacién de zumo de pifia.

Destilacion: Esta operacién se realizd para separar el alcohol producido por

fermentacién, por un tiempo de 59 minutos.

37

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
: Altiplano

3.5. Métodos de analisis

3.5.1. Ajustar el modelo cinético de Michaelis — Menten en funcién al parametro de
CO; en la fermentacién de zumo de pifia sobremadurada

Variables Dependiente:
Cinética de fermentacion:
»> CO2 (ppm).
Variables Independientes:
Parametros de operacion:

> °Brix. de la mezcla. 15y 18.

» Cantidad de levadura.

L. Comercial: 1g - 2¢g
L. Silvestre: 100cm? - 400cm?

> pH:4-6
NOTA: En este caso los valores son obtenidos del disefio central compuesto (DCC).

3.5.2. Evaluar dos tipos de levadura (Saccharomyces cerevisiae y levadura silvestre
de fruta) en la cinética de la fermentacién de zumo de pifia sobremadurada
y obtencién de etanol

Variables Dependiente:
Fermentacion:

» Concentracion de alcohol en zumo fermentado °GL
Variables Independientes:

» Parametros de operacion:
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En esta fase se adecuo la cinética de fermentacion de zumo de pifia a la ecuacion
de Michaelis - Menten mediante la lineacion de Lineawearer — Burk que es una ecuacion
de tipo: Y = mx + b, que gréfica los reciprocos de ambos lados de la expresion. Tal como

se muestra en la figura 10.

Ecuacion de Lineweaver-Burk o doble reciproca

Lineweaver-Burk 1 = Ko +i
Vo VeS| Vi
Eadie-Hofstee v = KMV max
[S]
Eadie-Scatchard y__ 1 Vmx

y
Pendienie = Em—
1
vrn-ﬂ;r:
_ 1 1 X
Km 15]

Figura 10. Transformacion lineal de Michaelis-Menten
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Modelo de Michaelis - Menten:

_ Mo [S]
K, +[S]

Donde:

u: velocidad de la reaccion del sustrato (h?)
S: concentracion de sustrato limitante (g/L)
Hmax: velocidad méaxima (h?)

km: constante de Michaelis - Menten (g/L).

3.6. Disefio de investigacion

En el presente trabajo de investigacion tiene como variable estudiada a CO», de
tal manera se utilizo el Disefio de superficie de respuestas, Ya que permite evaluar
directamente la curvatura de un modelo y encontrar condiciones de operacion optima de

un proceso (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

Ademas este disefio nos facilita evaluar con cinco niveles de cada factor tal como
se muestra en el tabla 2, asi mismo en la tabla 3 nos muestra los factores y niveles de
estudio, por otra lado en las tablas 4 y 5 se muestran valores extremos de los factores y el

namero de tratamientos con la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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3.6.1. En la primera etapa: efecto de las cantidades de levadura, °Brix y pH en la
fermentacion de zumo de pifia utilizando Saccharomyces cerevisiae.
Tabla 2. Cinco niveles de Disefio Central Compuesto (DCC) para

Saccharomyces cerevisiae.

Nivel codificado (Xi) Denominacion
-ol Nivel minimo
-1 Nivel bajo

0 Nivel medio

1 Nivel alto

+a Nivel méaximo

Fuente: (Ibafiez, 2012).

Para k=3, y a=1.682

El nimero de tratamientos es igual: N =27 +2P+C a = (2”)1/4

Donde:
N : Es el nimero total de tratamientos.
2P : Es el nimero de tratamientos basicos de la parte axial o estrella de

combinaciones de tratamientos.

2P . Corresponde a los tratamientos de la parte axial o estrella o

combinaciones de tratamientos en los puntos axiliales del disefio.

C : Constituyen en tratamiento central que se repite un nimero determinado

de veces dependiendo del nimero de factores o replicas en el centro del disefio.

P : Numero de factores de estudio o variables.
41

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i3 Nacional del
Altiplano

Factores en estudio de levadura Saccharomyces cerevisiae

Tabla 3. Factores y niveles para la fermentacién de zumo de pifia con la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

FACTOR NIVEL BAJO NIVEL ALTO
°Brix. de la mezcla 15 18
Cantidad de levadura (g) 1 2
pH 4 6

Variables de respuesta

» Concentracion de CO> (ppm)

Tabla 4. Valores extremos de los factores en estudio

factores de estudio

Nivel
codificado  Denominacién °Brix. de la Cantidad de

(Xi) mezcla levadura (g) pH
- Nivel minimo 13.977 0.61 3,236
-1 Nivel bajo 15 1 4
0 Nivel medio 16.5 15 5
1 Nivel alto 18 2 6
+a Nivel maximo 19.023 2.38 6,763

42

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO JLi Nacional del
Altiplano

Tabla 5. Numero de tratamientos para tres factores en un DCC para la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

°Brix de la mezcla Cantidad de

Tratamientos pH
(°Brix) levadura ()
1 4 15 1
2 6 15 1
3 4 18 1
4 6 18 1
5 4 15 2
6 6 15 2
7 4 18 2
8 6 18 2
9 5 16.5 1.5
10 3.23617 16.5 1.5
11 6.76383 16.5 1.5
12 5 13.8542 1.5
13 5 19.1458 1.5
14 5 16.5 0.618083
15 5 16.5 2.38192
16 5 16.5 1.5
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3.6.2. En la segunda etapa: efecto de las cantidades de levadura, °Brix y pH en la
fermentacion de zumo de pifia utilizando levadura silvestre.

El disefio estadistico de DCC nos facilita evaluar con cinco niveles de cada factor

tal como se muestra en el tabla 6, asi mismo en la tabla 7 nos muestra los factores y niveles

de estudio, finalmente en las tablas 8 y 9 se muestran valores extremos de los factores y

el niUmero de tratamientos con la levadura silvestre.

Tabla 6. Cinco niveles de Disefio superficie de respuestas para levadura

silvestre.

Nivel codificado (Xi) Denominacion
-al Nivel minimo

-1 Nivel bajo

0 Nivel medio

1 Nivel alto

+a. Nivel méaximo

Fuente: (Ibafiez, 2012).

Para k=3, y o= 1.682

El ntimero de tratamientos es igual: N = 2P +2P +C  a = (2F)"/a

Donde:
N : Es el nimero total de tratamientos
2P . Es el nimero de tratamientos basicos de la parte axial o estrella de

combinaciones de tratamientos

2P . Corresponde a los tratamientos de la parte axial o estrella

combinaciones de tratamientos en los puntos axiliales del disefio
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C : Constituyen en tratamiento central que se repite un nimero determinado

de veces dependiendo del numero de factores o replicas en el centro del disefio
P : Numero de factores de estudio o variables

Factores en estudio de levadura silvestre

Tabla 7. Factores y niveles para la fermentacidn de zumo de pifia sobremadurada

con la levadura silvestre.

FACTOR NIVEL BAJO NIVEL ALTO
°Brix. de la mezcla 15 18
Cantidad de levadura (cm?) 100 400
pH 4 6

Variables de respuesta

CO2 (ppm)

Tabla 8. Valores extremos de los factores en estudio

factores de estudio

Nivel codificado °Brix de la Cantidad de
Denominacién

(Xi) mezcla levadura (g) pH
- Nivel minimo 13.977 65.9 3,318
-1 Nivel bajo 15 100 4
0 Nivel medio 16.5 250 5
1 Nivel alto 18 400 6
+a Nivel maximo 19.023 468.2 6,682
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Tabla 9. NUmero de tratamientos para tres factores en un DCC para levadura

silvestre.
Cantidad de levadura
Tratamientos pH °Brix de la mezcla (°Brix)
(cm?)
1 4 15 100
2 6 15 100
3 4 18 100
4 6 18 100
5 4 15 400
6 6 15 400
7 4 18 400
8 6 18 400
9 5 16.5 250
10 3.23617 16.5 250
11 6.76383 16.5 250
12 5 13.8542 250
13 5 19.1458 250
14 5 16.5 65.9
15 5 16.5 468.2
16 5 16.5 250

NOTA: En esta tabla los valores de nimero de tratamientos para la cantidad de
levadura silvestre (cm?) son expresados en 10° CFU/g ya que eso fue el resultado del

recuentro de la levadura silvestre.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Ajuste del modelo cinético de Michaelis — Menten en funcién al parametro de
CO2 con dos tipos de levaduras SACCHAROMYCES CEREVISIAE vy levadura
silvestre.

Para el ajuste del modelo cinético de Michaelis — Menten se estudi6 dos tipos

de levaduras Saccharomyces cerevisiae y silvestre.

4.1.1. Concentracion de CO; durante el proceso de fermentacion con la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

Concentracion de CO2 (ppm) en funcion al Tiempo (s)

9000
8000
g 7000
o
£ 6000
8 5000
O 4000
2000
1000

0 5000 10000 15000
Tiempo (s)

Figura 11. COzen funcion al tiempo

En la figura 11, se puede observar que durante el periodo de la fermentacién del
mosto hay un crecimiento en la concentracion de CO> en funcién al tiempo. En 8989.25
segundos comienza a estabilizarse la concentracion de CO2 hasta 8096.45 ppm. Debido
a que el sustrato alcanza su mayor desarrollo poblacional en microorganismos, siendo
consumidas en mayor cantidad de azlcar; posteriormente disminuye hasta un valor

despreciable. Al respecto (Levenspiel, 2004), menciona que en cuanto a las velocidades
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de formacion de etanol y CO; estan ligadas directamente al crecimiento de la levadura de

este modo, la cinética de formacion de cada producto puede representarse en un cultivo

discontinuo. Asimismo (Coillo & Copa , 2010), indican que las primeras 24 horas con

5320 seg existe alta produccion de CO2 llegando hasta maximo de 9081.573 ppm. Esto es

debido a que el sustrato contiene carbohidratos suficientes para su mayor desarrollo

poblacional de levaduras. Asimismo durante la fermentacion del zumo de pifia se observa

que la presién producida es proporcional al CO». Por su parte (Leveau & Bouix, 2000),

precisan que las condiciones adecuadas para la fermentacién alcohdlica son la

temperatura, CO2, O, presion, agua, nutrientes y pH. Asi como de sustancias alimenticias

que ella puede asimilar con facilidad. Asimismo para que la fermentacion sea efectiva se

tomo en cuenta estas condiciones adecuadas.

Figura 12. Ajuste de la curva de CO. y Presion con el software de Multilab.
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En la Figura 12, se muestra el ajuste de la curva de presion y CO2, para este
proceso se tomd una muestra de 500 ml de zumo de pifia, pH de 5, 16.5°Brix, 1.5g de
levadura a una temperatura de 35°C. La finalidad de este ajuste es ver el comportamiento
cinético de la fermentacion de zumo de pifia en donde la concentracidn se inicia de 485.79
ppm alcanzando hasta 8096.45ppm de CO», respectivamente por un tiempo de 5 horas
hasta que la curva sea constante asimismo los datos se tomo cada 1500 segundos, Para su
respectivo ajuste al modelo cinético de Michaelis — Menten en donde la funcion para CO-
es f(x) = 1.6X-5995.73, teniendo un R? = 0.98% de confianza respecto al tiempo de
proceso de fermentacion. Mientras la funcidn para la presion es f(x)= 1.8X-48916.95,
teniendo una confianza de R? = 0.97. Iniciandose de 51.73 Kpa hasta 64.95 Kpa, durante
la fermentacion alcohdlica del zumo de pifia se puede observar que la presion producida
es proporcional al CO2. Como se puede ver en el anexo 1, comparando con (Ho, Da
Conceicao, Silva, & Hogg, 2003). Quienes mencionan que el rendimiento tedrico de un
gramo de glucosa es 0.49g de CO2 sin embargo en la practica aproximadamente el 10%
de la glucosa se transforma en biomasa y la produccion de CO; alcanza al 90% del valor
tedrico. Mientras (Erazo & Palomino, 1999), indica que la velocidad de la reaccion
quimica es descrita con un grupo de modelos matematicos llamados ecuaciones cinéticas,

esta velocidad es una funcion de la concentracion y de los reactantes.
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Tabla 10. Cinética de reaccion de fermentacion de zumo de pifia con la

levadura Saccharomyces cerevisiae.

T (s) CO2 (ppm) u(sh) 1/CO, 1/u
0 485.79 0.00022644 0.0020585 4416.180887
1000 595.79 0.00027652 0.00167844 3616.374946
2500 994.03 0.00045360 0.00100601 2204.585538
4000 1534.98 0.00070924 0.00065147 1409.959957
5500 2496.29 0.00094084 0.00040059 1062.87998
7000 5586.53 0.0012312 0.000179 812.2157245
8500 6993.77 0.0014425 0.00014298 693.2409012
10000 8002.45 0.0016473 0.00012496 607.0539671
5000
4500
— y = 2E+06x + 337.08
= 4000 R?=0.99
=
= 3500
o
E 3000
3 2500
S —o—1/
S 2000 H
3
S 1500
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Prueba para la levadura Saccharomyces cerevisiae

Del grafico se tiene:
Pendiente = m = 2E+06
Intercepto = b =337.08

Mmax = # ,  Km = pendiente* max
Int ercepto

Hmax = 0.00297 s, Kmn=5.940 g/L

En la tabla 10 y figura 13. Se muestran la cinetica de la reaccion mediante la
ecuacion de Lineweaver — Burk observandose una ecuacion lineal en la cinetica de la
reaccion tomando el eje de las ordenadas (1/p1) versus el eje de la abscisas (1/CO2), como
se aprecia el valor de la pendiente fue 2E+06, la constante de Michaelis — Menten (Km)
es 5.940, el punto de interseccion es 337.08 y una velocidad maxima de 0.00297s™. Estos
valores obtienido en el grafico son importantes para ajustar al modelo cinético de
Michaelis — Menten, teniendo un grado de confianza de R>=99%. Al respecto (Quintero,
1993). Indica que es necesario el estudio cinético que consiste en la medicion o estimacion
de las velocidades de sintesis celular, formacion de productos y de los efectos del medio
ambiente sobre estas velocidades, por otro lado (Ibafiez, 2012), afirma que una confianza
de 95% es bueno en un ajuste al modelo. Mientras (Guttierrez & De la Vaca, 2012),
indican que para fines de prediccion se recomienda el coeficiente de determinacion

ajustado sea al menos de 70% para que el modelo sea aceptable y confiable.

Finalmente el ajuste al modelo de Michaelis — Menten.

4 [S1 :0.00297[8]
T K, +[S] " 5040+[5]
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4.1.2. Concentracion de CO; durante el proceso de fermentacién con la levadura

silvestre

concentracion de CO, (ppm) en funcion al Tiempo(s)
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Figura 14. COzen funcion al tiempo

Como se puede apreciar en la Figura 14. La concentracion de CO; en funcion al
tiempo. Se observa que a los 4030 segundos hasta 10800 segundos hay mayor cantidad
de produccion de CO> llegando hasta 8023.56ppm en donde comienza a estabilizarse la
levadura. Por su parte (Montes & Arevalo, 2001), quienes mencionan que teniendo una
materia entrante de glucosa se tiene una cantidad de 51.1 Kg de etanol y CO,de 48.9 Kg.
Por otro lado esta actividad fermentativa se forma etanol y se desprende gas carbdnico,en
la medida que su concentracion de CO2 aumenta en el recipiente de fermentacion, la

presién aumenta y trae como consecuencia una disminucion de la actividad celular.
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Figura 15. Ajuste de la curva del CO: y presion con el software de Multilab.

En el Figura 15. Para el analisis del grafico se tom6 una muestra de 500ml de

zumo de pifia, 250cm? de la levadura, pH de 5 y 16.5°Brix. La finalidad de este ajuste es

ver el comportamiento cinético de la fermentacion de zumo de pifia, ademas el anélisis

estadistico de r-cuadrado indica el 95% de confianza de los datos obtenidos. Para este

analisis de ajuste del modelo cinético se evalud con una concentracion de CO2 de 554.35

ppm hasta 8023.56 ppm en un tiempo de 5 horas, también se tomé los datos cada 10

segundos datos que son mostrados en el anexo 2. Para determinar la cinética de

fermentacion de zumo de pifia para su respectivo ajuste al modelo de Michaelis- Menten.
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Asimismo el resultado obtenido en la fermentacion de zumo de pifia fue F(x) = +1.17x-

4717.69 de una funcién lineal de primer grado, teniendo un R? = 0.95 de confianza

respecto al tiempo de fermentacion, mientras para la presion se inicié a los 5980 segundos

mostrando una grafica similar al CO2 en donde se puede observar que a medida que

aumenta el CO también hay mayor produccién de presion en la fermentacion alcohélica.

Tabla 11. Cinética de reaccion de fermentacion de zumo de pifia con la levadura

silvestre.

T(s) CO2 (ppm) u(s?h 1/CO; 1/ u

0 545.35 0.0001667 0.0018337 6000.24
4500 854.35 0.0002854 0.0011705 3504.0998
5400 1181.56 0.0004321 0.0008463 2314.4398
6300 1629.85 0.0006473 0.0006136 1544.8071
7200 1980.12 0.0007151 0.000505 1398.4058
8100 2378.98 0.0008984 0.0004203 1113.1271
9000 3821.78 0.0010862 0.0002617 920.63229
9900 5443.89 0.0012885 0.0001837 776.08419
10800 8023.56 0.0013623 0.0001246 734.06348
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Figura 16.Cinética de la reaccion del primer orden de 1/p vs 1/CO..
Prueba para la levadura silvestre:

Del grafico se tiene:

Pendiente = m = 3E+06

Intercepto = b =21.355

Mmax = # ,  Km = pendiente*max
int ercepto

Hmax = 0.0468 s, Km=140.400 g/L

En la figura 16 y tabla 11, se muestra la cinética de la reaccion mediante la
ecuacion de Lineweaver — Burk se observa que tiene una ecuacion lineal del primer grado,

asimismo para la cinética de la reaccion, se tomo el eje de las ordenadas (1/j) versus el
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eje de la abscisas ( 1/CO2), como se aprecia el valor de la pendiente 3E+06, la constante
de Michaelis — Menten(Km) es 140.400 g/L, el punto de interseccion es 21.355 y una
velocidad méaxima de 0.0468 s. Estos valores encontrados son importantes para ajustar
al modelo cinético de Michaelis — Menten, como se muestra en el anélisis estadistico
cuya velocidad depende de la concentracion del sustrato, teniendo un grado de confianza
de R?=0.97. Al respecto (Ibafiez, 2012), afirma que una confianza mayores de 95% es
muy bueno en un ajuste al modelo. Mientras (Gutiérrez & De la Vara, 2012), indican que
para fines de prediccion se recomienda el coeficiente de determinacion ajustado al menos
de 70% para que el modelo sea aceptable y confiable. Segun (Benitez, Chiumenti,
Sepulcre, Achaerandio, & Pujola, 2012), en su revista indican que el efecto de la
temperatura sobre la tasa de respiracion y la degradacion de textura de la pifia recien
cortada se estudio el consumo de O y la produccion de CO> de pifia precisando al modelo

Cinetico de Michaeis - Menten.
Finalmente el ajuste al modelo de Michaelis — Menten.

o [ST  0.0468[S]

AT K 8] H T 140400+ 8]
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4.2. Evaluacién de dos tipos de levadura (Saccharomyces cerevisiae Y silvestre) en

la produccidon de alcohol durante la fermentacién de zumo de pifia

4.2.1. Efectos de las variables de pH, °Brix y Cantidad de levadura. En la obtencion
de alcohol utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae

Los resultados del porcentaje de concentracion de alcohol con la levadura
Saccharomyces cerevisiae, se presenta en el anexo 3y en el anexo 4 en donde se puede
apreciar el andlisis de varianza ANVA, asi mismo podemos observar claramente el
diagrama de pareto en la figura 17 por otro lado las variables A (pH), B (°Brix de la
mezcla) y C (cantidad de levadura), resulto ser no significativo lo que quiere decir que el
incremento y/o decremento de las variables no ejerce un cambio significativo en el
resultado del porcentaje de la concentracion de alcohol en el proceso de fermentacion,
mientras que los efectos cuadraticos (AA), (BB) y (CC), se muestran significativos al

resultado de la concentracion de alcohol.

Por otro lado las interacciones (AB) y (BC), resultaron ser no significativos para
el proceso de fermentacidbn mientras la interaccion (AC) resulto ser significativo.
Entonces se puede decir que las combinaciones de los variables pH (A), ° Brix de la
mezcla (B) y Cantidad de levadura (C), no afectan de manera significativa a la

concentracion del alcohol durante la fermentacion alcoholica.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para concentraccion de alcohol (SD)
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Figura 17. Diagrama de Pareto para Saccharomyces cerevisiae.

De acuerdo a la ANVA (ver anexo 3), el coeficiente de determinacion R2 explica
el 95.2083% de la variabilidad en la concentracion de alcohol, esto quiere decir que el
modelo estadistico se ajusta de manera satisfactoria con los resultados. Mientras el
estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con
diferentes nUmeros de variables independientes, es 85.625. Siendo asi la ecuacion del

modelo ajustado es:

Grado alcohdlico = -12.2909 + 0.722578*X; + 1.29009*Y1 + 1.26811*Z; -
0.0821114*X1"2 + 0.0166667*X1*Y1 - 0.1*X1*Z1- 0.043635*Y1"2 + 0.0333333* Y1*Z1

- 0.457014*2,"2.
Donde:
X1 =pH
Y1 = °Brix de la mezcla

Z1 = Cantidad de levadura
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Gréfica de Efectos Principales para concentracion de alcohol
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Figura 18. Efectos principales para el porcentaje de la concentracién de

alcohol con Saccharomyces cerevisiae

En la figura 18. Se muestra la grafica de efectos principales para el porcentaje
de alcohol, en donde se aprecia el grado de relacion que existe entre las variables de
estudio el °Brix, pH y cantidad de levadura; respecto a la concentracion de alcohol. En la
variable de estudio pH se observa que conforme incrementa de su nivel bajo hasta su nivel
alto, el porcentaje alcohol se incrementa mostrando asi un comportamiento ascendente
hasta llegar a los 5 de pH. Segun (Vasquez & Dacosta, 2007), quienes mencionan que
para obtener mayores rendimientos y velocidades de produccién de etanol y CO; en los
cultivos sumergidos las condiciones adecuadas son a pH de 4 - 5.5y T° 28 -35°C, asi
también para fermentar los mostos destinados a la destilacion duran 18- 72 horas. Sin
embargo, cuando se elaboran productos que no van a ser destilados, se seleccionan
temperaturas bajas para favorecer la formacidn equilibrada de aromas y sabores. Ademas
el pH optimo para el desarrollo de las levaduras es de 4.5 a 5 aunque pueden sobrevivir
de 3 a 7.5 (Madrid, Vicente, & Cezano, 2001). (Godia & Lopez, 2005), indican que la

transferencia de calor adecuada es 30- 35 °C. Asimismo realizando una comparacion de
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los resultados, podemos concluir que el pH 6ptimo de tratamiento es 5, también se puede
decir que a mayor temperatura la fermentacion acelera y genera la activacion rapida de la
levadura en la fermentacion de licores este resultado es corroborado con los autores

mencionados.

Respecto a la variable de °Brix, se aprecia que a valores menores el porcentaje
de alcohol es mayor, cuando se incrementa los valores de °Brix mayores a 16 el
porcentaje de alcohol disminuye. Al respecto (Leveau & Bouix, 2000), indican que el
rango de concentracion de azucar es de 10 hasta 18°Brix, el valor optimo es 15°Brix;
cuando se trabaja a concentraciones de aztcar muy altas del orden de 22°Brix se observa
una deficiencia respiratoria en la levadura y un descenso de la velocidad de la
fermentacion. Mientras (Fajardo & Sarmiento, 2008), quienes mencionan que se debe
ajustar el mosto en 18 y 20 °Brix, en las cuales se puede obtener mejor rendimiento y
eficiencia fermentativa. Sin embargo realizando una comparacion de los resultados
podemos decir el °Brix optimo es de 16.5°Brix que se encuentra en los rangos

establecidos por los autores.

Tabla 12. Optimizacion de las variables para la concentracion de alcohol con la

levadura Saccharomyeces cerevisiae.

Valor éptimo = 1.0063

Factor Bajo Alto Optimo

pH 3.23617 6.76383 5.19459

°Brix de la mezcla 13.8542 19.1458 16.315
Cantidad de levadura 0.618083 2.38192 1.41412
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En la tabla 12 se observan los valores 6ptimos para la fermentacion de zumo de
pifia utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae. Que se obtuvieron mediante el
programa de statgraphics centurién X VI, los cuales indican que a 5,2 pH, 16.3°Brix y 1.4
de levadura son 6ptimas. Se tuvo mayor concentracion de alcohol de 1.0063 por ciento
de los 16 tratamientos estudiados las cuales se asemejan al tratamiento 9 con los
parametros de 5 pH, 16.5°Brix y 1.5 de levadura obteniéndose el mayor porcentaje de
etanol de 1°GL. Asimismo se observé que el alcohol obtenido tiene las caracteristicas
como sabor y aroma fueron similares al de la fruta (Monsalve, Medina, & Ruiz, 2006),
realizaron una comparacion entre Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis. En
donde la mayor concentracion de etanol tuvo la levadura Zymomonas mobilis de 8%.
(Garzon & Hernadez, 2009), mencionan que a una concentracion de 180 y 200 g/L,
requirié de 48 h para fermentar el medio produciendo un porcentaje de alcohol de 4,5y
5,5 % (v/v), consecuentemente al final de la fermentacion la concentracion de azlcares
ya era muy baja frenando asi el proceso. También encontr6 que el tiempo de fermentacion
total para Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y 9080 es de 96 h, produciendo un
porcentaje de alcohol de 8% (v/v); esto se debié a que son cepas certificadas para la
produccién de etanol. (Mathews, Ahern, & Van Holde, 2002), indican que el aldehido
responsable en los cambio de aroma en las frutas es el acetaldehido y que este aldehido
en exceso produce una aroma desagradable en los frutos. Por otro lado los esteres son
sustancias aromaticas que le confieren a la fruta su aroma caracteristico. Y los superficies
de estimacion y estimada se muestran en las figuras 19 y 20 lo cual nos muestran mejor

los resultados de la fermentacién alcohdlica de zumo de pifa.

61

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO & Nacional del
Altiplano

Figura 19. Superficie de respuesta estimacion con la levadura Saccharomyces

cerevisiae.
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Figura 20. Contornos de la superficie de respuesta estimada con la levadura

Saccharomyces cerevisiae.
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Tabla 13. Concentracion de alcohol en el mosto fermentado.

Microorganismos Tiempo (h) % de Concentracién de alcohol en
16.5°Brix

Levadura  Saccharomyces 72 1.0%

cerevisiae

Levadura Silvestre 72 0.1%

En la tabla 13. Se muestra los resultados de rendimiento de alcohol durante el
proceso de fermentacién de zumo de pifia por un tiempo de 72 horas para ambos
microorganimos en donde el mayor efecto significativo tuvo la levadura Saccharomyces
cerevisiae como se puede apreciar en la tabla 13. Al respecto (Rodriguez & Sarabia,
2012), mencionan que segun los resultados en el analisis de rendimiento finales para los
métodos de fermentacion se obtuvo una probabilidad del modelo de 0.2481 un R? de 0.39
y con coeficiente de variacion de 5.49% que sefiala que no hubo diferencia estadistica
significativa para el metodo de Orlans tanto para la naranja agria como también para la
pifia, ademas se comprobo que el tratamiento de pifia con 0.40 vvm de aireacion tuvo el
rendimiento mas bajo debido a la volatilizacién de etanol y otros liquidos volatiles
presentes en la mezcla. Segun (Chanprasartsuk , Prakitchaiwattana, Sanguandeekul, &
Fleet, 2010), indican en particular que las levaduras Saccharomyces cerevisiae actian de
diferente manera en otros jugos de frutas por lo que sugiere que el jugo de pifia recién
triturado puede tener algunos efectos en otros levaduras autdctonas que tienen un papel

importante en la fermentacion alcohdlica.
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4.2.2. Efectos de las variables de pH, °Brix y cantidad de levadura. en la obtencion
de alcohol utilizando la levadura silvestre

Los resultados del porcentaje de concentracion de alcohol utilizando la levadura
silvestre, se presenta en los anexos 5y en el anexo 6 en donde se puede apreciar el analisis
de varianza ANVA. Para la concentracion de alcohol se puede observar claramente en el
diagrama de Pareto. Figura 21, ademas las variables A (pH) y C (cantidad de levadura),
resulté ser no significativo, lo que quiere decir que el incremento y/o decremento de las
variables no ejerce un cambio significativo en el resultado del porcentaje de la
concentracion en el proceso de fermentacién, mientras el B (°Brix de la mezcla) fue
significativo, al igual que sus efectos cuadraticos (AA), (BB) y (CC) estos resultaron ser

significativos a la concentracion de alcohol.

Las interacciones (AB), (BC) y (AC), resultaron ser no significativos para el
proceso de fermentacion, entonces podemos decir que las combinaciones de las variables
pH (A), °Brix de la mezcla (°Brix) y Cantidad de levadura (C), no afectan de manera

significativa a la concentracién de alcohol.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Concentracion de alcohol
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Figura 21. Diagrama de Pareto para levadura silvestre.
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De acuerdo al analisis de varianza ANVA, el coeficiente de determinacion R?
explica el 97.3014% de los resultados de los tratamientos, al igual que R-cuadrada
(ajustada por g.l.) = 91.9041 por ciento, esto quiere decir que el modelo estadistico se
ajusta de manera satisfactoria con los resultados, por lo que incluye que el modelo se
ajusta adecuadamente, siendo el modelo matematico:

Concentracion de alcohol (%) = -3.92942 + 0.28292*X; + 0.371424*Y; +

0.0347297*Z, - 0.0278477*X1"2 - 0.000833333*X1*Y1 + 0.00075*X1*Z; -
0.0109477*Y 172 - 0.0005*Y1*Z; - 0.000985327*Z,2.

Donde:

X1 =pH
Y1 = °Brix de la mezcla

Z; = Cantidad de levadura

En la figura 22. Se muestra el comportamiento cinético de la variables como se

puede apreciar que conforme se incrementa los °Brix, pH y cantidad de levadura.

Graéfica de Efectos Principales para Concentracion de alcohol

011 —
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Concentracion de alcohol
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pH °Brix de la mezcla Cantidad de levadura

Figura 22. Efectos principales para la concentracion de alcohol con la levadura

silvestre.
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Segun (Mamani, 2013), indica que los parametros éptimos para fermentacién de
cascaras de naranja es de 14°Brix y pH de 5.5. Por su parte (Hernandez & Martinez,
2012), mencionan que los pardmetros fisicoquimico adecuado para la fermentacién son
20 de °Brix, pH de 4 y T° de 35°C. Como también ( (Ferreyra, Schvab, & Gerard, 2009)
reportaron que el etanol alcanzé 60-80 g/L (JN) y 80-85 g/L (JP). Por tanto la levadura
Saccharomyces cerevisiae se obtiene mayor porcentaje de etanol que la levadura silvestre
de las cascaras de naranja. Por otro lado (Deza, Diaz, & Figueroa, 2007), refieren que los
desechos agricolas traen beneficios ambientales y minimizacién de costos. Sin embargo
(Paull & Chen, 2000), afirman que los frutos dafiados, sobremaduros o con fisuras en la
corteza se presentan procesos de fermentacion en la pulpa, resultado del desarrollo de

levaduras y bacterias.

Tabla 14. Optimizacion de las variables para la concentracion de alcohol con la

levadura silvestre.

Valor ¢ptimo = 0.100051

Factor Bajo Alto Optimo
pH 3.23617 6.76383 5.03741
°Brix de la mezcla 13.8542 19.1458 16.4269
Cantidad de levadura 6.59104 23.409 15.1344

En la tabla 14. Se muestran los valores 6ptimos para la fermentacion utilizando
la levadura silvestre los nimeros de tratamiento se obtuvieron mediante el programa de
statgraphics centurion XVI, los cuales indican que a 5.04 pH, 16.543 °Brix y 15.13g de
levadura. Se obtiene maximo porcentaje de alcohol de los 16 tratamientos estudiados, los

cuales se asemejan al tratamiento obtenido en el laboratorio con los pardmetros de 5 pH,
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16.5 °Brix y 15g de levadura obteniéndose el mayor porcentaje de concentracion de
alcohol 0.1%. También al transcurrir el tiempo la produccion de células microbianas
disminuye rapidamente entrando en el periodo del ciclo cinético fermentativo.
Realizando una comparacion con (Hernandez & Martinez, 2012), indican que la maxima
produccidn que se obtuvo a un pH de 4 con un porcentaje de 15.1%. En donde la cantidad
de etanol disminuye a pH mas acidos menores a 4. Segun (Tejeda, y otros, 2010),
Determinaron el etanol por cromatografia de gases y encontraron que con las cascaras de
naranja se obtuvo mayor contenido de etanol 8.4mg/g, que con las cascaras de pifia
1.0mg/g. por cada gramo de las cascaras para ambos muestras. Por otro establece que la
produccion de etanol a partir de las cascaras de frutas es de poco rendimiento debido a
que se requieren grandes pesos de estos residuos. (Ho, Da Conceicao, Silva, & Hogg,
2003) Menciona que el rendimiento teorico de un gramo de glucosa es 0.49g de etanol
sin embargo en la practica aproximadamente el 10% de la glucosa se transforma en
biomasa y el rendimiento de etanol alcanza al 90% del valor tedrico. Los resultados de
las superficies de respuesta de estimacion y estimada se muestran en las figuras 23 y 24
datos nos determinan con mayor exactitud los resultados de la fermentacion alcohdlica

de zumo de pifa.
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Figura 23. Superficie de respuesta estimada con la levadura silvestre
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Figura 24. Contornos de la superficie de respuestas estimada.
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Asi mismo en la tabla 13 se puede ver la comparacion realizada para el
rendimiento de alcohol durante el proceso de fermentacion de zumo de pifia fue por un
tiempo de 72 horas para ambos microorganimos en donde la mayor efecto significativo
tuvo la levadura Saccharomyces cerevisiae. Mientras que la levadura silvestre tuvo menor
significancia en la concentracion de alcohol. (Hansen, Niccen, Summer , Nielsen, &
Arneborg, 2001), mencionan que existen algunos factores que afectan de forma
importante el desarrollo de la fermentacién y con ello el rendimiento, como son el tipo de
levadura, la concentracion de sustrato, temperatura, pH, entre otros. Esto se debe al menor
% obtenido de etanol de las cascaras de pifia ya que la cascara de pifia no posee un mayor

porcentaje de levadura en la superficie de la fruta.
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CONCLUSIONES

El modelo cinético de Michaelis- Menten se ajusté a un valor de velocidad
maxima de crecimiento 0.00297s? y constante de Michaelis- Menten 5.940g/L para
Saccharomyces cerevisiae. Mientras para la levadura silvestre se obtuvo una velocidad

maxima de crecimiento es 0.0468s™ y constante de Michaelis- Menten 140.400g/L.

La comparacion realizada entre dos tipos de levadura utilizadas en la
fermentacién de zumo de pifia tiene un efecto significativo en cuanto a la obtencién de
alcohol en el proceso de fermentacion donde se obtiene 1°GL con la levadura

Saccharomyces cerevisiae. Con un tiempo de 72 horas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar este trabajo de investigacion con pardmetros similares
y/o diferentes concentraciones de microorganismos, temperatura, CO2 producido,
presion, pH, etc. Que intervienen en la fermentacion alcohdlica con el fin de favorecer a

un estudio mas completo que facilite la compresidn de este proceso bioldgico.

Se sugiere utilizar biorreactores de tipo descartable PET para llevar acabo la
fermentacién alcohdlica para que esta proporcione las condiciones internas adecuadas

para produccién de CO; y presion.

Promover la utilizacién de desechos agricolas u organicos (cascaras, maderas,
papel, etc.), rico en carbohidratos para produccién de etanol o alcohol de interés industrial

que poseen un gran valor para la industria farmacéutica y alimentaria.

Efectuar un estudio de factibilidad econémica a fin de aumentar la rentabilidad

de los agricultores de la region.
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ANEXO 3. TABLA DE TRATAMIENTOS UTILIZANDO LA LEVADURA

Saccharomyces cerevisiae

°Brix de la Cantidad de  Concentracion
BLOQUE pH

mezcla levadura de alcohol
1 4 15 1 0.7
1 6 15 1 0.8
1 4 18 1 0.6
1 6 18 1 0.8
1 4 15 2 0.7
1 6 15 2 0.6
1 4 18 2 0.7
1 6 18 2 0.7
1 5 16.5 1.5 1
1 3.23617 16.5 1.5 0.7
1 6.76383 16.5 1.5 0.8
1 5 13.8542 1.5 0.8
1 5 19.1458 1.5 0.6
1 5 16.5 0.618083 0.7
1 5 16.5 2.38192 0.6
1 5 16.5 1.5 1
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ANEXO 4. TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA PARA LA LEVADURA

Saccharomyces cerevisiae

Suma de (
Fuente Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P

Cuadrados |
A:pH 0.00996078 |1 0.00996078 4.38 0.0907
B:°Brix de

0.00875018 |1 0.00875018 3.84 0.1072
la mezcla
C:Cantidad

0.00996056 |1 0.00996056 4.38 0.0907
de levadura
AA 0.0703759 |1 0.0703759 30.92 0.0026
AB 0.005 1 0.005 2.2 0.1984
AC 0.02 1 0.02 8.79 0.0314
BB 0.10062 1 0.10062 4421 0.0012
BC 0.005 1 0.005 2.2 0.1984
CC 0.136258 1 0.136258 59.87 0.0006

0.00035738
blogues A 1 0.000357384 0.16 0.7083
Error total |0.0113802 |5 0.00227604

Tot

0.2375 15

al (corr.)
C.V.=0.62

R-cuadrada = 95.2083 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 85.625 porciento
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Los efectos estimados para grado alcohdlico (°GL).

Efecto Estimado |Error Estd. |V.L.F.
Promedio 0.999913 |0.0337297

A:Ph 0.052929 |0.025301 1
B:°Brix de la mezcla |-0.049608 |0.0253007 1
C:Cantidad de

levadura -0.052928 |0.0253009 |1

AA -0.164223 |0.0295333 1.40984
AB 0.05 0.0337346 |1

AC -0.1 0.0337346 |1

BB -0.196358 |0.0295322  |1.40984
BC 0.05 0.0337346 |1

cC -0.228507 |0.0295331 |1.40984
blogue 0.009527 |0.0240425 |1

Errores estandar basados en el error total con 10 g.L.

Los coeficientes estimados para la concentracion de alcohol

Coeficiente Estimado
constante -12.2909
A:pH 0.722578
B:°Brix de la mezcla 1.29009
C:Cantidad de levadura |[1.26811
AA -0.082111
AB 0.0166667
AC -0.1
BB -0.043635
BC 0.0333333
CC -0.457014

Intervalo de confianza al 95%.
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Tabla de optimizacion de la concentracién de alcohol con la levadura
Saccharomyces cerevisiae
Valor 6ptimo = 1.0063

Factor Bajo Alto Optimo
pH 3.23617 [6.76383 [5.19459
°Brix de la mezcla |13.8542 |19.1458 |(16.315
Cantidad de levadura|0.618083|2.38192 (1.41412

ANEXO 5. TABLA DE TRATAMIENTOS UTILIZANDO LA LEVADURA

SILVESTRE
blogue o °Brix de la Cantidad de | Concentracion
mezcla levadura de alcohol
1 4 15 100 0.02
1 6 15 100 0.02
1 4 18 100 0.02
1 6 18 100 0.01
1 4 15 400 0.03
1 6 15 400 0.04
1 4 18 400 0.01
1 6 18 400 0.02
1 5 16.5 250 0.1
1 3.23617 16.5 250 0.01
1 6.76383 16.5 250 0.02
1 5 13.8542 250 0.02
1 5 19.1458 250 0.03
1 5 16.5 65.9 0.02
1 5 16.5 468.2 0.03
1 5 16.5 250 0.1
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ANEXO 6. TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA UTILIZANDO LA LEVADURA

SILVESTRE.
Cuadrado Razon- | Valor-
Fuente Suma de Cuadrados |1 )
Medio F P

A:Ph 5.37101E-05 1 5.37101E-05 |[0.85 |0.4001
B:°Brix de la mezcla | 0.000073634 1 0.000073634 [1.16 |0.3309
C:Cantidad de

0.000159574 1 0.000159574 251 |0.1739
levadura
AA 0.0080946 1 0.0080946 127.37 |0.0001
AB 0.0000125 1 0.0000125 0.2 0.6759
AC 0.0001125 1 0.0001125 1.77 |0.2408
BB 0.00633376 1 0.00633376 [99.66 |0.0002
BC 0.0001125 1 0.0001125 1.77 |0.2408
CC 0.00633381 1 0.00633381 [99.66 |0.0002
Bloques 3.21598E-05 1 3.21598E-05 |0.51 |0.5087
Error total 0.000317765 5 0.000063553

Total
0.011775 |15
(corr.)
C.V.=0.06

R-cuadrada = 97.3014 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 91.9041 porciento
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COEFICIENTES DE REGRESION
Los efectos de estimacion para la concentracion de alcohol

Efecto Estimado Error Estd. |V.I.F.
Promedio 0.099974 0.00563625
A:pH 0.00388664 |0.0042278 1.0

B:°Brix de la mezcla -0.00455074 |0.00422776 |1.0
C:Cantidad de levadura {0.00669927 |[0.00422779 |1.0

AA -0.0556953 |0.00493502 |1.40984
AB -0.0025 0.00563706 |1.0
AC 0.0075 0.00563706 |1.0
BB -0.0492647 |0.00493484 |1.40984
BC -0.0075 0.00563706 |1.0
CcC -0.0492664 |0.00493499 |1.40984
bloque 0.0028579 |0.00401752 (1.0

Los coeficientes de estimacion para la concentracion de alcohol

Coeficiente Estimado
constante -3.92942
A:pH 0.28292

B:°Brix de la mezcla 0.371424
C:Cantidad de levadura |0.0347297

AA -0.0278477
AB -0.000833333
AC 0.00075

BB -0.0109477
BC -0.0005

CcC -0.000985327

Intervalo de confianza al 95%.
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TABLA DE OPTIMIZACION PARA CONCENTRACION DE

ALCOHOL

Valor 6ptimo = 0.1002
Factor Bajo Alto Optimo
pH 3.23617 [6.76383 [5.04109

°Brix de la mezcla 13.8542 |19.1458 |16.4205
Cantidad de levadura |6.18083 (23.8192 |15.3754
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ANEXO 7.

MATERIA PRIMA

AJUSTE DE °BRIX ACTIVACION DE
LEVADURA
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S e UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

% . ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGRONOMICA
LABORATORIO DE TAXONOMIA VEGETAL

CONSTANCIA

El QUE SUSCRIBE JEFE DEL LABORATORIO DE TAXONOMIA VEGETAL DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS DE LA U. N. A. PUNO, HACE
CONSTAR QUE EL ESPECIMEN BOTANICO (Infructescencia : SOROSIS),
PUESTO A DISPOSICION PERTENECE A LA ESPECIE  Ananas comosus L. cv
Golden "Pifia” que posee la siguiente Posicion Taxondmica.

REINO Vegetal
SUB REINO Phanerogamae
DIVISION Angiospermae
CLASE  Monocotyledoneae
ORDEN Bromeliales
FAMILIA Bromeliaceae
GENERO Ananas
ESPECIE Ananas comosus ..
CULTIVAR Ananas comosus 1. cv. Golden

SE EXPIDE LA PRESENTE CONSTANCIA A PETICION ESCRITA DE LA
SENORITA CAROLINA COILLO VALERO EGRESADA DE LA ESCUELA
PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS AGRARIAS, UNA PUNO. PARA LOS FINES QUE VIERE POR

CONVENIENTE.

PUNO, C.U. 23 de enero del 2017

- M MM/,

lN(n RIO A. SOLANO LARICO
Jefe Labomlorio Taxonomia Vegetal
FCA. UNA. - PUNO
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