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ABSTRACT

Although alcoholic fermentation is well-known and has been used to the
benefit of mankind for more than 9000 years; it is still an important topic of
research, not only in the food and beverages industry, but also in the fuel
sector, due to the feasibility of using it as an ecological, renewable and
alternative source of energy in contrast to fossil fuels.

To optimize the production of ethanol a monitoring strategy is needed fo
keep the process under control. Within this framework lies this PhD thesis with
the main objective of establishing an in-line analytical methodology to
follow the alcoholic fermentation process. MNear-Infrared Spectroscopy
(MIRS) has been selected as the analytical instrument used to obtain in-line
information. To extract useful information from NIR spectra different
chemometric approaches have been used. Some of them are widespread
algonthms and have been largely contrasted, such as PLS (Partial Least
Squares). Others have a high potential, such as MCR-ALS, nevertheless they
have never been applied to extract useful information from alcoholic
fermentation processes.

In order to accomplish the main purpose, the following steps have been
developed:

1. The first step was to establish different methodologies for the determination
of the main species involved in the alcoholic fermentation process. Glucose
consumption and ethanol formation were enzymalically determined using a
UV-VIS (UltraViolet- VISible) detector coupled to a FIA (Flow Injection
Analysis) manifold. Biomass accumulation in the culture medium was
determined as dry weight method. The formation of glycerine was
determined by Gas Chromatography and the progressive acidification of the
systemn was determined by fttration. The cited methodologies above
provided analytical information that was used as the “foundation” to build the
calibration models.

2. Fermentation monitonng was camed out using a NIR instrument furnished
with different at-line and in-line modules. In this way, the evolution of the

fermentation process was registeraed and stored as NIR spectra.



3. Partial Least Squares (PLS) was used to correlate the analytical and
spectral information, thus, calibration models were obtained for the five key
species. These models were externally validated and, consequently, were
qualified to monitor the fermentation process.

4, After the construction of PLS models, the feasibility of applying resclution
algorithms to unravel the information stored in the spectral data set was
checked. MCR-ALS is a powerful tool with low demanding needs in terms of
analytical reference information. It turned out that MCR-ALS provided good
resolution profiles for glucose, ethanol and biomass.

5. Despite the results obtained with MCR-ALS, a further step was given in
order to reduce the inherent ambiguities of the resolution algorithms. In that
way, different empirical fermentation models were tested. The model with
the higher descnptive ability was selected. The information provided by this
model was incorporated into the p-ALS algorithm as an input, in the way of
equality constraints. This procedure allowed us to unravel the evolution of
the fermentation processes carned out at different conditions of temperature
and initial pH. Good results were obtained in terms of determination
coefficient between the values provided by PLS and those obtained with
MCR-ALS.

6. To finish this work, the effect of temperature in polar liquids was studied. In
the above described work, temperature has either been implicitly modelled
or its distorted effects have not significantly altered the performance of the
models. Yet, it is well known that temperature dramatically affects the
performance of calibration models in a negative way when it is not
controlled. To solve that problem, an ensemble strategy has been proposed.
The method combines the advantages of PARAFAC and MLR to minimize
the effect of temperature. PARAFAC is used as a variable reduction method
to extract the components that are mainly related to the chemical species
but also with the physical effect induced by temperature. MLR is used as a
calibration method based on the information provided by PARAFAC and on
the reference values. The proposed method was applied to different data
sets. The goodness of the figures of mernit obtained enables us to state that
the effect of temperature was corrected, even in situations of interpolation
and extrapolation.
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Contexttualizacion

HISTORIA DE LAS FERMENTACIONES

La fermentacién es el proceso mas antiguo a través del cual el hombre ha
utilizado los microorganismos en su provecho, ya que acontece de una forma
natural en semillas, frutos, zumos, leche y otros liquidos organicos. Algunos
historiadores como el profesor Hugh W. Salzberg en su libro “From caveman (o
chemistry” [1), expone que los jugos fermentados v los derivados lacteos deblan
de ser utilizados por el hombre no mucho tiempo después del inicio del desarrollo
de la agricultura. El reciente hallazgo arqueologico de una vasia con restos
fermentados de una bebida mezcla de arroz, miel y fruta en la ciudad de Jiahu en
China con una antigledad alrededor de unos 7000 afios (a.C.) apoya esta
hip&tesis [2].

En Occidente, la referencia mas antigua a la fermentacion alcohdlica se
encuentra en unas tablas de arcilla escritas en lenguaje sumerio y cuya
antiglledad se remonta a 4.000 afios (a.C.). En ellas se revela una formula de

elaboracion casera de la cerveza: “...5e& cuece pan, se deshace en migas, se
prepara una mezcla en agua y se consigue una bebida que transforma la gente en
aextrovertida y feliz”. Los egipcios, recogiendo los métodos sumernios, elaboraron
una cerveza que bautizaron con el nombre de "zythum®, descubrieron la malta y
usaron azafran, miel, jengibre y comino para proporcionarle aroma y color.

Respecto a la fermentacion vinica, en tumbas egipcias datadas en la
tercera dinastia, 2700 afos (a.C.), diversos textos recogen como €l vino era
conocido y consumido por faraones y sacerdotes mientras que la cerveza aliviaba
la sed de los trabajadores.

En la época de la republica romana, Lucius Columela, Hispania Baefica, 65
(a.C.), en su tratado "De Re Rustica”™ [3] describité exhaustivamente el método de

vinificacién y los problemas que podian surgir durante el transcurso de ésta,

[1] Salzherg H.W. “From Caveman To Chamist: Cireurnstaness and Achievernsnts®, 1991, Ed. American
Chemical Sochety.

[2] Mc Groger P., Zhang )., Tang J.,, Zhang Z., Hall. G. “Fermented beverages of pre- and proto-historic
China®, Proceed, of the Natural Acad. of Sdences Unit, Stat. Amer., 2004, 101(51) 175%3-1755%4,

[3] Columella L., "De Re Rustica T -1V *, transiated by Ash H.B., "On Agriculture”, 1941, Ed. Heinemann.



Contexttualizacion

Desde enlonces, la produccion de alcohol fue considerada como una
"artesania” hasta que en 1810, el quimico Gay-Lussac demostro que la glucosa
era la base para la produccion de etanol.

El papel de las levaduras en la fermentacién no fue claramenta establecido
hasta 1837. El microbidlogo Pasteur descubrid que el proceso requiere la ausencia
de aire y ademas que el rendimiento alcohdlico se reduce con su presencia vy
bautizd a este proceso como fermentacion (del latin fervere, hervir) para
distinguirlo de aquellos gue requieren oxigeno.

En 1838 el naturalista aleman Schwann demostrd que la temperatura vy
ciertos productos quimicos eran capaces de parar la fermentacidn alcohdlica vy
llamé a la levadura zuckerpilz, que significa hongo de azdcar, Saccharomyces en
latin.

En 1897, Buchner descubrid que se podia completar las fermentaciones
usando extraclos de levaduras. Esto llevd al descubrimiento, en los 40 afos
siguientes, de las diferentes enzimas que producen la conversion del etanol en
glucosa.

Segun Streinkraus [4), las fermentaciones han sido utilizada por el hombre
desde que adoptd el sedentarismo por cuatro razones fundamentales:

1. Enriquecimiento de los alimentos a través del desarrcllo de una gran
diversidad de aromas vy texturas.

2. Preservacion de los alimentos.

3. Enriquecimiento de alimentos con substratos biodisponibles tales como
aminoacidos, acidos grasos esenciales y vitaminas.

4. Destoxificacion de alimentos.

FERMENTACION ALCOHOLICA. PRESENTE Y FUTURO

Actualmente, la fermeantacion alcohdlica genera el 97% del etanol producido
a nivel mundial ya que es mas viable técnica y econdmicamente que la sintesis
quimica a través de la oxidacion del etileno.

[4] Streinkraus, E.H., "Handbook of Indigenous Fermented Food”, 1995, Bd. Marcel Dekcker (Mew York).



Contexttualizacion

Si atendemos a las cifras de produccion de etanol de los dlitimos 20 afos,
se observa como la tendencia en la produccion de etanol ha sido de crecimiento y
expansién, ver figura 1. Considerando el uso final de la produccion, se aprecia
como en 1975 la mayor parte del etanol producido tenia como destine final un uso
industrial y alimentario. A partir de este momento, sin embargo, empieza a cobrar
importancia la utilizacion de etanol paral la produccion de carburantes. Veinticinco
afios mas tarde, en el afio 2000, el 68% del total de etanol producido se empled en
la industria de carburantes, mientras que el uso industrial y el alimentano
descendieron al 21% vy al 11% respectivamente. Segun la F.O. Licht, las
previsiones mundiales de produccidn de etanol para uso industrial y alimentario en
el afio 2010 se mantendran en la misma toénica con respecto al etanol producido
en &l 2001, sin embargo, el etanol ulilizado en la industria de carburantes en el
afio 2010 rondaran los 56 Gigalitros, esto supone alrededor de un 175% de
incremento respecto a la produccion del anfo 2001 que fue de 20.3 Gigalitros [3].

Millomses.
de litros

1875 1880 1885 1850 1945 2000 2005 2010

. Industrial D Bebidas . Carburanke

Figura 1: Produccién Mundial [millones de litros) y previsiones de Bioetanol_

Por paises, figura 2, Brasil es el estado que mas bioetanol produce ya que
&3 ung de los principales productores mundiales de biomasa fermentable en
especial de cafia de azdcar, (338 millones de toneladas), ademas el gobierno

carioca viene fomentando desde los afios 70 politicas y programas pro-alcohol

[5] Berg C., “World Ethanal Markets, Analysis and Outlook®, 2004, Bd. F.0. Licht's,



Contexttualizacion

para la utilizacion del etanol como combustible. Aunque tambien hay que resaltar
que si estas previsiones de crecimiento se cumplen, para el afio 2006, EEUU
podria ponerse por delante de Brasil con una produccién de etanol de 13.2
Gigalitros. Actualmente en Asia y Europa la produccién de bioetanol es baja con
respecto a la produccion de Brasil y EEUU, pero se prevé un incremento en la
produccion de bioetanol del 860% para el afio 2006.

Gigalitros

2001 2006

Figura 2! Produccidn Mundial [2001) frente a Previsiones (2006) de Bioetanol.

El porque de estos considerables incrementos en la produccion de etanol
para uso como combustible tiene razones claramente justificables desde un punto
de vista Industrial, Econémice, Amblental y Soclal.

Desde un punto de vista Industrial, el etanol se aplica en una gran variedad
de procesos diferentes tales como la fabricacion de ésteres, detergentes, pinturas,
lacas, colas, bamices, explosivos, cosméticos y en la industria alimentaria y
farmaceutica.

La utilizacion del etanol en la elaboracion de combustibles ecoldgicos, ya
sea como antidetonanta o bien como agente combustible, presenta considerables
ventajas técnicas; el calor de combustion del etanol es un 34% menor que el de la
gasolina, sin embargo, tiene propledades de combustién mejores. La temperatura

(]



Contexttualizacion

de llama del etanol es 1930°C, que es menor que la de la gasolina, (1977C) y |la
del diesel (2054°C), por eso las pérdidas por radiacion son menores, ademas,
arde mas rapidamente una vez iniciada la ignicidn por lo que el par motor
conseguido es mas eficiente. Igualmente, el etanol tiene un ndmero de octano de
113, lo que permite que la relacion de compresion en un motor de gasolina se
incremente entre 9 y 12 veces, esto supone una mejora de entre el 6% vy el 10%
en el valor tedrico de eficiencia térmica. En términos practicos, mezclas de etanol
en gasolina comprendidas entre un 3% vy un 22% no suponen grandes
maodificaciones del motor.

Desde un punto de vista Economico [6], aunque el mercado del etanol es
aun pequefio, la importancia creciente del bioetanol hace pensar en el futuro
desarrollo de mercados globales, donde se establezcan mecanismos de
intercambio que estabilicen el mercado en situaciones de escasez temporales o
regionales. Igualmente, hay que resaltar el desamollo de politicas estratégicas a
nivel gubernamental, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo
que fomentan, a través de primas y de reducciones de impuestos, la produccién
de etanol a partir de la fermentacion de productos diversos tales como tubérculos,
melazas, frutas, suero, celulosa, residuos de cosechas y otras muchas fuentes.

Desde un punto de vista Soclal, no hay que olvidar que el etanol es una
fuente de energia renovable y como tal, sujeta a la meteorologia, a diferencia del
gas o el petréles. Es por eso que las politicas pro-alcohol suponen un soporte y
diversificacion en la renta agraria, tan dependiente de los vaivenes climaticos.

Desde un punto de vista Medioambiental y de acuerdo con el protocolo de
cambio climatico de Kyoto (1997) [7], la mayor parte de los paises desarrollados
se comprometieron a disminuir las emisiones netas de CO; Un progresivo
incremento en el uso de bioetanol como combustiple de transporte serviria para
cumplir este compromiso, ademas, las emisiones de compuestos organicos
volatilies y de NO, son significativamente menores en comparacion con las
producidas con el uso de combustibles fasiles.

[6] Berg C., “World Ethandl Production and Trade to 2000 and beyond™, 1989, Ed. F.O, Licht's,
[7] hitpa/ivesny. minforum,crg) rescurces/librarykpunf38a.him, 2005.
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Objetivas y Estructura

1.1 OBJETIVOS

Tal y como se ha expuesto en la introduccion, a pesar de que la
fermentacion alcoholica es conocida y ulilizada por el hombre desde hace mas de
9000 afios, en la actualidad, la produccidn de etanol esta en pleno proceso de
crecimiento y expansién impulsada por la indusfria de biocombustibles. Como
consecuencia, se esta convirtiendo en un campo de interés e intensa investigacion
a todos los niveles de su proceso productivo y es en este contexto donde se
enmarca el presente trabajo.

El objetive general de esta tesis es la aplicacion en continuo de
metodologias analiticas basadas en la combinacién de medidas
espectroscopicas de infrarrojo cercano (NIR) con métodos quimiométricos
de analisis multivariante. Para ello se han desarrollado aplicaciones enfocadas a
la determinacion cuantitativa y al seguimiento de las principales especies que
intervienen en el proceso de fermentacion realizado por Saccharomyces
cerevisiae.

El objetivo general anunciado se puede desglosar en los siguientes
objetivos secundarios:

1.Establecer métodos analiticos de referencia para la determinacion de los
analitos principales que intervienan el proceso de fermentacién aleohdlica,

Z2.Establecer un proceso de fermentacidn alcohdlica con Saccharomyces
cerevisiae y registrar su evolucidn mediante técnicas especlroscopicas de
infrarrojo cercano (NIR.).

3. Desarrollar modelos inversos de calibracion multivariables basados en las
medidas espectroscopicas y en los valores analiticos de referencia
asociados a éstas,

4. Desarrollar modelos de resolucién basados en medidas espectroscopicas de
infrarrojo cercano.

5.Aplicar los modelos obtenidos al estudio de fermentaciones realizadas en

diferentes condiciones de temperatura y pH inicial.

11



Objetivas y Estructura

G.Estudiar la influencia de la temperatura en la rmobustez de los modelos
multivariables y desarrollar un metodo de calibracidn para minimizar su

efeclo.

1.2 ESTRUCTURA

Esta memoria esta estructurada en los siguientes capitulos:

* Los tres primeros capitulos introducen las ideas basicas de los temas

tratados en esta tesis: los aspectos generales de la fermentacion
alcohdlica (capitulo segundo), de [a espectroscopia en el infrarrojo
cercano (capitulo tercero) y de las herramientas quimiométricas
utilizadas para extraer la informacién contenida en los especitros para
poder construir los modelos que permitan caracterizar las
fermentaciones en cada momento (capitulo cuarto).

« El capitulo quinto muestra un resumen global de la metodologia

empleada y los resultados mas relevantes obtenidos en aras de la
consecucion de los objetivos planteados. Las conclusiones extraidas,
en relacién a los resultados obtenidos, se encuentran recogidas en el
capltulo seis,

« Por daitimo los anexos finales recogen los articulos publicados

relacionados con el trabajo presentado.

La bibliografia esta situada a pie de pagina porque considero que de esta

forma se facilita la lectura y el estudio.
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Fermentacion Alcohdlica

2.1 INTRODUCCION

La fermentacion de jugos vegetales es unm proceso microbiano global y
complejo en el cual estan implicados levaduras, bacterias, hongos y sus
respectivos virus, siendo la fermentacién alcohdlica la ruta metabdlica mas
importante en la cual las levaduras juegan un papel clave. Para entender la
fermentacion alcohdlica es esencial conocer:

+« La identidad taxonomica de las levaduras que contribuyen a la

fermentacion.

+ El conjunto de rutas metabdlicas relacionadas con la degradacion de

azucares y la formacion de etanol.

+ La influencia de los parametros extemnos, tales como temperatura y

aireacién, que afectan la reaccion.

2.2 CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS

Las levaduras conslituyen un grupo de hongos unicelulares vy
taxondomicamente heterogéneos y muy complejos. No son una entidad taxondmica
natural, aunque guardan una uniformidad morfolégica. Figura 2.1.

Figura 2.1. Levadura Saccharomyces cerevisiae en gemacidn,

15
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Hay aproximadamente unas 500 especies de levaduras, separadas en unos
39 generos [1]. En comparacion con otros grupos de microorganismos, las
levaduras son pocas, ya que las algas, las bacterias y los protistas suman varios
miles de espacies.

Las levaduras igual que los mohos son hongos, pero se distinguen de los
mohos por ser unicelulares, v por crecer y reproducirse mas rapidamente. En
relacion a su peso, son mas aptas para efectuar cambios quimicos porque tienen
mayor area superficial en relacion a su volumen.

Son diferentes de |as algas porque no realizan fotosintesis y diferentes a los
protozoos ya que poseen pared celular rigida.

La clasificacion y nomenclatura de las levaduras han sufrido numerosos
cambios desde el principio de los estudios taxondmicos. La clasificacidn de
Kreger-Van Rij [2] en base a los porcentajes de citosina y guanina en el DNA y
justificada en los estudios de Yarrow y Nakase [3] cambid de una manera
importante la nomenclatura de las especies de Saccharomyces. De las cuarenta y
una especies que se conocian de Saccharomyces, diecisiele se agruparon bajo el
especifico cerewvisiae y, en lugar de ser consideradas como especies, se
clasificaron como variedades fisiologicas de Saccharomyces cerevisiae, tabla 2.1.

Dentro de la gran variedad existente dentro de la especie cerevisiae,
podemos establecer algunas caracteristicas comunes. La morfologla suele ser
elipsoidal con un eje mayor de aproximadamente 2.5 pm y un @j@ menor de 1.5 pm
[4]. Su peso aproximado es de 60x10"" gramos y poseen un volumen de
aproximadamente 70 pm’,

Se reproducen tanto vegetativamente como sexualmente. Vegelativamente
lo hacen por medio de gemacion, la duracion esta comprendida entre una y dos

horas y cada célula puede reproducirse entre 20 y 30 veces. Sexualmente lo hace

[1] Fleet G.H., "Wine Microbiclogy and Biotechnology™, 1994, Ed. Harwood Academic Publishers,
[2] Kregger Van RE N.J.W., "The Yeast 8 Taxonomic Study™, 1984, Ed. Elsevier Sclence Publishers,

[3] varrow D., Makase T., "DN& base composition of speces of the genus Seocharompces”, Antonke wan
Lesuwenhoek, 19735, 41 81-53,

[4] Pelczar M., Rein R., Chan 5., "Microblologia®, 1982, Ed. McGraw Hill.
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a traves de ascoesporas, aunque no suele esporular facilmente y a menudo las
esporas producidas no suelen ser viables.

Presentan un nicho ecoldgico muy extendido, se encuentran en el suelo, en
las superficies vegetales y en el tracto digestivo de los animales. El viento vy los
insectos se encargan de diseminarlas. Su papel clave en la fermentacidn
alcohdlica se debe a cuatro parametros fundamentales: su crecimiento en
anaerobiosis, su resistencia a los sulfitos v al etanol v su capacidad para crecer en

ambientes de elevada osmolaridad [5]).
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Tabla 21, Capacidad fermentativa de diferentes wvariedades fisioldgicas de
Saccharomyces cerevisiae.

2.3. RUTAS METABOLICAS

Dependiendo de la presencia o no de O; las levaduras pueden degradar los
azucares por medio de dos rutas metabdlicas; la respiracion y la fermentacion.
Ambos procesos comienzan de la misma forma, compartiendo el tronco de la
gluctlisis, ruta mediante la cual la glucosa es degradada hasta piruvato
produciendose dos moleculas de ATP por cada molecula de glucosa degradada.

[5] Amerine M. A., Berg H. W., Kunkee R. E., Dugh C. 5., Singleton V. L., Webb, A. D. ™ The Technology of
winemaldng”, 1980, Ed. AVT Publishing Co. Inc. (Westpaort).
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La ruta metabolica de la glucolisis no se completd hasta 1940 debido en
particular a las contribuciones de Embden y Meyerhoff.
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Figura 2.2. Acoplamiento de |la glucélisis con la fermentacién alcohdlica,

La glucolisis es la Gnica ruta catabdlica que posee Saccharomyces para
metabolizar la glucosa ya que cepas mutantes para el gen de |la
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fosfoglucoisomerasa no pueden crecer en un medio con glucosa como Unica
fuente de carbono.

El poder reductor NADH producido en la glucdlisis debe ser transferido a un
aceptor de electrones para regenerar el NAD". En |a fermentacién alcohdlica este
aceptor es el acetaldehido, procedente de la descarboxilaciéon del piruvato, que es
transformado en etanol. El acoplamiento entre estas dos rutas metabdlicas puede
verse en la figura 2.2,

2.3.1 RESPIRACION

Durante el crecimiento respiratorio, el acido pirdvico, orginado en la
glucélisis, sufre una descarboxilacion en presencia de Coenzima-A (CoA) y NAD".
Este proceso genera CO; MNADH y acetil coenzima-A (acetil-CoA), estando
catalizado por el complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa.

Pirivico + CoA + NAD—— Acetil-CoA + CO, + NADH + H'

El acetil-CoA enfra en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs),
en el transcurso del cual se descarboxila y se forman seis moléculas de NADH vy
una de FADH. Estas coenzimas se reoxidan en la cadena de transporie
electrénico, siendo el aceptor final de electrones el O; que se reduce a H0.

Una melécula de glucosa que sigue la ruta respiratoria produce 38
moleculas de ATP, esto supone 19 veces mas energia biologicamente utilizable
por la levadura que la fermentacion alcoholica. Industriaimente |a respiracion se

utiliza para la produccion de levadura,

2.3.1.1 Regulacién entre la respiracion y la fermentacién

Pasteur fue el primero en observar que Saccharomyces creciendo a bajas
concentraciones de glucosa podia utilizar tanto la ruta respiratoria como |a
fermentativa. La aireacion producia un incremento en la biomasa formada y una
disminucion del etanol producido y de la glucosa consumida, Pasteur dedujo que
la respiracion inhibia la fermentacién.

El “Efecto Pasteur™ ha sido interpretado de varias formas:
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« Como una inhibicion compefitiva entre la piruvato deshidrogenasa,

enzima respiratoria y la piruvato descarboxilasa, enzima fermentativa.

s Una inhibicién por medio del ATP citosdlico que afecta en gran medida a

la fosfofructoquinasa, con |0 que una gran cantidad de hexosas fosfatos
s& acumulan en &l interior de la celula y ésto provoca una disminucion
del transporte de glucosa hacia el interior celular.

Por otro lado, cuando Saccharomyces crece a altas concenfraciones de
azucares elevadas, foda la glucosa se metaboliza siguiendo una ruta
exclusivamente fermentativa, incluso en presencia de oxigeno. Este fendmeno,
descubierto por Crabtree [6] en 1929, recibe varios nombres: “represion catabdlica
de la glucosa®, "efecto contrario a FPasteur” o, simplemente, “efecto Crabfree”.

Los sintomas que presenta Saccharomyces debido a este efecto son los
siguientes:

« [Degeneracion mitocondrial.
« Descenso en la proporcion de esteroles y acidos grasos celulares.
« Represion de la sintesis de las enzimas que forman el ciclo de Krebs
y la cadena de transporte electrénico.
En Saccharomyces empieza a desarrollarse el efecto Crabtree a

concentraciones de glucosa superiores a 89 g/L

2.3.2 FERMENTACION GLICERO-PIRUVICA

La fermentacion glicero-pirdvica es una ruta metabdlica que ocurre
fundamentalmente al principio de |a fermentacién alcohdlica cuando ain no se han
expresado las enzimas piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa, con lo
que el etanol no puede ser el aceptor final de electrones. En estas condiciones el
MNADH producido en la oxidacion del gliceraldehido 3-fosfato se utiliza para reducir
la dihidroxiacetona a glicerol 3-fosfato, formandose como productos glicerina vy
piruvato, figura 2.3.

[6] Crabtree H.G., “Observations on the carbohydrate metabolism of tumours™, Biochem. ), 1929,
23, 536-545.
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La glicerina se acumula y permanece en el medio, sin embargo, el piruvato
&5 un analito iniciador del cual parten diferentes rutas metabdlicas que dan lugar a
una gran variedad de compuestos finales, la mayoria de ellos acidos organicos,
pero también otros compuestos como: acetona, diacetilo, acido acético, acido
propanoico o 2, 3-butanodiol que, al igual que la glicerina, se acumulan en el medio
de cultivo. Ver figura 2.4
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Figura 2.3. Acoplamiento de la glucélisis con la fermentacién glicero-pirdvica.
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Fermantacion Alcohdlica

2.4 FACTORES FiSICO-QUIMICOS QUE AFECTAN LA EVOLUCION
DE LOS PROCESOS FERMENTATIVOS

2.4.1 TEMPERATURA
La fermentacion alcoholica presenta la estequiometria global

CsHi20s = 2 CoHsOH + 2 COs

liberando 40 Kcal'mol. Esta energia es utilizada, en forma de ATP, para cubrir sus
funciones vitales. En el proceso se forman 2 moles de ATP, necesitandose 7.3
Kcal por cada mol de ATF formado y, por otra parte, |a energia libre no utilizada
(40-14.6=25.4 Kcal/mol) se disipa en forma de calor.

Si un caldo de cultivo contiene 180 g/L la energla liberada no utilizada serla
suficiente para subir la temperatura de 20 a 45°C. Tal incremento de temperatura
mataria la levadura. Afortunadamente, la fermentacion no ocurre de manera
explosiva sino que tiene una duracién de varios dias y el calor es disipado por
medio del CO; liberado, por la evaporacion del agua y el alcohol, y por los
intercambios a través del fermentador.

La temperatura afecta profundamente la intensidad respiratoria y
fermentativa. Por cada aumento de temperatura de 10%C la intensidad de la

fermentacion se duplica y se hace maxima en torno a los 35%C. Ver tabla 2.2 [7).

Tabla 2.2. Intensidades respiratorias y fermentativas de
Sacharomyces en funcidn de la temperatura,

Temperatura 2y Consumido C0; Consumido

(*C) {mm” /g de levadura y hora)

15 4.20 118

20 &.70 168

25 2860 2249

30 11.40 321

35 620 440

40 3.00 3TE

Ademas de afectar a la actividad de la levadura, la temperatura también
influye en la velocidad de la fermentacion. Entre 15°C v 35°C la duracidn de la fase

[7] Ribéreau-Gayon 1., Peynaud E., Ribéreau-Gayon P., "Sciences et Technigues du Vin®, 1975, Ed. Dunad
(Paris).
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de latencia disminuye y el consumo de compuestos nitrogenados aumenta al
incrementarse la temperatura. Por ejemplo, en un caldo de cultivo con una
concentracidn inicial de glucosa de 200 g/L, la fermentacion puede durar varias
semanas a 10°C, 15 dias a 20°C y 4 dias a 30°C. Con concentraciones de glucosa
superiores la fermentacion se ralentiza, pudiendo llegar incluso a detenerse. Ver
tablas 2.3y 2.4 [T).

Tabla 2.3. Pericdo de latencia y alcohol obtenide en funcidn de la
temperatura. Concentracion inicial de glucosa 300 giL.

Temperatura Iniciacian de Alcohol

(*C) la fermentacidn Conseguido (% vol]
10 8 dias 16.2

15 & dias 15.8

20 4 dias 152

25 3 dias 14.5

30 36 horas 10.2

35 24 horas 8.0

Tabla 2.4 Formacion de alcohol en funcion de la temperatura de fermentacion y de
la concentracion inicial de glucosa.

Concentracion Alcohol Alcohol
de Glucosa Potencial producido (% wol) a
(g/L] (% wol) °C 18°C 27°C J6°C
127 7.2 T.0 6.9 648 4.2
217 124 118 11.0 9.4 4.8
303 17.3 0.8 8.1 7.7 5.1

La influencia de la temperatura en la fermentacion queda descrito en la
figura 2.5 [B]. A 25°C la fermentacion es mas lenta pero completa (Sp=
Concentracion inicial de glucosa). A 30°C y a 35°C la fermentacién es mas rapida
pero se detiene a una concentracion de glucosa Sy y S; respectivamente, por
debajo de Sp. Al aumentar la temperatura también aumenta velocidad inicial de
fermentacion y disminuye el tiempo de latencia. Si la concentracion de glucosa
inicial hubiera sido mas baja, la fermentacion se habria completado a 35°C, por
otro lado, si la concentracion inicial hubiera sido mayor [a fermentacion se habria

detenido incluso a 25%C.,

[#] Ribéreau-Gayon P, Dubsurdieu ., Dontéche B, Lonveud A., “Handbook of Enclogy. The Microbiclogy of
wine and vinificationa®, 2001, Bd. Wilsy [Naw Yok ).
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Figura 25 Influencia de la temperatura en la
cinética de fermentacidn,

2.4.2 AIREACION

La aireacidn acelera la fermentacion ya que el oxigeno favorece la sintesis
de esteroles y de acidos grasos insaturados que mejoran la permeabilidad de la
membrana y consecuentemente la penetracion de glicidos. En la tabla 2.5 se
muesira el efecto de una aireacion limitada en la cinetica de fermentacion de un
caldo con 270 g/L de glucosa y un indculo inicial de 10° célulasimi [9]. En
anaerobiosis la fermentacion se pard el dia 14 dejando 75 g de glucosaill y |a
poblacién de levaduras ascendié a 5%107 células/ml. En aerobiosis limitada la
fermentacidn se completd totaimente y la poblacién de levaduras se dobld. Sila
concentracion de azdcares hublera sido menor la fermentacidn se hubiera
completado en ambos casos, aunque mas lentamente en anaerobiosis.

Tabla 2.5 Ewvolucion de un caldo de cultive segin diferentes
condiciones de aireacion.

TIEMPO AEROBIOSIS AMAEROBIOSIS
Glucosa Células Glucosa Células
iL 10" Imi L 10"iml
7 dias %3 ﬁ'ﬂ
14 dias 2 5
21 dias 2 10.7 75 5
Indculo Inicial: 10° calulas/ mi Glucosa inicial: 270 g/l

[9] Ribéresu-Gayon 1., Peynaud E., Ribéresu-Gayon P., Sudrsud P., “Traité d'Denclogie Sciences et
Technigues du Vin", 1976, Ed. Duncd (Paris).
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Espectroscopia NIR

3.1 INTRODUCCION

A pesar del temprano descubrimiento de la radiacion en la region del
infrarrojo cercano (MIR, Near-Infrared) por William Herschel en 1800 [1), &l
desamrollo de esta especiroscopia para la resolucién de problemas en el ambito de
la quirmica analitica ha sido lento. Tuvo que pasar casi un siglo hasta que Abney vy
Festing registraran fotograficamente el espectro de liquidos organicos en la regidn
espectral entre 700 y 1200 nm [2]. Posteriormente, durante la primera mitad del
siglo XX, el interés de los espectroscopistas por la region infrarroja se centraba en
la regidn del infrarrojo medio, prestando poca atencion a la Zona vecina al visible,
convencidos del poco interés de esta region para fines analiticos.

En la década de los 50, con la aparicion de los primeros espectrofotometros
comerciales equipados con detectores foloelectricos capaces de registrar
espectros en la zona del infrarrojo cercano, se desarrollaron las primeras
aplicaciones an las que intervenia esta espectroscopia.

Una etapa muy importante para la técnica fue la década de los 70; un grupo
del Ministerio de Agricultura de los EEUU, USDA (United States Depariment of
Agriculture), liderado por Karl Norris empezé a utilizar esta metodologia para el
estudio de muestras en el ambito de la agroalimentacion [3-4]. A parlir de ese
momento, el interés por la espectroscopia NIR experimentd un cambio substancial.

Hasta finales de los afios 70 los instrumentos comerciales fueron
principalmente instrumentos de filtros diseflados para aplicaciones especificas.
Después de esta etapa inicial y con la llegada de la era digital, los avances en el
disefio y desarrollo de nueva instrumentacion, con una electronica mas estable y

con opticas mejoradas, permitieron registrar espectros de manera rapida y

[1] Herschel W., Phyl., Trans. Roy. Soc., 1800, Part 11, 284-292,
[2) Abney W., Festing E.R., Phyl., Trans. Roy. Sec., 1881, 172, B87.

[3] Morris K.H., Hart J.R., "Direct spactrophotometric determination of moisture content of grain and sesds™
Proceedings of the 1963 Intl. Symp. on Huridity and Moisture, Washington D.C., 1965, 4, 19-25.

[4] Morris K.H., Hart L.R., Golumbie C., “Determination of the moisture content of seeds by near-infraned
spectrophotometry of their methanol extracts”, Cereal Chemistry, 1962, 39, 9459,
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altamente reproducible (nstrumentos de bamido, interferometros, etc.) [5-6).
lgualmente, &l desarrollo de equipos informaticos cada vez mas potentes y a
precios razonables fue una pieza clave para el progreso e implantacion de la
técnica.

Gracias a estos avances tecnoldgicos los espectroscopistas empezaron a
mostrar interés por la técnica. En 1983 Wetzel la definia como “Sleeper among
Spectroscopic Techniques” [T], indicando que la técnica tenia un gran potencial
aungue hasta aquel momento no habia sido utilizada como técnica de analisis
habitual. En 1994 Fred McCLure dijo de esta técnica “"The Giant is Running
Strong” refiriéndose al elevado nomero de aplicacionas en diversos campos en las
que intervenia la espectroscopia NIR como técnica de analisis [8].

Los molivos que hacen esta técnica atractiva son diversos:

+ Permite registrar el espectro de muestras sdlidas, liquidas o gaseosas,

+ El tratamiento previo de la muestra es practicamente nulo.

+ Elregistro de los espectros es rapido.

+ Es una técnica no destructiva.

+ Se pueden realizar el analisis de mdltiples parametros a partir de un

mismo espectro.

+ Una vez establecida la calibracion, el analisis de rutina es rapido.

= Los andlisis pueden ser realizados en la misma linea de produccion.

+ [Es una tecnica barata.

Foco a poco la técnica MIR se ha ido infroduciendo como técnica de analisis
en diferentes areas, encontrandose actualmente numerosas aplicaciones en el

sector de la petrogquimica [9], en el andlisis de alimentos [10], de productos

[5] Hoble D, “Analyzing on the INTERNET: Finding analytical chemistry on the Internst is still a challenge, but
niew resources and search tools are coming on line®, Anal. Chem., 1995, 67(7), 2558-2594,

[6] Henry C.M., "Near-IR gets the job done”, Anal, Chem., 1999, 71, 6254-628A,
[7] Wetzed D.L., "Mear Infrared Analysis”™, Anal. Chem,, 1983, 55, 11654-1176A.
[8] McChare W., “Near Infrared Spectrescopy. The glant |s running strong”, Anal. Chem., 1994, 66, 434-534.

[9] Blanco M., villarmoya 1. “NIR spactroscopy: & rapid-response analytical kool”, Trends in Anal. Chem., 2002,
21(4), 240-250.
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farmaceuticos [11], de fibras textiles [12] y muchas ofras aplicaciones en ambitos
muy diversos [13]). Finalmente la espectroscopia NIR ha sido aceptada como un
método analitico, implementandose, en algunos casos, bajo normativas de
garantia de calidad [14].

Como el estado de desarrollo en el que se encuentra la tecnologia NIR se
ha producido fundamentalmente en los Oltimos 45 afios podria esperarse que, hoy
por hoy, fuese una técnica madura proxima a alcanzar una fase de estancamiento.
Sin embargo, este no es el caso. El desarrollo de nuevas herramientas
quimiométricas, la miniaturizacién de los componentes instrumentales y la
aplicacién a nuevos campos hace que la espectroscopia NIR esté en plena fase
de expansion [13] [15].

3.2 FUNDAMENTOS DE LA TECNICA

3.2.1 ORIGEN DE LA ABSORCION

Segun la teoria ondulatoria de Maxwell, la luz ordinaria, al igual que las
demas formas de radiacion electromagnética, se presenta como una onda ©
vibracion electromagnética que viaja en linea recta a velocidad uniforme (3=10°

1

ms ', en el vacio) siendo la direccion de vibracion de la onda perpendicular a la

direccién de su propagacion, figura 3.1.

[10] Pedersen DK., Martens H., Nislsen )P, Engelsen 5.B., “Near-Infrared Absorption and Scattering
Separated by Extended Inverted Signal Commection (EISC): Analysis of Mear-Infrared Transmittance Spectra of
Single Wheat Seads”, Appl, Spec., 20032, S8{9) 120&6-1214.

[11] Bianco M., Romero MLA., Alcals M., “Strategees for constructing the calibration set for a near Infraned
spectroscopic quantitation method”, Talanta, 2004, &4, 557-502,

[12] Blanco M., Coelo J,, Garcla-Fraga J.M,, Iherrlaga H., Maspoch 5., Pagés )., "Determination of fintshing
olls in scrylic fibres by MNear-Infrared Reflactance Spectroscopy™, 1997, Analyst, 122, 777-781.

[13] Davies A.M.C,, Garrido A., "The Procesding of NIR-20037, 2004, Ed. NIRpublicaticns,
[14] Jensen ). “Acceptance of NIR as an analytical method®, Process Contred and Qual., 1997, 9, 161-166.

[15] Davies T., "The history of near infrared spectroscopic analysis: past, present and future from slesping
techndque to the moming star of spectroscopy®, Analusis, 1998, 26(4) 17-19.
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Cuando la radiacion interactoa con la materna pueden ocurnir distintos
procesos. reflexion, scattering, absorcion, fluorescenciaffosforescencia vy

reacciones fotoquimicas.

Tabla 3.1. Regiones del espectro electromagnético.

FI_EGIﬂ'hI LONGITUD DE ONDA ORIGEN DE LA ABSORCION
Rayos X 0.01-180 nm Transiciones de electrones intemos de un atomo
Ultravioleta 180-260 nm Transiciones de electrones m deslecalizados
Visible 360780 nm Transiciones de elecirones externos: medidas de color
HIR T80-2500 nm Sobretonos v bandas de combinacidn de
vibraciones moleculares fundamentales
IR 2500-40000 nm Vibraciones moleculares fundamentales
FIR 4x10*-10* nm Rotaciones moleculares
Microondas 10° -10" nm Rotaciones moleculares
Ondas de Radioc 10" -10"" nm Cambic en la orientacidn del espin

En funcion de las aplicaciones analiticas y del fendmeno fisico que provoca
la absorcién de energia por parte de la materia es posible dividir el espectro
electromagnético en diferentes zonas. La region infrarroja podemos a su vez
subdividiria en tres zonas: inframrojo cercano (NIR), infrarrojo medio (IR) e infrarrojo
lejano (FIR). Segln la definicion de la IUPAC, la radiacién NIR abarca la region del
espectro electromagnético comprendida entre 780-2500 nm (12800-4000 cm™)
[16]).Ver tabla 3.1

Figura 3.1, Esquema de propagacion de una onda electromagnética. Oscilaciin
de los vectores de los campos eléctrico y magnético.

[16] Sheppard M., Willis HA., Rigg J.C., “Names, Symbols, Definitions and Units of Quantities in Optical
Spectroscopy”, Pure Appl. Chem., 1985, 57, 105-130.
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La radiacion infrarroja no es suficientemente energética como para producir
las transiciones electronicas que se dan cuando se trata de las radiaciones
ultravioleta y visible. La absorcidn de radiacion infrarroja se limita a especies
moleculares con pequefias diferencias de energia entre los distintos estados
vibracionales [17].

FPara que una molécula absorba radiacion IR la energia de la radiacidon
incidente debe corresponder a la diferencia de energia entre dos estados
energeticos y debe producirse un cambio en &l momento dipolar de la molécula
debido a movimientos vibratorios o rotatorios. Si la frecuencia de la radiacion
iguala la frecuencia natural de vibracién de la molécula se produce un cambio en
la amplitud de la vibracién de las moléculas y, por tanto, la absorcion de la
radiacion [18).

Cuando se trata de especies homonucleares como Os, Nz o Cly, el momento
dipolar no se altera durante la vibracidn o la rotacién y, en consecuencia, este tipo
de compuestos no absorben en el infrarmojo.

Los movimentos wvibratonos que presenta una molecula pueden ser
basicamente de dos tipos:

« De estiramiento, vibracién en la que se produce un cambio en la
distancia interatomica a lo largo del eje de enlace entre dos atomos.

+ De flexion, en la que ademas se produce un cambio en el angulo de
enlace.

Estos dos tipes basicos presentan a su vez diferentes modos de vibracion,
ver figura 3.2.

[17] Skoog DuA., Holler FJ., Mieman T.A., "Principios de andlisis instrumental™ , 2001, Ed. MoGraw-Hill,

[18] Murray L., Williams P.C., "Chemical principles of near-infrared technology. [n Aear-infraced’ fechnalogy it
the agricuifurad and food industries”, 1987, BEd. Am, Assoc. of Cereal Chemists, (St Paul, Minnesota),
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ESTIRAMIENTO _ FLEXION
o~ -0 .'\{?,. ] ,::; "I.
\T/ @
Los dos Alomos S8 Apartan v Moviméanto de (Hera Movimsarnio de torsion
acercan simultaneaments al centro en & plang en el planc
.'::“H .-i"-f. .\t.j/. .“" @
@
Miertras un abomsos se aleja Movimients de balances Movimsents de aletea
del centro, &l olro $& Acerca. fuera del plano fuesa del plano

Figura 3.2, Vibraciones moleculares por estiramiento v por flexidén entre dos Momos
respecto a un atomo central.

3.2.2 OSCILADOR ARMONICO-ANARMONICO

Las caracterislicas de vibracidn de una molécula diatdmica pueden
aproximarse a las de un oscilador arménico simple: dos masas unidas por un
resorte, una de las cuales vibra a lo largo del eje de este resorte. La energia
potencial E de esta vibracion es 0 cuando la masa se acerca a su posicion de
equilibrio. Al comprimir o extender el resorte, la energia potencial del sistema
aumenta, haciéndose maxima cuando la distancia entre las dos masas es maxima
o minima. Esta energla potencial puede definirse como:

E= %ux* [3.1]

Donde k es la constanle de fuerza, que depende del resorte, (del enlace en el
caso de las moléculas) y X es el desplazamiento del objeto (de los atomos).
La curva de la energia potencial para una oscilacion armadnica simple es

una parabola como eén la figura 3.3.
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Figura 3.3. Energia potencial para el modelo del oscilador
arménico. Minima y maxima amplitud de vibracién.

Fara explicar el comportamiento de dos masas (m4, m3) unidas por un
muelle perfectamente elastico podemos utilizar la ley de Hooke [3.2] y la segunda
ley de Mewton [3.3]

F=-kx [3.2]
d’x
F=mF [3.3]
lgualando las dos anteriores expresiones obtenemos como solucion:
k
x=Asen(vt); v=3M. m=_TM: [3.4]
2 m, +m,

Donde A es el desplazamiento maximo, v es la frecuencia natural de vibracion y
m la masa efectiva. Sistemas formados por mas de dos masas siguen un
comportamiento similar aunque la expresion de las ecuaciones se complica.
Usando este simple modelo es posible explicar un gran ndmero de observaciones
espeactrales en el Infrarrojo medio [19].

[19] Osborne B.G., Fearn T., Hindle F.H., "Fractical NIR Spectroscopy”, 1993, Ed. Longman S&T.
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Fero las ecuaciones de la mecanica clasica no describen completamente el
comportamiento de particulas atomicas, ya que no recogen la naturaleza
cuantizada de las energias vibracionales moleculares. Para cada molécula,
existen niveles discretos de energla y las Onicas transiciones posibles son entre
niveles energéticos consecutivos. Resolviendo las ecuaciones cudnticas, para un
sistema diatomico, la energia vibracional se puede expresar como:

1 17 h [k(m, +m,)
E,=|v+=|hv= +—]— — 3.
- [” 2 {“ 227\ mm, (53]
Donde v es el ndmero cuantico vibracional (que solo puede adquirir valores

enteros: 0, 1, 2) ¥ h es la constante de Planck.

Enemgla potencial

Ozcilador anarmanico

L] i
' ; wiE
Mgt weo

Distancis interatdmica

Figura 3.4. Energia potencial para el oscilador arménico y anarmdénico.
Diferente espaciado entre los niveles energéticos.

Pero el modelo del oscilador arménico, alin teniendo en cuenta
consideraciones cuanticas, resulta incompleto para describir la vibracidn
molecular. Cuando dos atomos se acercan experimentan una repulsién culémbica,
entre los dos nicleos, que actia en la misma direccidn que la fuerza restauradora

del enlace, por lo que la energia potencial se elevara mas rapidamente que lo que
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predice el modelo armonico. Por el contrario, cuando los atomos se alejan, se
produce una disminucion de la fuerza restauradora al acercarse la distancia
interatémica a la distancia de disociacion del enlace, por lo que la energia
potencial disminuye. Asi, podemos decir que las moléculas reales se acercan mas
al comportamiento de un oscilador anarmdnico vy que ambos modelos convergen
entorno a la posicion de equilibrio, ver figura 3.4.

Las ecuaciones de onda de la mecanica cuantica permiten obtener curvas
de energia potencial mas comectas para las vibraciones moleculares. 5in
embargo, la elevada complejidad matematica implica que estas ecuaciones solo
permiten ser aplicadas cuanfitativamente a sistemmas muy sencillos. Una
aproximacién empirica que describe adecuadamente el comportamiento del
oscilador anarmanico fue propuesta por Morse [20]

- 2
E<E,(1-e™) [3.6]
Donde «es una constante especifica para cada molécula y Ep es la energia de
disociacién. Cuando la ecuacién anterior es ufilizada para resolver ecuaciones
mecanicas de onda, la solucion de |la energia vibracional para el oscilador
anarmonico se expresa como.

E“b=[:4.r+%]hr-{u+%} hl*'f-[u+%) hyy'-.... [3.7]

Donde y, y°.....son denominadas constantes de anarmonicidad cuyos valoras son
positivos, pequefios y decrecientes en magnitud, por esta razén, para valores
pequefios de v, el tercer término vy superiores pueden ser ignorados, quedando la
anterior exprasion comao:

Eup = {u+%]h v[l—x(w%

lxlm%” en la ecuacion de energia

], [3.8)
J

Si reemplazaramos ¥ por v =w

asociada al oscilador armonico, [3.3], se transformara en la ecuacion de energia

[2.8]. De esta manera, el oscilador anarmonico se comporta como el armonico

[20] Chalmers ).M., Griffiths P.R., "Handbook of Vibrational Spectroscopy. Vel.1%, 2002, Ed. Wiley.
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pero con una frecuencia de oscilacion que decrece progresivamente cuando v
aumenta.

Finalmente, la expresion de la energia asociada a una determinada
transicion, es decir, la diferencia entre dos estados energéticos, viene expresada
por:

AE = hv[l-{?u + A+ l}'ll'} [3.9]

Como consecuencia de la anarmonicidad, no solo es posible observar la
banda fundamental Aev=%1, sino que también pueden ser observadas bandas
comespondientes a transiciones Ap=%2,£3,.. .. .las cuales son conocidas como

sobretonos.

3.2.3 ABSORCION DE LAS BANDAS EN EL INFRARROJO CERCANO

El origen de la absorcidon de las bandas en el infrarmojo cercano es el mismo
que para las bandas en el infrarrojo medio: una molécula absorbera radiacion NIR
si la energia de |la radiacién se corresponde a la diferencia energética entre dos
niveles vibracionales y se da un cambio en su momento dipolar. Sin embargo, en
la zona NIR no aparecen bandas correspondientes a vibraciones fundamentales
(Av=%1), como ocurre en la zona del infrarrojo medio [21]. En esta zona

aparecen las bandas denominadas sobretonos, correspondientes a transiciones

energeticas en las que |ﬁu|:=1, aunque en la practica, y dependiendo del tipo de

enlace, s6lo 105 sobretonos primero Av==x2, segundo Av=x3 y tercerdo Av=x4
presentan una probabilidad susceptible de ser observada. Los sobretonos
aparecen a frecuencias ligeramente menores que las predichas como multiplos de
las frecuencias fundamentales, debido al diferente espaciado entre los niveles
energéticos en el modelo anamadnico.

Ademas de los sobretonos, en la regién NIR también aparece ofro fipo de
bandas de absorcidn; en las moléculas poliatdbmicas pueden darse cambios
simultaneos en la energia de dos o mas modos de vibracion. La interaccibn entre

[21] Hildrum K.I., Issksson T., Nees T., Tendberg A, “Mesr Infra-red Spectroscopy”, 1992, Ed. Elis
Horwood.
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ellos da lugar a bandas de combinacion cuyas frecuencias son combinaciones
lineales de cada una de las frecuencias fundamentales que interaccionan:

Veams = My £ Ny £ N1, [3.10]
Donde ny, ng,....80n nimeros enteros. Las bandas de combinacion son de baja
probabilidad y, por tanto baja intensidad, exceptuando las procedentes de dos
modos de vibracion que comparten un atomo en comdn y las que proceden de
enlaces multiples, igualmente, son mas frecuentes aquellas en las que n, = 1

Las fransiciones no fundamentales son mucho menos probables que las
correspondientes a fransiciones entre niveles consecutivos, por lo que las bandas
MIR son de intensidad menor que las que aparecen en la zona del IR medio,
ademas de ser anchas y de no estar tan bien defimidas, como resultado del
solapamiento de sobretonos y bandas de combinacion.

Las bandas mas frecuentes en NIR son debidas a enlaces que contienen
atomos ligeros y con diferente peso molecular que les confiere una gran
anarmonicidad, como por ejemplo, C-H, N-H, O-H, S-H. En la figura 3.5 se
muestran |las regiones NIR donde absorben los diferentes enlaces. Las bandas de
los grupos C=0, C-C, C-F, C-Cl, en general son muy débiles o no aparecen en la
region NIR. Las vibraciones fundamentales de estos grupos tienen bajas
frecuencias en la region IR y por tanto, los primeros sobretonos también aparecen
en esta region.

Una caracteristica de la zona del infrarrojo cercano es que las interacciones
entre moléculas, como puentes de hidrogeno, afectan al espectro NIR, por lo que
un espectro NIR también incorpora informacién sobre la estructura cristalina de la
sustancia,
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Figura 1.5. Representacion grafica de las zonas del espectro MIR donde se manifiestan los
principales grupos funcionales.

3.2.4 INSTRUMENTACION

Debido a la baja intensidad de las bandas NIR, el nivel de exigencia de los
espectrofoldmetros MIR, en términos de nivel de ruido permisible y estabilidad
instrumental, debe ser mayor que en otros instrumentos, sobre todo si se pretende
aplicar al analisis cuantitativo. Esta es una de las causas de la tardia aparicion de
los primeros espectrofotdmetros NIR, qué empezaron a comercializarse solo
cuando los avances tecnologicos permitieron obtener niveles adecuados de
sensibilidad, reproducibilidad y ruido. En |a figura 3.6 se muestra como, a lo largo
de los ultimos 50 afios, el desarrollo y mejora de diferentes herramientas y piezas
de instrumentacidon fue "motor” para la aplicacion y divulgacion de diferentes
aplicaciones MNIR [22].

[(22] hitp:/fwww. nir-spektroskopie.de, 2005.
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Figura 3.6. Esquema donde se recoge las mejoras tecnoldgicas que han
impulsado la utilizacién y aplicacién de la espectroscopia NIR.

El esquema basico de un instrumento NIR no difiere de cualquier
espectrofotdmetro. Sus componentes basicos son: fuente de radiacion, sistema de
seleccion de longitud de onda, compartimento de muestra y detector. A
continuacion se describen con mas detalle las diferentes partes integrantes de un
instrumento MIR.

3.2.4.1 Fuente de radiacién

La fuente de radiacidon mas utilizada es la lampara haldgena de filamento de
tungsteno con ventana de cuarzo, capaZz de proporcionar un espectro continuo en
la region de 320-2500nm. Otras fuentes de radiacion que pueden ulilizarse son los
denominados LEDs (Light Emiting Diodes) [23-24], que dependiendo de su

[23] Bonanno A.5., Griffithe P.R., “Discrimination of onganic sclvents using an infrared-emitting diode-based
analyzer. Part I: Feasibility”, Appl. Spetrosc., 1995, 4%(11), 15%0-1597,

[24] United States Fatent. Patent Number 4.286.327, 1981.
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composicion pueden llegar a emitir hasta los 1600 nm, pero no por encima de esa
longitud. Los instrumentos que incorporan este ditimo sistema de fuente de

radiacion no requieren un sistema de seleccion de longitudes de onda.

3.2.4.2 Sistemas de seleccién de longitudes de onda

Disponer de un sistema adecuado de seleccion de longitudes de onda es un
factor importante para poder oblener un buen nivel de sensibilidad. Un buen
sistema de seleccion de longitudes de onda debe ser capaz de:

« Proporcionar un ancho de banda preciso y exacto para la longitud de

onda analitica.

« Proporcionar sefiales altas a fin de conseguir una relacion sefal/ ruido

satisfactona.

En funcién del dispositivo utilizado para la seleccién de longitudes de onda,
los instrumentos NIR pueden ser clasificados en: instrumentos de filtros,
monocromadores e instrumentos de transformada de Fourier.

Los instrumentos de filtros seleccionan las longitudes de onda
interponiendo entre |la fuente y la muestra materiales que permiten el paso de
determinadas longitudes de onda [25]. Loz mas sencillos son los filtros de
absorcion que transmiten longitudes de onda de forma selectiva segun sea el
matenal del gue esten hechos. Otro tipo son los fitros de inferferencia
optica [26-27)] (o de Fabry-Perot). Las longitudes de onda transmitidas dependen
del indice de refraccion del material y del grosor del filtro. Los filtros de
interferencia transmiten mayor cantidad de radiacidén que los filtros de absorcidn
con anchos de banda mas estrechos.

Los monocromadores son dispositivos que descomponen la  luz
policromatica que proviene de la fuente de radiacion en longitudes de onda
discretas. La radiacion entra en forma de haz estrecho y un elemento dispersante,

que puede ser un prisma o una red de difraccion, la descompone. Los mas

[25] Burns D.A., Ciurczak E.W., “Handbook of Near-Infrarred Analysis®, 2001, Ed. Marcsl Dekker,
[26] United S%ates Patent. Patent Number 3.861.788, 1973,
[27] United States Fatent. Patent Number 4,082,464, 1976.
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utiizados actualmente son los que incorporan una red de difraccion, ya que son
mas baratos, proporcionan mejor separacion de longitudes de onda y dispersan
linealmente la radiacion [28]). Un dltimo tipo de monocromador es el llamado
optoacustico (AOTF), que aprovecha |la propiedad de ciertos materiales (como el
TeD;) para cambiar su indice de refraccion cuando es atravesado por una onda
sonora; convirtiendose, asi, en una red capaz de difractar ciertas longitudes de
onda de un haz incidente [29].

Los instrumentos de transformada de Fourier dividen la luz en dos haces
cuyas longitudes de trayectoria se pueden variar periddicamente para dar modelos
de interferencia mediante un espejo mdvil. Variando la posicién de estos espejos
se pueden crear interferencias constructivas o destructivas. Recombinando los dos
haces se obtiene una sefial, el interferograma. Mediante la transformada de
Fourier se convierte el interferograma (representacion de la sefial en dominio
tiempo) en el espectro (dominio de frecuencias).

3.2.4.3 Compartimento de muestra

Una de las grandes ventajas de la espectroscopia NIR es la versatilidad y
adaptabilidad que presenta para analizar muestras de distinta naturaleza. Para las
muestras en forma sdlida, |la medida efectuada es por reflectancia difusa. En
cambio, muestras liquidas suelen medirse por transmision de radiacion. Un caso
intermedio es el de muestras que se miden por transflectancia, en el que parte de
la luz incidente es reflejada en la muestra y oftra parte la atraviesa, para ser
reflejada por un dispositivo transflectante, disefiado de tal forma, que tambien
delimita el camino optico. En la figura 3.7 se muestran los tres modos de
interacciéon de la radiacion NIR con la materia.

[28] Skeog D.A., “Principles of Instrumental Analysis®, 1997, Ed. Brooks Cole.

[29] Sako H., Safto M., Akagawa k., \Wada, 5., Tashire H., “Blectronically tunable-laser light sources for near
infrared spectroscopy”, ). of Near Infrared Spectrosc., 2003, 11(4], 295-308,
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Figura 3.7. Diferentes modos de interaccion de la materia con la radiacion NIR.

3.2.4.4 Detector

Detectores habituales en espectroscopia en el inframojo proximo son los
construidos con semiconductores (como InGaAs, PbS, InAs, InSb, 5i,....). Hasta
1100 nm el semiconductor mas utilizado en los deteclores es el Si, y en la regidn
entre 1100 y 2500 nm el material fotoconductivo mas utilizado es el PbS.

3.3 APLICACIONES NIR EN EL CONTROL DE PROCESOS

En 1987 Callis y colaboradores [30] acufiaron el termino PAC (Process
Analytical Chemistry) para definir las aplicaciones analiticas cuyo objetive es
proporcionar informacion cualitativa y cuantitativa del proceso quimico. Esta
informacion puede ser usada no solo para monitorizar y controlar el proceso, sino
también para optimizar el uso de energia, tiempo y materias primas,

En este mismo trabajo se describen las diferentes efapas de la quimica
analitica de procesos:

« Off-line: toma de muestra manual y llevada al laboratorio para su
posterior analisis. Esta forma de proceder conduce a un refraso
considerable entre los momentos de toma de muestra y de emision del
informe analitico final.

[30] Callis 1.B., iman D.L., Kowalski B.R. "Process Analytical Chemistry®, Anal, Chem., 1987, 59 6244-6374.
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+ Alling: toma de muestra manual, perd instrumentacion analitica cerca
de la linea de proceso, con lo que el tiempo entre la toma de muestra y
la realizacidn del analisis es menor.

« On-ine. toma de muestra automatizada vy llevada al instrumento
analitico. Una vez la muestra ha sido acondicionada y transportada
hasta el instrumento, el analisis puede ser intermitente (métodos que
requieren la inyeccidén de una porcién de la muestra, como la
cromatografia de gases) o continuo (métodos que permiten el flujo
continuo de muestra, como los métodos espectrofotométricos).

+ |n-line: analisis quimico hecho in-situ dentro de la linea de proceso,
infroduciends sondas quimicamente sensibles al analito.

La evolucion desde los metodos off-line a los in-line ha sido posible gracias
al desarrollo de sondas de inmersion equipadas con haces de fibra oOptica,
encargadas de conducir la radiacion desde |la fuente a la muestra, fibras aferentes,
y posteriormente, recoger la radiacion refractada por la muestra y llevarla hasta el
detector a través de fibras eferentes.

Actualmente, el disefio de las fibras épticas parmite el registro de aspectro
in-fine mediante medidas de transmision, reflectancia o transflectancia, figura 3.8.
Las medidas de reflectancia pueden ser realizadas a traves de una ventana en la
linea de procesos. Las medidas de transmision las podemos realizar insertando
dos sondas de fibra oplica una enfrente de la otra, de manera que por una sonda
llegue |a luz y la otra recoja la radiacidon que no ha absorbido la muestra. Existe
ofro tipo de sondas, con las que se realizan medidas de transflectancia, en las que
la radiacién llega a través de la sonda de fibra dptica, atraviesa la muesira y
después de reflejarse en un dispositivo reflectante, cuya posicion delimita el
camino oplico, la radiacion llega al detector a traves de la misma sonda [31).

[31] Hassell C., Bowman E.M, "Process Analytical Chemistry for Spectroscopist”, Appl. Spectrosc., 1998,
52(1), 18A-284.
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Figura 3.8, Registro de especiros en continue (fn-line)
mediante diferentes tipos de sonda.

En la dlima década, el nomero de publicaciones cienlificas relacionadas
con el uso conjunto de la espectroscopia NIR y el analisis multivariable aplicado a
la monitorizacién in-line y el control de procesos ha crecido paulatinamente [13],
[32], al igual que la aceptacién de esta técnica como control rutinario en el mundo
industrial, ya que, una vez establecida la calibracion, el analisis de rutina es
rapido. Efectivamente, el hecho de poder realizar los analisis in-situ mediante
espectroscopia NIR proporciona una serie de ventajas que mejoran la produccidn
[33-34]. Entre estas ventajas podemos destacar:

+ Bajo mantenimiento del equipo.

+ No se usan reaclivos, no se generan residuos.

+ Rapida realizacion de los analisis. Obtencién de informacion analitica e

forma inmediata.
» Posibilidad de calibracion para diversos analitos (multicomponentes).

[32] van Staden ).F. “Analytical aspects of chemical process control. Part 1. Fundamentals®, Pure Appl,
Chem., 1999, 71(12), 2303-2308.

[33] Moessner RLC., “Utlity of near-infrared anabyzars for real-time process contral®, Proc. Conkr. and Ceual,,
19932, 2, 237-245.

[34] Dotzlaw G, Weiss M.D. “Improve on-ling process controd with near-infrared analysis®, Chem. Eng.
Progress, 1993, 9, 42-45,
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+ Posibilidad de retrealimentacién y actuacion sobre el proceso al

momento a traves de algoritmos de control.

« La obtencidn rapida de los resultados permite controlar el proceso vy

evitar los productos fuera de especificaciones.

+« Analisis no destructivo.

Las aplicaciones de la espectroscopia NIR en el control de procesos [33]
abarcan campos tan diferentes y diversos como: el agrario, el alimentario, industria
farmacéutica, industria quimica, pefroquimicas, ciencias de |a tiemra,
monitorizacién ambiental, quimica clinica y médica v biotecnologia.

3.3.1 APLICACIONES NIR EN EL CONTROL DE BIOPROCESOS

Para optimizar la produccion y sintesis de productos procedentes de
bioprocesos, es necesario controlar y tener informacion del estado del proceso en
tiempo real. La falta de este tipo de informacién debido al tiempo necesario para
realizar las diferentes etapas de la determinacidn quimica tradicional: muestreo,
analisis y calculo para proporcionar un resultado, proveca que actualmente, la
mayoria de bioprocesos se desarrollen bajos condiciones suboptimas. [36-37]

La utilizacion de la espectroscopia NIR en el analisis y monitorizacion de
bioprocesos no sdlo soluciona los problemas citados anteriormente,
proporcionando informacion Gtil para la toma de decisiones, sino que ademas, es
un alemento fundamental tanto en la investigacion, como en la optimizacion de los
faclores que condicionan el proceso, convirtiéndose en una Ulil herramienta tanto

a nivel de produccion como de investigacion [38].

[35] Workman 1. Jr.; Vesltkamp 0., Doherty 5., Andsrson B.B., Creasy K.E.. Koch 1., Tatera F., Robinsan L.,
Bond L., Burgess W., Bokerman, .M., Uiman H.A., Darsey G.P., Mozayenl F., Bamberger J.A., Greensood
M.5., "Process Analytical Chemistry”, Anal. Chem., 1999, 71(12), 121R-180R.

[36] Amcld 5.4, Harvey LM, Mcheil B., Hall W, 1. "Emplaying near-infrared spectroscopic methods of

analysis for fermentation monitoring and control: Part 1, method development™ BioPharra Int., 2002,
15(11), 26-34,

[37] amold 5.4, Harvey LM, Mcheil B, Hall 1.W., 1. "Empoying near-infraned spectroscopic methods of
analysis for fermentation monitoring and conkrol: Part 2, implementation strategles™ BloPharma Intl., 2003,
16(1), 47-70.

|38] Brimmer P.J., DeThomas F.A., and Hall 1.W., “Near infrared Technology in the Agricultural and Food
Industries”., 2001, Ed. American Assodation of Cereal Chemist.
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Las aplicaciones mas destacadas de la espectroscopia NIR en el
seguimiento de diferentes bioprocesos se encuentran citadas, en funcion del

microorganismo ufilizado, en la tabla 3.2.

[39] Cavimako A.G., Mayes DM, Ge Z., Callis 1.B.." Noninvasive method for monitoring ethanol in
fermentation processes using fiber-optic near-infrared spectroscopy”, Anal Chem,, 1990, 62, 1977=1942,

[40] Ge L., Cavinalo ALG,, Callis ).B., "Noninvasive Speciroscopy for Monitoring Cell Density in 8 Fermentation
Process”, Anal. Chem., 1994, 66, 13541362,

[41] Cimander ., Bachinger T., Mandelius C.F,, “Integration of distributed multi-analyzer and contred in
bloprogessing based on @ real-time expert system”, ). Biotech., 2003, 103(3), 237-248,

[42] Vaccari G., Dosi E., Campl AL, Gonzalez-Vara A, Matteuzzi D., Mantovanl G., “A near-infrared
spectroscopy technigue for the contrel of fermentation processes: an application to lactic acid fermentation”,
Bigtech, Biceng., 1993, 43, 913-917,

[43] Hall Lw., Mcheil B., Rolling M.)., Draper 1., Thompson B.G., Macaloney G. “Near-infrared spectrescopic
determination of acetate, ammaonium biomass and ghrcerol in an industrial Escherichia coli fermentation”, Appl,
Spectresc., 1996, 50, 102-108.

[44] Cimander C., Mandenius CF., "Bloprocess contral from a multivariatre procsss trajedtony™, Bloproosas
and Biogyst. Engineering, 2004, 256(5), 401-411.

[45] Crewiey 1, Ameld S.A., Wead N., Linda M. H., McNed B, "Manitoring & high call density recombinant
Pichia pasters fed-bateh bloprocsss using transmission and reflectance near infrared spactrosoogy™ Enzyrme
Microblal Tech,, 2005, 35, 621-628.

[46] Shakesava 5., Irudeyara )., &l D., “Simultsnecus determination of multiple components in lactic acid
fermentation using FT-MIRE, NIR and Fr-Raman spectroscopsc bechnigues®, Procsss Blachemistry, 2001,
37(4), 371-378.

[47] Riley M.R., Rhisl M,, Zhou X., Arnold M.&., Murhammer D.W., “Simulanecus measurement of glucose
and glutamine in insect cell culture media by near infrared spectroscopy™, Biotech. Bioeng., 1997, 55, 11-15.
[48] Yeung K., Hoare M., Thamhill M.F., Willams T., Vaghjlani J.0. “Near-infrared spectroscopy for boprocess
ronitoring and control”, Biotech. Bioenginesr, 19949, 63(6), 5684-633,

[49] Hagman A.; Sivertsson P, “The use of NIR spectroscopy in monitoring and controlling bioprocesses”,
Process Control and Quality, 1998, 11(2), 125-124.

[50] Crowley )., Woods N., Harvey L. McNeil B, “In-situ near infrared spectroscopy to monitor key analytes in
marmmalian cell cultivation®, Blckech, Bloangineer., 2003, 84(1), 13-15,

[51] Riley M.R., Crider H. M., Nite M.E., Garcla R.A., Woo 1., Wegge BLM., "Simultanecus Measurement of 19
Components in Seram-Containing Animal Cell Culture Media by Fourier Transform Mear-Infrared Spectroscopy”
Biobechnol. Prog., 2001, 17(2), 376-378.

[52] Vaidyanathan 5., Macaloney G., Harvey LM., Mchell B., "Assessment of the structure and predictive
ability of models developed for monitoring key snahltes in 8 submerged fungal bioprocess using near-infrared
spectroscopy”, Appl. Spectrosc., 2001, 55(4), $44-453,

[53] Vaddyanathan 5., Harvey LM., McMeil B., “Deconvolution of near-infrared spectral infosmation for
monitoring mycelial biomass and other key analybes in 2 submerged fungal bioprocess™, Anal Chim. Acts,
2001, 478(1), 41-59.

[54] armold 5.4., Matheson L., Linda M. H., Mcheil B., "Temporally sesgmented modelling: a route to improved
bloprocess monitoring using near infrared spectroscopy?”, Bioftech. Lett., 2001, 23(2), 143-147,

[55] Valdyanathan 5., Allson A, Lilana M., Fankaj M., Grasme M., Mchel B., Hanwey LM., "Critical Evaluation
af Models Developed for Monitaring an Industrial Submerged Bloprocess for Antiblotic Production Using Mear-
Infrared Spectroscopy”™ Blotechnol, Prog., 2000, 16(6), 1098-1105.

[56] Lopes ). A Costa P. F.; Abees T. P Menezes ). C. “Chemometrics in bloprocess enginesring: process
analytical technology (PAT) applications”. Chemom, Intell, Lab. Syst., 2004, 74(2), 269-275.

[57] Armoid 5.A., Crowley 1., Valdyanathan 5., Matheson L., Mohan P, Hall 1LW., Harvey L.M., Mchell B., "Ak-
line monitering of a submerged filamentous bacterial cultivation using near-infrared specirascopy”, Enzyme
Microblal Tech,, 2002, 27(9), 691-6597,

[58] Jung B, Le= 5., Yang LH., Good T, Coté G. L., “Automated on-line noninvasive optical glucoss
rranitonimg in a cell culture system”, Appl. Spectrase., 2002, 56(1), 51-57.
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AMNALITO DETALLES Raf.
Saccharomyces cerevisiae
Etanol Seguimiento on-line en fermentacién alcohdlica (batch).  [39]
Cuantificacién con PLS.
Biomasa Seguimientos on-ine en fermentacion alcohdlica (batch).  [40]
Cuantificacién con PLS.,
Varios Analitos Seguimiento on line a través de un sistema experto. [41]
Uilizacién de PLS, PCR, Redes Neuronales y MSPC.
Escherichia coll
Acido Lactico Seguimiento on-line, Cuantificacién con MLR [42]
Amaoniaco. Glicerol. Seguimiento at-line en cultive fed-batch. Cuantifiicacibn MLR [43]
Acefato. Biomasa. y PLS.
Biomasa. Triptéfano Seguimiento on-line en continua, Monitorizacidn con MSPC. [44)
Pichla pastoris
Biomasa, Glicergl, Seguimiento at-line en procescs en loles alimentados (fed-  [45]
Metanol batch). Cuantificacién con MLR y PLS.
Cultive Celular
Glucosa Seguimiento de glucosa on-line. [48]
Glucosa, Glutamato Seguimiento at-line en cultive balch, Cuantificacidn con FLS. [47]
Desechos celulares, Seguimiento de contaminantes en un bioproceso para la  [48]
proteinas, RMNA cbtencién de Alcohol deshidrogenasa. Cuantificacidén PLS.
Proteinas Determinacion cualitativa v cuaniifativa de la produccién de  [48]
proteinas. Seguimiento at line,

Glucosa, Glutamina Seguimients on-line en cultive balch. Cuantificacién con  [50]
_Lactato, Amonio ___ PLS. —_— ——
Diferentes Compuesios  Seguimiento al-line en cultive batch, Cuantificacién con PLS, [51]
Penicillivm chrysogenum
Biomasa, Amonio, Seguimiento at-line. En cultive batch, Cuantificacién con  [52]

_Azucarestotales. ~  MLRy PLS.
Biomasa. Penicilina Seguimiento al-line en cultivo batch, Cuantificacidn con PLS. [53]
Streptomyces fradiae
Tilosina Seguimiento al-line en cultivo batch, Cuantificacién con PLS  [54]
_ para cada fase del crecimiente. .~
Antibidtico Seguimiento al-line en cultive batch en escala produccién | [55]
_______ Cuantificacién con PLS, — —
APl (Active Seguimiento atline en diferentes etapas del proceso de [56]
pharmaceulical produccian {Iméculo, Fermentacion, Purificacién)
_Ingredient). Cuantificacién con PLS y Redes Neuronales.
Glutamato Glucosa., Seguimiento  at-line en cultva batch de baclena [57]
Amanio, filamentosas. Cuantificacidén con PLS.
Lactobacillus casell
Glucosa, Acido Léctico, Seguimiento at-ine en cultive batch. Cuantificacién PCR vy [58)

Biomasa

PLS.

Tabla 3.2, Aplicaciones NIR mds relevantes en el control de bioprocesos,
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