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RESUMEN

En el departamento de Lambayeque las empresas productoras de alcohol etilico
suelen usar para sus operaciones levadura comercial, frente a esta situacion la
presente investigacion busca obtener una cepa nativa de Saccharomyces
cerevisiae, la cual fue aislada de distintas fuentes como: cascaras de frutas y
melaza, que nos produzca un mayor rendimiento comparada con la levadura

comercial.

Se logran obtener 20 cepas nativas, que fueron identificadas como parte del género
“Saccharomyces”, estas fueron sometidas a distintas pruebas de fermentacion bajo
las condiciones de trabajo de la destileria D’Cobre (pH= 4.8 — 5.0 y °Brix=21),
usando como sustrato melaza. Posteriormente, se seleccionaron 3 cepas nativas
gue se diferenciaron de las demas, estas fueron evaluadas para determinar que
pertenecen a la especie “cerevisiae”, nuevamente son sometidas pruebas de
fermentacion con diferentes parametros operacionales de pH= 4.0, 45y 50y
porcentaje de dilucién = 23, 25y 27 °Brix con la finalidad de establecer las mejores

condiciones para incrementar el rendimiento en el proceso.

Se determina que la cepa denominada “S. cerevisiae 4” es la mas apropiada para
usarse en este proceso, trabajando bajo los pardmetros operacionales de °Brix: 25
y pH: 5, debido a que genera valores promedio de rendimiento de 304,72 L de
alcohol/Tn de melaza, siendo este el mas alto valor alcanzado durante las pruebas

fermentativas.

Palabras claves: Saccharomyces cerevisiae, cepas nativas, fermentacién, alcohol etilico.
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ABSTRACT

In Lambayeque, most of the companies that produces ethyl alcohol trend to use for
their operations commercial yeast. In order to face this situation, this research work
claims to seek for a native yeast of Saccharomyces cerevisiae, which was obtained
from different sources such as: fruit peel and molasses, with a better yield compared

with commercial yeast

20 native yeasts were isolated, these were identified as part of the genre
“Saccharomyces”, in addition, all of them were evaluated on different fermentation
tests under work parameters established by distillery D’Cobre (pH= 4.8 — 5.0 and
°Brix=21), using molasses as substrate. Subsequently, 3 native yeast which
obtained great yield were selected, and were evaluated in order to determine that
they belong to “cerevisiae” specie. Once again, these microorganisms were
submitted to fermentation test, but using different operational parameters of pH=4.0,
4.5, and 5.0; and a dilution percentage= 23, 25 and 27 °Brix in order to stablish the

best conditions to guarantee and increasing on the yield.

It was determined that yeast called “S. Cerevisiae 4” is the appropriate to be used
in this process, working with parameters of °Brix: 25 and pH: 5.0 because of it
produce and average yield of 304.72 L of alcohol/Tn of molasses, being this the

highest value obtained on fermentation tests.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Native strains, Fermentation, Ethyl Alcohol.



INTRODUCCION

La produccién de etanol empleando diferentes levaduras y utilizando melaza
como sustrato es considerada una excelente opcion industrial por la amplia
disponibilidad de esta materia prima. “Las levaduras mas utilizadas desde hace
siglos pertenecen al género Saccharomyces sp., por su capacidad de convertir
rapidamente los azucares a etanol, ademas de presentar una amplia aceptacion en

los procesos industriales” (Gonzalez et al., 2017).

Actualmente las destilerias de alcohol etilico en el Peru tienen un papel
importante, ya que con el paso de los afios se incrementa la demanda de alcohol.
Segun MINAGRI, en el Peru la produccion de etanol se destina principalmente a la
elaboracién de bebidas, asi como en la industria quimica, cosméticos y
biocombustibles.

En toda industria, el rendimiento es un parametro muy importante; en las
industrias alcoholeras del departamento de Lambayeque este parametro se ve
afectado por diversos factores en la etapa de fermentacion tales como el uso de
levadura no adecuada lo que genera bajos rendimientos de la produccion alcohdlica
y trae consigo problemas tanto en el proceso y medioambientales ya que al tener
bajos rendimientos se tendra que hacer fermentar mayor cantidad de melaza lo que
va a generar mayor cantidad de efluentes con alta carga organica, aumento del
consumo de agua, aumento del consumo energético, entre otros.

Destileria D’Cobre no es ajena a este problema, actualmente tiene un
rendimiento aproximado de 230 litros de alcohol etilico de 96°GL por tonelada de
melazay se usa una levadura no especializada. Cuando S. cerevisiae se encuentra
a altas concentraciones de azucar (entre 30 — 40%) se incrementa la produccion de
etanol (Pefia & Arango, 2009) al igual que el efecto del etanol en la célula que causa
la inhibicion del crecimiento y disminucion de la viabilidad (Suérez, Garrido, &
Guevara, 2016).

Sin embargo, en Destileria D’Cobre se fermenta con una concentracion de
azucar del 22% debido principalmente a que la cepa utilizada no soporta
concentraciones muy elevadas de azlcares y al no ser una levadura especializada,

inhibe su crecimiento a concentraciones altas de melaza y de etanol. Otro de los



problemas a los que se enfrenta la Destileria D’Cobre es el pH, este es un
parametro muy importante debido a que, las levaduras tienen la ventaja de soportar
medios mas &acidos, que otros microorganismos, lo que es aprovechado para
mantener el medio controlado, evitando el desarrollo de bacterias que puedan
competir por el sustrato, el pH 6ptimo esta entre 4 y 5 (Suarez et al., 2016).

Sin embargo, en Destileria D'’Cobre se regula el medio sin realizar
mediciones de pH lo que no permite saber si se esta acidificando lo suficiente. En
este contexto, se planted la siguiente investigacion cuyo problema fue: ¢ Cual es la
cepa nativa de Saccharomyces cerevisiae y sus condiciones éptimas de operacion
para aumentar el rendimiento de alcohol etilico en destileria D’cobre?. La hipétesis
fue: La cepa seleccionada de Saccharomyces cerevisiae bajo las condiciones de
pH 4 y porcentaje de dilucion 25% se alcanza una concentracion alcohdlica de
9.9°GL representando un aumento en el rendimiento alcohdlico y en la
productividad de la Destileria D’Cobre.

El objetivo general fue: Seleccionar la cepa nativa de Saccharomyces
cerevisiae y determinar sus condiciones 6ptimas de operacion para aumentar el
rendimiento alcohdlico en Destileria D’cobre. Los objetivos especificos fueron:
Evaluar 20 cepas nativas de Saccharomyces cerevisiae a condiciones de operacion
de Destileria D’cobre (°Brix inicial = 21; pH = 4.8 — 5.0), ajustar las cepas nativas
bajos los parametros de pH y porcentaje de dilucion 6ptimos y seleccionar las cepas
nativas con produccién alcohdlica mayor o igual a 8,8°GL, determinar el porcentaje

de dilucion y pH para obtener mayor rendimiento.



1. ANTECEDENTES Y BASE TEORICA

1.1. Antecedentes de lainvestigacion

El incremento del interés por el desarrollo de bioprocesos conlleva al
desarrollo de muchas investigaciones, cuyo principal objetivo es optimizar los
procesos quimicos conocidos. Los antecedentes encontrados nos muestran que el
crecimiento se esta dando a nivel mundial y tienen mucha relacion con lo que se
plantea en la problematica de esta investigacion. Los articulos y tesis encontrados
nos dan un enfoque mas amplio para el correcto desarrollo de las actividades a
realizar y los posibles resultados a obtener.

Gonzales y colaboradores (2016) en su estudio “Evaluacion de levaduras
nativas de etanol presentes en el bagazo de cafia de azucar”, Realizado en
conjunto con la Universidad Autbnoma de Tamaulipas, tienen como objetivo la
utilizaciéon de levaduras del tipo Saccharomyces para la obtencion de un
rendimiento mas alto de alcohol etilico, estas levaduras son obtenidos a partir del
propio bagazo utilizado como sustrato en la fermentacion.

Basados en este estudio se toma por conveniente realizar el aislamiento de
levaduras del tipo Saccharomyces a partir de melaza, la cual sera nuestro sustrato
usado para la produccién de etanol junto con otras levaduras que seran obtenidas
de diferentes fuentes, la finalidad es obtener un mayor rendimiento comparado con
la levadura comercial utilizadas por las destilerias en la region. Por otra parte, en el
trabajo mencionado se concluye que el proceso de acondicionamiento para las
cepas de levaduras aisladas permitié6 su adaptaciéon y crecimiento en el mosto
obtenido por hidrdlisis quimica, ha alcanzado la maxima productividad de etanol a

las 120 horas, siendo del 86 % del maximo rendimiento teorico.

Un estudio similar a la propuesta presentada es el realizado por Argote,
denominado “Evaluacion de la produccion de etanol a partir de melaza con cepas
nativas Saccharomyces cerevisiae” Realizado en conjunto con varias universidades
colombianas como la Universidad del Valle, Universidad de San Buenaventura y la
Universidad del Cauca. De este estudio se adoptan varias posturas en lo que
corresponde a la seleccion de la materia para el aislamiento de las levaduras

utilizadas, del mismo modo se toma por conveniente realizar el aislamiento a partir



de la melaza utilizada en la Destileria D’ Cobre, en donde se realizara el presente
trabajo (Argote et al., 2015). En esta investigacion se concluye que:

El porcentaje de conversion o eficiencia fue mayor para las cepas nativas
IC1, IP3, IP4, IP6, IP5. Obtenidas a partir de tierra, uva, pifia, naranja y guayaba
respectivamente. La produccion promedio de etanol para las cepas anteriormente
en mencion estuvo entre 44,87 y 40,29 g/L. Las variables de control, temperatura y
oxigeno no presentaron diferencias significativas en el proceso por parte de las
diferentes levaduras nativas.

A nivel nacional Aguilar et al. (2015), en su obra “Evaluacion de la cinética
de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae utilizando un medio de cultivo a base
de melaza de cafa y suero lacteo” hacen incidencia en el aislamiento de levaduras
nativas de Saccharomyces. Este trabajo esté orientado a la determinacion de los
parametros de crecimiento microbiano utilizando como sustrato los principales
residuos de industrias azucareras y lecheras, se detallan todos los parametros para
poder describir la cinética microbiana, y lo pardmetros como el tiempo de
fermentacion, concentracion de in6culo, temperatura, °Brix, y las inhibiciones
producidas por sustrato o por producto.

1.2. Cafade azucar

1.2.1. Caracteristicas generales

Cafa de azucar es el nombre comun con el que se le conoce a una
especie de hierba perteneciente a la familia de los pastos. La clasificacion
botanica de la cafia de azucar es Saccharum Officarum, y esta pertenece a la
familia de las gramineas. Es una planta perenne la cual puede crecer hasta

4.25 m (Departamento de Agricultura, silviculturay pesca de Sudéafrica, 2012).



Figura 1
Plantaciones de cafia de azUcar.

Recuperado de: Departamento de Agricultufa, silvicultura y pesca de Sudafrica, 2012

1.2.2. Importancia de la cafia de azucar en el Peru

En nuestro pais, la mayor parte de plantaciones de esta especie se
encuentran en la region norte debido a que es un cultivo tropical que requiere
de un clima calido, sin embargo, también crece bien en climas subtropicales.

Segun MINAGRI en el 2019 se produjo un aumento en la produccién
de azucar, el cual fue de 1’293 600 toneladas, lo que representa un aumento
del 15 % en relacion con la produccién alcanzada en el 2018; esto debido
principalmente al aumento de terrenos agricolas destinados para el sembrado
de cafia de azucar tras la recuperacion de los terrenos de los estragos del
fendmeno del nifio costero (Rosales, 2019). Asi mismo, para el afio 2020 el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos también ha estimado una
aceleracion de la produccién y de exportaciones (An6nimo. 2019)

Los residuos provenientes de la industria azucarera también son
importantes para el desarrollo de otras industrias, principalmente Ila
alcoholera, siendo esta un sector importante dentro de las actividades
productivas mas importantes de la region Lambayeque, Pera.



1.2.3. Subproductos de laindustria de la cafia de azucar

Segun un articulo publicado por la Organizacion de Alimentos y
Agricultura de los Estados Unidos (FAO), realizado por Patarao (2012) nos
dice “En los ultimos afios se ha observado un aumento del interés en la
utilizacion de los subproductos de la industria de la cafia de azlUcar como
reaccion al alza de los precios de los combustibles fosiles y la baja del azucar”
lo que se traduce como el crecimiento de otras industrias que dependen de
todos estos subproductos obtenidos en el proceso de obtencion de azucar.

Si se dispone de las cantidades suficientes de los principales
subproductos, se pueden llevar a cabo importantes actividades
agroindustriales destacando principalmente el aprovechamiento del bagazo
para la generacion eléctrica; la cachaza, que puede ser utilizada como
fertilizante en los cafaverales; y la transformacion de melaza en ron o alcohol
etilico, entre otras.

Un reporte de la FAO (2012) por Patarao, indica que “La produccién
de cafia de azucar estd alcanzando los 60 millones de toneladas a nivel
mundial lo que significa un incremento en la produccion anual de

subproductos” (tabla 1).

Tabla 1
Produccion anual de subproductos de la industria de la cafia de azucar.

Subproducto Cantidad Estado
60 millones de
Bagazo Peso seco
toneladas
5 millones de _
Cachaza Peso secado al aire
toneladas
16 millones de
Melaza Al 80% de peso seco
toneladas

Recuperado de Paturau, 2012. Usos alternativos de la cafia de azlcar y sus subproductos

en agroindustrias.



1.2.4. Melaza

La melaza o también llamada miel de la cafia de azlcar, es el efluente
final obtenido en la preparacion de azulcar por cristalizacion repetitiva, es el
jarabe residual que puede ser obtenido de manera simple por la sucrosa no
cristalizada. El rendimiento de melaza es aproximadamente 3.0% por tonelada
de cafa, pero eso es influenciado por una gran variedad de factores que

pueden hacer varian este rendimiento entre 2.2y 3.7 % (Paturau, 2012).

1.2.5. Cachaza

Las impurezas purificadas contenidas en el jugo de cafia después de
ser removidos por filtracion forman una torta de contenido de humedad
variable llamado cachaza. Esta torta contiene materia anionica coloidal
organica que precipita durante la clarificacion, como también contiene ciertos
no azucares ocluidos en estos precipitados. En promedio, la cachaza posee
3.4% de cafia, cerca de 1% en peso de fosfato y cerca de 1% de nitrégenos,
razon por la cual ha sido usada como fertilizante incluso desde inicios del siglo
pasado (Paturau, 2012).

1.2.6. Bagazo

El bagazo es el residuo fibroso obtenido de la cafia de azucar
después de la trituracion y extraccion del jugo; esta compuesto de fibra, agua
y una pequefia cantidad de solidos solubles — mayormente azucar. El bagazo
es usado para la generacién de vapor y energia requerida para operar en las
plantas de produccion de azUcar. Una azucarera en promedio requiere, por
tonelada de cafa, cerca de 35 kWh y 450 Kg de vapor de escape. Un gran
progreso ha sido alcanzado recientemente, las nuevas fabricas azucareras
pueden operar con 30 kWh y 300 Kg de vapor de escape, de este modo el
bagazo puede ser destinado para otras industrias como materia prima. Como
por ejemplo para la produccion de papel, furfural, metano, etc. (Paturau,
2012).



1.3.

Melaza de la cafia de azlcar

1.3.1. Definicién

La melaza o miel de cafa es un producto liquido, y espeso derivado
de la cafia de azUcar y en menor medida de la remolacha azucarera, obtenido
del residuo restante en centrifugas. Su aspecto es muy similar al de la miel,
aunque de color parduzco muy oscuro, practicamente negro.

Se elabora mediante la coccién del jugo de la cafia de azUcar hasta
la evaporacion parcial del agua que éste contiene, formandose un producto
meloso semicristalizado. Nutricionalmente presenta un altisimo contenido de
carbohidratos ademas de vitaminas del grupo B y abundantes minerales, entre

los que destacan el hierro, cobre y magnesio. Su contenido de agua es bajo.

1.3.2. Proceso de obtencién

1.3.2.1. Recepcion de la cafia de azucar

La cafia de azUcar es recibida en el ingenio, en donde se toma
una muestra que es analizada con el fin de determinar los parametros
de calidad de la materia prima recibida, asi como también su aceptacion
o rechazo. Posteriormente los camiones transportadores de cafia pasan
por la bascula de recepcion, en donde se realiza el cémputo del peso,
identificando a cada productor, la variedad de cafa, el tipo de corte, etc.
Todos los datos son cuidadosamente registrados y archivados para
posteriormente realizar trazabilidades de los lotes producidos
(Friedmann, A., Weil, B. y Penner, R., 2010).

1.3.2.2. Preparacién y molienda

De la béascula, el camion de cafia sigue hasta el area de
preparacion/recepcion, donde se descarga directamente en las mesas
alimentadoras o en el depésito de cafia que se tiene para almacenar la
materia prima que serd molida. Inicialmente, la materia prima pasa por
una cuchilla picadora, un desfibrador y un electroiman, que captura las
partes metalicas que puedan pasar con la cafa. La cafia ya preparada
(Cortada, desfibrada y sin partes metdlicas) es llevada por medio de una



cinta transportadora a la primera unidad de molienda. En los molinos se
produce el proceso de extraccion de la sacarosa que trae la cafia,
mediante la aplicacion de agua de inhibicion (Friedmann et al., 2010).
El jugo que sale de los molinos pasa por un colador rotativo
para eliminar parte del bagacillo y solidos en suspension que lleva
consigo. Posteriormente pasa por otros tamices de malla mas fina. El
bagazo resultante es enviado a las calderas, en donde es utilizado como

combustible (Friedmann et al., 2010).

1.3.2.3. Tratamiento de caldo o clarificacion

El jugo proveniente del area de molinos pasa a un tanque
donde se realiza el proceso de alcalinizacion, por medio de la adicion de
lechada de cal. Del tanque de alcalinizacion el jugo ya alcalinizado pasa
a los calentadores de jugo, donde se eleva su temperatura antes de
pasar a los clarificadores. Aqui se separan las impurezas que trae el jugo
por medio de decantacion (Friedmann et al., 2010).

De los clarificadores el jugo pasa nuevamente por los filtros de
malla fina para eliminar toda posibilidad de bagacillo en este jugo.
Posteriormente va a un tanque de jugo clarificado, de este tanque es
enviado a otro proceso de calentamiento antes de pasar al area de
evaporacion (Friedmann et al., 2010).

Las impurezas del jugo (cachaza) son enviadas a los filtros
rotativos al vacio, para realizar la recuperacion del caldo que la
acompafa. La cachaza se mezcla con el bagacillo fino, el cual sirve de
elemento filtrante. La torta de filtro resultante es enviada al campo y

utilizada como fertilizante (Friedmann et al., 2010).

1.3.2.4. Evaporacion del jugo

En esta etapa, el caldo es concentrado desde unos 16° Brix
hasta 65° Brix. El jugo entra primero a los pre evaporadores, en donde
se realiza la primera evaporacién con vapor de escape. De los pre
evaporadores se extrae el vapor vegetal, el cual sirve para realizar casi
todos los procesos de evaporacion, concentracion y calentamiento de la

fabrica. El caldo sale de los pre evaporadores y entra a los evaporadores
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de mudltiple efecto (cuadruple), donde completa su evaporacion hasta
llegar a la concentracion deseada, convirtiendose asi el jugo en

meladura (Friedmann et al., 2010).

1.3.2.5. Cristalizacion

La meladura pasa a tanques ubicados en los tachos. Esta
meladura recibe un tratamiento de calentamiento y aireacién, para pasar
posteriormente por un proceso de flotacion, con el objetivo de eliminar
todas las impurezas. De aqui pasa a los tamices y después a los tanques
de meladura clarificada, en donde sera utilizada por los tachos de
cocimiento para la formacion de los cristales (Friedmann et al., 2010).

El proceso de coccion se basa en un esquema de tres masas
cocidas sin recirculacion de mieles. La meladura ya clarificada se recoge
en un tacho y se concentra hasta 81°brix, momento en el cual se realiza
una siembra o cristalizacion mediante azucar pulverizada. De dicha
siembra se obtienen dos masas cocidas “A” o de primera. Estas masas,
al ser purgadas, producen el azucar “A” que es el azlcar comercial
propiamente (Friedmann et al., 2010).

La miel obtenida de la separacion de los cristales de esta
masa y conocida como miel “A” es sometida a un nuevo proceso de
coccion. Esta segunda coccién produce el azucar “B” que, al purgarse
produce el azucar “B”. Este azucar “B” es fundido y enviado junto a la
meladura clarificada para incorporarse a la coccién de la masa “A”
(Friedmann et al., 2010).

La miel “B”, obtenida a partir de este segundo cocimiento, es
sometida a una tercera y ultima coccién para producir la masa conocida
“C” que, a su vez, produce el azucar “C” o final y que constituye el nucleo
base para el cocimiento “B”. La miel producida por este ultimo cocimiento

es la melaza (Friedmann et al., 2010).
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Diagrama de bloques de la industrializacion de la cafia de azUcar.
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1.3.3. Clasificacion de la Melaza

Clasificacion de la melaza recomendada por la Asociacion
Americana de control de Alimentos (AAFCO):
e Melaza superior blackstrap: Melaza de cafa que contiene  23.4%
de agua 0 menos y 53.5% 0 mas de azucares totales.
e Melaza blackstrap: Melaza compuesta por 23.5% a 26.4% de aguay

48.5% a 53.5% de azucares totales.

Clasificacion de la melaza segun el porcentaje de materia sélida en

peso o en grados Brix:

e Melaza blackstrap: Es el subproducto de la elaboracion del azucar,
cuyo porcentaje de materia solida en peso (grados brix) diluido con
igual peso de agua es de 42.5 grados brix.

e Melaza de cafia alimenticia: Es la melaza blackstrap diluida a una
concentracion de grados brix no menor de 39.7, a este producto no se
le ha especificado un valor de concentracién de azucares.

e Melaza High test o jarabe invertido: Es el producto obtenido por la
obtencion del jugo clarificado, hasta un porcentaje de materia sélida en

peso de 85% invertido con acido o con invertasa.

1.3.4. Composicion

La composicion de las melazas procedentes de la cafia de azUcar
varia segun las localidades, la clase de cafia, las condiciones de suelo, el
clima y los métodos de fabricacién. Las melazas de cafia de azucar son
ligeramente acidas, con un pH de 5.5 a 6.5. El bajo pH de la melaza es
atribuible a la presencia de acidos alifaticos y al bajo pH en que se hace la
clarificacion. La melaza también posee alrededor de 14 a 25% de hidratos
de carbono como azulcar invertido, el proceso de fabricaciébn no tiene un

efecto significativo en la formacién de estos (Valencia y Zapata, 2014).

La composicion promedio de la melaza obtenida del proceso de la
cafia de azucar es mostrada en la tabla 2.



Tabla 2

Composicion promedio de la melaza (%) peso de la miel.
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Constituyentes Limites
o Componentes
principales normales (%)
Agua 17-25
- Sacarosa
- Glucosa(dextrosa) 450__1500
Azlcares - Fructosa (levulosa) 7_14
- Otras sustancias reductoras (como
. . 1-3
invertidos)
-  Gomas, almidon, pentosas,
Otros también trazas de hexitoles 2.6
carbohidratos mioinositol, d-manitol y acidos
urénicos
Como carbohidratos:
- DBases:
K20 25-50
CaO 25-50
MgO 7-16
Ceniza Na20 2-14
B203 (Fe) 0.3-9.0
- Acidos:
SO3 0.4-27
Cl 7-20
P205 10-20
SiO2 e insoluble 05-20
- Proteinas crudas (Como Nx6, 25)
- Proteina verdadera 3.0-45
- Aminoacidos, principalmente acido 05-15
aspartico y glutdmico, incluso 0.3-0.5
alguna  pirrolidina del &cido
. carboxilico.
Proteinas . .
- Compuestos nitrogenados  sin
identificar
- Acidos aconitico (1 a 5%), Citrico, 1.5-3.0
malico, oxalico, glicdlico,
mesaconico, succinico, fumarico, 1.5-6.5
tartarico.
Cera, esteroles - Vitamina A, biotina, niacina,
y fosfatidos cantidades variables de acido 1.1.-1.0

vitaminas

pantoténico, riboflavina y tiamina.

Nota. Fuente: Spencer y Meade “Manual del azucar de cafna” Recuperado de Valencia, A.
y Zapata, C. (2014). Remocién de Calcio y Magnesio de la melaza para el mejoramiento
del proceso de fermentacion
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1.3.5. Microorganismo de la Melaza

De acuerdo con Fajardo y Sarmiento en 2007, se indica que Ariza y
Gonzales en 1997 establecen que, mediante ensayos adecuados con
soluciones diluidas de melazas, se ha demostrado que éstas, a pesar de su
bajo contenido de fésforo, constituyen un buen medio nutritivo para muchos
microorganismos; tales como levaduras, hongos y bacterias.

Algunos hallazgos indican que la melaza posee de 29 a 500 millones
de gérmenes por gramo lo cual difiere de las investigaciones que afirman que
la melaza de remolacha contiene cerca de 10000 a 5 millones de
microorganismos por gramo. Solo estos gramos merecen una especial
atencion la cual debe multiplicarse durante el proceso de almacenamiento que
puede posteriormente causar problemas en el proceso de fermentacion. De
acuerdo con la cantidad de microorganismos presentes podemos ubicar la

melaza dentro de un estandar de grados de calidad (tabla 3).

Tabla 3

Graduacion de calidad de la melaza de acuerdo al contenido de microbios.

Grados de . _ Procesamiento de
_ Microbios/g de melaza
calidad levadura
I Mas de 100 000 Simple y facil
I Mas de 1 millén Pretratamiento especial
[l Mas de 5 millones Rendimiento no normal

1.3.6. Aprovechamiento de la Melaza

Dentro de la industria azucarera siempre ha existido un deseo de darle
un mejor aprovechamiento a las mieles obtenidas en este proceso. A
continuacion, se enumeraran los posibles usos que se puede dar a la melaza

en diferentes industrias.
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1.3.7. Recuperaciéon de la Melaza de azlcar

Un gran numero de procedimientos han sido desarrollados para
recuperar la azucar contenida en la melaza. Pero estos procesos ahora han
perdido la gran importancia que alguna vez tuvieron (aproximadamente en
1880). Actualmente, nuevas sugerencias de cdmo recuperar azlcar han
surgido.

El proceso de Saccbarate. proceso de osmosis inversa que fue hecho
basado en la diferencia en la migracion de sacarosa comparado con las sales
disueltas; el objetivo era obtener una solucion de alta pureza que sea capaz
de separar los cristales de azucar en concentracion. Por supuesto, remover el
azucar de la melaza con ayuda de la electrolisis no ha conseguido ningun éxito
comercial.

El proceso de eliminacion puesto actualmente en practica esta
basado, casi sin ninguna excepcion, en la formacion de sacaratos. Estos
altimos son ligeramente solubles en compuestos complejos de sacarosa con
oxidos de tierras alcalinas: cal, estroncio y bario. Los sacaratos son

descompuestos cuando son tratados con CO2.

1.3.8. Fermentacién de la Melaza

1.3.8.1. Produccién de alcohol a partir de Melaza

El jarabe producido en el proceso de obtencion de azucar fue
introducido en la industria destilera hace mas de 150 afios. En 1880 el
uso de la melaza estaba destinada completamente para la produccion
de alcohol, sin embargo, debido a los constantes esfuerzos para
conseguir mejoras en la producciéon de alcohol, parte de la melaza
utilizada fue destinada para el crecimiento de levaduras, de esta manera
se hizo posible percibir un aumento en el rendimiento de alcohol (Olbrich,
1963).

Cuando la melaza es fermentada en alcohol, el contenido de
azucares debe ser alto. La rafinosa, la cual se encuentra presente en la
melaza, es convertida en fructosa y melibiosa por las levaduras que

contienen la enzima sacararosa. Melibiosa es transformada por algunas
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levaduras en glucosa y galactosa, de esta manera es como los azlcares
son degradados para realizar la obtencion de alcohol (Olbrich, 1963).

Si las condiciones de operacién son buenas se pueden obtener
cerca de 64 litros de alcohol por cada 100 Kg de melaza procesada. Una
esquematica revision es mostrada a continuacion en la figura 3, se puede
apreciar también los rendimientos promedios de los productos
principales y los subproductos resultantes del proceso de obtencion de
alcohol. Algunos de los componentes de la melaza se recuperan de los

desechos de la melaza después de quitar el alcohol (Olbrich, 1963).

1.3.8.2. Produccidn de glicerina a partir de Melaza

En la conocida fermentacion alcohdlica cerca del 3% del peso
de los azucares es convertida en glicerina, por lo cual esta puede ser
considerada tedricamente como un subproducto de esta reaccion, sin
embargo, si la reaccién se realiza en una solucién alcalina débil, el
proceso de fermentacién dard como resultado principalmente glicerina 'y
acetaldehido junto con el alcohol y el diéxido de carbono (Olbrich, 1963)

La fermentacion alcohdlica normalmente divide los azucares en
cantidades iguales de diéxido de carbono y alcohol, con pequefias
cantidades de acido succinico y glicerina, cuando la fermentacion se
lleva a cabo en un medio ligeramente acido. Segun lo expresado por
Olbrich (1963) La fermentacion por levadura en medio alcalino muestra
las siguientes desviaciones:

a. La levadura no se multiplica en todo su potencial

b. La formacion de diéxido de carbono decrece al 40% o
menos lo que beneficia la obtencidén de los demas compuestos.

C. La formacién de alcohol decrece e incrementan las
cantidades de acetaldehido y glicerina, aproximadamente en la relacién

con la cantidad de sulfito de sodio afiadido.
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Rendimientos promedios de productos y subproductos en la produccion de

alcohol a partir de melaza.
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1.3.8.3. Produccién de levaduras a partir de Melaza

Por mucho tiempo la base de la produccion de levaduras se
debi6 al uso de los granos, El uso de melaza significoO una alteracion
importante en la produccién de levaduras; pero que lo llevo a desarrollar
ciertos estandares en proceso de manufactura; melaza y nutrientes
inorganicos baratos, aireacion, el sistema de alimentacion, el cultivo de
levadura, etapas de separacion, asi como también la filtracién de
lavaduras constituyeron algunas de las diferencias del nuevo proceso

con relacién al anterior. (Olbrich, 1963).

Levaduras

1.4.1. Generalidades

Son microorganismos pertenecientes al reino fungi y que agrupa una
gran variedad de organismos unicelulares que abarca desde especies nocivas
para algunas plantas y animales, asi como especies que pueden ser de gran
utilidad.

El uso de las levaduras se remonta a tiempos antiguos desde que han
venido siendo utilizadas para la preparacion de bebidas y alimentos como:
cerveza, pan y vino, lo que significa que han estado sirviendo al hombre
durante mucho tiempo, sin saber exactamente gracias a que se llevaba a cabo
la produccién de estos alimentos, hasta que finalmente fueron descubiertas
cientificamente por el microbidlogo francés Louis Pasteur durante el siglo XIX
(Suarez, C., Garrido, N. y Guevara, A., 2016)

Las levaduras son organismos eucariotas con gran diversidad
respecto a su tamano, forma y color. Son considerados hongos unicelulares y
generalmente sus células son ovaladas, aunque en algunos casos también
pueden presentar forma esférica, cilindrica o eliptica. Se reproducen por fision
binaria o gemacion y algunas pueden ser dimorficas o bifasicas (Suéarez, C. et
al., 2016).
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1.4.2. Saccharomyces cerevisiae

La levadura S. cerevisiae es el microorganismo mas intimamente
asociado al progreso y bienestar de la humanidad, debido a que es de facil
manipulacion y recuperacion; si bien es cierto que no se tiene registro del inicio
de su utilizacion, esta ha sido utilizado para la elaboracién de vinos, cervezas
y pan desde la antigledad. Su nombre cientifico deriva tres vocablos
“Saccharo” que significa azucar, “myces” que significa hongo; y “cerevisiae”
cuyo significado es cerveza (Fajardo y Sarmiento, 2007). La clasificacion

taxonomica (tabla 4).

Tabla 4
Clasificacion taxonémica de Saccharomyces Cerevisiae.

Reino Fungi
Division Amastogomycota
Clase Ascomycetes
Subclase Hemiascomycetidae
Orden Endomycetales
Familia Sacchaomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetaidae
Genero Saccharomyces
Especie Cerevisiae

Recuperado de: Evaluacion de melaza de cafia de azdcar como sustrato para la
produccién de Saccharomyces cerevisiae por Fajardo, E. y Sarmiento, S. (2007)

Debido a que es un microorganismo amigable con el ser humano, la
FDA (Food and Drugs Administration) la califica como un microrganismo
GRAS, lo que significa que su uso es considerado sano y saludable para los

seres humanos (Suérez. et al., 2016)

Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucarioto unicelular, y
posee en su estructura pared celular, nucleo diferenciado y una serie de
organelos como ribosomas y mitocondrias; pudiendo presentar o no vacuolas
dependiendo de las condiciones fisicoquimicas y la edad del cultivo. (Fajardo
y Sarmiento, 2007).
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Una recopilacién realizada por Suarez C. y colaboradores para
determinar los principales componentes que forman parte de las cepas de
Saccharomyces Cerevisiae nos da como resultado la tabla 5 en donde se
confrontan 3 trabajos realizados anteriormente por Otero M. (1989), Garcia J
y Suarez M. (2000), y Yamada E. (2003).

Tabla 5

Composicion de la levadura Saccharomyces Cerevisiae

Componentes i Otero
%) Garcia J " Yamada E
Polisacaridos 34.1 36 31.40
Trehalosa 5 NR NR
Acidos
nucleicos y 10.8 7.41* 9.00*
nucleotidos
Fosfolipidos 4.5 2.63 0.5
Triglicéridos 2.5 NR NR
Esteroles 1 NR NR
Ceniza 3.1 7.34 4.60
Proteina 39 44.7 42.62

Nota. Tomado de Levadura Saccharomyces cerevisiae y la produccién de alcohol.
Revision bibliografica, Suarez et al. (2016)

La glucolisis, es la ruta metabdlica mayormente utilizada en el proceso
de fermentacion, el desconocimiento de los metabolitos involucrados en esta
ruta nos dara como consecuencia rendimientos menores a los esperados en
el proceso de fermentaciéon. Las moléculas de glucosa son metabolizadas y

se producen dos moléculas de piruvato. (Bai, Anderson y Moo-Young, 2007).

El piruvato en su mayoria es reducido a etanol, liberando CO2, cuando
se opera a condiciones anaerébicas (Ver figura 4). El rendimiento tedrico es
0.511 para etanol y 0.489 para CO2 basados en la cantidad de glucosa
metabolizada. Las dos moléculas de ATP producidas en la glucolisis son
aprovechadas por las levaduras para su crecimiento, puesto que la
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biorreaccion involucrada es endotérmica, debido a esto, las propias células
son considerados como subproductos en este proceso. Si las moléculas de
ATP no fueran consumidas por el microorganismo, se produciria una
inhibicion de la fosfoquinasa, unos de los mas importantes reguladores

enzimaticos en la glucdlisis.

Durante la fermentacion etandlica, la levadura es afectada por
diversas tensiones, algunas de estas son producidas por el ambiente como:
deficiencia de nutrientes, alta temperatura y contaminacion; mientras que
otras provienen del mismo metabolismo de la célula como: la acumulacion de

etanol y la inhibicion asociada con el crecimiento microbiano.

Figura 4

Ciclo de Glucdlisis realizada por levaduras.
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1.4.3. Composicién de lalevadura

Los componentes de la levadura pueden presentar variaciones los
cuales dependen de muchos factores que estan relacionados con la edad, el
tipo de medio en el que se desarrollan y el nUmero de veces que esta haya
sido utilizada en fermentacion. De acuerdo con lo expresado por Maslowski
(1996) divulgado por Vega (2002) se encontr6 que el contenido de riboflavina
fue de 4.0 — 15mg, pero el uso repetido (sobre 3 veces) hacia disminuir el
contenido total de riboflavina. EI mismo autor, en 1967 en un estudio sobre
el contenido de Tiamina y Flavinas después de 3 a 5 fermentaciones,
encontrd que el contenido de ambas vitaminas decrecia en fermentaciones
sucesivas. En la tabla 6 se presentan valores promedios de la composicién

de levaduras frescas.

Tabla 6

Composicion quimica de la levadura.

Componentes Porcentaje
Materia seca (MS) 30.0a33.0
Nitrégeno (MS) 6.5a9.3

Proteinas 40.6 a 58.0

Carbohidratos 35.0a45.0
Lipidos celulares 4.0a6.0
Minerales 5.0a8.0

Nota. Adaptado de Recuperacion de azlcares en el efluente producto de la fermentacion de
levaduras para panificacion por Vega, C. (2002)

1.4.4. Requerimientos fisicoquimicos para el crecimiento y desarrollo
de lalevadura

o Presion Osmaotica: La nutricion de la levadura es un proceso
puramente osmoético, cualquier alteracion durante la osmosis puede causar
una inhibicion en el crecimiento microbiano y en la velocidad de fermentacion,
razon por la cual es importante evitar los medios hipertonicos o hipotdnico

para evitar la plasmoptisis y plasmolisis. (Suéarez et al., 2016).



23

o Temperatura: La temperatura apropiada para un buen
desarrollo de la levadura es de 30 a 36°C, un aumento o disminucién de este
parametro sera desfavorable para el microorganismo. Temperaturas altas
ocasionan disminucion de la biomasa, producto de un descenso en el
contenido de proteinas, RNA, DNA y aminoéacidos lo que conlleva a un
endurecimiento de la membrana celular. Temperaturas bajas provocan un
estado de latencia en la célula, deteniendo su desarrollo. (Suarez et al., 2016).

o Luz: La luz resulta ser perjudicial para todos los
microorganismos que no poseen clorofila, o cualquier otro pigmento que les
permita usar la energia de las radiaciones en el proceso de la fotosintesis.
(Suérez et al-, 2016).

o pH: Saccharomyces cerevisiae, como el resto de levaduras es
capaz de soportar medios mas acidos en comparacibn con otros
microorganismos usados industrialmente, aunque en medio alcalino no se
llega a desarrollar bien a menos que se hayan adaptado al mismo. Se ha
determinado que un pH apropiado para favorecer el desarrollo de estos
microorganismos debe encontrase entre 4 — 5. (Vega, 2002).

o Alcohol: En concentraciones elevadas produce una inhibicion
del microorganismo enlenteciendo su reproduccion y por lo tanto afectando el
proceso de fermentacion, segun los descrito por Suarez et al. (2016), a partir
de un 8% de alcohol este puede actuar como un inhibidor por lo que no es
recomendable finalizar completamente este proceso.

o Azucar: Las inhibiciones en los microorganismos también
ocurren por la concentracion del sustrato, en este caso los azucares, como
nos indica Vega (2002) “Si la concentracion de azucar es del 65% se producira
alcohol y si es mas elevada se comenzara a producir acido acético, es decir
se producira una oxidacion del alcohol para obtener acido acético”. En adicion,
concentraciones bajas de sustrato también limitan la capacidad fermentativa

de Saccharomyces cerevisiae.
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1.45. Necesidades nutritivas de la levadura

1.4.5.1. Vitaminas
Las vitaminas pertenecientes al complejo B juegan un papel
importante en los procesos catabolicos de la levadura. Seis vitaminas del
grupo B han sido identificadas como factores de crecimiento de la levadura:
biotina, acido pantoténico, inositol, tiamina (B1), piridoxina (B6), niacina
(PP). (Vega, 2002).
1.4.5.2. Sustancias minerales
Los minerales requeridos para el crecimiento de la levadura
son las mismas precisadas por los mohos filamentosos y son: potasio,
calcio, magnesio, azufre, fosforo, hierro, zinc y cobre. No cubriendo la
melaza las necesidades de fosforo, su aporte se realiza bajo la forma de
acido fosférico o de sal aménica. (Vega, 2002).
1.4.5.3. Fuentes de carbono
Industrialmente esta es proporcionada por los azucares
reductores, que se encuentran en la melaza proveniente de la cafa de
azucar. Estos azucares reductores se originan a partir de la molécula de
sacarosa, la cual al ser hidrolizada forma una molécula de glucosa y una
molécula de fructosa que son los azUcares fermentables para nuestro
proceso. Estos azlcares son conocidos como reductores debido a la
capacidad que poseen para reducir el cobre en el reactivo Fehling dando
como resultado 6xido cuprico, el cual precipita. (Baikow, 1967)
1.4.5.4. Fuentes de nitrégeno
El nitrégeno es suministrado preferentemente bajo la forma
mineral; como el amoniaco y sus sales como el sulfato de amonio, u bajo

forma organica como la urea.

1.5. Procesos de fermentacién

La fermentacion es el proceso por el cual los azucares presentes en la
melaza son transformados, en su mayoria, en alcohol y CO2 debido a la accion
fermentativa de las levaduras. Por lo general este proceso tiene una duracion de 3

— 4 dias, posteriormente, el mosto esté listo para su destilacion. La tendencia en la
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cinética de la reaccién nos indica que durante las primeras horas de haber iniciado
el proceso de fermentacién se genera la mayor cantidad de alcohol, lo cual es
conocido como una fermentacion tumultuosa con gran desprendimiento de gas.
Seguidamente, inicia una segunda etapa conocida como fermentacion silenciosa,
se caracteriza por ser menos violenta que la anterior y porque aqui se van a
convertir los azucares restantes en alcohol, la activacion de esta etapa se realiza

mediante aireacion del mosto.

1.5.1. Cinética

Las teorias cinéticas o de procesos son la base de todos los disefios
de procesos, optimizacion y operaciones en planta, sin embargo, la aplicacion de
estas técnicas en la fermentacion de etanol es en su mayoria cualitativas, mas no

cuantitativas. (Bai, et al., 2008).

1.5.2. Modelos cinéticos

1.5.2.1. Modelo cinético de Monod

Segun Bai, et al. el principal inhibidor en el proceso de
fermentacion es el etanol, afectando el desarrollo del microorganismo en
el medio, asi como también la produccién de alcohol. Los modelos de
crecimiento microbiano son un fenémeno complejo pero que suelen ser
considerados como una reaccion quimica. Aunque existen muchas
ecuaciones basadas en este criterio, la mas usada y famosa es aquella
propuesta por Monod (1942), la cual nos dice que solo un factor es el
limitante en el desarrollo del crecimiento microbiano y puede ser

expresada de la siguiente manera:

— /’LmaxS
e =K +s
En donde:

Uy = Tasa especifica de crecimiento microbiano

Umax = Velocidad maxima de crecimiento



26

K, = Constamte de inhibicién de sustrato

S = Concentracioén de sustrato

Contoins en 1959 también desarroll6 un modelo cinético de
fermentacion (2) considerando un sustrato Unico y limitante, por
otro lado, Andrews en 1968 describié un modelo considerando un

sustrato Unico, limitante e inhibidor (3)

.umaxS

M=k x+5

En donde:

Uy, = Tasa especifica de crecimiento microbiano
Umax = Velocidad maxima de crecimiento

K, = Constamte de inhibicién de sustrato

X = Concentracion de Microorganismo

S = Concentracion de sustrato

_ HUmaxS
e == 52

Donde:

Uy, = Tasa especifica de crecimiento microbiano

Umax = Velocidad maxima de crecimiento

K, = Constamte de inhibicion de sustrato

K; = Concentracion de Microorganismo

S = Concentracién de sustrato

Aunque suele ser muy Uutil, este modelo no se asemeja a la
realidad ya que usualmente hay mas de un factor con efecto inhibitorio.
Muchas investigaciones han propuesto modelos alternativos mas
parecidos a la realidad y que consideren los efectos inhibitorios de

sustrato, producto, crecimiento celular y cualquier otro efecto inhibitorio.
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1.5.2.2. Modelo extendido de la cinética de Monod

Debido a que en un sistema con microorganismos existe mas
de un elemento inhibidor del crecimiento microbiano Han y Levenspiel
(1987) desarrollaron un modelo extendido de la cinética planteada por
Monod, en donde se tienen en consideracion los efectos inhibitorios por
alta concentracion de sustrato, producto, microorganismo u otra

sustancia inhibitoria, planteando las siguientes expresiones:

¢ Inhibicion por producto

:.umaxS Kp
e = Ko+ SKp + P

_ HmaxS (1 _i)
e = v s\" Tk,

e Consumo de sustrato para mantenimiento celular

-1

Hs =K/Slix — my

e Consumo para mantenimiento celular y produccién

-1 1

Us = o Ux — 5
YX/S YP/S

Up — My
1.5.3. Disefio del proceso
Los problemas relacionados con el proceso de fermentacion
alcohdlica estan fuertemente influenciados por la inhibiciéon ocasionada por
el producto, por lo que la remocién del etanol in situ suena como la alternativa
apropiada para alcanzar mejores rendimientos en este proceso. Bai, et al.,
(2008) realiz6 una recopilacion de distintas mejoras en el disefio del proceso

planteadas por diferentes autores.

O’Brien and Craig (1996) y O’Brien et al., analizaron la rentabilidad
de una planta con acoplamiento de un sistema de per vaporacién con el
proceso de fermentacion, sin embargo, los costos de instalacion eran mucho

mas elevados que el proceso convencional, ademas, el manejo del



1.6.

28

fermentado con una alta concentracion de residuos de materia prima
también es un problema que convierte esta tecnologia impréactica para su
uso en esta industria. Posiblemente esta sea opcién para un proceso de
produccion de alcohol etilico de molienda himeda en los cuales los sélidos
presentes son separados previamente a la etapa de fermentacién (Bai et al.,
2008).

Otra propuesta para mejorar este proceso es la fermentacion al
vacio, que en efecto puede reducir la concentracion de etanol dentro de los
fermentadores, esta tecnologia fue desarrollada entre los afios 1970s y
1980s, sin embargo, no resulta rentable para producciones en gran escala
con grandes volumenes de produccion lo cual se debe principalmente a que
los costos de fabricacion de tanques enormes y los costos energia requerida

para mantener las condiciones de vacio son totalmente inaceptables.

A la actualidad no existen tecnologias econbmicamente viables que
puedan remover el etanol in situ para disminuir la inhibicion por producto.
Las estrategias de la ingenieria de bioreacciones que pueden aliviar la
inhibicion a través del backmixing en el sistema fermentativo podria ser una
alternativa (Bai et al., 2008) Tedricamente los bioreactores batch (BBR) y los
biorreactores de flujo continuo (PFBR) tienden a favorecer esta reaccion
debido a que este sistema carece de backmixer pero sélo son provechosos
cuando se trabajan con pequefias cantidades de produccion ante la
creciente demanda de la produccion de etanol como biocombustible esta

tecnologia no es muy provechosa.

Proceso de destilacion

La destilacion es una operacion unitaria que se basa entre la diferencia de

puntos de ebullicion de los compuestos de una mezcla para lograr su separacion.

Este proceso se lleva a cabo en presencia de calor, hasta que los elementos mas

volatiles presentes en el mosto fermentado pasen a la fase vapor, esto mismos

pasaran luego a través de un condensador para recuperar los compontes en forma

liquida.

En la destilacion alcohdlica, se hace ebullir el mosto y los vapores

ascienden hasta la parte superior de la columna de destilacion en donde se
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condensan los vapores mas pesados y retornan al mosto en ebullicion. El etanol,
gue es el componente volatil mas abundante en la mezcla es evaporado junto con
otros compuestos minoritarios, la presencia de estos compuestos en el destilado
depende de la afinidad que tengan con el etanol y el agua, y por la variacion del
contenido de etanol en el liquido a destilar durante el proceso (Toledo, 2012).

La destilacion y la absorcion con tamices moleculares, se usan para
recuperar etanol del caldo de fermentacion obteniéndose etanol a 99.5% peso. La
destilacién se lleva a cabo en dos columnas, la primera remueve el CO2 disuelto
(que es enviado a la torre de adsorcion) y la mayoria del agua, obteniéndose un
destilado con 50% en peso de etanol y unos fondos con una compaosicion inferior al
0.1% en peso de etanol; en esta columna se alimenta junto al caldo de fermentacion
el etanol recuperado en la absorcion proveniente de los gases de fermentacion. La
segunda columna concentra el etanol hasta una concentracién cercana a la
azeotropica (Cardona, Sanchez, Montoya & Quintero, 2005).

El agua resultante es removida de la mezcla mediante adsorcion en fase
vapor en dos lechos de tamices moleculares. El producto de la regeneracién de los
tamices es recirculado a la segunda columna de destilacién (Cardona et al., 2005).
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Figura 5

Diagrama de flujo del proceso de fermentacién y destilacion alcohdlica.
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1.7. Operacionalizacion de variables
El rendimiento y los °GL estan relacionados entre si, por lo que se ha creido
por conveniente sélo utilizar como variable el rendimiento, el cual nos determinara

el porcentaje de alcohol que se produce (Tabla 1).

Tabla 7

Disefio y operacionalizacion de variables.

Variable Dimensiones Indicador Valor

Ci
C,
Cs

Cepa nativa c Celulas/ml 250-280
v

C2
23
°Brix 25 % 25
27
4
pH 45 - 4.5
5.0
Rendimiento >240 LitrosAlcohol/ton 260-280

Nota. Elaboracion propia

1.8. Hipotesis

La cepa seleccionada de Saccharomyces cerevisiae bajo las condiciones de
pH 4 y porcentaje de dilucion 25% alcanza una concentracion alcoholica de 9.9°GL
representando un aumento en el rendimiento alcohdlico y en la productividad de la
Destileria D’Cobre.



2.1.

2.2.

2.3.

2. MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigaciéon

Investigacion Experimental

Método de investigacion

Métodos de investigacidon cuantitativos

2.2.1. Variable de la fase descriptiva

Variable cuantitativa: Rango de pH, °Brix y ARF

2.2.2. Variables de la fase explicativa

Variables independientes: Saccharomyces cerevisiae (20)
Variable dependiente: Produccion mayor de etanol por S. cerevisiae

Disefio de contrastacion
2.3.1. Disefo de contrastaciéon de la evaluacion y seleccién de la
mejor cepa
Se determinaron la cepa mas adecuada basados en el
rendimiento obtenido usando condiciones de planta, pH de 4.8 - 5.0y %
dilucion hasta alcanzar 21°Brix. No se efectuaron cambios de variables en
esta etapa. Debido a la gran cantidad de muestras que se van a manipular,
se realiz6 un disefio comparativo, donde trabajamos por triplicado (Figura
6).

Se consider6é como variable independiente a cada una de las
cepas, ya que, dependiendo de sus caracteristicas se obtuvo buenos

rendimientos.
Factor X que corresponde a las 20 cepas a analizar.

° X1; X2; X3; ...; X20

Factor Y que corresponde al rendimiento obtenido.

° Y1:Y2;Y3;...; Y20

32
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Figura 6

Diagrama de disefio comparativo.

X1 E— i

X2 E— Y2

X20 E— Y20

2.3.2. Disefio de contrastacion de seleccion de parametros

Se determinaron el % de dilucion y el pH éptimo para la fermentacion
de cada una de las cepas seleccionada, fue usado un disefio factorial de 3x3
(tabla 7), esto quiere decir que se tiene dos variables independientes con 3

niveles cada una.
Factor A que corresponde al % dilucion de melaza

° Al: 21%; A2: 23%; A3: 25%

Factor B correspondiente al pH

° Bl:4;,B2:45yB3:5
En la siguiente tabla se muestra todas las posibles combinaciones
de los niveles entre A y B, ninguna combinacién es exactamente igual a la

otra.

Tabla 8

Diagrama de disefio factorial

A Bl B2 B3
B

Al AlB1 AlB2 A1B3
A2 A2B1 A2B2 A2B3
A3 A3B1 A3B2 A3B3
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Poblacién y muestra

En la etapa descriptiva de la investigacion la poblacion estuvo constituida

por residuos y restos de frutos citricos, melaza, bagazo, etc. Donde se
investigaron 50 muestras probabilisticas colectadas en febrero de 2019. El
ndamero de muestras fue calculado (Hernandez et al., 2014) considerando una
prevalencia de 90%, determinada por los investigadores en un muestreo piloto.
En la investigacion explicativa la poblacién fueron todas las levaduras aisladas
en la primera etapa, mientras que la muestra son las 20 levaduras que

resultaron positivas para la prueba de azlcares para Saccharomyces.

Materiales, Equipos, Instrumentos, Técnicas y Procedimientos de
recoleccion de datos
2.5.1. Material biolégico

Restos de frutos citricos, melaza, bagazo de cafia, levaduras nativas

Saccharomyces cerevisiae.

2.5.2. Material fisicos y quimicos

Vasos de precipitado, viales, probetas, placas Petri, tubos de ensayo,

pipetas, ansas de siembra, mechero, pH metro, termémetro, brixbmetro,

balanza analitica, turbidimetro, Fluconazol (comprimido 200 mg).

2.5.3. Técnicas y Procedimientos

2.5.3.1. Procedencias de lacepade levadura

Las cepas fueron aisladas a partir cascaras de frutas, como uva,
limén, naranja, melaza proveniente de la destileria D’Cobre, etc; ubicada
en el departamento de Lambayeque, provincia de Chiclayo. Para la
obtencién de las levaduras y la realizacién de pruebas de fermentacion,
se estandariz6 un lote de melaza a fin de mantener las mismas
caracteristicas para todas las evaluaciones, luego se sometieron a
diversas pruebas de fermentacion, rendimientos y condiciones de
operacion.
2.5.3.2. Aislamiento de levaduras

Se aislaron levaduras, basados en las caracteristicas de este

grupo de microorganismos, se determind que el conjunto de las colonias
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aisladas perteneci6 al género Saccharomyces, que presento las
caracteristicas propias del cultivo como: color, aspecto y formas celulares
a la vista en el microscopio. Se realizaron pruebas fermentativas a las
veinte Saccharomyces identificadas.

El reconocimiento de la especie de las levaduras se baso6 en sus
caracteristicas fenotipicas. Se evalu6 la capacidad fermentativa de S.
cerevisiae en distintos tipos de azucares: glucosa, maltosa, sacarosa,
xilosa y lactosa. Después de 48 horas de incubacién se evidencio la
carencia de fermentacién en lactosa, lo que indica que la levadura en
estudio es de la especie cerevisiae, ya que estas no tienen la capacidad
de fermentar este azUcar. Esta prueba se realizO en campanas de
Durham y tubos de fermentacion de Smith en forma cualitativa y
cuantitativa,

Se prepar6é el medio de cultivo, el cual se esteriliz6 a calor
hamedo a 121°C por 5 minutos (Figuras 7, 8), se sirvid en un tubo de
dilucién, se inocularon las muestras y se incubo a 30°C por 48 horas;
posteriormente se sembré en agar Sabouraud y se obtuvo colonias
levaduriformes, para su conservacion se colocaron en viales que
contenian agar y almacenadas a una temperatura de 8°C (Figuras 9, 10)
identificados en grupos de letras y un numero de acuerdo a su
procedencia y origen; y un numero correlativo a la palabra “S. cerevisae”
para la identificacion del estudio.
2.5.3.3. Propagacion y activacion de cepas de levadura

Se preparé caldo nutritivo en una botella de vidrio previamente
esterilizada, a continuacion, se llevo a autoclave el caldo preparado y
luego, en presencia de un mechero se sirvio 5 mL de dicho caldo en tubos
de dilucion de 12x150 mm. Haciendo uso de un ansa microbiologica se
traslado una parte de la colonia del vial al caldo nutritivo de los tubos de
dilucion para luego incubar a 30°C durante 24 horas. Se verifico si se ha
producido la activacion de la cepa mediante la observacién, se determina
el crecimiento de las levaduras cuando se observa sedimentos blancos y
turbidez, caracteristicas propias de la actividad de las cepas de

Saccharomyces.



Figura 7

Preparacion de medio de cultivo.

Figura 8

Medio de cultivo disuelto en agua destilada.
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Figura 9

Aislamiento de levaduras.
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Figura 10

Levaduras aisladas.
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2.5.3.4. Preparacioén del in6culo

Para la preparacion del indculo se preparé agar Sabouraud se
esterilizd6 y almacend a condiciones normales; el medio de cultivo se
mantuvo en estado solido. Al momento de usarlo se calenté en bafio maria
hasta alcanzar el punto de fusion del medio. Se sirvié en botellas de vidrio,
previamente esterilizadas, y se dejaron inclinadas para formar el pico de
flauta al momento de enfriar. Se llevd a control durante 24 horas (Figuras
11 a 14).

Con ayuda de un ansa microbioldgica y un mechero se trasladé
un poco de caldo nutritivo con levaduras activadas a las botellas con agar
y se sembré haciendo uso del método de agotamiento y estria para luego
ser incubadas a 30°C durante 48 horas. Pasado este tiempo se verificd
gue las levaduras hayan crecido correctamente y no se hayan
contaminado con otro tipo de microorganismos. Finalmente se lavaron las
botellas con 100 ml de melaza diluida a 10°bx previamente esterilizada y
se incubaron a 30°C con aire durante 48 horas, finalizado ese periodo de
tiempo su crecimiento fue apreciado por la formacion de sedimento color
blanco y disminucion del brix hasta 5°. (Figuras 15 a 17)

2.5.3.5. Conteo de levaduras

Para garantizar que el inoculo obtenido tuvo una concentracién
de 250 - 280 millones de levaduras por mililitro, se realizd el conteo de
levaduras presentes utilizando una camara de Neubauer. Se lavd la
camara con alcohol para garantizar una correcta desinfeccion se seco con
papel y se colocé el cubreobjetos encima de la cAmara de Neubauer a la
par se preparé la muestra.

Para la preparacion de la muestra se agrego en una fiola de 100
ml. 1 ml de muestra de melaza con levaduras, 0.5 ml de azul de metileno
con la finalidad de lograr la tincion de levaduras y su reconocimiento en el
microscopio y se enrazé con agua destilada. Finalmente se agité hasta
obtener una mezcla homogénea de color azul. Con una jeringa se tomo la
muestra que fue vertida cuidadosamente en una de las ranuras de la
camara de Neubauer y por efecto de la capilaridad esta se distribuy6

dentro, se fij6 la camara en el microscopio.



Figura 11

Medio de cultivo acondicionado y autoclavados.
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Figura 12

Levaduras cultivadas en caldo.
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Figura 13

Medio de cultivo servido en frasco de propagacion (Roux).

Figura 14

Siembra de levaduras en frasco con medio de propagacion.
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Figura 15
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Figura 17

Inoculo de levaduras disuelto.

De los 25 cuadrados presentes en la cAmara de Neubauer se
tomaron 5 de estos para el conteo, la célula levaduriforme que se encontré
en etapa reproductiva fue contada como si fuera uno, mas no como dos,
las células que se encontraron en el borde de la parte superior o derecha
del cuadrante no se contabilizaron; a la cantidad de microorganismos
observados al microscopio se le aplica en la siguiente ecuacion para

determinar la cantidad de levaduras totales (Figura 18).
Células/ml= (#células) *50*1000*F.d.
Donde:
F.d.= Factor de dilucion
F.d.=Volumen total diluido/Volumen de la muestra

2.5.3.6. Proceso de fermentacion
Para el proceso de fermentacion se utilizo recipientes de 1 litro

de capacidad que fueron acondicionados previamente para ser usados
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como fermentadores. Se diluyé melaza a 21°bx usando agua de red, ya
gue se quiere simular las condiciones de planta.

Se colocé 450 ml de melaza diluida a 21°Bx en cada
fermentador, luego se le agreg6 50 ml. de in6culo y se agitd. Previo a esto
se preparé antibidtico en una fiola de 100 ml. agregando 0.1 g. vy
enrazando con alcohol etilico. Se agregé 2.6 ppm de antibiético al
fermentador, 0.5 g. de antiespumante y finalmente se midié el pH, si esté
no se encontraba en el rango de 4.8 a 5 (figuras 19, 20) se agregaba acido
sulfarico o hidréxido de sodio hasta llegar al pH indicado. Cabe resaltar
gue en esta primera prueba de fermentacion las condiciones utilizadas
fueron las mismas que se utilizan en planta.

El proceso dur6 72 horas, las muestras a fermentar se
mantuvieron a una temperatura optima de crecimiento y fermentacion de
32°C.

Figura 18

Levaduras presentes en conteo de cdmara de Neubauer.
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Figura 19

Esterilizacion de medio de propagacion melaza.

Figura 20

Dilucién de melaza.
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Figura 21

Preparacion de solucion de antibiotico
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Figura 22

Medicién de pH en melaza.
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Figura 23

Reactores acondicionados para la fermentacion.
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Figura 24

Reactores después del proceso de fermentacion.
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2.5.3.7. Azucares reductores (método de Lane Eynon)

Luego de las 72 horas de fermentacion se hace una medicion de
los azucares reductores finales siguiendo el método de Lane Eynon que
es descrito a continuacion.

Colocar 5ml Fehling A y 5 mL de Fehling B en un matraz de
Erlenmeyer de 250 mL y afiadir 5 mL de la muestra, a continuacion, llevar
a ebullicion durante 2 minutos y se afiadir 3 gotas de azul de metileno, con
la ayuda de una bureta de 50 ml. titular con la muestra hasta que vire a
color ladrillo (Figura 26), manteniendo en constante ebullicion y

finalmente, anotar el gasto y aplicar la siguiente formula:

5.127
Gasto x 0.1 x 0.989

%Azucares reductores finales (ARF) =

Figura 25

Procedimientos y reactivos utilizados en el proceso de azucares reductores.
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Figura 26

Reacciones y reactivos en el proceso de azucares reductores.
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2.5.3.8. Proceso de destilacion

El instrumento requerido es un equipo de destilacion simple el
cual se encuentra dentro del laboratorio de analisis fisicoquimico de la
destileria D’Cobre y esta constituido de las siguientes partes: Estufa de
calentamiento, matraz de fondo plano, mangueras y tampones,
condensador: serpentin, entrada y salida de agua (refrigerante) y vaso de
precipitado (Figuras 27, 28)

Es importante garantizar que el sistema esté completamente
hermético a fin de evitar cualquier fuga de gas que nos merme el
rendimiento de alcohol etilico. Se determiné los grados Gay Lussac (°GL)
vertiendo 250 mL de mosto dentro del matraz junto con 250 mL de agua,
se homogenizé y se destil6 hasta obtener 250 mL del destilado, se
trasladd esta mezcla a una probeta para contabilizar los °GL obtenidos
haciendo uso de un alcoholimetro. Este procedimiento se repitio para
todas las muestras (Figura 29).

2.6. Procesamiento y analisis de datos

El nimero de levaduras aisladas y seleccionadas fueron procesadas
y organizadas en tablas. El rendimiento de etanol de las levaduras aisladas fue
comparado con los valores de rendimiento de etanol de S. cerevisiae cepa
ERSA que fue utilizada como cultivo control referente. Los valores de
rendimiento de etanol de los cultivos nativos seleccionados y del cultivo control
referente fueron analizados estadisticamente mediante la prueba de ANOVA
utilizando el Programa SPSS. 21 para Windows, con un nivel de significancia
de 0,05%.



Figura 27

Acondicionamiento para el proceso de extraccion de etanol.

Figura 28

Extraccion de etanol por destilacion.
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Figura 29
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3. RESULTADOS

3.1. Evaluacion de 20 cepas de S. cerevisiae a condiciones de operacion
de destileria D* Cobre (°Brix inicial = 21; pH = 5)

De 50 muestras de productos recolectados el 40% dio positivo al aislamiento
de levaduras obteniendo 120 levaduras de las cuales solo el 50% (60) dieron
positivas al hacer las prueba de estrés en un medio de cultivo acetato y al hacer la
tincion de Schimwell modificada se logré apreciar las ascas con sus ascosporas
propias del género Saccharomyces y para la identificacion de la especie cerevisiae
se llevo a cabo la prueba de fermentacion de carbohidratos y se identificaron 20
levaduras del género y especie Saccharomyces cerevisiae (Tabla 8). Las 20 cepas
nativas fueron evaluadas en condiciones de operacion de destileria D” cobre en un
piloto de 5 dias arrojando positividad a los pardmetros evaluados de °Brix inicial y
pH 5.

3.2. Cepas nativas de Saccharomyces cerevisiae bajos los parametros de
pHy porcentaje de dilucién de planta

Las 20 cepas de S. cerevisiae después del experimento piloto, se evaluaron
segun los datos paramétricos en tres repeticiones por separado, obteniendo valores
promedios de 6,4 a 8,1 °GL a un pH de 4,87 a 5,0; dando un brix final de 10,0 a
13,9 (Tabla 9, figura 30).

De esta manera los valores de etanol obtenido van desde 28,80 a 36,45 mL,
con un rendimiento de 232,36 a 293,95 L alcohol/Tn melaza (Tablas 9, 10). De esta
evaluacion promediando los datos obtuvimos los mayores valores con

Saccharomyces cerevisiae 6, 4, 21 en comparacion con la cepa de ERSA.



Tabla 9

Codificacion de levaduras identificadas como Saccharomyces cerevisiae y

su procedencia.
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Codificacion

Procedencia de la muestra

© 00 N O 0o B~ W DN P H

el e T e o o e
© O N O U1 W N P O

20

S. cerevisiae 4

S. cerevisiae 6

WO n 99O 0Ny nnon

. cerevisiae 2
. cerevisiae 3
. cerevisiae 8

. cerevisiae 9

. cerevisiae 21
. cerevisiae 13
. cerevisiae 40
. cerevisiae 22
. cerevisiae 10
. cerevisiae 1

. cerevisiae 22
. cerevisiae 30
. cerevisiae 33
. cerevisiae 16
. cerevisiae 25
. cerevisiae 11
. cerevisiae 26
S.

cerevisiae 20

Melaza

Melaza

Fermentado de uva
Bagazo

Céscaras de naranja
Céscaras de naranja
Fermentado de uva
Melaza

Bagazo

Melaza

Jugo de cafa
Melaza

Fermentado de uva
Jugo de cafa
Céscaras de naranja
Bagazo

Melaza

Fermentado de uva
Fermentado de uva

Bagazo

Fuente: Elaboracion propia



Tabla 10

Parametros evaluados en las 20 cepa de Saccharomyces cerevisiae.

°Brix

Brix

Brix

Gramos

Cepa melaz inicial, pH final, °GL de dMiIiIitros Rendimiento L ARF
a °Byx °Bx melaza e alcohol alcohol/Tn melaza

S. cerevisiae 4 82 21 4.85 114 8 124.00 36.00 290.32 1.39
S. cerevisiae 6 82 21 4.89 109 8.1 124.00 36.45 293.95 1.34
S. cerevisiae 21 82 21 4.9 109 8.1 124.00 36.45 293.95 1.34
S. cerevisiae 3 82 21 4.9 124 76 124.00 34.20 275.81 1.49
S. cerevisiae 2 82 21 495 124 79 124.00 35.55 286.69 1.41
S. cerevisiae 8 82 21 494 124 79 124.00 35.55 286.69 1.41
S. cerevisiae 9 82 21 4.9 124 79 124.00 35.55 286.69 1.42
S. cerevisiae 13 82 21 5 123 7.9 124.00 35.55 286.69 1.41
S. cerevisiae 40 82 21 5 123 7.4 124.00 33.30 268.55 1.53
S. cerevisiae 22 82 21 4.7 119 73 124.00 32.85 264.92 1.57
S. cerevisiae 10 82 21 4.97 12 75 124.00 33.75 272.18 15
S. cerevisiae 1 82 21 4.97 116 7.4 124.00 33.30 268.55 1.53
S.cerevisiae 22 82 21 492 119 75 124.00 33.75 272.18 1.51
S. cerevisiae 30 82 21 497 121 7.8 124.00 35.10 283.06 1.44
S. cerevisiae 33 82 21 5 12 6.9 124.00 31.05 250.40 1.63
S. cerevisiae 16 82 21 495 139 6.6 124.00 29.70 239.52 1.72
S. cerevisiae 25 82 21 493 118 75 124.00 33.75 272.18 1.5
S. cerevisiae 11 82 21 49 115 7 124.00 31.50 254.03 1.6
S. cerevisiae 26 82 21 5 12 6.4 124.00 28.80 232.26 1.79
S. cerevisiae 20 82 21 4.87 10 7.8 124.00 35.10 283.06 1.45

Fuente: Elaboracién propia

*Promedio de tres repeticiones
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Figura 30
Graéfico de valores promedios evaluados en cepas de S. cerevisiae.
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Fuente: Tabla 10
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3.3. Tres cepas de Saccharomyces cerevisiae seleccionadas con
produccion alcohdlica mayor o igual a 8,8°GL, porcentaje de dilucion

y pH con un mayor rendimiento

Las tres cepas Saccharomyces cerevisiae seleccionadas fueron evaluadas
segun los parametros propuestos: con un rango de °Bxinicial de 23, 25y 27 de la
misma manera la cepa ERSA, la evaluacién del pH fue de 4, 4.5y 5 en cada una

de las levaduras evaluadas.

Los grados Gay Lussac representa en términos porcentuales la cantidad de
alcohol presente dando como resultado en S. cerevisiae 6 un promedio de 8,9 a
9,8 °GL en S. cerevisiae 4 de 8,6 a 10,22 °GL y S. cerevisiae 21 de 8,2 a 10,0 °GL
en comparacion con S. cerevisiae cepa ERSA de 7,8 a 10,7 °GL observandose
que S. cerevisiae 4 alcanzo valores altos en comparacién con S. cerevisiae
cepa ERSA.

El volumen de alcohol obtenido previa destilacion simple en mL fue evaluado
para cada cepa: S. cerevisiae 6 fue de 39,6 a 44,1; en S. cerevisiae 4 fue de 38,7
a 45,99y S. cerevisiae 21 de 36,9 a 45 que expresado en valores de rendimiento
por L de alcohol/Tn melaza fue de 265,04 a 306,59 con S. cerevisiae 6, en S.
cerevisiae 4 de 281,95 a 304,72; S. cerevisiae 21 de 270,68 a 299,77 y la cepa de
S. cerevisiae ERSA fue de 261, 63 a 301,69 al comparar estos datos observamos
gue en parametros de rendimiento y volumen la cepa de S. cerevisiae 4 supera a
la proveniente de ERSA (Tablas 11 a 14).

Los pardmetros evaluados y resultados obtenidos fueron propicios para
demostrar la capacidad de levaduras nativas, en busca de rendimientos
superiores a la cepa de S. cerevisiae de ERSA, tal como queda demostrado en
los datos, que aunque las diferencias no son tan notorias, en grandes
proporciones representa una diferencia significativa para la produccion de etanol,
asi la cepa de S. cerevisiae 4 queda registrada como una levadura con capacidad

de producir volimenes altos de etanol (Figura 31 a 42).

Con respecto a las pruebas estadisticas segun la prueba F del analisis de
varianza se mostro significancia en el rendimiento por parte de S. cerevisiae 4

diferenciando significativamente de la cepa ERSA (Tabla 15).



Tabla 11

Parametros y valores de Saccharomyces cerevisiae 6

Gramos de Mililitros de

Rendimiento L

°Bxinicial pH °Bxfinal °GL ARF
melaza alcohol alcohol/Tnmelaza

4 12 8.9 132.1 40.05 303.18 1.25

23 4.5 12 9 132.1 40.5 306.59 1.19

12 8.8 132.1 39.6 299.77 1.28

13.5 9.8 146.2 44.1 301.64 1.26

25 4.5 13 9.6 146.2 43.2 295.49 1.32

13.5 9.3 146.2 41.85 286.25 1.48

14.5 9.6 159.6 43.2 270.68 1.62

27 4.5 15 9.8 159.6 44.1 276.32 1.52

5 15 9.4 159.6 42.3 265.04 1.72

Fuente: Elaboracién propia

*promedio de tres repeticiones
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Figura 31
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Gréfico de valores en los parametros de S. cerevisiae sp. 6 a 23°Brix
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Gréfico de valores en los parametros de S. cerevisiae sp. 6 a 25°Brix
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Figura 33
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Gréfico de valores en los parametros de S. cerevisiae sp. 6 a 27°Brix
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Tabla 12

Parametros y valores de Saccharomyces cerevisiae 4

“Bxinicial oH “Bxfinal 6L Gramos de Mililitros de Rendimiento L ARF
melaza alcohol alcohol/Tnmelaza

4 12 8.7 132.1 39.15 296.37 1.316

23 4.5 12.5 8.8 132.1 39.6 299.77 1.296

12 8.6 132.1 38.7 292.96 1.364

13 9.7 146.2 43.65 298.56 1.306

25 4.5 13 9.5 146.2 42.75 292.41 1.368

135 9.9 146.2 44,55 304.72 1.234

14.5 10.1 159.6 45.45 284.77 1.728

27 4.5 14 10 159.6 45 281.95 1.751

5 15 10.22 159.6 45.99 288.16 1.65

Fuente: Elaboracién propia

*promedio de tres repeticiones
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Figura 34

Graficos de los valores en los parametros de S. cerevisiae 4 a 23°Bx
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Graficos de los valores en los parametros de S. cerevisiae 4 a 25°Bx

325
300
275
250
225
200
175
150
125
100
75
50
25
0

Fuente: Tabla 12

13 13 135
| I I

°Bxfinal

298.56y P17

146.246.246.2

43.6%2.794.55

9.7 9.5 9.9 1.306.368.234
| I — | -
°GL Gramos de Mililitros de Rendimiento ARF

melaza alcohol

EHpH4 EpH45 BEpHS

61



Figura 36

Graficos de los valores en los parametros de S. cerevisiae 4 a 27°Bx
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Tabla 13

Parametros y valores de Saccharomyces cerevisiae 21

Gramos de Mililitros de Rendimiento L

°Bxinicial pH °Bxfinal °GL ARF
melaza alcohol alcohol/Tnmelaza

4 12 8.2 132.1 36.9 279.33 1.525

23 4.5 12 8.8 132.1 39.6 299.77 1.26

12.5 8.7 132.1 39.15 296.37 1.280

13.5 9.1 146.2 40.95 280.10 1.503

25 4.5 13 9.5 146.2 42.75 292.41 1.382

13.5 9.6 146.2 43.2 295.49 1.36

15 9.6 159.6 43.2 270.68 1.571

27 4.5 14 10 159.6 45 281.95 1.36

5 13.5 10 159.6 45 281.95 1.36

Fuente: Elaboracién propia

*promedio de tres repeticiones



Figura 37
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Grafico de valores en los pardmetros de S. cerevisiae 21 a 23°Bx
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Graéfico de valores en los pardmetros de S. cerevisiae 21 a 25°Bx
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Figura 39

Grafico de valores en los pardmetros de S. cerevisiae 21 a 27°Bx
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Tabla 14

Parametros y valores de Saccharomyces cerevisiae cepa ERSA

Gramos de Mililitros de

Rendimiento L

°Bxinicial pH °Bxfinal °GL ARF
melaza alcohol alcohol/Tnmelaza

4 12 7.8 132.1 35.1 265.71 1.55

23 4.5 12 8 132.1 36 272.52 1.48

5 12.5 7.9 132.1 35.55 269.11 1.52

13 8.5 146.2 38.25 261.63 1.66

25 4.5 13 8.9 146.2 40.05 273.94 1.48

13 8.8 146.2 39.6 270.86 1.52

15 10.3 159.6 46.35 290.41 1.37

27 4.5 14 10.7 159.6 48.15 301.69 1.23

5 14.5 10.6 159.6 47.7 298.87 1.34

Fuente: Elaboracion propia

*promedio de tres repeticiones
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Figura 40
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Grafico de los valores en los parametros de S. cerevisiae ERSA a 23°Bx
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Grafico de los valores en los parametros de S. cerevisiae ERSA a 25°Bx
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Gréfico de los valores en los parametros de S. cerevisiae ERSA a 27°Bx
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Tabla 15

290.4P1-0%8.87

Rendimiento

1.371.231.34

ARF

Pruebas estadisticas para los parametros de rendimiento, mL de alcohol, gasto y

ART en las cepas de S. cerevisiae 6, 4 y 21 al igual que en la cepa ERSA.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

RENDIMIENTO | Entre grupos 1093,068 3 364,356 2,398 ,086

Dentro de 4861,725 32 151,929

grupos

Total 5954,794 35
ALCOHOL Entre grupos 18,992 3 6,331 ,539 ,659

Dentro de 375,604 32 11,738

grupos

Total 394,596 35
ART Entre grupos ,025 3 ,008 ,316 ,814

Dentro de 835 32 026

grupos

Total ,860 35

Desviacion
Rango | Minimo | M&ximo | Media estandar Varianza

ALCOHOL 13,0 35,1 48,2| 41,840 3,3577 11,274
RENDIMIENTO 45,0 261,6 306,6| 286,873 13,0437 170,137
ART ,6 1,2 1,8 1,428 ,1568 ,025
N vélido (por lista) 36

Fuente: Elaboracion propia
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4. DISCUSION

La produccién industrial donde la fermentacion utiliza microorganismos capaces de
generar un crecimiento considerablemente elevado para rendimientos operables en
la produccion a gran escala de varias sustancias organicas entre ellas el etanol, es
de importancia econdmica para destilerias de pequefia y mediana capacidad en
donde el alcohol como producto final es usado para muchos fines. El aislamiento y
seleccion de levaduras productoras de etanol es una practica que viene realizando
el hombre desde hace miles de afios, con el objeto de producir alcohol, bebidas

alcohdlicas, pan, y alimentos fermentados.

El aislamiento de microorganismos nativos siempre ha tenido un gran impacto en
la sociedad debido a sus multiples funciones biologicas y sus metabolitos
producidos para realizar diferentes procesos industriales que requieren
rendimientos en produccion elevados asi, con la investigacion realizada por Argote
et al. (2015) al aislar cepas nativas de Saccharomyces cerevisiae se observa un
incremento en el rendimiento, en comparacion con la cepa usada en el ingenio,
siempre y cuando las variables importantes del proceso sean reguladas para
favorecer el desarrollo de los microorganismos (Favaro et al., 2019). Sin embargo,
Argote y colaboradores no consideraron aislar cepas a partir de melaza debido a
gue el aislamiento de dichas levaduras generaba un tiempo mayor de aislamiento
al obtenido.

Asi también en esta investigacion se presenta varios tipos de materias organicas
con potencial para el aislamiento de microorganismos nativos dando a conocer el
impacto de las levaduras nativas. En Gonzéles et al. (2016) en dénde se evallan
cepas nativas de Saccharomyces cerevisiae que fueron obtenidas exclusivamente
de bagazo de cafa de azucar, llegando a obtener valores de Ys/p= 0.55. en este
trabajo se utilizan procedimientos similares para las diferentes etapas de
aislamiento e inoculacion, sin embargo, consideramos que los valores de
rendimiento presentados por Gonzéales et al. demuestra que el aislamiento de
levaduras a partir de bagazo de cafa tiende a generar rendimiento considerable,
pero en nuestra investigacién evaluamos parametros que implican un proceso
industrial contrastando datos aun mayores a los alcanzados por Gonzales et al.
(2016).
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Por otro lado en la produccion de etanol estd implicado el tipo de sustrato como
fuente esencial para alcanzar rendimientos necesarios en produccion industrial,
generando asi una busqueda de un sustrato ideal y de bajo costo para obtener una
produccion considerablemente alta, asi pues; en este estudio coincidimos con
Aguilar et al. (2015) quienes determinan que la melaza de cafia de azlcar es un
excelente sustrato para la produccion de biomasa (Saccharomyces cerevisiae), los
investigadores utilizaron métodos matematicos Modelo de Gompertz y el Modelo
Logistico. Aunque en la presente investigacion no se contempla la validacién de
estos métodos, ni mucho menos estamos orientados exclusivamente a la
produccion de biomasa, podemos llegar a una conclusion similar basados en los
datos obtenidos en las primeras pruebas fermentativas donde los rendimientos
obtenidos usando melaza como sustrato y las diferentes cepas nativas de
Saccharomyces cerevisiae son elevados, significando esto que la melaza es un
sustrato ideal para la accién fermentativa de las levaduras (crecimiento y

produccion de alcohol).

Cabe resaltar que en el desarrollo de esta investigacion se demuestra que la cepa
comercial utilizada por la destileria D’Cobre bajo condiciones de pH de 4.5 y 27°Brix
nos genera un rendimiento maximo de 301.7 L alcohol/Tn de melaza, mientras que
la cepa seleccionada, denominada S. cerevisiae 4 aislada de melaza, ha
demostrado en condiciones de pH 5.0 y 25°Brix un rendimiento de 304.72 L
alcohol/Tn de melaza. Lo que genera un resultado esperado donde la utilizacion de
sustrato (melaza) fue menor demostrando asi que en procesos industriales

escalativos generaria un bajo costo de produccion y un rendimiento mas alto.

El aumento de la produccion de etanol mediante el uso de levaduras nativas; las
cuales han demostrado tener un poder fermentativo mas elevado que las cepas
comerciales de Saccharomyces cerevisiae; y con la modificacion de los parametros
evaluados en la presente investigacion, representaria también, un incremento de
las utilidades de la empresa, lo que se traduce en mayor liquidez que trae consigo

muchos beneficios.

La exploracion de estrategias en ingeniera metabodlica para el rendimiento de
levaduras sometidos a procesos de extraccidon de bioetanol de segunda generacion

se ha implementado en estrategias donde permita implantar la tolerancia a estas
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levaduras a diferentes parametros de altas temperaturas o bajas concentraciones
de pH (Yuan et al., 2012). Ademas, a medida que pasa el tiempo las industrias
exigen una mayor cantidad de produccion de etanol, volumenes mas alto por la
demanda de este producto, entonces aumenta asi la relevancia para la conversion
de sustratos fermentables donde se generen productos como &cido uronicos y los
desoxigaros convertibles finalmente en etanol (Van Maris et al., 2006; Jansen et al.,
2017).

Una leccién mas obtenida en este trabajo experimental es que observamos de que
la produccién de etanol de un nivel superior esta relacionada con la duracién de la
fase de desacoplamiento y que la activacion de esta fase se caracteriza porque en
ella se realizan cambios metabdlicos que tienen memoria del lugar de las levaduras
entrando a un estado de GO/G1 inactivado (Puligundla et al., 2019), donde no hay
division (Gray, 2004). Las remodelaciones metabdlicas permiten que los cultivos
levaduriformes tengan una actividad metabdlica que exige el mantenimiento de
energia un elevado consumo de carbono, esto hace que la produccién de etanol
tome tiempos bastante extensos; sim embargo, al hecho contrario de que las fases
GO0/G1 no desencadenan o no se activan por falta de fuentes de carbono, hace de
gue este proceso probablemente no sea el predominante, ya que en estos casos el

medio es un poco mas alto en fuentes de carbono (Naghshbandi et al., 2019).

Por otro lado, el causal de la inhibicién por la produccion de subproductos de etanol
es la aireacion siendo un factor clave en la produccién de etanol. Asi bien los
estudios nos dirigen a que, bajo condiciones de aireacion, la disminucion de la
viabilidad al recuento de células es menor tal cual como sucedi6 en este estudio la
literatura también nos dice que en condiciones de no aireacion se concentran mejor
los niveles de azucares dando un recuento celular alto (Lin et al., 2002; Zhao & Lin,
2003). El azucar residual, es clave de estudios ya que nos indica que en parte la
levadura si necesita un punto de aireacion al inicio del proceso (Bai et al., 2008),
pero luego para el proceso de produccion de etanol mediante fermentacion no se
necesitaria aireacion. Cabe destacar que los hallazgos aun no estan bien definidos
en que fases poder aplicar aireacion en los procesos de fermentacién para la

produccion de etanol (Arshad et al., 2017).
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5. CONCLUSION

De 120 levaduras aisladas, se identific6 que 60 pertenecian al género
Saccharomyces y de las cuales solo 20 eran de la especie cerevisiae.

20 cepas de S. cerevisiae se evaluaron segun los parametros de operacion
trabajados en la destileria ERSA, obteniéndose valores que oscilan entre
232.26 a 293.95 L de alcohol/Tn de melaza en un rango de pH de 4,87 a 5,0;
obteniéndose un brix final de 10,0 a 13,9; los valores de brix final no reflejan
una idea clara de la cantidad de azlUcares consumido por los
microorganismos por lo que es necesario la determinacion de la cantidad
final de azlcares reductores; los cuales pueden variar de 1,34 a 1,79.

De la primera corrida se seleccionaron 3 cepas de Saccharomyces
cerevisiae las cuales obtuvieron rendimientos mas elevados en comparacion
con las demas cepas evaluadas. Las cepas seleccionadas reciben la
denominacion de S. cerevisiae 6, S. cerevisiae 4 y S. cerevisiae 21; y los
rendimientos obtenidos en L de Alcohol/Tn melaza fueron en promedio de
293,95; 290,32; y 293,95 respectivamente a las mismas condiciones de
planta.

Las 3 cepas seleccionadas al ser sometidas a diferentes parametros de
operacion (°Brix: 23, 25y 27; pH: 4, 4.5y 5) se determina que el volumen de
alcohol obtenido para S. cerevisiae 6 fue de 39,6 ml. a 44,1 ml. en S.
cerevisiae 4 fue de 38,7 ml. a 45,99 ml. y S. cerevisiae 21 de 36,9 ml. a 45
ml. expresado en rendimiento, con unidades de L de alcohol/Tn melaza, fue
de 265,04 a 306,59 con S. cerevisiae 6; en S. cerevisiae 4 de 281,95 a
304,72; y en S. cerevisiae 21 de 270,68 a 299,77.

A partir de la recoleccién de datos se evidencia que existe la posibilidad de
gue las cepas aisladas sean poco tolerables a niveles altos de estrés
ocasionado por el sustrato (melaza), lo que se traduce en que muestran
mejor comportamiento y valores de rendimiento mas elevado al trabajar a 23
y 25 °Brix; por el contrario, la cepa de ERSA obtiene rendimientos mas
elevados al trabajar °Brix de 27.

Se determina que la cepa denominada S. cerevisiae 4 es la mas apropiada

para usarse en este proceso debido a que genera valores promedio de
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rendimiento de 293.297 L de alcohol/Tn de melaza, siendo este el mas alto
valor alcanzado, en promedio, durante las pruebas fermentativas por cada
cepa.

Se determina que los valores ideales de operacion para el favorecimiento
del rendimiento de obtencién de alcohol etilico cuando se trabaja con la cepa

S. cerevisiae 4 deben ser, °Brix: 25y pH: 5.
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6. RECOMENDACIONES

Para una mejor caracterizacion de la cepa denominada S. cerevisiae 4, se
recomienda hacer uso de técnicas mas avanzadas de identificacion de
levaduras a nivel molecular, de este modo se puede establecer una
clasificacion taxondmica mas exacta de la cepa aislada.

Evaluar y determinar el comportamiento de S. cerevisiae 4 a escala
industrial, con los parametros establecidos y recomendados durante el
desarrollo de la presente investigacion.

Determinar la cinética de crecimiento del microorganismo seleccionado, de
manera que se puedan establecer posibles inhibiciones por sustrato y/o
producto, estas evaluaciones pueden conllevar a una posible optimizacion
del proceso fermentativo.

Desarrollar un analisis econémico de viabilidad en la destileria D’ Cobre,
para determinar el incremento del rendimiento y de los ingresos al hacer uso

de la cepa S. cerevisiae 4.
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ANEXO I: Descripcion de las técnicas e instrumentos a utilizar

Determinaciones Método
) estandar Nombre Cédigo Descripcion LPM
para considerar -
utilizado
Tincién simple . Te?" de rlr?iitr?)ronr]gljr;%isslrL%Ss No
. . - aislamiento de  10.1556/1886.2016.00035 . tolerable
Aislamiento Fermentacion - aislados son
. Saccharomyces * a
de azucares . Saccharomyces
cerevisiae o lactosa
cerevisiae
Determinar el
. Conteo en namero de %116
Numero de camara de Test de conteo 10.1094/ASBCMOA (*)  microorganismos 250710
levaduras de levaduras lev/imL
Neubauer presentes en el
in6culo
Determinar la
Test de concentraciéon 21-95
°Brix Refractometria azucares SPS-3 - ICUMSA de azucares en BRIX
disueltos la muestra a
fermentar
Determinar el pH
pH Potenciométrica Test de pH (Ph ISO 10523:1994 de las muestras 45—
metro) 5.0
a fermentar
Determinar el
porcentaje
alcohdlico
GL Hidrometria Test de % de 2412003 — 377/2009 (**) obtenido apartir 6.5 % -
alcohol etilico del destilado 9.6%
producido por
cada

microorganismo
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ANEXO II: Figuras explicativas para los procedimientos de activacion y

acondicionamiento del indculo

Dilucién de melaza a 23° Brix

Balde de batch de melaza Incubar

estandarizado

Tomar una gota de melaza con

Preparauonldel medio de Servir en placa petri ayuda del ansa microbiolégica
cultivo

Fcterilizar- 121°C — 15 nci '

&8

Siembra por alargamientoy
estrias
Incubar: 30°C x 72 hrs
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Servir en viales
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<
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Identificacion de colonias
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Incubar:

Almacenar: 4°C Siembra por

agotamiento y estrias
Incubar: 30°C x 48 hrs
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Caldo nutritivo Servir en tubos de dilucién Activacion de M.O.
Esterilizar: 121°C — 15 psi Incubar: 32°C x 24-48 hrs
Servir en forma inclinada
Medio de cultivo: Agar papa Sembrar po‘l"tamiento
— Agar nutritivo y estrias
Esterilizar: 121°C — 15 psi Incubar: 32°C x 48 - 72hrs

bt

—

Melaza esterilizada y diluida

a 9°Brix Lavado con melaza estéril Observacidn del
‘ crecimiento de colonias
o Incubar: °C x 48 hrs

Objetivo:
[MO]=2.7*1076 lev/ml
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ANEXO llI: Andlisis de pruebas estadisticas descriptivas e inferenciales para
Rendimiento, %de alcohol y ART.

Pruebas de normalidad

83

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
VARIABLES Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
RENDIMIENTO S. cerevisiae 6 ,208 9 ,200" ,896 9 ,228
S. cerevisiae 4 ,119 9 ,200" ,978 9 ,954
S. cerevisiae 21 ,232 9 177 ,922 9 ,405
S. cerevisiae ERSA ,283 9 ,036 ,865 9 ,108
ALCOHOL S. cerevisiae 6 ,184 9 ,200" ,909 9 ,310
S. cerevisiae 4 ,197 9 ,200" ,867 9 ,115
S. cerevisiae 21 ,196 9 ,200 ,932 9 ,498
S. cerevisiae ERSA ,219 9 ,200 ,856 9 ,086
ART S. cerevisiae 6 ,230 9 ,186 ,907 9 ,295
S. cerevisiae 4 ,316 9 ,010 ,809 9 ,026
S. cerevisiae 21 ,233 9 174 ,907 9 ,297
S. cerevisiae ERSA ,225 9 ,200" ,957 9 ,768

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors




Descriptivos

84

95% del intervalo de confianza para la
Desviacion media
Media estandar Error estandar Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
RENDIMIENTO S. cerevisiae 6 9 289,440 15,4300 5,1433 277,579 301,301 265,0 306,6
S. cerevisiae 4 9 293,297 7,4017 2,4672 287,607 298,986 282,0 304,7
S. cerevisiae 21 9 286,450 9,8316 3,2772 278,893 294,007 270,7 299,8
S. cerevisiae ERSA 9 278,304 14,7711 4,9237 266,950 289,659 261,6 301,7
Total 36 286,873 13,0437 2,1739 282,459 291,286 261,6 306,6
ALCOHOL S. cerevisiae 6 9 42,100 1,7152 5717 40,782 43,418 39,6 44,1
S. cerevisiae 4 9 42,760 2,8763 ,9588 40,549 44,971 38,7 46,0
S. cerevisiae 21 9 41,750 2,7811 ,9270 39,612 43,888 36,9 45,0
S. cerevisiae ERSA 9 40,750 5,2916 1,7639 36,683 44,817 35,1 48,2
Total 36 41,840 3,3577 ,5596 40,704 42,976 35,1 48,2
Total 36 36,694 3,8666 ,6444 35,386 38,003 29,6 43,4
ART S. cerevisiae 6 9 1,404 , 1866 ,0622 1,261 1,548 1,2 1,7
S. cerevisiae 4 9 1,446 ,2034 ,0678 1,290 1,602 1,2 1,8
S. cerevisiae 21 9 1,400 ,1087 ,0362 1,317 1,484 1,3 1,6
S. cerevisiae ERSA 9 1,461 ,1282 ,0427 1,363 1,560 1,2 1,7
Total 36 1,428 ,1568 ,0261 1,375 1,481 1,2 1,8




Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
RENDIMIENTO 3,689 32 ,022
ALCOHOL 5,817 32 ,003
ART 3,291 32 ,033
RENDIMIENTO
Subconjunto para alfa = 0.05

VARIABLES N 1 2
HSD Tukey2  S. cerevisiae ERSA 9 278,304

S. cerevisiae 21 9 286,450

S. cerevisiae 6 9 289,440

S. cerevisiae 4 9 293,297

Sig. ,067
Duncan? S. cerevisiae ERSA 9 278,304

S. cerevisiae 21 9 286,450 286,450

S. cerevisiae 6 9 289,440 289,440

S. cerevisiae 4 9 293,297

Sig. ,078 ,275
Scheffe2 S. cerevisiae ERSA 9 278,304

S. cerevisiae 21 9 286,450

S. cerevisiae 6 9 289,440

S. cerevisiae 4 9 293,297

Sig. ,105

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 9,000.

ALCOHOL
Subconjunto

para alfa = 0.05

VARIABLES N 1
HSD Tukey2  S. cerevisiae ERSA 9 40,750
S. cerevisiae 21 9 41,750
S. cerevisiae 6 9 42,100
S. cerevisiae 4 9 42,760
Sig. ,604
Duncan? S. cerevisiae ERSA 9 40,750
S. cerevisiae 21 9 41,750
S. cerevisiae 6 9 42,100
S. cerevisiae 4 9 42,760
Sig. ,266
Scheffe2 S. cerevisiae ERSA 9 40,750
S. cerevisiae 21 9 41,750
S. cerevisiae 6 9 42,100
S. cerevisiae 4 9 42,760
Sig. 674

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
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a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media arménica = 9,000.

ART
Subconjunto

para alfa = 0.05

VARIABLES N 1
HSD Tukey2 S. cerevisiae 21 9 1,400
S. cerevisiae 6 9 1,404
S. cerevisiae 4 9 1,446
S. cerevisiae ERSA 9 1,461
Sig. ,853
Duncan? S. cerevisiae 21 9 1,400
S. cerevisiae 6 9 1,404
S. cerevisiae 4 9 1,446
S. cerevisiae ERSA 9 1,461
Sig. 473
Scheffe2 S. cerevisiae 21 9 1,400
S. cerevisiae 6 9 1,404
S. cerevisiae 4 9 1,446
S. cerevisiae ERSA 9 1,461
Sig. ,886

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 9,000.

Estadisticos descriptivos
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Desviacién
N Rango Minimo Maximo Media estandar Varianza
ALCOHOL 36 13,0 35,1 48,2 41,840 3,3577 11,274
RENDIMIENTO 36 45,0 261,6 306,6 286,873 13,0437 170,137
ART 36 ,6 1,2 1,8 1,428 ,1568 ,025
N valido (por lista) 36
ALCOHOL | RENDIMIENTO ART

N Vélido 36 36 36

Perdidos 0 0 0
Error estandar de la media ,5596 2,1739 ,0261
Mediana 42,525 289,285 1,369
Moda 39,62 282,02 1,42
Desviacion estandar 3,3577 13,0437 , 1568
Varianza 11,274 170,137 ,025
Rango 13,0 45,0 ,6
Minimo 35,1 261,6 1,2
Maximo 48,2 306,6 1,8
Suma 1506,2 10327,4 51,4




Estadisticas de muestra Unica
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a. 24 casillas (100,0%) han esperado frecuencias menores que 5. La
frecuencia minima de casilla esperada es 1,5.
b. 28 casillas (100,0%) han esperado frecuencias menores que 5. La
frecuencia minima de casilla esperada es 1,3.
c. 27 casillas (100,0%) han esperado frecuencias menores que 5. La
frecuencia minima de casilla esperada es 1,3.

Desviacion Media de error
N Media estandar estandar
ALCOHOL 36 41,840 3,3577 ,5596
RENDIMIENTO 36 286,873 13,0437 2,1739
ART 36 1,428 ,1568 ,0261
Prueba de muestra Unica
Valor de prueba =0
95% de intervalo de confianza de
Diferencia de la diferencia
t gl Sig. (bilateral) medias Inferior Superior
ALCOHOL 74,765 35 ,000 41,8400 40,704 42,976
RENDIMIENTO 131,960 35 ,000 286,8728 282,459 291,286
ART 54,650 35 ,000 1,4279 1,375 1,481
Estadisticos de prueba
ALCOHOL | RENDIMIENTO GASTO ART
Chi-cuadrado 13,3332 7,556 10,500¢ 9,111b
gl 23 27 26 27
Sig. asintotica ,944 1,000 ,997 ,999




ANEXO IV: Andlisis estadistico para las variables de °Brix y Ph y levadura
evaluada.

ANOVA: Rendimiento vs. Bx inicial; pH; Levadura (Nivel de significancia = 0.05

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles  Valores

Bx inicial Fijo 3 23; 25; 27

pH Fijo 3 4.0;4.5;5.0

Levadura Fijo 4  S. Cerevisae 21; S. Cerevisae 4; S. Cerevisae 6; S. Cerevisae
ERSA

Analisis de varianza de Rendimiento

Suma de Media
Fuente GL cuadrados cuadratica F P
Bx inicial 2 345.1 172.5 1.12 0.339
pH 2 220.8 110.4 0.72 0.496
Levadura 3 1093.1 364.4 2.37 0.091
Error 28 4295.9 153.4
Total 35 5954.8

Figura 43:
Normalidad de residuo del andlisis de varianza de rendimiento.
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Nota. Elaboracion propia, recuperado de SPSS.
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ANOVA de un solo factor: Rendimiento vs. °Bx inicial (Nivel de significancia = 0.05)

Informacién del factor

Factor Niveles Valores
Bx inicial 3 23; 25; 27
Anélisis de Varianza

Suma de Media
Fuente GL cuadrados cuadrética Valor F Valor p
Bx inicial 2 345.1 172.5 1.02 0.373
Error 33 5609.7 170.0
Total 35 5954.8

Medias
Bx
inicial N Media Desv.Est. IC de 95%
23 12 290.12 14.37 (282.46; 297.78)
25 12 287.79 13.42 (280.13; 295.45)
27 12 282.71 11.11 (275.05; 290.36)

Desv.Est. agrupada = 13.0381

Comparaciones en parejas de Tukey

Bx
inicial N Media Agrupacion
23 12 290.12 A
25 12 287.79 A
27 12 28271 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Figura 44:
Normalidad de residuo del analisis de varianza de °Brix vs Rendimiento.
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Nota. Elaboracion propia, recuperado de SPSS.



ANOVA de un solo factor: Rendimiento vs. pH (Nivel de significancia =0.05)

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

pH 3 4.0;4.5;5.0

Anadlisis de Varianza

Suma de Media
Fuente GL cuadrados cuadrética Valor F Valor p
pH 2 220.8 1104 0.64 0.536
Error 33 5734.0 173.8
Total 35 5954.8

Medias

pH N Media Desv.Est. IC de 95%
4.0 12 283.59 14.49 (275.85; 291.33)
4.5 12 289.57 11.76 (281.83; 297.31)
5.0 12 287.46 13.15 (279.72; 295.20)

Desv.Est. agrupada = 13.1817

Comparaciones en parejas de Tukey

pH N Media Agrupacion
45 12 289.57 A
5.0 12 287.46 A
4.0 12 283.59 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Figura 45:
Normalidad de residuo del analisis de varianza de pH vs Rendimiento.
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Nota. Elaboracion propia, recuperado de SPSS.





