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RESUMEN

Es muy comun enfrentar contaminacion por microorganismos indeseados procedentes de la
materia prima, como lo son las levaduras silvestres y principalmente bacterias acido-lacticas
(BAL) durante los procesos de fermentacion en un ingenio azucarero de la region Ancash,
de donde proviene la melaza, la cual se usé como sustrato en esta investigacion. Es por esto
que surgio la alternativa de mejorar el rendimiento de la produccion de etanol, por ello se
intervino en los factores mas influyentes durante el proceso, el pH del mosto, complementado
con un tratamiento térmico, a modo de pretratamientos de la fermentacion, para disminuir la
carga bacteriana que afectan el proceso de fermentacién y determinan la significancia en el
rendimiento. Estadisticamente utilizamos la metodologia de superficie de respuesta en la
evaluacion de los parametros del proceso con aplicacion de un disefio factorial 22. En este
trabajo se implementé como parametros a evaluar un sistema de 4 pre-tratamientos al mosto
de fermentacion de pH y temperatura T° en sinergia: pH 4.2 / 60°C; pH 4.2 / 80°C; pH 4.8 /
60°C y pH 4.8 / 80°C, se inoculé levadura Saccharomyces cerevisiae comercial liofilizada
FERMEL, se evaluaron biomasa, azlcares reductores, °Brix, sacarosa y porcentaje de etanol.
Se inicio la fermentacién con 150 rpm, 25°Brix, 32°C, pH segln cada tratamiento con una
duracion de 48 horas al cabo de las cuales se obtuvieron valores en concentracion de etanol
de hasta 78.4 g/L y rendimiento de 0.543 gr etanol/g azlcar (sin promediar réplicas),
concluyendo que el pre-tratamiento que dio el mayor valor de productividad de etanol fue el
Tratamiento 4 (T4: pH 4.8 / 80°C: 1.633 g etanol/L.h).

PALABRAS CLAVE: Bacterias acido lacticas, mosto, pretratamiento, factorial,

rendimiento.
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ABSTRACT

It is very common to face contamination by unwanted microorganisms from the raw material,
such as wild yeasts and mainly lactic acid bacteria (LAB) during the fermentation processes
in a sugar mill in the Ancash region, where the molasses comes from, which was used as a
substrate in this research. This is why the alternative of improving the yield of ethanol
production emerged, so the most influential factors during the process were intervened, the
pH of the wort, complemented with a heat treatment, as pretreatments of fermentation, to
reduce the bacterial load that affects the fermentation process and determines the significance
in the yield. Statistically, we used the response surface methodology in the evaluation of the
process parameters with the application of a factorial design 22. In this work, a system of 4
pre-treatments to fermentation wort of pH and temperature T° in synergy was implemented
as parameters to be evaluated: pH 4.2 / 60°C; pH 4.2 / 80°C; pH 4.8 / 60°C and pH 4.8 /
80°C, freeze-dried commercial Saccharomyces cerevisiae yeast FERMEL was inoculated,
biomass, reducing sugars, °Brix, sucrose and ethanol percentage were evaluated.
Fermentation began with 150 rpm, 25°Brix, 32°C, pH according to each treatment with a
duration of 48 hours at the end of which ethanol concentration values of up to 78.4 g/L and
yield of 0.543 gr ethanol/g sugar were obtained (without averaging replicates), concluding
that the pre-treatment that gave the highest ethanol productivity value was Treatment 4 (T4:
pH 4.8 / 80°C: 1.633 g ethanol/L.h).

KEY WORDS: Lactic acid bacteria, must, pretreatment, factorial, performance.
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. INTRODUCCION

La produccion, y uso de los biocombustibles aportan positiva y significativamente al medio
ambiente, siendo su uso una alternativa para la disminucion del efecto invernadero. Los
biocombustibles son el resultado del procesamiento de la biomasa o desechos industriales
como materia prima produciendo diversos tipos de biocombustibles: biogéas, biodiesel y
bioetanol, siendo este Gltimo obtenido principalmente por fermentacion alcohdlica de sub
productos ricos en azlcares, almidén y materiales lignocelulésicos. EI uso de estos
biocombustibles ofrece la disminucién del efecto invernadero, menguando el uso de los
combustibles fosiles y por consiguiente minimiza la explotacion de recursos naturales (Gil et
al., 2021).

Los biocombustibles son considerados como una novedosa fuente alternativa de energia a
nivel global, debido a que se generan gracias al acrecentamiento de la Biotecnologia
(Eggeman y Elander, 2005). El éxito actual de los biocombustibles y el anhelo inherente de
aumentar su produccion a todo nivel ha conllevado la investigacion en lo que concierne a la
obtencidn de etanol a partir del aprovechamiento y valoracion de variadas materias primas,
implementando el uso de diferentes microorganismos y variadas tecnologias (Mariscal,
2011).

La produccion global de biocombustibles seguira dependiendo de las tradicionales materias
primas, bien llamada biomasa; aproximadamente el 60% del etanol es producido en base a
maiz, 25% de cafia de azUcar, 2% de melaza, 3% de trigo y lo restante de algunos cereales,
asi también yuca o betarraga azucarera que son productos de consumo humano (OCDE/ OEA
2021). Ventajosamente el etanol se produce en base a estos cultivos que captan gases de
efecto invernadero (dioxido de carbono) durante su sistema fotosintético (Balat, 2008). En
gran parte de los paises, las politicas sobre biocombustibles estan orientadas a disminuir las
emisiones de estos gases y por ende ya no depender de los combustibles tradicionales
(OCDE/ OEA 2021).

Debido a esto, los logros en investigacion en lo que concierne a la elaboracién de este
producto quimico son muy fructiferos y estan direccionados hacia todos los elementos que

integran la cadena productiva, incentivado en la actualidad por su aplicacion como



biocombustible y justificado ambientalmente por los beneficios inherentes de su uso
(Mariscal, 2011).

Globalmente, las perspectivas predicen un incremento en la produccién y consumo de
biocombustibles, pero con ritmo lento en el periodo de proyeccién comparado con periodos
previos, maxime, como resultado de las politicas de Estados Unidos y la Unidn Europea, que
disminuyen el apoyo a este sector. Se prevé que la produccion mundial de etanol liderados
por EEUU., Unidn Europea, Brasil, China, Indonesia, Argentina, Tailandia, India, Canada y
Colombia se incrementard a 132 Miles de millones de litros (Mml) para 2030. Paises
productores de etanol de menor importancia econémica son Paraguay, Filipinas y Per(, cuya
produccién total estima los 0.8 Mml, 0.6 Mml y 0.3 Mml, respectivamente, para 2030
(OCDE/OEA 2021).

Evidentemente en Perd, el desarrollo de la produccién de etanol es muy incipiente; por un
déficit tecnolégico que supla las exigencias de la industria alcoholera, precipitando la
necesidad de estudiar novedosas alternativas y métodos de produccion para el
aprovechamiento maximo de los desechos industriales, como lo son los subproductos de cafia
de azUcar (Vazquez, Dacosta, 2007). Segun Reyes (2015) de las opciones para producir
etanol la méas relevante es por fermentacion de materias primas predominantemente
carbohidratos (azlcar, almidoén, celulosa, etc.). Este material primario procede de frutas y

vegetales, asi como de la melaza de cafia de azUcar.

La produccién de etanol depende de la melaza y de los actores inmersos en el proceso en
planta, principalmente de la cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae, la temperatura de
fermentacion y el monitoreo permanente de la produccion, los cuales optimizan el proceso
industrial, traduciéndose en un mejor rendimiento del porcentaje de etanol producido y en la
disminucion de la concentracion de los azucares residuales (Gnecco, 2005; De la Vara et al.,
2014). Pramanik (2003), sefiala que los parametros principales que deben ser controlados en
la fermentacion alcoholica son temperatura, pH, concentracion de azdcar, inhibicion por
producto y elementos del medio de cultivo, asi también durante la activacion de la levadura

es importante la inyeccion de aire que facilite el crecimiento de la biomasa fermentadora.



El seleccionar la biomasa idonea para la fermentacion, cuyo metabolismo se ajuste a las
caracteristicas del sustrato, los pardmetros operacionales y demdas requerimientos
particulares, permite optimizar la productividad de etanol y poseer un adecuado control y

dominio del proceso en marcha (Balat, 2009).

Sin embargo, la contaminacion bacteriana es un problema importante en la produccién de
etanol comercial en las destilerias de todo el mundo, los microorganismos contaminantes
producen &acido acético y lactico que tiene un efecto perjudicial sobre la eficiencia de la
fermentacion (Leja, 2009). La produccion del producto final metabdlico de estas bacterias,
el &cido lactico, inhibe el desarrollo de toda la maquinaria metabdlica de las levaduras y se
convierte en la principal causa de la caida del rendimiento de etanol (Maiorella, Blanch,
Wilke, 1983). Bacillus y Lactobacillus son bacterias que generalmente contaminan la
fermentacion etandlica de las levaduras y pueden influir en la viabilidad de la levadura
(Alcarde, Horii, Walder, 2003).

Asimismo, algunas investigaciones determinaron que las bacterias contaminantes producen
acido acético y lactico deteriorando el desarrollo celular y convirtiendo a Saccharomyces
cerevisiae en un cultivo mixto poco viable en la fermentacion alcohdlica, dicha
contaminacion alcanza niveles superiores a 10%-107 células/mL™ en el mosto, provocando
una significativa caida en el rendimiento alcohdlico (Thomas , Hynes , Ingledew, 2001;

Amorim y Oliveira, 1982).

La eliminacion de bacterias contaminantes reduce la competencia microbiana por los
nutrientes en los medios de crecimiento, lo que aumenta la eficiencia y la productividad del
cultivo de Saccharomyces cerevisiae, los microorganismos se pueden reducir
significativamente limpiando, desinfectando el equipo, manteniendo el fondo a una
temperatura superior a 70° C, pasteurizando o esterilizando quimicamente los sustratos
(Narendranath et al., 1997).

El método de pasteurizacion de alimentos es dependiente de algunos agentes como la
tolerancia térmica del microorganismo o contaminante que se pretenda eliminar, es usual el
tratamiento téermico leve en un medio acidificado, ya que los microrganismos se muestran

poco resistentes en medio acido (pH < 4.5), en el caso de los moderadamente &cidos con pH



entre 4.5y 5.3. 0 los escasamente acidos de pH >5.3, se suelen implementar regimenes mas
fuertes de exposicion al calor (Orrego, 2003). El éptimo pH determinado a las levaduras esta
en el rango de 4.0 a 5.0, quien tiene una extrema influencia en el producto final del

metabolismo fermentativo (Fajardo y Sarmiento, 2007).

El pH no esta limitado para la hidrolisis de sacarosa, su valor adecuado es necesario para un
optimo desarrollo del microorganismo encargado de la fermentacion, e indirectamente
controla la aparicién de productos no deseados, generados por bacterias contaminantes
(Jacques, Kelsall, Lyons, 2003).

En tanto menor sea el pH, serd menos 6ptimo para las levaduras al momento de metabolizar
los azucares fermentables (Rojas, Lorenzo, Domenech, 2011). Es posible que la fructosa al
igual que la glucosa sufra transformaciones, debido a factores dependientes del calor. La
concentracion de glucosa y fructosa en las melazas podria variar debido a la inversion de la
sacarosa, con valores de pH &cido y a altas temperaturas (Castro, 1993).Una disminucion de
pH deberia ser controlado para evitar dafios en el metabolismo e inactivacion de
Saccharomyces cerevisiae, algunas cepas de origen comercial soportan pH especificos que
generalmente son mayores a 2.0 es por eso que las consideraciones para determinar el pH del
medio deben ser que este sea el adecuado para el microorganismo fermentador, asi también
que controle la contaminacion bacteriana y la hidrolisis de la sacarosa existente en el medio

(Jacques, Kelsall, Lyons, 2003).

Asi queda demostrada la importancia del pH y su control, no solamente para una eficiente
hidrolisis de la sacarosa; sino de la misma manera para un buen desenvolvimiento de la cepa
del microorganismo elegido y para poder controlar la aparicion de productos no deseados
(Jacques, Lyons y Kelsall, 1999).

Respecto a la accion por calor como tratamiento a la melaza y jugos procedentes de cafia,
éste es capaz de eliminar gran parte de los microorganismos, pero podria descomponer la
sacarosa formando productos poliméricos y/o coloreados por accion de la reaccion de
Maillard precipitando a los denominados infermentecibles o amino azlcares en jugos y

melaza de cafia, perjudicando el rendimiento, se debe implementar este tratamiento en la



produccién de azlcar asi como también al sustrato antes de la fermentacion para producir
etanol (Mibielli, Filho 1999).

Es asi que, es imprescindible, para la Planta de Destileria de un ingenio azucarero de la region
Ancash, mejorar el rendimiento de la produccion de etanol, por ello se ve en la necesidad de
evaluar uno de los factores mas influyentes durante el proceso, el pH del mosto,
complementado con un tratamiento térmico antes de la fermentacién, para disminuir carga
de bacterias contaminantes que afectan el proceso de fermentacién y determinar la

significancia en el rendimiento.

En virtud de los argumentos ya mencionados, se propone evaluar ;Cual es el efecto de la
temperatura y pH como pretratamiento del mosto para mejorar el rendimiento de la

fermentacion alcoholica en cultivo por lotes por Saccharomyces cerevisiae?

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la temperatura 'y pH como pretratamiento del mosto para mejorar el
rendimiento de la fermentacion alcohdlica en cultivo por lotes por “Saccharomyces

cerevisiae”

1.1.2. Objetivos Especificos

e  Evaluar diferentes pH (4.2 y 4.8) y temperaturas (60°C y 80°C) como
pretratamiento en la fermentacion alcohdlica.

e Evaluar el mosto con pretratamiento de diferentes temperaturas y pH en
comparacion con el mosto sin pretratamiento en la fermentacién alcoholica.

o Determinar Yx/s, Yp/s, Qp y MiuMax (1uMax) de los tratamientos.

o Implementar un analisis estadistico considerando como variables de respuesta a

los azucares reductores residuales y al etanol como producto final.



1.2. Hipdtesis

El mosto pretratado a una temperatura de 60°C con pH 4.2, produce 5% maés de etanol que

el mosto de una fermentacion convencional en un sistema de cultivo por lote.

II. MARCO TEORICO

2.1. Cafa de azUcar y sub-productos

La cafia de azUcar es una planta herbéacea de gran tamafio que se cultiva en paises tropicales
y subtropicales, derivadas principalmente del Saccharum officinarum y otras especies. El
principal objetivo del procesamiento de la cafia es recuperar el azucar, quimicamente
denominado sacarosa, formada en la planta a través de un proceso bioguimico complejo que
esencialmente consiste en la combinacién de dos monosacéridos, fructosa y glucosa (Peter
Rein, 2012).

En una industria azucarera se tiene otros productos adicionales al azlcar que son
denominados frecuentemente subproductos, aquellos que pueden elaborarse a través de un
proceso subsecuente o de una valorizacion de los mismos, entre ellos tenemos el bagazo, la

melaza y el alcohol, etc. (Peter Rein, 2012).

En aprovechamiento de obtener una fuente de energia renovable de facil acceso, segura,
eficaz y amigable con el medioambiente, es una de las metas que todo ser humano debe
alcanzar. El etanol obtenido por métodos biotecnolégicos es una importante alternativa en
reemplazo de las fuentes de energia primaria. La produccion de etanol a partir de la cafia de
azUcar es econdmicamente viable porgue se produce a bajos costos de produccion (Nufiez, et
al., 2019).

2.2. Melaza

Calderon (2007) afirma que, durante la elaboracion del azucar en los ingenios azucareros, la
cafia es exprimida en tren de molinos para obtener el primer jugo, que es calentado,

clarificado y filtrado, conjuntamente con adicién de cal para remocién de cenizas, lodos u



otros insolubles, luego este jugo pasa por un tren de evaporacion para concentrar la sacarosa
e iniciar la operacion de cristalizacion; posteriormente es centrifugado para separar los
cristales formados de cada masa y como subproducto no beneficiable se obtiene la melaza o

miel C.

La melaza de cafia de azucar es un subproducto rico en sacarosa, azlcares reductores,
vitaminas y minerales beneficioso para el crecimiento y vitalidad de Saccharomyces
cerevisiae, el cual impacta significativamente en la eficiencia y eficacia de la produccion de
etanol (Kosaric, 2000).

La melaza contiene microorganismos que pueden ser perjudiciales para la fermentacion los
cuales compiten por el mismo sustrato ocasionando la produccién de otros metabolitos. El
mas comun es la bacteria Leuconostoc mesenteroides, la cual polimeriza las moléculas de

sacarosa en dextranos no fermentables (Garzon et al., 2009).

Sostienen Jacques, et al. (2003) que la melaza representa una materia prima facilmente
metabolizable por la levadura ya que el azicar predominante en la melaza es la sacarosa. La
levadura contiene la enzima sacarasa, que hidroliza la sacarosa en sus monosacaridos glucosa

y fructosa.

2.2.1. Composicion

La melaza con una alta concentracion de azlcar es adecuada para la fermentacion y
produccién de etanol (Darvishi y Abolhasan, 2019). En la Tabla 1 se muestra su

composicion proximal.



Tabla 1: Composicion proximal de la melaza de cafia de azucar.

Componentes Constituyentes Contenido
Materia seca 78%
Proteinas 3%
Sacarosa 60-63% p/p
Componentes mayores ~ » ;.o res reductores 3-5% p/p
Diferentes azlcares 4-8% p/p
Agua 16%
Grasa 0.40%
Cenizas 9%
Calcio 0.74%
Componentes de Magnesio 0.35%
minerales Fosforo 0.08%
Potasio 3.67%
Glicina 0.10%
Leucina 0.01%
Contenido de Lisina 0.01%
aminoéacidos Treonina 0.06%
Valina 0.02%
Colina 600 ppm
Niacina 48.86 ppm
Contenido de Acido pantoténico 42.90 ppm
vitaminas Piridoxina 44 ppm
Riboflavina 4.40 ppm
Tiamina 0.88 ppm

Fuente: Barrera (2011).

2.3. Levadura Saccharomyces cerevisiae

La levadura es el principal microorganismo industrial utilizado para la produccion de etanol,
la biomasa se propaga en condiciones aerobicas en las que para reproducirse necesita del
oxigeno para su metabolismo oxidativo, sin embargo, las condiciones anaerdbicas son

adecuadas para la fermentacion alcohdlica (Darvishi y Abolhasan, 2019).



Las levaduras son hongos donde la forma unicelular es la méas predominante, las cuales se
reproducen por gemacion. Saccharomyces cerevisiae es la especie que posee forma ovalada
de 3-15 um de largo y 2-8 pum de ancho; es la especie producida en grandes cantidades para

panaderia y propoésitos de fermentacion (Jacques et al., 2003).

Reyes (2015) afirma, que las levaduras del género Saccharomyces (principalmente S.
cerevisiae) son los microorganismos responsables de la produccién de las bebidas
alcoholicas, ya que fermentan la glucosa y normalmente, la sacarosa, la maltosa y la

galactosa.
Su taxonomia se describe en la Tabla 2:

Tabla 2: Taxonomia de Saccharomyces cerevisiae

Dominio Eukarya
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Subfilo Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces
Género y Especie Saccharomyces cerevisiae
TAX 4932

Fuente: KEGG Organisms in the NCBI Taxonomy (2023)

2.4. Ruta Metabolica (Glucolisis-Alcohol)

La glucdlisis y la fermentacion son las rutas metabolicas por las que se sintetiza etanol por
accion de la levadura Saccharomyces cerevisae (Figura 1). Mediante una ruta bioquimica de
reacciones enzimaticas conocidas como la glucolisis, una molécula de glucosa se oxida para
producir dos moléculas de piruvato. Asimismo, se sintetizan dos moléculas de Adenosin
Trifosfato (ATP) a partir de Adenosin Difosfato (ADP) y dos de Dinucle6tido de Adenina'y
Nicotinamida reducido (NADH) a partir de NAD- también llamado NAD oxidado. EI ATP
es una molécula de alta energia que se utiliza en la célula para transportar la energia extraida
de la glucosa, y el NADH es un acarreador de electrones. Para que la glucdlisis continle

funcionando, el NAD- necesita ser regenerado a partir de NADH; esto se logra gracias a la

9



fermentacion. La fermentacion consiste finalmente en la conversion de piruvato en etanol
por efecto de la catélisis de las enzimas piruvato descarboxilasa (PDC: 1.2.4.1) y de la alcohol
deshidrogenasa (ADH: 1.1.1.2), resultando ser el etanol un residuo metabdlico de la

extraccion de energia de la glucosa (Zamora, 2009).
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Figura 1: Via metabdlica de la glucdlisis. Fuente: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes).
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2.5. Fermentacion

La fermentacién alcohodlica es un proceso bioquimico complejo en el cual las levaduras
convierten los azucares en etanol, dioxido de carbono y otros metabolitos que contribuyen a
la composicion quimica y las propiedades sensoriales de los alimentos fermentados, bajo

condiciones anaerodbicas. (Buratti y Benedetti, 2016).

Durante el proceso de fermentacion se descomponen los azlcares por accion de las levaduras
para formar moléculas de piruvato, también conocido como glucdlisis, que por accién de la
enzima piruvato descarboxilasa (PDC) y de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) son

convertidos en etanol (Santanu, et al., 2020).

2.6. Indculo

La levadura generalmente realiza el proceso de fermentacidén aerdbica en presencia de
oxigeno para su reproduccién y crecimiento, pero también puede optar usar otra via
metabolica para fermentar las materias primas en condiciones anaerobicas en ausencia de
oxigeno y producir etanol. La fermentacién alcohdlica en ausencia de oxigeno, ocurre en el
citosol de la levadura. El indculo representa un porcentaje del volumen total del mosto de
fermentacion, por regla general es el 10% y es muy Util para determinar los valores iniciales
de biomasa. (Argote et al., 2015).

2.7. Uso de antibioticos

Las bacterias &cido lacticas como Leuconostoc y Lactobacillus, son los contaminantes mas
comunes de la fermentacion alcohdlica de la levadura e impactan negativamente durante el
proceso (gallo, 1989). La contaminacion bacteriana es el principal problema en la industria
del etanol, porque las bacterias compiten con la levadura por los azlcares y nutrientes,
produciendo &cidos organicos que pueden estresar o0 matar la levadura, asi como a los brotes
pudiendo causar pérdidas significativas en el rendimiento de la planta de etanol, o incluso

parar el proceso de fermentacion (Fadel et al., 2018).

Los antibidticos se han utilizado para controlar la contaminacidén bacteriana durante la

fermentacion en la produccion de etanol hace varios afios atras. (Fadel et al., 2018).
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Segun Koizumi (2005), las melazas de cafia se constituyen como el sustrato mas utilizado a
nivel mundial para la produccién de alcohol, pero es uno de los sustratos que por sus
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas representan el principal problema de

contaminacion por bacterias acido lacticas y factores que causan estres a la levadura.

Dado que la melaza de cafia de azUcar tiene un alto contenido de azlcares, actia como la
principal fuente de contaminacion, constituyéndose como un medio de cultivo para el
crecimiento de otros microorganismos como bacterias y levaduras salvajes; ademas, a nivel
de la fermentacidn alcohdlica, la limpieza deficiente de los equipos y materia residual que se
adhiere a las lineas y la recirculacion continua de levadura, favorecen la contaminacién
microbiana; después que las bacterias se vuelvan resistentes a los métodos de desinfeccion

en un sistema, seré dificil de eliminarlas y controlarlas (Gonzales, Sossa y Vanegas, 2009).

Afirma Muhammad et al., (2011) que la melaza tiene carga continua de contaminacion en las
destilerias. Las BAL (bacterias acido lacticas) son microorganismos que estan presentes en
las mieles de cafia utilizadas como sustratos de fermentacion para la produccion de etanol
pueden ser controladas en sistemas de fermentacidn por lotes con el uso de antibioticos
(Calderon, 2007). La Virginiamicina tiene ciertas ventajas sobre otros antibidticos tales como
alto nivel de resistencia a la temperatura y estabilidad a pH bajos; su accién inmediata es
evitar la reproduccion de las bacterias acido lacticas, siendo el acido lactico una sustancia
indeseable en la fermentacion alcoholica pues inhibe el metabolismo de los azlcares en las
levaduras. El uso de antibioticos en la produccion de etanol a escala industrial es una fuente
confiable para evitar pérdidas por contaminacion y debe hacerse con cuidado segun las
especificaciones (Ledesma 2013; Muhammad et al., 2011).

2.8. Produccidn de etanol a nivel industrial

El etanol es uno de los compuestos organicos mas antiguos que se conocen y es vital en la

fabricacion de muchos productos (Camara et al., 2024).

En PerQ, la produccion de etanol no estda muy desarrollada; por la falta de innovacion
tecnoldgica que supla las exigencias de la industria, generando la necesidad de estudiar
nuevas alternativas y métodos de produccion que permitan el maximo aprovechamiento de

los subproductos industriales como la melaza para producir etanol (Arellano et al., 2012).
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El etanol puede usarse como solvente y es particularmente Gtil para la extraccion de
productos medicinales de plantas, tejidos animales y como composicién en la fabricacion de
tonicos, jarabes, pinturas y antisépticos. Se utiliza en el procesamiento de vacunas y es
esencial en la fabricacion de productos farmacéuticos como antibiéticos (Camara et al.,
2024).

2.8.1. Grados Brix

El grado Brix de una solucion de sacarosa pura es el porcentaje en peso de la sacarosa
disuelta en ella, en la industria azucarera se considera como el porcentaje de materia

solida por peso, sea sacarosa 0 no, que contenga la solucién. (Peter Rein, 2012).

2.8.2. Nutrientes

Durante la fermentacion alcohodlica, la levadura metaboliza el nitrégeno y otros
nutrientes para apoyar el crecimiento y producir biomasa, asi como compuestos
volatiles. (Vilanova et al., 2007). La formacion de biomasa junto con macro y
micronutrientes, incluido el nitrégeno, parecen ser parametros esenciales involucrados
en el mecanismo de fermentacion lenta (Gobert et al., 2021). La proporcién de fuentes
de nitrégeno y carbono durante la fermentacion debe equilibrarse para garantizar una
buena actividad metabdlica de la levadura, asi como el rendimiento de biomasa (Gobert
et al, 2021; Varela et al., 2004). Los tiempos de fermentacién se reducen con la adicion

de nitrogeno, permitiendo una fermentacion mas rapida (Bach et al., 2011).

2.8.3. Azucares Fermentables

En este grupo encontramos a las hexosas, las cuales corresponden a la glucosa y la
fructuosa, maltosa, maltotriosa y sacarosa, caracterizados por su alto contenido de
carbohidratos (Rocha et al., 2005; Gonzalez, et al. 2015).

2.8.4. Paradmetros Fermentativos

2.8.4.1. pH: En gran parte las levaduras Saccharomyces cerevisiae toleran un
rango de pH entre 3y 10, pero se desarrollan mejor en un medio ligeramente acido
con un pH entre 4.5 a 6.5 (Suarez et al, 2016).
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2.8.4.2. Temperatura: La produccion de levadura Saccharomyces cerevisiae, asi
como la de etanol son reacciones exotérmicas, por lo que es necesario eliminar el
calor desprendido en el transcurso de la fermentacion y mantener la temperatura
cerca del valor 6ptimo (32 a 34 °C); de lo contrario la temperatura aumenta hasta
40 0 42 °C con sensibles pérdidas en el rendimiento. Se considera un indice
apropiado de liberacion de calor el de 287 Kcal L™ de etanol formado (Suarez et
al, 2016).

2.8.4.3. Presion osmotica: El estrés osmatico puede causar una disminucion en la
biomasa celular, también afecta, la velocidad de fermentacion, asi como la
viabilidad celular. La nutricion de la levadura Saccharomyces cerevisiae es un
proceso puramente osmotico, es importante evitar medios hipertonicos o

hipotdnicos (Suérez et al., 2016).

2.8.4.4. Consumo de azUcares: La melaza es convertida de forma directa en
hexosas, por accion enzimética (invertasa), sintetizada por la propia levadura

Saccharomyces cerevisiae durante el proceso (Arango y Pefia, 2009).

2.8.4.5. Produccion de biomasa: Basicamente depende del estado fisioldgico de
la levadura Saccharomyces cerevisiae en el cultivo, lo que puede deducirse en un

enfoque de equilibrio de flujo metabolico adecuado (Barrera et al. 2011).

2.8.5. Producto final

El etanol es producido a través de un proceso de fermentacion que pueden realizar varios

microorganismos tales como Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo mas util para la produccién de etanol
por la fermentacion alcohdlica de diversas materias primas ricas en azucares.
Saccharomyces cerevisiae, metaboliza el azucar fermentable en ausencia de oxigeno,
produce etanol y didxido de carbono. La siguiente ecuacién quimica resume la
conversion: CeH120s — 2 CH3CH20H + 2CO- (Zamora, 2009).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material de estudio

La melaza de cafia de azUcar, proveniente de un ingenio azucarero de la region Ancash, la
cual tiene una concentracion de solidos entre 82-85°Brix, fue diluida a una concentracion de
25°Brix para la elaboracion del mosto de fermentacion. Asi como también se utilizé levadura
comercial Saccharomyces cerevisiae cepa liofilizada (FERMEL) proveniente de Brasil, esta
se usa en La Planta de Destileria de un ingenio azucarero de la region Ancash, Perd, en la

produccion de etanol.

3.1.1. Poblacion

Un inoculo de [1 g/L] de concentracion de levadura comercial Saccharomyces
cerevisiae, en un volumen de 23 mL, el cual representa el 10% del volumen total de

fermentacion.

3.1.2. Muestra

La muestra consiste en microtubos de 2.0 mL de mosto tomados cada 6 horas, a lo largo
de todo el proceso de fermentacion, los cuales fueron objeto de los diferentes analisis
requeridos en el presente trabajo de investigacion, dichos analisis fueron: Determinacion
de viabilidad, brote y biomasa de levadura por microscopia con cdmara de Neubauer,
determinacion de los niveles de contaminacion por recuento total de bacterias acido
lacticas viables (BALV), determinacion de azUcares reductores totales (% ART) por el
método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), determinacion de sacarosa por el método
de polarimetria, determinacién de biomasa de S. cereviseae por densidad Optica mediante
espectrofotometria en NanoDrop, determinacion de porcentaje de etanol producido por

S. cereviseae por la técnica de cromatografia de gases.

3.2. Disefio Experimental

Se aplico un Disefio Factorial 22, con 2 factores (como variables independientes T°y pH) y
2 niveles por factor; nivel inferior y nivel superior (-1, +1), 0 sea 4 tratamientos por bloque,
con 2 réplicas, en total 12 corridas experimentales haciendo uso del software STATISTICA
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version 10 (Tabla 3). Se realizé un ensayo control, sin pretratamiento (ensayo estandar, tal

cual se hace en planta) solo para efectos de comparar eventualmente la produccion de etanol

en ambos casos.

3.3.

Tabla 3: Disefio Experimental Factorial 22 con 4 pretratamientos.

N° de Variable Natural Variable Codificada
Corridas gl €2 X1 (°C) X2 (pH)
1 60 4.2 -1 -1
2 80 4.2 1 -1
3 60 4.8 -1 1
4 80 4.8 1 1
5 60 4.2 -1 -1
6 80 4.2 1 -1
7 60 4.8 -1 1
8 80 4.8 1 1
9 60 4.2 -1 -1
10 80 4.2 1 -1
11 60 4.8 -1 1
12 80 4.8 1 1

3.2.1. Descripcion de la unidad experimental

El presente trabajo tuvo como unidad experimental a un matraz con capacidad para 250
mL, se us6 un volumen de 230 mL de mosto a base de melaza diluida a 25° Brix, sin
embargo, fueron 4 nuestros pretratamientos al inicio de la fermentacion con 4.2/60 °C,
4.2/80 °C, 4.8/60 °C y 4.8/80 de pH y temperatura respectivamente, segun el
pretratamiento, mas el control 4.5 de pH y posteriormente todos llevados a 32°C de

temperatura de fermentacién con agitacién a 150 RPM.

Procedimiento Experimental

3.3.1. Caracteristicas de la melaza como sub-producto

En este trabajo utilizamos melaza de cafia de azucar, la cual tiene una concentracion de
solidos entre 82-85°Brix y una concentracion de azlcares entre 50-54 %ART,

proveniente de un ingenio azucarero de Ancash, Perd.
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3.3.2. Activacion de la levadura y preparacion del inéculo

3.3.2.1. Pre-ensayo

Se realiz6 un pre-ensayo para determinar el tiempo de activacion de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, asi como también definir la concentracion de biomasa
del inéculo que seria utilizado para toda nuestra fermentacion y sus respectivas

réplicas.

Para un volumen de 40 mL, se peso 0.5 g de levadura liofilizada para rehidratarla
en 10 mL y calentarla por un tiempo aproximado de 15 minutos, el cual estara a
una concentracion de biomasa de 50 g/L, se calent6 en bafio maria los 10 mL a una
temperatura de 30-35°C por el tiempo establecido, paralelamente se pes6 2.35g de
melaza, para preparar un volumen total de 40 mL, alcanzando 5°Brix, la cual fue
diluida en 10 mL, luego se agreg6 a una probeta de 100 mL y se aford a 30 mL, ya
que con los 10 mL de la levadura rehidratada alcanzaremos el volumen final de 40
mL con una concentracion de 1 g/L del cual solo tomamos 23 mL a la hora de
inocular. Se Afiadié el nutriente sulfato de amonio el cual debe estar a una
concentracion de 0.3 g/L, para 40 mL corresponde 0.012g, ajustamos pH 4.5. Se

Inicio la fermentacion con agitacién de 150 rpm a 32°C.

Los resultados del pre-ensayo determinaron que el tiempo de activacion debe durar
4h, momento en el cual en consumo de sustrato es maximo segun resultados de las
pruebas del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), también conocida como técnica de
Miller (Miller, 1959) estando la levadura plenamente activa, lista para ser
inoculada en el mosto de fermentacion. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Las absorbancias resultantes de este pre-ensayo se encuentran en el ANEXO 1.

18



Tabla 4: Resultados de AzUcares residuales y °Brix del pre-ensayo para la

activacion y adaptacion de la levadura para inicio de fermentacion.

N° Horas AzUcares Residuales °Brix
(9/L)
0 28.39 5
4 9.32 2.7

3.3.2.2. Preparacion del inéculo

Habiendo establecido con nuestro pre ensayo los pardmetros y caracteristicas del
indculo, se procedid a replicarlo de forma similar para todos los tratamientos,

considerando su respectivo pH y temperatura, asi como sus réplicas (Figura 2).

Para un volumen de 40 mL, se pes6 0.5 g de levadura liofilizada para rehidratarla
en 10 mL y calentarla por un tiempo aproximado de 15 minutos, el cual estara a
una concentracién de biomasa de 50 g/L, se calentd en bafio maria los 10 mL a una
temperatura de 30-35°C por el tiempo establecido, paralelamente se peso la melaza
para preparar un volumen total de 40 mL y alcanzar 5 °Brix, se peso en este caso
2.4 g de melaza, la cual fue diluida en 10 mL, luego se agregd a una probeta de
100 mL y se aforé a 30 mL, ya que con los 10 mL de la levadura rehidratada se
alcanzaréa el volumen final de 40 mL con una concentracion de 1 g/L del cual solo
se tomd 23 mL a la hora de inocular, todo esto en 4 matraces de 110 mL. Se Afiadio
el nutriente sulfato de amonio el cual debe estar a una concentracion de 0.3 g/L,
para 40 mL corresponde 0.012 ¢, ajustamos pH para los respectivos
pretratamientos de los 4 matraces mencionados: 4.2, 4.2, 4.8, 4.8 de pH
respectivamente. Se Inicié la fermentacion con agitacion de 150 rpm a 32°C por
un tiempo de 4 h. Todo esto basados en los datos de temperatura, pH, °Brix, peso

en gramos y tiempo en horas que se obtuvieron gracias al pre ensayo.
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Figura 2: Procedimiento de preparacion del inoculo o “Medio de Activacion”. a. Melaza
a 85 °Brix, b. pesaje de la melaza, c. dilucion de la melaza d. pesaje de la levadura, e.
temperatura de activacion de la levadura, f. pesaje del sulfato de amonio, g.

homogenizado del indculo, h. indculos listos para la fermentacion.

3.3.3. Preparacion del mosto (estandar y con pretratamiento)

En este trabajo se ha realizado un pretratamiento al mosto antes de la fermentacion a
25°Brix con temperaturas de 60 y 80 °C, en sinergia con valores de pH 4.2 y 4.8
conjugados unos con otros respectivamente (disefio factorial) para reducir los riesgos de
contaminacion. También se prepard un mosto sin pretratamiento para usarlo a manera

de control y hacer las comparaciones correspondientes de rendimiento.
3.3.3.1. Mosto sin pretratamiento (estandar)

La preparacion del mosto estandar fue llevada a cabo realizando dilucién melaza-
agua hasta alcanzar 25° brix con ayuda de un refractémetro digital. Nuestra unidad
de fermentacion fue un matraz de 250 mL para el mosto sin pretratamiento

denominado “control”. Para preparar un volumen final de 230 mL, tomando en
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cuenta que le sera afiadido el indculo se pesé 67.6 g de melaza e inmediatamente
se diluy6 en 50 mL, se agregd a la probeta de 200 mL y se aforé a 207 mL,
posteriormente se afiadié el nutriente sulfato de amonio 0.069 g para lograr la
concentracion de 0.3 g/L, se homogenizo y se agrego el medio de activacion o
indculo 23 mL, con el cual se completd el volumen total de 230 mL, se agregd
0.000805 g del antibidtico effymol (3.5 ppm), la correccién del pH se hizo con
acido clorhidrico concentrado con un potenciometro digital hasta alcanzar un pH
4.5, se tomaron alicuotas de muestras en microtubos de 2.0 mL para determinar
valores iniciales de biomasa, azlcares reductores y °brix, los matraces se llevaron
a agitacion en shaker a 150 rpm, 32 °C por un tiempo de 48 h. Se tomaron muestras
cada 6 horas para determinar el porcentaje de etanol durante las 48 h de cultivo.
Todo este procedimiento se aplicé a todos los tratamientos y a la vez a sus

respectivas réplicas.
3.3.3.2. Mosto pretratado térmicamente y acidificado

La preparacion del mosto pre-tratado (Figura 3) fue llevada a cabo realizando
dilucion melaza-agua hasta alcanzar 25° brix con ayuda de un refractometro
digital. Nuestra unidad de fermentacion fue un matraz de 250 mL para los
diferentes tratamientos: pH 4.2 / 60°C; pH 4.2 / 80°C; pH 4.8 / 60°C y pH 4.8 /
80°C. Se prepard un volumen final de 230 mL, tomando en cuenta que le sera
afiadido el indculo, se pes6 67.6 g de melaza e inmediatamente se diluyé en 50
mL, se agregé a la probeta de 200 mL y se afor6 a 207 mL y luego se llevo a bafio
Maria y se le dio el pre-tratamiento de temperatura de 60 y 80°C segun estaba
establecido para cada uno de los cuatro pre-tratamientos, esperamos a que los 4
pre-tratamientos enfrien a la temperatura adecuada de fermentacion establecida 32
°C, posteriormente se afiadio el nutriente sulfato de amonio 0.069 g para lograr la
concentracion de 0.3 g/L, se homogenizo y se agrego el medio de activacion o
indculo 23 mL, con el cual se completo el volumen total de 230 mL, la correccion
del pH se hizo con &cido clorhidrico concentrado con un potenciémetro digital
hasta alcanzar el pH 4.2 y 4.8 de los 4 tratamientos segun lo establecido. Se

tomaron alicuotas de muestras en microtubos de 2.0 mL para determinar valores
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iniciales de biomasa, azUcares reductores y °brix, los matraces se llevaron a
agitacion en shaker a 150 rpm, 32 °C por un tiempo de 48 h. Se tomaron muestras
cada 6 horas para determinar el porcentaje de etanol durante las 48 h de cultivo.

Todo este procedimiento se aplico a todos los tratamientos y a la vez a sus

respectivas réplicas.

n) milwaukee
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o p__Jdi'n

Figura 3: Preparacion del “Mosto de Fermentacion”. a. pesaje de la melaza para

llegar a 25°Brix, b. dilucién y homogenizado, c. pesaje del sulfato de amonio, d.
pretratamiento en bafio maria a 60°C, e. ajuste de pH, f. lectura del °brix, g. en el
shaker con los parametros establecidos, h. tratamientos en plena fermentacion en

un momento de toma de muestra.

3.3.4. Andlisis durante la fermentacién

3.3.4.1. Determinacion de los niveles de contaminacion por medio del
Recuento Total de Bacterias Acido Lacticas Viables (BALV)

Las bacterias contaminantes que mas prevalecen son las acidolacticas, las cuales
estan presentes en la materia prima, asi como durante cada etapa del proceso
durante la elaboracion del alcohol, éstas al desarrollarse en pH 4.2-4.5 similares a
Saccharomyces cerevisiae, compiten con esta levadura por el mismo sustrato y

metabolizan los azucares produciendo otro tipo de metabolitos diferentes al etanol,
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entre ellos el acido lactico, por tal motivo es importante controlar el incremento de
la contaminacion bacteriana. La levadura estad sometida al estrés por presion
osmatica por accion de la propia enzima invertasa que se genera, esto implica que
exista una rapida disponibilidad de glucosa y fructosa para los contaminantes
bacterianos, el cual podria incrementar la reproduccion bacteriana (Cherubin,
2023).

3.3.4.2. Determinacion de viabilidad, brote y biomasa de la levadura por

microscopia

Se contabilizé la poblacion inicial de biomasa con camara de Neubauer, de la
misma manera se determind la poblacion final (Argote et al., 2015).

El conteo de células para la determinacion de viabilidad, brote y biomasa se realizo
por el método de conteo directo por medio de microscopia. Se determiné con
camara de Neubauer, haciendo uso de un microscopio a un aumento de 40 X,
previa tincién con azul de metileno al 0.5 % como lo hicieron Arellano et al., 2012,
de igual forma se realiza en el ingenio azucarero de la region Ancash, de donde
proviene nuestro objeto de estudio y se realizé segln su protocolo ya estandarizado

de la siguiente manera:

Definiciones

o Camara de Neubauer mejorada (Hemacitometro): Equipo de vidrio
oOptico especial de precision, utilizado para contar células u otras particulas
en suspension bajo el microscopio.

o Porcentaje de viabilidad: Relacidn entre células vivas y muertas, expresado
en porcentaje.

o Levaduras: Células de forma ovalada o redonda, inmoviles y de
dimensiones mayores a las bacterias.

o Brotes: Levaduras en proceso de reproduccion (gemacion).

o Bacilos: Son bacterias de forma de bastones, cortos, largos o en cadena,

contaminantes de productos en soluciones como mosto fermentado, pie de
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levadura, mosto de alimentacion. De gran importancia en procesos
fermentativos.

o Bacterias: Son microorganismos unicelulares contaminantes en productos
como alimentos y en procesos de elaboracion de ellos. En la industria
alcoholera son causantes de la inversion de la sacarosa/glucosa, acidez;
presente en la melaza, mosto de alimentacion y en el mosto fermentado.

o Colorante Azul de Metileno al 0.5 %: Colorante de naturaleza vegetal que
tiene la propiedad de tefiir a microorganismos muertos, diferenciandolos de
los vivos, pues estos no se tifien.

o Mosto fermentado: Llamado también vino levadurado, que es obtenido
como consecuencia de la fermentacion de las levaduras sobre los azucares

presentes en el mosto de melaza y/o miel.
Procesamiento de la muestra:

Se desinfecto el area de trabajo con alcohol al 70% y luego se prepararon las
diluciones de las muestras con agua destilada estéril. Solo se trabajé con una
dilucion (102).

Preparacion de diluciones

o Dilucion 10.- Para ello se debe tener tubos con 0.9 mL de agua estéril. Se
extrajo 0.1 mL de la muestra de mosto fermentado que se iba a analizar y se
colocé en un tubo que contenia 0.9 mL de agua estéril, se homogeneizd con
ayuda de una micropipeta de 1000 pL de arriba hacia abajo por cuatro veces

seguidas.

De la muestra obtenida con la dilucion deseada se tom6 0.1 mL y se colocé en un
vial estéril o llamada también camara de tincion, luego con la ayuda de la
micropipeta se coloco 50 pL de la solucion azul de metileno 0.5 %,
inmediatamente se cargé la cdmara de Neubauer y se llevd a observar al

microscopio con un aumento de 40X.
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Se realizaron 2 recuentos por cada muestra a analizar y en cada uno de ellos se
contd el nimero de levaduras vivas (no coloreadas), numero de levaduras muertas
(coloreadas), numero de gemas y la cantidad de contaminantes (bacilos

cortos/largos) en los 5 cuadrantes de la camara Neubauer, tal como se muestra en

la Figura 4.

?
n . *‘/’ n

Figura 4: Determinacion de biomasa, viabilidad, brote e infeccién por microscopia. a. Las
diluciones y todo el material e instrumentos necesarios para la tincion de levaduras con azul
de metileno por cdmara de Neubauer, b. Camara de Neubauer cargada, ¢. Microscopio 40X,

d. Muestra de levaduras en metabolismo.

Una vez finalizado el conteo se procedi6 a determinar biomasa, viabilidad, brote y

bacilos segun los siguientes criterios:
Célculo y Expresion de Resultados

Biomasa viva (Bx millones/mL):

N° Lev = NUmero promedio de levaduras vivas, el nimero total de levaduras vivas

se divide por el nUmero de recuentos realizados.

D = Inverso de dilucion empleada (usualmente es 100).
10* = Factor de conversion a cm3 (mL).

Bx mill/mL = N° Lev x 25 x 10*x D

= N° Lev x 2.50 (Si la dilucion es 10%)
= N° Lev x 25 (Si la dilucion es 107?)
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Se expresa en = N° de Levaduras x 108/ mL

Porcentaje de viabilidad de Levaduras (% Viabilidad):

Biomasa viva
% Viabilidad = - e -x 100

Biomasa viva + Biomasa muerta

Porcentaje de Brote (% Brote):

N© total brotes
%Brote = -----m-mmmmmm oo x 100

N© total levaduras vivas

Cantidad de Bacilos (Bacilos/mL):

En la Figura 5 se muestra una vista en microscopio a 40X donde se observan

microorganismos bacilares, los cuales se diferencian de las levaduras.
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Figura 5: Vista de infeccion por bacterias &cido lacticas bajo un microscopio éptico a 40X.
Si la dilucion es 1071
N° Bacilos/mL = N° bacilos contados x 190177.
3.3.4.3. Determinacion de biomasa de S. cereviseae

Se determind la concentracion de biomasa de la cinética por densidad Optica.
Obtenidas las absorbancias a 600 nm de la biomasa por densidad dptica mediante
espectrofotometria en el equipo NanoDrop, estos datos de cada punto de muestreo
fueron convertidos en unidades de g/L gracias a una curva de calibrado que se
elaboré previamente, las cuales van en concentraciones de 0.00, 0.25, 0.50, 0.75y
1.00 g/L de biomasa de levadura Saccharomyces cerevisiae, luego se elabor6 una
solucién blanco para usarla en el equipo NanoDrop, la cual tiene las mismas
caracteristicas del mosto, pero sin la levadura, a este blanco y a la muestra a
analizar se les aplicd una dilucion (1:100), generandose un factor de dilucion (x
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100). La absorbancia que se obtuvo por espectrofotometria en el equipo NanoDrop
se contrasto en la ecuacion resultante de la curva de calibrado (ANEXO 2) y el
resultado obtenido se expresd en concentracion de g/L. Esta muestra analizada
tiene su equivalente expresado en niimero de células X 107 resultante del conteo
por microscopia, entonces se extrapolo6 todos los valores de las diferentes muestras
obtenidos por microscopia con el valor en g/L encontrado gracias a la lectura en el
equipo NanoDrop. Solo asi pudimos transformar nimero de células X 107 en
biomasa en g/L de todos los tratamientos, sus respectivos puntos y sus réplicas a
lo largo de la fermentacion. Posteriormente estos datos fueron linealizados en una
escala logaritmica para determinar su velocidad especifica de crecimiento
(Madrigal et al., 2018).

3.3.4.4. Determinacion de los azlcares reductores (AR)

Se determinaron los azlcares reductores de todas las muestras tomadas en tiempo
“cero” o “inicial” y a lo largo del tiempo total de fermentacion (48 h), usando el
método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) o técnica de Miller (Miller, 1959)
(ANEXO 3).

3.3.4.5. Determinacion de etanol de S. cereviseae

Se determind la concentracion de etanol en las cinéticas mediante la técnica de
cromatografia de gases (ANEXQOS 4y 5).

3.3.4.6. Determinacion de sacarosa inicial y final

Se tomaron muestras iniciales y finales de los 4 tratamientos incluido el Control,
asi como también de sus respectivas réplicas. Se tomaron 200 mL de mosto tanto
inicial como fermentado final, se le realizé termo shock, primero se le calentd a
65°C por 10 minutos y luego al frio del hielo por 10 minutos, posteriormente se
centrifugd a 4500 rpm por 20 minutos. Se guardaron las muestras en
ultracongelacion -80 °C, para posteriormente ser trasladadas a las instalaciones del

ingenio azucarero de la region Ancash.
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Se usé 13 g de muestra (mosto fermentado) y se diluyé en 100 ml de agua
destilada, luego se agregd 4 g de acetato de plomo. Se mezclaron los tres
componentes y al final se filtro para poder cuantificar en el polarimetro.

3.3.5. Fermentacién (Pardmetros fermentativos)

En nuestra investigacion se ejecutd la fermentacion en 4 matraces Erlenmeyer de 250mL
con un volumen total de 230 mL de mosto cada uno, los cuales estaban a una
concentracion del nutriente sulfato de amonio de 0.3 g/L, a 25°Brix. El indculo fue el
10% del total o sea 23 mL. Durante las 48 horas se mantuvo en agitacion a 150 rpm a
una temperatura de 32°C. Se trabajé los tratamientos de la siguiente manera: T1= pH
4.2/60°C, T2=pH 4.2/80°C, T3=pH 4.8 /60°C y T4= pH 4.8/80°C, con sus respectivas
réplicas.

3.3.6. Anadlisis Estadistico

Se propone con los resultados un andlisis de disefio factorial 22 con superficie de
respuesta y analisis de varianza ANOVA en el software STATISTICA version 10.
Utilizar la metodologia de superficie de respuesta, permite estudiar una amplia cantidad

de cambios con las variables de manera 6ptima (Michel 2017).

IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Determinacion de los niveles de contaminacion por medio del Recuento Total de
Bacterias Acido L4cticas Viables (RTBALV)

Se determind la contaminacion de bacterias acido lacticas viables por medio de
microscopia, con camara de Neubauer. Haciendo uso de un microscopio a un aumento de

40 X, previa tincion con azul de metileno al 0.5 %.

Los resultados del RTBALYV para cada tratamiento y el control se encuentran en las Tablas
56,7,8y9.
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4.2. Determinacion de viabilidad, biomasa, brote e infeccion de la levadura por

microscopia

Tabla 5: Resultados de andlisis de viabilidad, biomasa, brote de la levadura y contaminacion

de bacterias acidos lacticas — Promedio de Tratamiento N°1 (4.2 pH y 60°C)

VIABILIDAD BIOMAG‘SA BROTE INFECC7ION
Horas (%) (x10 (%) (.x10
Levaduras/mL) Bacilos/mL)
0 87.0+54 30.3+0.6 1.3+1.6 05+0.3
6 91.6+4.1 42.7+15 52%35 0.7x0.6
18 96.5+1.1 105.0£54.1 11.5+85 0503
24 94.4+0.1 154.0 £ 39.1 6.1+5.3 05+£0.3
30 91.2+25 135.0+ 32.4 6.2+2.3 03+0.1
42 89.0+1.0 122.3 +34.6 53+19 02+0.1
48 78.4+3.0 93.7+24.8 35+09 02+0.1

Tabla 6: Resultados de andlisis de viabilidad, biomasa, brote de la levadura y contaminacion

de bacterias acidos lacticas — Promedio de Tratamiento N°2 (4.2 pH y 80°C)

VIABILIDAD BIOMASA BROTE INFECCION

Horas (%) (x10° (%) (x107
Levaduras/mL) Bacilos/mL)
0 86.4 + 3.8 21.7+£1.2 12+1.2 06+04
6 91.8+4.1 33.0+£20 46+1.3 05+04
18 954+1.0 95.3+45.6 13.1+84 0504
24 955+0.6 133.0+£30.3 3816 04+0.1
30 929+15 127.7 £29.5 51+38 04+0.1
42 85.1+14 103.3+11.6 48127 03+0.2
48 782111 89.3+23.0 40+£15 02+0.1
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Tabla 7: Resultados de analisis de viabilidad, biomasa, brote de la levadura y contaminacién

de bacterias acidos lacticas — Promedio de Tratamiento N°3 (4.8 pH y 60°C).

VIABILIDAD BIOMAE;SA BROTE INFECC7ION
Horas (%) (x10 (%) (_xlO
Levaduras/mL) Bacilos/mL)
0 91.0+1.8 33.3%5.1 1.1+1.38 05+£0.2
6 947+13 40.7+7.2 40+27 06+£04
18 95.7+14 130.3+0.6 16.0£3.0 04+£0.3
24 935+24 156.3+6.4 9.6+45 03+£0.1
30 93316 146.3+7.5 10.1+2.9 03+£0.2
42 87.5+5.6 138.0+7.8 9.0+1.7 02+0.1
48 81.0+5.5 118.3 + 10.7 9.8+28 0.2+£0.0

Tabla 8: Resultados de analisis de viabilidad, biomasa, brote de la levadura y contaminacién

de bacterias acidos lacticas — Promedio de Tratamiento N°4 (4.8 pH 'y 80°C).

VIABILIDAD BIOMAG‘SA BROTE INFECC7ION
Horas (%) (x10 (%) (_x10
Levaduras/mL) Bacilos/mL)
0 88.2+5.9 25.7+15 2.1+37 06+£04
6 949+05 37.7+£125 53+4.0 04+0.2
18 945+0.4 119.3+18.8 144+6.4 05+04
24 91.5+27 116.7 + 32.2 95+4.1 0.3+0.1
30 92.2+3.7 123.3+£29.3 83+2.6 03+0.2
42 89.8+1.1 115.0 £ 30.4 79+39 02+0.1
48 80.6 £ 3.7 92.0+£45.7 7.0+3.6 02+0.1
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Tabla 9: Resultados de analisis de viabilidad, biomasa, brote de la levadura y contaminacién

de bacterias acidos lacticas — Tratamiento control.

VIABILIDAD BIOMAG‘SA BROTE INFECCJON
Horas (%) (x10 (%) (_x10
Levaduras/mL) Bacilos/mL)
0 86.4 36.5 0.0 0.9
6 88.8 57.3 6.6 0.6
18 96.1 128.8 6.9 0.8
24 945 160.1 8.3 0.2
30 96.3 177.5 5.8 0.5
42 89.8 155.8 5.6 0.2
48 89.7 141.5 6.2 0.2

La viabilidad es afectada por diferentes tipos de estrés y su porcentaje comienza a disminuir
durante el tiempo que dura el proceso, afectando el rendimiento alcoholico. Ferrari y Teixeira
(2023), afirman que la baja viabilidad, brote y biomasa se ve afectada por factores externos
como altas temperaturas, dosis de antibiéticos, acido sulfarico, falla operativa, flujo de
alimentacion inadecuado, levaduras salvajes, contaminantes bacterianos y paradas largas de

planta.

En la Figura 6 se muestra un grafico de barras donde se observa simultaneamente la
comparacion del promedio de la viabilidad, biomasa, brote e infeccion de los 4 tratamientos
aplicados y el control después de las 48 horas de fermentacion. En esta figura, se puede
apreciar que los valores mas altos de viabilidad y biomasa se obtuvieron con el control,
ademas de que el mayor valor de brote se observo con el tratamiento 3 (4.8 pH y 60°C),

mientras que la infeccion fue igual para todos ensayos realizados.
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Viabilidad, biomasa, brote e infeccion de la levadura
después de 48 horas - Promedio de 3 réplicas
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Figura 6: Viabilidad, biomasa, brote e infeccion de la levadura después de 48 horas -

Promedio de 3 réplicas.

4.3. Evaluacion de la cinética del proceso

El estudio cinético de un bioproceso fermentativo, consiste en todo un complejo mecanismo,
el cual debe ser evaluado desde el enfoque metabolico de los microorganismos en cuestion,
[lamese en este caso levaduras. Estos estudios deben ser abordados mediante modelos
cinéticos que analicen el crecimiento de microorganismos, como por ejemplo la tan utilizada
ecuacion de Monod o la Ecuacion del modelo matematico Logistico. Pero, para aplicar estos
modelos requerimos una evaluacién del comportamiento de los microorganismos a medida
que avanza el proceso, asi como un estudio exhaustivo de la viabilidad celular y la

implementacién de las curvas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae (Acosta, 2012).

Los resultados se muestran en las Tablas 10, 11, 12, 13y 14y en las Figuras 7, 8,9, 10y
11.

33



Tabla 10: Cinética de fermentacion alcohdlica en 48 horas; concentracion de A. reductores,

biomasa y etanol — promedio Tratamiento N°1 (4.2 pH y 60°C).

TIEMPO A. Reductores (S) Biomasa(X) Etanol (P)

(h) g/L g/L g/L

0 66.6 £ 0.8 58+0.1 0.0£00
6 75.3+£5.6 8.2+0.3 7.3+£1.3
18 87.9+11.1 20.2+104 36.9+4.0
24 444 + 3.6 29675 54.8 £10.9
30 222+3.1 26.0+£6.2 721121
42 17.5+0.5 23.5+6.7 73.4+£1.7
48 166 £0.1 18.0+4.8 744+ 1.6

En este tratamiento el valor maximo de azUcares reductores (87.9 g/L) lo alcanza a las 18 h,
debido a la hidrdlisis de sacarosa, los valores maximos de biomasa (29.6 g/L) los alcanza a
las 24 h, mientras que el etanol va de valores 0 hasta alcanzar 74.4 g/L hacia el final de la
fermentacion, momento en el cual los azucares reductores caen a valores de 16.6 g/L

mostrando un comportamiento asintético.
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Figura 7: Comportamiento de la cinética de fermentacion alcohdlica en 48 horas —
promedio Tratamiento N°1 (4.2 pH y 60°C). (A) Cinética de crecimiento de biomasa,
de consumo de A. reductores y de produccion de etanol. (B) Cinética de crecimiento
de biomasa experimental y ajustada mediante el modelo logistico, con las constantes
K =0.17081 y XG) = 24.321 obtenidas al correr los valores experimentales de la
biomasa en el software Wolfram Mathematica 7 a lo largo de 48 horas, ademas de un
R?=0.799 (ANEXO 6).
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Tabla 11: Cinética de fermentacion alcohdlica en 48 horas; concentracion de A. reductores,

biomasa y etanol — promedio Tratamiento N°2 (4.2 pH y 80°C).

TIEMPO A. Reductores (S) Biomasa(X) Etanol (P)

(h) g/L g/L g/L

0 68.0+£0.8 42+0.2 0.0£00
6 76.5+6.1 6.3+0.4 6.8+1.1
18 93.6+115 18.3+8.8 348144
24 49.3+3.3 25.6+5.8 56.3+1.1
30 252+1.6 24.6 5.7 69.0+2.2
42 18.4+0.7 19.9+2.2 721121
48 170+ 1.2 172+4.4 729122

En este tratamiento el valor maximo de azUcares reductores (93.6 g/L) lo alcanza a las 18 h,
debido a la hidrdlisis de sacarosa los valores maximos de biomasa (25.6 g/L) los alcanza a
las 24 h, mientras que el etanol va de valores 0 hasta alcanzar 72.9 g/L hacia el final de la
fermentacion, momento en el cual los azlcares reductores caen a valores de 17.0 g/L

mostrando un comportamiento asintético.
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Figura 8: Comportamiento de la cinética de fermentacion alcohdlica en 48 horas -
promedio Tratamiento N°2 (4.2 pH y 80°C). (A) Cinética de crecimiento de biomasa,
de consumo de A. reductores y de produccion de etanol. (B) Cinética de crecimiento
de biomasa experimental y ajustada mediante el modelo logistico, con las constantes
K =0.189537 y XG) = 21.9057 obtenidas al correr los valores experimentales de la
biomasa en el software Wolfram Mathematica 7 a lo largo de 48 horas, ademas de un
R? = 0.848 (ANEXO 6).
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Tabla 12: Cinética de fermentacion alcohdlica en 48 horas; concentracion de A. reductores,

biomasa y etanol — promedio Tratamiento N°3 (4.8 pH y 60°C).

TIEMPO A. Reductores (S) Biomasa(X) Etanol (P)

(h) g/L g/L g/L

0 66.3+1.9 6.4+£1.0 0.0£0.0
6 814146 78+14 7.0+0.5
18 66.3 +£10.9 25.1+0.1 435+05
24 269145 30.1+1.2 61.0+£10.9
30 183x2.1 281+14 71.7+1.3
42 185+0.5 265+ 15 729+0.8
48 17.4+0.3 228121 741+1.1

En este tratamiento el valor maximo de azucares reductores (81.4 g/L) lo alcanza a las 6 h,
debido a la hidrdlisis de sacarosa, los valores maximos de biomasa (30.1 g/L) los alcanza a
las 24 h, mientras que el etanol va de valores O hasta alcanzar 74.1 g/L hacia el final de la
fermentacion, momento en el cual los azucares reductores caen a valores de 17.4 g/L

mostrando un comportamiento asintético.
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Figura 9: Comportamiento de la cinética de fermentacion alcoholica en 48 horas -
promedio Tratamiento N°3 (4.8 pH y 60°C). (A) Cinética de crecimiento de biomasa,
de consumo de A. reductores y de produccion de etanol. (B) Cinética de crecimiento
de biomasa experimental y ajustada mediante el modelo logistico, con las constantes
K =0.17906 y XG) = 27.3806 obtenidas al correr los valores experimentales de la
biomasa en el software Wolfram Mathematica 7 a lo largo de 48 horas, ademas de un
R? = 0.898 (ANEXO 6).
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Tabla 13: Cinética de fermentacién alcohdlica en 48 horas; concentracion de A. reductores,

biomasa y etanol — promedio Tratamiento N°4 (4.8 pH y 80°C).

TIEMPO A. Reductores (S) Biomasa (X) Etanol (P)

(h) g/L g/L g/L

0 67.7+2.7 49+0.3 0.0+0.0
6 79.0+6.3 72124 7.2+18
18 75983 229+36 404+1.1
24 345+3.0 22.4+6.2 58.0+85
30 19.8+4.8 23.7+£5.6 73.6+£0.6
42 184+1.1 22.1+59 75.3+138
48 143 +2.7 17.7+8.8 773+11

En este tratamiento el valor maximo de azucares reductores (79.0 g/L) lo alcanza a las 6 h,
debido a la hidrdlisis de sacarosa, los valores maximos de biomasa (23.7 g/L) los alcanza a
las 30 h, mientras que el etanol va de valores 0 hasta alcanzar 77.3 g/L hacia el final de la
fermentacion, momento en el cual los azucares reductores caen a valores de 14.3 g/L

mostrando un comportamiento asintético.
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Figura 10: Comportamiento de la cinética de fermentacion alcoholica en 48 horas -
promedio Tratamiento N°4 (4.8 pH y 80°C). (A) Cinética de crecimiento de biomasa,
de consumo de A. reductores y de produccion de etanol. (B) Cinética de crecimiento
de biomasa experimental y ajustada mediante el modelo logistico, con las constantes
K =0.193719 y XG) = 22.1566 obtenidas al correr los valores experimentales de la
biomasa en el software Wolfram Mathematica 7 a lo largo de 48 horas, ademas de un
R? = 0.891 (ANEXO 6).
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Tabla 14: Cinética de fermentacion alcohdlica en 48 horas; concentracion de A. reductores,

biomasa y etanol — Tratamiento control.

TIEMPO A. Reductores (S) Biomasa (X) Etanol (P)

(h) g/L g/L g/L
0 72.6 7.1 0.0
6 87.4 11.0 5.9
18 84.7 25.0 38.4
24 34.2 30.8 61.6
30 22.2 34.2 70.1
42 16.9 30.0 725
48 18.5 27.3 73.2

En este tratamiento el valor maximo de azucares reductores (87.4 g/L) lo alcanza a las 6 h,
debido a la hidrolisis de sacarosa, los valores de biomasa (34.2 g/L) lo alcanza a las 30 h,
mientras que el etanol va de valores O hasta alcanzar 73.2 g/L hacia el final de la
fermentacion, momento en el cual los azucares reductores caen a valores de 18.5 g/L

mostrando un comportamiento asintético.
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Figura 11: Comportamiento de la cinética de fermentacion alcoholica en 48 horas -
sin pretratamiento de pH y temperatura - Tratamiento control. (A) Cinética de
crecimiento de biomasa, de consumo de A. reductores y de produccién de etanol. (B)
Cinética de crecimiento de biomasa experimental y ajustada mediante el modelo
logistico, con las constantes K = 0.160718 y XG) = 30.8988 obtenidas al correr los
valores experimentales de la biomasa en el software Wolfram Mathematica 7 a lo largo
de 48 horas, ademas de un R? = 0.939 (ANEXO 6).
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A medida que el tiempo de fermentacion transcurre, la cantidad de biomasa aumenta, ya que
cuenta con las mejores condiciones del medio y la caida del °Brix puede evidenciarlo.
(Aguilar et al., 2015). Llegamos a la fase estacionaria al notar que ya no habia incremento de
la biomasa después de las 24 a 30 horas en promedio a lo largo de la fermentacion en todas
las réplicas y el control, similar comportamiento obtuvo Pérez, L. (2016) quién en el proceso

anaerobio llegd a la fase estacionaria a las 16 h de haber iniciado su proceso fermentativo.

Respecto al sustrato, Arshad et al. (2017) identificaron que la concentracion de azucares
reductores aument6 hasta alcanzar un pico maximo a las 25 horas del cultivo debido a la
hidrolisis de la sacarosa, para luego disminuir uniformemente hasta las 60 h, lo que significd
el final del bioproceso. Este comportamiento fue corroborado en la presente investigacion,
debido a que la levadura es capaz de hidrolizar la sacarosa en glucosa y fructosa, y luego

convertir selectivamente la glucosa en biomasa y etanol.

En lo que respecta a la produccion de etanol en todas las réplicas incluido el control
observamos que su produccion estuvo en funcion del consumo de sustrato, evidenciando un
comportamiento ideal que comenzo en valores cero y se fue incrementando a medida que se
desarrollaba la fermentacion, siempre fue de menos a mas hasta lograr comportamiento
asintotico. Entre los resultados de los tratamientos y el control, se identifico que la mayor
concentracion de etanol luego de 48 h de fermentacidn se consiguio con el T4 (Tabla 13),
con 77.3 £ 1.1 g/L, (en el ANEXO 5 se muestran los resultados del analisis cromatografico
después de 48 h. del T4 y el control sin promediar), mientras que la menor concentracion se
alcanzo6 con el T2 (Tabla 11), con 72.9 + 2.2 g/L, el cual fue un valor similar al obtenido por
Zohri et al. (2022), con 72.98 g/L después de 24 h. Asimismo, la presente investigacion tuvo
resultados superiores a lo reportado por Ortiz-Muiliz et al. (2010) que lograron 58.4 g/L de
etanol después de 36 h, Shafaghat et al. (2010) que obtuvieron 14.87 g/L de etanol después
de 12 h, Wiratno et al. (2014) que alcanzaron 36.85 g/L después de 72 h, Rasmey et al. (2018)
que lograron 67.47 g/L de etanol despues de 24 h y Kruasuwan et al. (2023) alcanzaron 66.5
g/L de etanol después de 72 h. Sin embargo, se obtuvo concentraciones menores de etanol en
comparacion con Arshad et al. (2017) obtuvieron 96.26 g/L después de 50 h, Pefia-Serna et
al. (2012) alcanzaron 119.74 g/L luego de 35 h, Wu et al. (2020) obtuvieron 114.71 g/L de
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etanol después de 24 h, Kaur y Kocher (2021) obtuvieron 92.09 g/L de etanol después de 24
h'y Wang et al. (2024) obtuvieron 111.65 g/L de etanol después de 60 h.

Los valores de la cinética respecto de la biomasa fueron contrastados con el modelo
matematico Logistico como lo corrobora Torres et al., (2012); quien en su estudio demostrd
que el modelo Logistico presenta un mejor ajuste con los datos experimentales de los ensayos
implementados. No obstante, en el presente estudio no se obtuvieron excelentes ajustes con
dicho modelo, tal como lo indican los valores de R? para cada tratamiento (Figuras 7, 8,9y
10), los cuales resultaron menores a 0.95; sin embargo, el mejor ajuste posible resulto ser el
del control (Figura 11), con un R? de 0.939, lo cual se considera un valor aceptable. A
diferencia de otras investigaciones donde se empled la melaza de cafia de azicar como fuente
de carbono y energia, el modelo logistico presenté un excelente ajuste a los datos
experimentales de biomasa, tales como los trabajos de Shafaghat et al. (2010) con un R? de
0.991, Dodi¢ et al. (2012) con un R? de 0.997 y Agu y Oduola (2021) con un R? de 0.974.

4.4. Determinacion de los azUcares reductores (%0AR)

En nuestros resultados se observo incrementos en la concentracion de azucares reductores a
lo largo de las primeras 6 a 18 horas de fermentacidn, en tanto que las enzimas de la levadura
fueron hidrolizando la sacarosa en glucosa y fructosa permitiendo que se incremente gradual
y progresivamente los niveles de glucosa, momento en el cual la levadura usa la glucosa que
se encuentra en el sustrato; comportamiento similar obtuvieron Fajardo y Sarmiento (2007).
Posteriormente a medida que pasaba las horas de fermentacién, la glucosa que resulté de la
hidrélisis de la sacarosa se fue consumiendo también al ser un azucar facilmente asimilable,

fue consumido casi en su totalidad por las levaduras (Trujillo 2013).

Una vez terminadas las fermentaciones del mosto de melaza diluida a 25°Brix se analiz6 los
azucares reductores residuales que aun estaban en el medio para la determinacién de la
cantidad de reductores que no fueron consumidos por S. cerevisiae, como lo hizo De La Vara
(2014) obteniendo resultados de 7.44 g/L.

Segun Calderén (2007) normalmente al usar melaza como sustrato para el mosto en un
sistema por lote los valores porcentuales de azucares reductores residuales estan por encima

del 2% (p/v) llegando incluso a 2.4% (p/v).
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Sin embargo, De La Vara et al. (2014) con levadura comercial FT-858 presentaron menos
valores porcentuales de azUcares reductores residuales consiguiendo metabolizar una mayor

cantidad de azUcares en sus dos variedades de melaza.

Con el uso de antibiético Virginiamicina 2.0 ppm (Muhammad et al., 2011) lograron

disminuir los aztcares reductores residuales a valores por debajo de 1.12% (p/v).

En nuestro mejor tratamientoT4, que fue el que dio mejores resultados en la disminucién de
azucares reductores residuales finales (12.12 g/L sin promediar) comparado con el control

(18.5 g/L.,) observamos una importante diferencia.

4.5. Determinacion del porcentaje de etanol (% v/v)

La produccion de etanol se encuentra asociada fundamentalmente con el consumo de
azucares reductores en especial glucosa por el microorganismo empleado como lo es la

levadura Saccharomyces cerevisiae (Argote et al., 2015).

La temperatura se mantuvo en valores cercanos a los 32 °C, sin embargo, notamos que se
incremento al transcurrir el tiempo de fermentacion al disminuir el oxigeno y aumentar la
produccion de dioxido de carbono, asi lo reportaron Argote et al. (2015), lo cual obedece a
que el metabolismo celular inicia la fermentacién cuando se manifiesta una atmosfera
oxidoreductora, en esta etapa se evidencid una mayor produccién de etanol en cada uno de

los tratamientos.

Aguilar (2014) obtuvo 10% de alcohol en melaza de Saccharum officinarum después de 96
horas de fermentacion. Sin embargo, Calderon, 2007 logré una produccion de alcohol
significativamente méas alta cuando utiliz6 melaza como sustrato y su maximo valor de

rendimiento fue de 42% con indculo tratado con virginiamicina 2.0 ppm.

Muhammad et al. (2011) encontraron que, a 2 ppm de antibiotico, el nivel méximo de alcohol
que se obtuvo coincidi6 con el potencial de la melaza utilizada y de manera 6ptima se obtuvo
8.5% de etanol a 2 ppm de concentracion de antibiético utilizado, sin embargo, en la presente
investigacion al usar antibiotico effymol 3.5 ppm en el tratamiento control se logro resultados
cercanos (7.3%), pero con el pretratamiento propuesto se alcanzo un valor mayor (7.8%) sin

la necesidad de utilizar antibiéticos. En el presente estudio el analisis de etanol producido se
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hizo efectivo a través de cuantificacion por cromatografia de gases tal como lo hizo Arango
y Pefia (2009). Los resultados de la cromatografia fueron mostrados por el equipo en
porcentaje (% Vv/v), sin embargo, para efectos del analisis de datos, estos fueron

transformados a unidades de concentracién en g/L.

4.6. Determinacion de sacarosa inicial y final

La determinacion de la sacarosa inicial y final se realizé mediante el método por polarimetria

(Figura 12) en el laboratorio de control calidad de un ingenio azucarero de la region Ancash.
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Figura 12: Determinacion de sacarosa por el método de polarimetria. a. Calentamiento del
mosto, b. mosto en el frio del hielo, c. pesado de muestras para equilibrio en la centrifuga, d.
muestras en la centrifuga, e. centrifuga en funcionamiento, f. filtrado de la dilucién, g. lectura

y resultado del valor de sacarosa.

La melaza no s6lo presenta azlcares reductores que facilmente son metabolizables por la
levadura, sino también la sacarosa el cual es un disacarido que aprovecha la levadura en
hidrolizarla para luego consumir los monosacéaridos. Durante la elaboracion de azucar, la
melaza empleada en esta investigacion presenta valores de sacarosa muy variables entre 32
—40%, para el proceso de elaboracién de alcohol es beneficioso tener una melaza con mayor
porcentaje de sacarosa, el cual se ve reflejado en el rendimiento. Los resultados de este
andlisis se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15: Resultados de anélisis de °Brix, % sacarosa y densidad del mosto inicial y mosto
atenuado después de 48 horas de fermentacion de todos los tratamientos (T1, T2, T3y T4)
de los 3 ensayos y de la muestra control.

Mosto °Brix Sacarosa  Densidad
Pretratado lectura (%) (g/L)
Mosto inicial 25.00 9.06 1.094
Final -1 T1 15.02 0.65 1.061
Final - 1 T2 15.10 0.65 1.062
Final -1 T3 15.03 0.57 1.061
Final - 1 T4 15.15 0.58 1.062
Final - 11 T1 15.15 0.62 1.062
Final - 11 T2 15.16 0.64 1.062
Final - 11 T3 14.22 0.54 1.058
Final - 11 T4 15.38 0.60 1.063
Final - 111 T1 14.90 0.70 1.061
Final - 111 T2 15.01 0.66 1.061
Final - 111 T3 15.05 0.56 1.062
Final - 111 T4 15.03 0.54 1.061
Final- Control 17.94 0.66 1.074

Por lo anterior, se podria afirmar que se lleva a cabo el proceso conocido como inversion de
la sacarosa; la presencia de esta enzima depende de las concentraciones de glucosa, de la
temperatura de 30+£1°C, donde se evidencia mayor actividad de la enzima invertasa (Ortiz et
al. 2008), que esta directamente relacionada con la actividad metabolica, debido a que la
enzima se encuentra cerca de la superficie de la célula y puede actuar mejor a estas
condiciones (Zech y Gorish, 1995).

4.7. Optimizacion estadistica de las variables de respuesta
4.7.1. Azucares Reductores Residuales

Los azUcares reductores al final de la fermentacion han sido considerados como variables
de respuesta ya que son el resultante de los pretratamientos planteados; asi lo

consideraron Miranda y Molina (2015), quienes obtuvieron valores finales de azlcares
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reductores muy similares a los valores que se obtuvieron en nuestras fermentaciones y
consideraron estos valores como variables de respuesta (valores promedios de las todas
las réplicas: T1=16.6 g/L T2=17 g/L, T3=17.4 g/L, T4=14.3 g/L y control=18.5 g/L.),
resultando el T4 el tratamiento que mostré valores minimos comparado con el resto de
tratamientos incluso con el control, sin embargo, no resulto significativo dado que los
resultados arrojados por el analisis de varianza ANOVA asi lo demostraron, como lo

veremos mas adelante en la Tabla 17.
Diagrama de Pareto:

Del diagrama de Pareto (Figura 13), se puede observar que para la variable de respuesta:
azucares reductores residuales ninguno de los efectos principales, llAmese temperatura
de pretratamiento y pH, ni en el caso de la interaccion tampoco fueron significativos,
dado que la linea roja que representa el valor critico, no corta ninguno de los factores ya
mencionados.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Az(cares Residuales g/L

2*%2-0) design; MS Residual=2.171633
DV: Azlcares Residuales g/l

1by2 | -2.05295
(1)T° PreTratamiento | -1.58281
(2)pH | -1.08916
' . . . . . s " s

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 13: Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para azlcares reductores

residuales.
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Efectos Estimados:

En la Tabla 16 se puede observar estimaciones de los efectos principales y de la
interaccion cuando evaluamos la variable: azlcares reductores residuales, también
muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de muestreo.
También encontramos informacién de la media del valor observado del factor principal
evaluado, asi como su error estandar y finalmente los intervalos de confianza al 95%

para la respuesta media.

Tabla 16: Efectos estimados para azucares reductores residuales.

Factor Effect  Std.Err. t(8) p -95.% +95.% Coeff.  Std. Err. -95.% +95.%
Cnf. Cnf. Coeff. Cnf. Limt. Cnf. Limt.
Limt. Limt.

Mean/Interc. 16.3167 0.42541 38.356 0.00000 15.3357 17.2977 16.3167 0.425405 15.33568  17.29765
(1)T° Pre Tto.  -1.34667 0.85081 -1.5828 0.152124 -3.30864 0.6153 -0.67333 0.425405 -1.65432  0.30765
(2)pH -0.92667 0.85081 -1.0892 0.307803 -2.88864 1.0353 -0.46333 0.425405 -1.44432  0.51765
lby?2 -1.74667 0.85081 -2.0530 0.074168 -3.70864 0.2153 -0.87333 0.425405 -1.85432  0.10765

Var: Azlcares Reductores g/L; R-sqr = 0.49705; Adj: 0.30844; MS Residual = 2.171633.
DV: Azucares Reductores g/L.

Analisis de Varianza (ANOVA):

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de azucares reductores residuales en piezas
separadas para cada uno de los efectos, entonces prueba la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.
En este caso 0O efectos tienen un valor-p menor que 0.05, indicando que son

significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El ANOVA para el modelo lineal de primer orden de la respuesta: azlcares reductores
residuales (Tabla 17) indicé que el efecto lineal de la temperatura de pretratamiento, del
pH, incluso la interaccién de los factores son términos no significativos (p>0.05). El
valor-p es mucho mayor para un nivel de significancia de 5%. En este caso, O efectos
tienen un valor p<0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un
nivel de confianza del 95.0%, por lo tanto, no hay indicacion de autocorrelacion serial
en los residuos (Suarez-Morales et al., 2021). El R? ajustado para este modelo fue de

0.30844 aproximadamente el 30.84% de la variable de respuesta, explicandose asi la no

50



significancia al mostrarse muy disminuido (Rebollar-Rebollar et al., 2018). Ademas,
dado que el R? y el R? ajustado son cifras que difieren drasticamente, se infiere que el
modelo de regresion tiene términos no significativos (Myers et al., 2016), lo cual se
evidencia por el valor-p mayor>0.05 de los términos lineales y la interaccion lineal de

las variables.

Tabla 17: ANOVA para azUcares reductores residuales.

Factor SS df MS F p
(1)T° Pretratamiento  5.44053 1 5.440533 2.505273 0.152124
(2)pH 257613 1 2576133 1.186265 0.307803
lby2 9.15254 1 9.152533 4.214585 0.074168
Error 17.37307 8 2.171633

Total SS 34.54227 11

Var: Azucares Reductores g/L; R-sqr = 0.49705; Adj: 0.30844; MS
Residual = 2.171633. DV: Azlcares Reductores g/L.

Coeficientes de Regresion:

Sostiene Montgomery (2004) que esta metodologia para evaluar los coeficientes de
regresion se basa en la generacion de estimaciones de las medias de los minimos
cuadrados de los factores. La Tabla 18 de los coeficientes de regresion para azlcares
reductores residuales nos muestra el error estandar de la media, de los efectos principales
y de la interaccion, pero principalmente nos muestra los valores de coeficientes que se
convertiran en la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacién del

modelo es la siguiente:

Azlcares Reductores = -63.7200 + 1.2427*T°Pretratamiento + 18.8333*pH - 0.2911*

T°Pretratamiento*pH

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades originales.
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Tabla 18: Coeficientes de regresion para azucares reductores.

Factor Regressn  Std.Err. t(8) p -95.% Cnf.  +95.%
Coeff. Limt. Cnf. Limt.
Mean/Interc. -63.72 4522118 -1.40907 0.196476 -168 40.56022
(1)T® Pretratamiento  1.2427 0.63952  1.94311  0.087923 -0.232 2.71741
(2)pH 18.8333 10.02689 1.87828  0.097162 -4.289 41.95539
lby2 -0.2911 0.1418 -2.05295 0.074168 -0.618 0.03588

Var: Azlcares Reductores g/L; R-sqr = 0.49705; Adj: 0.30844; MS Residual = 2.171633.
DV: Azlcares Reductores g/L.

Superficie de Respuesta Ajustada:

Afirma Montgomery (2004) que obtener una grafica del plano de los valores de “Y”
generadas por las multiples combinaciones de dos efectos principales, Ilamese X1y X2,

a esta grafica tridimensional se le denomina “grafica de superficie de respuesta”.

Con la finalidad de analizar los efectos principales y su interaccion en los resultados
evaluados en la variable de respuesta: azUcares reductores residuales, hemos
implementado la metodologia de superficie de respuesta, la cual se ha ilustrado en forma
de gréficos en 3D, como lo hizo Michel (2017) quien prob6 sus variables en forma

experimental y comprobé la eficacia de la optimizacién en el modelo.

En la Figura 14.A se presenta la gréfica de superficie de respuesta tridimensional del
rendimiento de este modelo en la variable de respuesta “azicares reductores residuales”,
sin embargo, ya que los efectos principales y su interaccion (temperatura de
pretratamiento y pH) han resultado no significativas como lo pudimos notar en el
diagrama de Pareto y el Analisis de varianza ANOVA, se puede afirmar que la grafica
no muestra relevancia estadistica. Puesto que el modelo es de primer orden (es decir que
contiene los efectos principales y la interaccién, al margen de ser significativo o no), la
superficie de respuesta ajustada no es un plano propiamente dicho (Myers et al., 2016).
Al examinar la grafica de contorno (Figura 14.B) se puede identificar que son lineas
onduladas y se logra observar que los azucares reductores residuales disminuyen cuando

la temperatura de pretratamiento se incrementa y el pH aumenta. Frecuentemente se usa
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una superficie ajustada como ésta para encontrar la direccion del mejoramiento potencial
de un proceso (Myers et al., 2016).

Fitted Surface; Variable: Az(cares Residuales g/L ( A)
2™(2-0) design; MS Residual=2.171633
DV: Az(cares Residuales g/l

~f SRRIIET SRIRLTEY

M =17
I <165
[]<155
B <145
M <135

Fitted Surface; Variable: Azlcares Residuales g/l (B)
2*%(2-0) design; MS Residual=2.171633
DV: Az(cares Residuales g/l

pH

-7
B <165
[]1=<=155
58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 Bl <145
T° PreTratamiento

I <135
Figura 14: Gréfico de superficie ajustada para azlcares reductores residuales. (A) Grafico

de superficie de respuesta. (B) Grafico de contorno.
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Respecto del resto de graficas para azlcares reductores residuales que arroja el analisis
completo del software utililizado y que se encuentran en el ANEXO 7, podemos acotar
que en la gréafica de probabilidad (Figura 25), el valor normal esperado para las
interacciones y para la temperatura de pretratamiento es negativo y para el pH es
ligeramente positivo, lo que se traduce en un R? de 0.49 y un R? ajustado de 0.31. En la
gréafica de probabilidad normal (Figura 26) se puede apreciar una ligera dispersion de
los valores contrastados entre el valor normal esperado y los residuales resultantes del
analisis del modelo matematico. En la grafica de valores observados vs predichos
(Figura 27) observamos una adecuacion entre los valores observados y los predichos y
logramos evidenciar una considerable dispersion de los valores respecto a los valores
predichos por el modelo. Estando en congruencia con el valor de R? reportado
anteriormente. Similar resultado obtuvo Michel (2017), quien logré considerables
dispersiones en su andlisis factorial entre sus valores observados y predichos al evaluar
grados Brix. En la gréfica de valores predichos vs residuales (Figura 28) se aprecia
que los valores minimos de azUcares reductores residuales predichos por el modelo dista
de varias unidades (respecto del valor cero del eje Y) con los valores residuales que
surgen como producto del analisis contrastados con los valores observados o
experimentales; sin embargo los valores maximos de azlcares reductores residuales
tienen poca diferencia con los valores residuales que surgieron como producto del
analisis contrastados con los valores observados o experimentales, es decir que a mayor
distancia del valor cero mayor es el residual y por consiguiente los valores observados
Vs los predichos son mas diferentes para un mismo punto. Aqui se logré observar que
los valores residuales que son las diferencias entre el valor observado y el valor ajustado
de la variable de respuesta: azlcares reductores residuales, dichos residuales que se
encuentran en el eje “Y” a su vez son contrastados con los valores predichos que han

sido ajustados al modelo, asi lo afirma Montgomery (2004).

4.7.2. Porcentaje de Etanol

Se obtuvieron valores promedio de las todas las réplicas: T1=74.4 g/L T2=72.9 g/L,
T3=74.1g/L, T4=77.3 g/L y control=73.2 g/L, resultando el T4 el mejor tratamiento, ya

gue mostrd valores maximos comparado con el resto de tratamientos incluso con el
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control, es por eso que resultd significativo dado que los resultados arrojados por el

analisis de varianza ANOVA asi lo demostraron, como lo veremos mas adelante.
Diagrama de Pareto:

Del diagrama de Pareto (Figura 15), se puede observar que para la variable de respuesta:
porcentaje de etanol, de los efectos principales, Ilamese temperatura de pretratamiento y
pH, solamente la interaccion fue significativa, dado que la linea roja que representa el
valor critico, corta los factores ya mencionados. Notese que es la interaccion de los
efectos principales la que tiene significancia estadistica, acorde a sus valores del

ANOVA como se muestra en la Tabla 20.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Etanol g/L
27(2-0) design; M3 Residual=2 413917
DV Etanol g/L

w2 2571487

(2)pH t D 292785

(1)T° PreTratamiento 9810297

p=-05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 15: Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para etanol.
Efectos Estimados:

En la Tabla 19 se puede observar estimaciones de los efectos principales y de la
interaccidn cuando se evalud la variable: porcentaje de etanol, también muestra el error
estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de muestreo. También se

encontré informacion de la media del valor observado del factor principal evaluado, asi
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como su error estandar y finalmente los intervalos de confianza al 95% para la respuesta

media.

Tabla 19: Efectos estimados para etanol.

Factor Effect Std.Err. t(8) p -95.% +95.% Coeff. Std. Err. -95.% +95.%
Cnf. Cnf. Coeff. Cnf. Cnf.
Limt. Limt. Limt. Limt.
Mean/Interc. 74.685  0.448508  166.5186 0.000000 73.65074  75.71926  74.685 0.448508 73.65074  75.71926
(1)T° Pretratamiento  0.88 0.897017 0.981 0.355311 -1.18852  2.94852 0.44 0.448508 -0.59426  1.47426
(2)pH 2.05667 0.897017 2.2928 0.051042 -0.01186  4.12519 1.02833 0.448508 -0.00593  2.0626
lby2 2.30667 0.897017  2.5715 0.033051 0.23814 4.37519 1.15333 0.448508 0.11907 2.1876

Var: Etanol g/L; R-sqr = 0.61597; Adj: 0.47196; MS Residual = 2.413917. DV: Etanol g/L.
Andlisis de Varianza (ANOVA):

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de porcentaje de etanol en piezas separadas
para cada uno de los efectos, entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso
1 efecto tiene un valor-p menor que 0.05, indicando que son significativamente

diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El ANOVA para el modelo lineal de primer orden de la respuesta: porcentaje de etanol
(Tabla 20) indic6 que el efecto lineal de la interaccion de los efectos principales, es decir
temperatura de pretratamiento y pH, son significativos (p<0.05), el valor-p es menor
para un nivel de significancia de 5%, mas no la temperatura de pretratamiento ni el pH.
En este caso, 1 efecto tiene un valor p<0.05, indicando que es significativamente
diferente de cero con un nivel de confianza del 95.0%, por lo tanto, si hay indicacion de
autocorrelacion serial en los residuos (Suarez-Morales et al., 2021). El R? ajustado para
este modelo fue de 0. 47196 aproximadamente el 47.20% de la variable de respuesta,
explicandose asi una minima significancia al mostrarse muy disminuido (Rebollar-
Rebollar et al., 2018). Ademas, dado que el R? y el R? ajustado son cifras que difieren
considerablemente, se infiere que el modelo de regresidn tiene términos no significativos
(Myers et al., 2016), lo cual se evidencia por el valor-p>0.05 de los términos lineales

tambien Ilamados efectos principales.
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Tabla 20: ANOVA para etanol.

Factor SS df MS F p
(1)T® Pretratamiento 2.3232 1 2.3232 0.962419 0.355311
(2)pH 12.68963 1 12.68963 5.256865 0.051042
lby2 15.96213 1 1596213 6.612545 0.033051
Error 19.31133 8 2.41392

Total SS 50.2863 11

Var: Etanol g/L; R-sqr = 0.61597; Adj: 0.47196; MS Residual = 2.413917. DV:

Etanol g/L.

Coeficientes de Regresion:

Sostiene Montgomery (2004) que esta metodologia para evaluar los coeficientes de
regresion se basa en la generacion estimaciones de las medias de los minimos cuadrados
de los factores. La Tabla 21 de los coeficientes de regresion para porcentaje de etanol
nos muestra el error estandar de la media, de los efectos principales y de la interaccion,
pero principalmente nos muestra los valores de coeficientes que se convertiran en la

ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacién del modelo es la

siguiente:

Porcentaje de Etanol = 177.2800 - 1.6860*T°Pretratamiento - 23.4833*pH + 0.3844*

T°Pretratamiento*pH

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades originales.

Tabla 21: Coeficientes de regresion para etanol.

Factor Regressn Std.Err. t(8) p -95.% +95.%
Coeff. Cnf. Limt. Cnf. Limt.
Mean/Interc. 177.28 47.67709 3.71835 0.005885 67.3364  287.2236
(1)T° Pretratamiento -1.686  0.67426 -2.50053 0.036911 -3.2408 -0.1312
(2)pH -23.4833 10.57144 -2.22139 0.057058 -47.8611  0.8945
lby?2 0.3844  0.1495 2.57149 0.033051  0.0397 0.7292

Var: Etanol g/L; R-sqr = 0.61597; Adj: 0.47196; MS Residual = 2.413917. DV: Etanol

g/L.
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Superficie de Respuesta Ajustada:

Afirma Montgomery (2004) que obtener una grafica del plano de los valores de “Y”
generadas por las multiples combinaciones de dos efectos principales, llamese X1y X2,

a esta grafica tridimensional se le denomina “grafica de superficie de respuesta”

Con la finalidad de analizar los efectos principales y su interaccion en los resultados de
la evaluacion de la variable de respuesta: porcentaje de etanol, se implemento la
metodologia de superficie de respuesta, en la cual se ha ilustrado en forma de graficos
en 3D, como lo hizo Michel (2017) quien probo sus variables en forma experimental y

comprobo la eficacia de la optimizacion en el modelo.

En la Figura 16.A se presenta la gréfica de superficie de respuesta tridimensional del
rendimiento de este modelo en la variable de respuesta “porcentaje de etanol”, sin
embargo, ya que solo la interaccion (temperatura de pretratamiento y pH) han resultado
significativas como lo pudimos evidenciar en el diagrama de Pareto y el Analisis de
varianza ANOVA, se puede afirmar que la grafica muestra relevancia estadistica. Puesto
que el modelo es de primer orden (es decir que contiene los efectos principales y la
interaccion, al margen de ser significativo o no), la superficie de respuesta ajustada no
es un plano propiamente dicho, asi lo sostiene Montgomery (2004) quien observo que el
efecto significativo de la interaccion provoca el “torcimiento del plano, este torcimiento
de la superficie de respuesta produce lineas de contorno curvas para las repuestas
constantes en el plano X1,X2, por lo tanto una interaccion es una forma de curvatura en
el modelo de superficie de respuesta fundamental del experimento; demostrandose asi
que el anadlisis de superficie de respuesta nos ratifica como mejor tratamiento al

tratamiento T4.

Al examinar la grafica de contorno (Figura 16.B) se puede observar que son lineas
onduladas o curvas y se logra observar que el porcentaje de etanol aumenta cuando la
temperatura de pretratamiento aumenta y el pH también aumenta. Frecuentemente se usa
una superficie ajustada como ésta para encontrar la direccion del mejoramiento potencial

de un proceso (Myers et al., 2016).
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Fitted Surface; Variable: Etanol g/L
2™2-0) design; MS Residual=2 413917 (A)
DV: Etanol g/L

Y PR

M -73
M -73
77
<76
[ 1=<75
<74
<73
<72

Fitted Surface; Variable: Etanol g/L (B)
2™(2-0) design; MS Residual=2 413917
DV: Etanol g/L

B -73
-7
M -77
<76
[1=75
. <74

58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 =73

T° PreTratamiento <72

Figura 16: Gréfico de superficie ajustada para etanol. (A) Grafico de superficie de
respuesta. (B) Grafico de contorno.
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Respecto del resto de gréaficas para etanol que arroja el analisis completo del software
utililizado y que se encuentran en el ANEXO 8, podemos acotar que en la grafica de
probabilidad (Figura 29), el valor normal esperado para el pH y las interacciones es
positivo y para la temperatura de pretratamiento es ligeramente negativo, lo que se
traduce en un R? de 0.62 y un R? ajustado de 0.52. En la grafica de probabilidad normal
(Figura 30) se puede apreciar una minima dispersion de los valores contrastados entre
el valor normal esperado y los residuales resultantes del anélisis del modelo matematico.
En la grafica de valores observados vs predichos (Figura 31) observamos una
adecuacion entre los valores observados y los predichos y logramos evidenciar una ligera
dispersion de los valores respecto a los valores predichos por el modelo. Estando en
congruencia con el valor de R? reportado anteriormente. Similar resultado obtuvo Michel
(2017), quien logro considerables dispersiones en su analisis factorial entre sus valores
observados y predichos. En la gréfica de valores predichos vs residuales (Figura 32)
se aprecia que la mayoria de los valores de etanol predichos por el modelo dista de pocas
unidades (respecto del valor cero del eje Y) con los valores residuales que surgen como
producto del andlisis contrastados con los valores observados o experimentales; pero
también se evidencia que a mayor distancia del valor cero, mayor es el residual y por
consiguiente los valores observados Vs los predichos son mas diferentes para un mismo
punto. Aqui se logro observar que los valores residuales que son las diferencias entre el
valor observado y el valor ajustado de la variable de respuesta: porcentaje de etanol,
dichos residuales que se encuentran en el eje “Y” a su vez son contrastados con los

valores predichos que han sido ajustados al modelo, asi lo afirma Montgomery (2004).

Afirman Colque et al. (2023) que mediante los parametros cinéticos y los modelos
matematicos de estimacidn es posible predecir y determinar las 6ptimas condiciones para
el desarrollo de los microorganismos y sacar provecho de todas sus variadas
aplicaciones, es por eso que en nuestro trabajo de investigacion se ha evaluado nuestros
resultados de las variables de respuesta con el software Statistica version 10, obteniendo
resultados de diagrama de Pareto, efectos estimados, ANOVA, coeficientes de regresion,
residuales, predichos, observados y superficie de respuesta.
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4.8. Determinacion de Parametros Cinéticos: Yx/s, Yp/s, Qp y uMax.

Una eficiente herramienta para analizar la cinética de los bioprocesos, para el disefio de
biorreactores y en general para disefiar y evaluar los bioprocesos estd constituido por el
modelamiento de la conducta de microorganismos en un sistema de biorreaccion. La
capacidad de predecir eventos, que se basan en la utilizacion de modelos matematicos, se ha
convirtiendo velozmente en un relevante componente de la metodologia cientifica la cual
permite observar el desenvolvimiento de un fenémeno bajo variados enfoques y modalidades

de experimentacion (Pérez 2016).

4.8.1. Determinacién Yx/s: Coeficiente de rendimiento global de formacidn celular de

biomasa por consumo de sustrato.

4.8.2. Determinacién Yp/s: Coeficiente de rendimiento global de formacion de

producto por consumo de sustrato.

4.8.3. Determinacién Qp: Productividad volumétrica de etanol, que mide la cantidad

de etanol formado en la unidad de volumen de cultivo en funcién del tiempo.

4.8.4. Miu Max (LMax): Tasa especifica de crecimiento maximo celular.

Tabla 22: Determinacioén de Yx/s, Yp/s, Qp y uMax. promedio de 3 réplicas.

Y x/s Y p/s ap
. -1
TRATAMIENTOS (g blolmasa/ (g etfinoll (g etanol/L.h) MMax (h™)
g azucar) g azucar)

T1(4.2pH-60°C) 0.086+0.034 0.523+0.014 1.550+0.033 0.0722 +0.0046
T2 (4.2pH-80°C) 0.091+0.033 0.510+£0.022 1.520+0.045 0.0754+0.0117
T3 (4.8pH-60°C) 0.116+0.011 0.525+0.015 1.544+0.022 0.0834 +0.0045
T4 (4.8pH-80°C) 0.089+0.064 0.531+0.011 1.611+0.024 0.0869 + 0.0042

Control 0.138 0.501 1.526 0.0697
1mol C4H,,05; 2molCH;CH,0H 46.02g — g Etanol
%k £ — % —
180g 1mol C4H,,0;, 1mol CH,CH,0H g Glucosa

Figura 17: Ecuacion de Rendimiento teorico de etanol en la fermentacion
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Los resultados obtenidos después de realizar los ensayos con sus 2 réplicas para los cuatro
tratamientos incluido el control se muestra en la Tabla 22 (valores promedio por cada
namero de ensayo I, I1'y Il). Como se puede observar, respecto a la formacion celular por
consumo de sustrato, el T3 resulto con mejor rendimiento en 0.116 g/g a comparacion del
T1, T2'Y T4, sin embargo, esto indicaria que en el T3 se consumié en gran parte el sustrato
para beneficio de la reproduccién de células de levadura, mas no para la produccion de etanol,
porque los resultados de rendimiento de producto por consumo de sustrato y la productividad
no fueron valores significativos para este tratamiento. Los resultados indican que el T4, es el
mejor tratamiento que beneficiaria el proceso de fermentacion cuyo rendimiento en
formacion del producto por consumo de sustrato es 0.531 g/g, ligeramente mayor que el
rendimiento tedrico (Figura 17) segun la ecuacion que propone Michel (2017), y
productividad de 1.611 g/L.h. El tratamiento que resulté menos beneficiado en comparacion
de los demas es el T2, con Y p/s de 0.510 g/g y productividad de 1.520 g/L.h. Sin embargo,
el tratamiento Control obtuvo valor de Y p/s de 0.501 g/g, ligeramente mas bajo que el valor

de rendimiento tedrico.

Ortiz-Muiiiz et al. (2010) evaluaron la cinética de la fermentacion con la cepa de levadura
Saccharomyces cerevisiae ITV-01, en un sistema por lotes a diferentes concentraciones de
glucosa, pH y temperatura del sistema para determinar las condiciones éptimas de la
fermentacion, indicando que los parametros 6ptimos para la produccion de etanol es de 3.5
pH, 30 °C y concentracion inicial de glucosa 150 g L; obteniéndose una productividad de
etanol de 1.8 g L't h'l y un rendimiento de etanol de 0.41 g g*.

También, en contraste con estudios semejantes, el pMax de 0.0869 + 0.0042 h* obtenido con
el T4 fue mayor que los reportados por Pefia-Serna et al. (2012) con 0.044 ht, Agu y Oduola
(2021) con 0.0422 h™. Caso contrario se observd en comparacion con las investigaciones de
Shafagat et al. (2010) con 0.74 h*t, Arshad et al. (2017) con 0.38 h*%, Varilla (2018) con 0.319
h™y Garcia y Contreras (2019) con 0.165 h'.

A su vez, el rendimiento Yp/s de 0.531 + 0.011 g/g del T4 resultd superior que los reportados
por Ortiz-Mufiz (2010) con 0.408 g/g, Varilla (2018) con 0.459 g/g y Kruasuwan et al.
(2023) con 0.51 g/g, pero inferior que el obtenido por Pefia-Serna (2012) con 0.75 g/g.
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Asimismo, el Qp resultado de aplicar el T4 fue de 1.611 + 0.024 g/L.h, el cual se identifico
como ligeramente inferior que los obtenidos por Ortiz-Mufiiz (2010) con 1.84 g/L.h, Rasmey
et al. (2018) con 1.78 g/L.h, Varilla (2018) con 1.861 g/L.h y Wang (2024) con 1.86 g/L.h,
sin embargo, representdé mas de la mitad que el reportado por Pefia-Serna (2012) con 3.42
g/L.h.

Por ultimo, respecto al Yx/s, se identificé que el mejor valor se obtuvo con el T3, con 0.116
+0.011 g/g, mientras que el control present6 un valor mayor, con 0.138 g/g. Estos resultados
fueron superiores que los obtenidos por Pefia-Serna (2012) con 0.022 g/g y Varilla (2018)
con 0.084 g/g, pero menor al determinado por Agu y Oduola (2021) con 0.183 g/g. Sin
embargo, este valor no reflejo ser un parametro relacionado a la produccién de etanol por S.
cereviseae, dado que los mejores resultados de Yp/s y Qp se obtuvieron con el T4, a pesar de
tener un Yx/s menor que el T3, con 0.089 + 0.064 g/g.

4.9. Evaluacion econémica del costo-beneficio al implementar el pretratamiento con

los costos de instalacién inherentes, alterno al uso de antibiéticos.

Se realizé la evaluacion econémica considerando un afio de produccion (ver ANEXO 9),
donde se propone el uso de consumo del vapor de escape y el aprovechamiento de la vinaza
para la transferencia de calor, ambos permitiran llevar a cabo el proceso de pretratamiento
del mosto a alta temperatura, también es necesario intercambiadores de calor para realizar la
transferencia de calor de liquido frio a caliente y viceversa, bombas de mosto, interconexion
de lineas y materiales 0 equipos de instrumentacidn. Obras civiles entre otros servicios

también son necesarios para la ejecucion del proyecto.

Para un tratamiento convencional sin pretratamiento y haciendo uso de antibi6ticos en el cual
se obtiene un 7.4% v/v en el mosto, segun valores del mercado se tiene un precio de venta
del alcohol etilico rectificado de S/2.54 por litro de alcohol y el alcohol etilico neutro en
S/3.25 por litro de alcohol sin %IGV, el costo de produccién promedio en S/ 2.79y S/ 2.82
para ambos tipos de alcohol respectivamente.

Para el proyecto de pretratamiento del mosto segun nuestros resultados experimentales a
nivel laboratorio se obtiene un valor de 7.7% v/v, con esta concentracion de alcohol en el

mosto se tendria los siguientes costos de produccion para el alcohol etilico rectificado S/ 2.53
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y alcohol etilico neutro S/ 2.60, se considerara el mismo precio de venta para ambos

tratamientos.

Como resultado final se calculé el VAN (Valor actual neto) y el TIR (Tasa interna de
retorno), se considera un coste de oportunidad del 14% para el célculo. Se obtuvo VAN
($188,087) y TIR (35%), siendo este ultimo mayor que el coste de oportunidad,
concluyéndose que el proyecto es rentable para ejecutar, con un periodo de retorno de la
inversion en 2.7 afios (ver ANEXO 10).

4.9.1. Analisis de varianza ANOVA de los Rendimientos Yx/s, Yp/s; Qp y uMax

(como factores) de los 4 tratamientos, sus réplicas y el control.

Se implementd un andlisis de varianza ANOVA (haciendo uso del programa SPSS V23)
en forma independiente a cada uno de los factores: Yx/s, Yp/s, Qp y uMax de todos los
tratamientos y sus respectivas réplicas mas el control, de los cuales extrajimos el valor p
o significancia al 5% con un nivel de confianza del 95%. Podemos evidenciar que tanto
el rendimiento de biomasa en funcién del sustrato Yx/s y el rendimiento del producto en
funcién del sustrato Yp/s no son estadisticamente significativos ya que muestra valores
por encima del valor p al 5% (p>0.05), sin embargo en lo que concierne a la
productividad volumétrica QP y la tasa especifica de crecimiento maximo celular pMax
observamos que son estadisticamente significativos, el valor p es menor (p<0.05) para
un nivel de significancia del 5% con un nivel de confianza del 95%, como se muestra en
la Tabla 23. En el ANEXO 11 se muestra el ANOVA con mayor detalle.

Se esperaba que los pretratamientos, las réplicas y el control evaluados en los cuatro
factores ya mencionados, uno de ellos resulte estadisticamente significativo respecto del
control en lo que concierne estrictamente a la produccion de etanol, pero los datos no lo
permiten, por lo tanto evidenciamos que no hay diferencias significativas; no obstante
con el analisis econdmico “costo-beneficio” se demostré que este pequeilo margen de
diferencia a favor del mejor tratamiento “T4” con respecto al “control” que representa a
una fermentacion convencional, si resulta redituable a mayor escala en términos
financieros a mediano plazo, considerando aun los costes inherentes que este nuevo

sistema demanda.
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Tabla 23: ANOVA de Yx/s, Yp/s, Qp y puMax, tabla resumen de los 4 tratamientos, sus

respectivas réplicas y el control.

Factor SS df MS F P
Rendimiento Yx/s g/L 0.006 4 0.002 1.179 0.377
Rendimiento Yp/s g/L 0.002 4 0.000 2.139 0. 150
Prod.Vol. QP g/Lh 0.016 4 0.004 4.577 0.023
MiuMax pMax h? 0.001 4 0.000 4.135 0.031
Total SS 0.025 16

Analisis de Varianza: nivel de significancia al 5% con un nivel de confianza de 95%

V. CONCLUSIONES

>

De todos los tratamientos propuestos y evaluados en esta investigacion, el pre-
tratamiento que nos dio valores de mayor rendimiento en formacién del producto
por consumo de sustrato y productividad es el Tratamiento 4 (T4: pH 4.8 / 80°C),
considerandose el mejor tratamiento en porcentaje de etanol.

Se comprob6 que en fermentaciones con pre tratamiento obtenemos mejores
resultados en comparacién a una fermentacion convencional considerada
“control” en nuestra investigacion tal cual se implementa en el ingenio azucarero
de la region Ancash.

Se determind que al evaluar los 4 tratamientos mas el control, fue el tratamiento
3 (T3) el que present6 el mayor valor de rendimiento de biomasa en funcién del
consumo de sustrato (Yx/s); sin embargo, el tratamiento 4 (T4) se destacd por
presentar los valores mas elevados de rendimiento de formacion de producto por
consumo de sustrato (Yp/s), productividad volumétrica de etanol (Qp) y tasa
especifica maxima de crecimiento celular (uMax).

Los resultados del disefio factorial determinaron que la variable de respuesta
“azhcares reductores residuales” no fue influenciada de forma estadisticamente
significativa por el pretratamiento de pH y temperatura. Sin embargo,

determinaron que la variable de respuesta “porcentaje de etanol” fue influenciada
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VI.

de manera estadisticamente significativa por la interaccion entre la temperatura

de pre tratamiento y el pH.

RECOMENDACIONES

>

Se recomienda trabajar con todas las medidas de esterilizacion de materiales y
desinfeccion del area de trabajo.

Se recomienda implementar un sistema de filtrado eficiente del mosto fermentado
en base a melaza a la hora de determinar el porcentaje de etanol por cromatografia
de gases.

Se recomienda implementar un nuevo sistema de fermentacidn usando de manera
experimental la ecuacion o modelo matematico arrojado por los coeficientes de
regresion con los valores de las variables del mejor tratamiento (T4) y asi
optimizar los resultados tanto en laboratorio como desde el enfoque econémico
“costo-beneficio” con resultados redituables.

Se recomienda examinar otros niveles de temperatura de pretratamiento,
manteniendo fijo el nivel de pH que fue casi significativo, para evaluar mejor la
interaccion que en nuestro experimento fue significativa.

Se recomienda elegir la mejor cepa de Saccharomyces cerevisiae, acorde a los
resultados obtenidos en esta investigacion para optimizar la disminucion de los
azucares reductores residuales y aumentar el rendimiento y productividad del
etanol.

Se recomienda implementar disefio compuesto rotable con puntos centrales para
optimizar los resultados estadisticos.

Se recomienda evaluar la influencia de otros microorganismos que compiten con

Saccharomyces cerevisiae por los mismos azucares.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: Absorbancias de azucares reductores del In6culo o Medio de Activacion por

pruebas del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

T 0.000
0.919
0

0.8

Figura 18: Absorbancias del Medio de Activacidn, inicial y final a 4 horas.

ANEXO 2: Curva de calibrado de biomasa

Fue necesario construir una curva de calibrado para determinar biomasa por densidad éptica
(DO), para asi poder tener puntos de referencia y convertir los valores expresados de numero
de células de biomasa X 107 a gramos por litro (g/L).

Se prepar6 una solucion madre consistente en 10 mL de agua destilada y 0.01g de levadura
comercial FERMEL, con lo cual llegamos a una concentracion de 1 g/L, dicha solucion

madre se utilizé para la elaboracion de una curva de calibrado (Tabla 24).
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Tabla 24: Concentracion de solucién madre para curva de calibrado de biomasa

N° S?AL:S:FIQCE)N AGUA CONCENTRACION (NanC;DDI’Op
TUBO mL DESTILADA g/L . 600 nm)
0 1.00 0.00 1.00 2.55
1 0.75 0.25 0.75 1.73
2 0.50 0.50 0.50 1.20
3 0.25 0.75 0.25 0.88
4 0.00 1.00 0.00 0.00

Densidad Optica (OD)
3
25 i
= 2
2 o
58]
215
o)
a8 )
< 1 '.'._..
o . y =2.38x + 0.082
R?=0.978
05
0s
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12
Biomasa g/L

Figura 19: Curva de calibrado de biomasa de Saccharomyces cerevisiae.

Preparacion de la solucion Blanco para el equipo NanoDrop:

Se prepard medio de activacion 40 mL volumen total, con 2.40 g de melaza, 0.012g de sulfato
de amonio y alcanzamos 5 °Brix, luego se preparé mosto de fermentacion 180 mL. Con 60g
de melaza, se le agregd 0.06g de sulfato de amonio. Se tomd solamente 20 mL de medio de
activacion y se le agregd a los 180 mL del mosto de fermentacion para sumar un volumen
total de 200 mL y se midié en refractometro digital alcanzando 25°Brix, no se ajustd pH dada
la sensibilidad del equipo, pero se tomd lectura y nos encontrabamos en un valor intermedio

4.5. Se guardaron alicuotas para el uso posterior como solucién Blanco. Al momento de hacer
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las respectivas lecturas en el equipo de NanoDrop se tuvieron que hacer diluciones 1:100
tanto de la muestra a analizar, como también de la solucién Blanco, asi deber& hacerse

siempre.

Posteriormente se hicieron algunas lecturas de OD en el equipo Nano Drop, cuyo valor en
numero de células era ya conocido por microscopia y asi su valor de absorbancia fue
transformado en g/L haciendo uso de la curva de calibrado y el factor de dilucién (x 100).
Solo asf pudimos transformar la biomasa expresada en nimero de células X 10" de biomasa
en g/L de todos los tratamientos, sus respectivos puntos y sus réplicas a lo largo de la

fermentacion.
ANEXO 3: Determinacién de azucares reductores y curva de calibrado de DNS

Determinamos los azlcares reductores del muestreo tomado a medida que transcurria el
tiempo total de fermentacidn, usando el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), bien

utilizada como técnica de Miller (Miller, 1959).

En este paso tomamos una alicuota muestral de 0.5 mL, se centrifugé a 10 000 rpm por
tiempo de 5 min en una micro centrifuga, se separ6 el sobrenadante de la biomasa, se tomo
100 pL de la fase acuosa no sedimentada e hicimos la dilucion correspondiente en tubo de
ensayo de 15 mL considerando que nuestra muestra consistente en melaza contiene muchas
particulas extrafias y tiene una coloracion oscura, hicimos esta dilucion a todas nuestras
muestras de forma gradual conforme iba avanzando nuestra fermentacion. Posteriormente
agregamos 250 pL de muestra ya diluida de cada uno de nuestros 4 tratamientos en tubos con
tapa, considerando también el tubo que sera la muestra “blanco” al cual solo afiadimos 250
uL de agua destilada. Asi a nuestras 4 muestras y el blanco, le agregamos 250 L de reactivo
DNS. Paralelamente tuvimos agua en ebullicion en un beaker y por otro lado un recipiente
con hielo semi diluido. Una vez adicionado el reactivo DNS inmediatamente tapamos los
tubos y llevamos a ebullicion por 5 min, cumplido este tiempo pusimos en enfriamiento
rapido al hielo por 5 min, cumplido el tiempo retiramos los tubos, destapamos y adicionamos
2.5 mL de agua destilada completando un volumen total de 3 mL, tapamos y dejamos reposar
por 20 min, pero 5 min antes de cumplirse este tiempo agitamos en vortex, culminado este

tiempo llevamos a lectura en el espectrofotometro a longitud de onda de 540 nm. Los
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resultados de las absorbancias se interpolaron en una curva de calibrado previamente
elaborada para conocer la concentracion de glucosa de cada muestra. En la Tabla 25 se

muestran las concentraciones de azlcares reductores y su equivalente absorbancia a 540 nm.

Tabla 25: Preparacion de soluciones para a curva de calibrado de azlcares

reductores
N° Sol. H20 Conc. Abs
Estandar [g/L] (540nm)
1 250 0 2 1.381
2 200 50 1.6 0.987
3 150 100 1.2 0.710
4 100 150 0.8 0.447
5 50 200 04 0.231
6 25 225 0.2 0.131
7 0 250 0 0.000
Curva de calibrado de DNS
y =0.6649x-0.0337
16 R?=0.9888
1.4 (o]
1.2
E
2 1.0 (5}
% 0.8
<L @
0.6
0.4 -
0.2 o
Q
00 ©
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Concentracién A.R (g/L)

Figura 20: Curva de calibrado de azlcares reductores por DNS.

Ecuacion:

y =0.664%9x - 0.0337
R* = (0.9888
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Figura 21: Determinacion de azlcares reductores por el método de Miller 3,5- dinitrosalicilico

(DNS). a. Dilucidon del mostro dada la turbidez de la melaza, b. una vez agregado el reactivo a

ebullicion, c. luego al frio del hielo, d. muestras listas para ser medidas por el espectrofotometro.

ANEXO 4: Determinacion del porcentaje de etanol (% v/v) y curva de calibrado de

etanol por cromatografia de gases

Para la determinacidn de etanol en el primer ensayo se tomaron muestras a modo de alicuotas
en microtubos de 2.0 mL, para los cuatro tratamientos desde el punto 1 (P1) hasta el punto 6
(P6) a lo largo de las 48 horas de fermentacién, de igual forma se hizo para el segundo y
tercer ensayo que fueron las réplicas de nuestras fermentaciones. Las alicuotas fueron
sometidas a shock térmico (60° C por 5 min y luego hielo por 5 min) para frenar el
crecimiento de levaduras, asi como también para evitar que continle metabolizando y pueda
generar metabolitos indeseados. Posteriormente centrifugamos a 10 000 rpm durante 5 min
en una microcentrifuga refrigerada, se guardaron las muestras en refrigeracion -20°C, para
posteriormente llevarlas a cromatografo de gases, para lo cual se requiri6 un nuevo

tratamiento de centrifugado y filtrado.

Se centrifugaron las muestras tres veces mas a 10 000 rpm durante 20 min cada vez, al separar
el sobrenadante de la biomasa y otras particulas sedimentadas, se tomaba el sobrenadante
con jeringa de 5 mL, previamente rotulada y se trasvasaba a otro microtubo de 1.5 mL, hasta
completar las tres centrifugaciones. Luego cada una de las muestras y sus respectivas réplicas
fueron filtradas haciendo uso de jeringas de 5 mL vy filtros cuya medida de poro es de 0.20
pum y diametro de filtro 25 mm; las muestras fueron doblemente filtradas y pasaron a viales
ambar de capacidad de volumen de 1.5 mL, obviamente nuestros volimenes de muestra
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habian disminuido debido al doble filtrado, pero obtuvimos lo suficiente para el paso

siguiente, asi las muestras estuvieron listas para ingresar al equipo cromatografo de gases y

hacer la lectura de porcentaje de etanol, como lo muestra la Figura 22.

Figura 22: Acondicionamiento de muestras para la determinacion de porcentaje de

etanol por cromatografia de gases. a. muestras triplemente centrifugadas son trasvasadas
con jeringa, b. muestras en el rotor del equipo, previamente rotuladas, ¢c. Microcentrifuga

refrigerada a 10 000 rpm por 20 min., d. doble filtrado de muestras.
gases fue necesario hacer una curva de calibrado que nos sirvio para relacionar nuestros

resultados, la curva de calibrado se muestra a continuacion:

Tabla 26: Concentraciones de etanol y su respectiva area

Etanol (%) Area
0.5 89,201
5 1,079,871
10 2,195,723
15 3,336,185
20 4,524,282
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Curva de calibrado de etanol

5,000,000
4,500,000 y = 227121x - 48869 it
4,000,000 R?=0.9998
3,500,000
3,000,000
2,500,000
2,000,000
1,500,000
1,000,000 =

500,000 = .
0o &

0 5 10 15 20 25
Etanol (g/L)

Area

Figura 23: Curva de calibrado de etanol por cromatografia de gases.

ANEXO 5: Lectura de etanol en el cromatografo de gases para T4 y control a las 48

horas de fermentacién

Tabla 27: Determinacion de etanol en los tratamientos T4 y control luego de 48 horas.

Tratamiento Tiempo de retencion  Area Peso Etanol (%)
T4 4.653 1,730,904.8 665,864.2 7.83624
Control 4.661 1,614,450.9 613,294.2 7.32350
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Chromatogram (A)
7.0
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Figura 24: Gréafico de cromatografia de gases para la determinacion de etanol en la cinética
de S. cereviseae. (A) Tratamiento 4 - punto final (48 h). (B) Control - punto final (48 h).
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ANEXO 6: Modelo Matematico Logistico en el software Wolfram Mathematica 7 para

los 4 pretratamientos y el Control: Determinacion de las constantes k y XG)
T1: pH 4.2/60°C

o1 data = ([0, 0.6}, (6, 0.08), (18, 2.0%, (24, 3.00, {30, 2.6}, (42, 2.4}, {48, L.B]) )
20 = 0.§;
mdEl » (X0eEnp(ket]) S (1 - {20/ eu) e (L -BExp[Ra b))
FAt = FindFat[dsts, modal, [k, z¢}, £]

St (K= 3 0T20EL, 2y - 2.4321)

o2 modalf = Puncticaf(e], Braluate[modal 7. Fit]]
0.8 gl 1Tl s

Cur] T 'Fl;:.:m.:hn':l::. o 1
L 1= 0. 246T (] = pf-17o000e) |

s e Plob|medsbl(r], {t, O, 48], Epilag = Map[Paint, data) )
i _——
M 14 f
F ] E ] ™

T2: pH 4.2/80°C

1]+ data =~ ([0, 0.4), (6, 0.6}, (18, 1.8}, (24, 2.6}, {30, 2.5), (42, 2}, (40, L.7)}:
x0«0.4;
sodel « (X0oBxpiket]) /(1 - (x0/xu) o (L -Exp[ket])):
fit « Findrit{data, sodel, (%, x¥), ¢t}

i (X = 0 189537, xu - 2,19057)

sodel! « Functicn((t), Evaluate[model /. fit])

P 0.7 ef. 0TI
Punction| (t], -
: 1-0,226546 (1. gt10mts ) S

Plot|modelf (L), (¢, 0, 48}, Epilog - Map(Point, data))

.

sef P
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T3: pH 4.8 /60°C

ofij= dats = [[@, 0.6}, (6. 0.8}, (18, 2.5}, {24, 3.0}, {30, 2.9}, (42, 2.7), (48, Z2.3) )
0.« 0.8;
wodel o (R0 eErp R et]) (L - (0l S ns) o {1 -Bxp[Ret]lib
Fit = FindFit[dats, modal, (k. zu), ]

oetjips (B = 0. LTHDE, 3y - 2.7380€)

nifs modell « Functicn({e]. Bvaluate[=odal 5. Fit] ]
i, gl ITHds

e Fumotiom| (5] -]
5 1o n.21900 (1. et

omis Phot[msdelf(c], {t, 8, 48}, Epilag - Map(Paist, data]]

Cutffle
Lip /

T4: pH 4.8 /80°C

o7} data = [[@,: 0.5}, (6. 0.7}, (18, 2.3}, (24, 2.2}, {30, 2.4}, {42, 2.2}, {48, L.B]) )
a0 - 0.5;
el o (X0eExpket]]) f (1 - (20 xu) e (L-Bxp[Rat]ll;:
Fit = FindFit[dats, modal, (k. xu}, t]

Cetindls (= O LBITIN, 2y - 2.21566)

{11« modell « Function{(t), Fraluate(modal 5. Fit]]
.5 gl LETEn

(=L :!'lmm-:l:] ]
L 0. zaseeT (1 . et e

w1ips Plob[medelf{e]. [t, 8, 48}, Bpilag - Map[Paint, data]]

o~ :

Idp ___.-'"

Ot 1T

18k
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Control

data = [[@,: 0.7}, (6. 1.1}, (18, 2.9}, {24, 3.1}, {30, 3.4}, {423, 3}, {40, 2.T)):
=0 = 0.9;

el » (N0 wEXp(Ret]) (1 - (20 xu) w {1 - EXp[Ret])ili!

[it = FindFAt[dats, modal, (k. xu}, &)

modall = Function[{t), Bvaluate[modal £, T1E] ]

.7 gi-LeTIEe

" 1-0.226546 (1 - t-LETER)

Plot[medabf|e], {t, O, 48}, BEpilsg - Map[Point, data) |

ANEXO 7: Andlisis Estadistico de azUcares reductores residuales, normalidad,

observados vs predichos, predichos vs residuales.

Probability Plot; Var.:Azicares Residuales g/L; R-sqr=.49705; Adj.30844
27*(2-0) design; MS Residual=2.171633
DV: Azlcares Residuales g/L

30
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@
TEw 05 1
= 1)T° PreT ratamiento
5 o0 (1)T" PreTr { .55
o 35
D J
g 05 1by2
g0 . {15
15 1 05
20 ]
.o
25 ]
3.0

22 21 20 19 48 A7 46 A5 14 143 12 A1 10 -09

O -Interactions © -Main effects and other effects
Standardized Effects (t-values)

Figura 25: Ploteo de la probabilidad de azucares reductores residuales.
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Mormal Prob. Plot; Studentized Del. Residuals
2*%2-0) design, MS Residual=2.171633
DV: Azlcares Residuales g/l

Expected Normal Value

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

Residual

Figura 26: Ploteo de probabilidad normal de azlcares reductores residuales.

Observed vs. Predicted Values
Z7(2-0) design, M3 Residual=2.171633
DV Azlcares Residuales g/l

Predicted Values

11 12 13 14 15 16 7 18 19
CObserved Values

Figura 27: Valores observados vs predichos de azucares reductores residuales.
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Predicted vs. Residual Values
2**(2-0) design; MS Residual=2 171633
DV: Azlcares Residuales g/L

Studentized Del. Residuals

o

13.9 14.0 14.5 15.0 18.5 16.0 16.9 17.0 17.5 18.0
Predicted Values

Figura 28: Valores predichos vs residuales de azucares reductores residuales.

ANEXO 8: Analisis Estadistico de porcentaje de Etanol, normalidad, observados vs

predichos, predichos vs residuales.

Probability Plot; Var_.Etanol g/L; R-sqr=61597; Adj:.47196
2™(2-0) design; MS Residual=2 413917
DV: Etanol g/lL
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Figura 29: Ploteo de la probabilidad de etanol.
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Normal Prob. Plot; Studentized Del. Residuals
2™(2-0) design; MS Residual=2.413917
DV: Etanol g/L

3.0 T T .

Expected Normal Value

30 ] ] ] 1 1 1 ! 1 ]
-3.0 2.5 2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Residual

Figura 30: Ploteo de probabilidad normal de etanol.

Observedvs. Predicted Values
Z7(2-0) design, MS Residual=2 413917
DV Etanal g/l
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Figura 31: Valores observados vs predichos de etanol.
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Predicted vs. Residual Values
27%(2-0) design; MS Residual=2 413917

DV: Etanol g/l
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Figura 32: Valores predichos vs residuales de etanol.

ANEXO 9: Andlisis Econémico “costo-beneficio”

Tabla 28: Andlisis economica “costo-beneficio”.

775 78.0

ANALISIS DE COSTO BENEFICIO //PRETRATAMIENTO

DEL MOSTO
SUSTENTO DE LA INVERSION
Item Parametro PEN usD
CANTIDAD
1 INVERSIONES
773,463 203,543
1.1 INSUMO/EQUIPOS/OBRAS
CIVILES/SERVICIOS 650,000 171,053
1.1.1 INSUMO/EQUIPOS
1.1.1.1 Consumo vapor
30 90,963 23,938
1.1.1.2 Intercambiadores de calor
2 200,000 52,632
1.1.1.3 Bomba
60,000 15,789
1.1.1.4 Materiales para interconexién de lineas de
tuberia 100,000 26,316
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1115

Materiales para instrumentacion

60,000 15,789
1.1.1.6 Sub total
420,000 110,526
1.1.2 OBRAS CIVILES
1.1.2.1 Base para intercambiadores de calor
100,000 26,316
1.1.2.2 Sub total
100,000 26,316
1.1.3 SERVICIOS E INSTALACIONES
1.1.3.1 Servicio de montaje de equipos
100,000 26,316
1.1.3.2 Aislamiento térmico
30,000 7,895
1.1.3.3 Sub total
130,000 34,211
1.1.3.6 Imprevistos 5%
32,500 8,553
2 BENEFICIO TOTAL
385,436 101,430
3 DATOS
3.1 Beneficio - -
621,707 163,607
3.2 Volumen producido REN (Litros) -
5,370,202 1,329,808
3.3 Volumen producido Neutro (Litros)
1,389,879 597,648
3.4 Total alcohol producido
6,760,081
3.5 SIN PROYECTO
Consumo antibidtico (Kg)
260.00 110,453
3.5.1 Precio de venta REN (S/L)
2.54
3.5.2 Precio de venta Neutro (S/L)
3.25
3.5.3  Costo de produccion REN (S/L)
2.79
3.5.4  Costo de produccion Neutro (S/L)
2.82
3.6 CON PROYECTO
3.6.1 Beneficio
1,007,142 265,037
3.6.2  Volumen producido REN (Litros)
5,587,913 69,139 18,194
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3.6.3 VVolumen producido Neutro (Litros)

1,446,225 038,004 246,843
3.6.4 Precio de venta REN (S/L)

2.54
3.6.5 Precio de venta Neutro (S/L)

3.25 -
3.6.6 COSTO DE PRODUCCION
3.6.7  Costo de produccién REN (S/L)

2.53
3.6.8 Costo de produccién Neutro (S/L)

2.60 -
3.6.10 Tipo de Cambio USD/PEN

3.80

ANEXO 10: Indicadores VAN y TIR

Tabla 29: Indicadores VAN y TIR.

INDICADORES
VAN 188,087 $
TIR 35%
Payback 2.7 afios
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ANEXO 11: Analisis de Varianza ANOVA de los cuatro tratamientos mas el control en

cada uno de los factores (Yx/s, Yp/s, Qp y pMax. de 3 réplicas)

Rendimiento Yx/s (g/L)

Descriptivos

Rendimiento XS (giL)

Intervalo de confianza parala
media al 95%
Desviacidn Lirmite

M Media tiplca Errortipico | Limite inferior suparior Minimo Maximo
T1 3 JOBSET 034588 019965 -00025 AT154 Jodg A16
T2 3 06100 033045 01480749 00849 A7308 05T 123
T3 3 A1567 11060 006386 08814 4314 04 126
T4 3 08833 JE34908 036398 - 07042 24708 024 56
Control 3 13800 Jgooan 000000 13800 13800 138 138
Total 5 10373 J36953 008541 08327 A2420 024 A58

ANOVA de un factor
Rendimianto XS (alL)
Suma de Madia
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 006 4 002 1,174 ATT
Intra-grupos 013 10 Riliy|
Total 0149 14
Rendimiento Yp/s (g/L)
Descriptivos
Rendimlanto PIS (giL)
Intervale de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limite

I Media tiplea Errortiplea | Lirnite inferlor superior Minimo Maximo
T1 3 52333 014154 008172 48817 55840 &07 632
T2 3 A096T 021455 012387 A563T A6296 AB5 524
T3 3 52433 15308 008838 48531 56236 A15 A42
T4 3 53087 11540 006652 S0187 5046 520 G543
Control 3 50100 Jagoaog 000000 50100 50100 501 501
Total 5 51780 16514 004265 50865 52645 485 543
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Rendimienta PIS (L)

ANOVA de un factor

Suma de Madia

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Intar-grupos Loz 4 Rililn} 2,139 50
Imtra-grupos agz2 10 Rilili]
Total 04 14

Productividad Volumétrica QP (g/Lh)

Productividad ¥ {g/Lh)

Descriptivos

Intervalo de confianza parala
media al 95%
Desviacidn Limnite
N Media flipica Errortipica | Limite inferiar superior Mimiro Maximo
T 3| 1,54967 033620 013411 146615 163318 1,511 1672
T2 3| 151967 045369 026194 1,40696 1.63237 1,468 1,553
T3 3 1.654433 022234 012837 148910 1.59956 153 1,670
T4 3 | 161067 024173 013956 1,55062 167072 1,585 1,633
Contral 3 | 1,52600 ,000000 J000000 1,52600 1,52600 1,526 1,526
Total = 1,655007 041543 010726 1,652706 1.,67307 1,468 1,633
ANOWA de un factor

Productividad ¥ {g/Lh}

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Intar-grupos NIkl 4 04 4 577 123
Intra-grupos Jaog 10 filu}]
Total 24 14
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Tasa especifica de crecimiento maximo celular Miu Max (uMax h1)

Descriptivos
Miu (uMax)
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviation Limnite
Madia tiplca Errorfipico | Limite inferlor superior Minimo Maximo
T1 3| 0767 J045960 0026535 06075 083584 JOGT0 0758
T2 3| 075433 0117218 JO06TETT 046314 04552 0619 0824
T3 3 083433 045347 0026181 AOT2169 0946498 OTE4 L0872
T4 3 | ,0BE900 0042226 0024379 078411 0a7389 0823 0908
Contral 3| 069700 0E-7 0E-7 J0ea7o00 JEaT00 JoEar Joeay
Total 5 | 077527 086404 0022309 072742 082312 619 0808
ANOWA de un factor
Miu {uMax)
Suma de Madia
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Intar-grupos 0o 4 000 4,135 03
Intra-grupos oo 10 000
Total Rili}] 14
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