Universidad Central "Marta Abren" de Las Villas
Departamento de Ingenieria Quimica

Facultad Quimica-Farmacia

UNIVERSIDAD CENTRAL

"MARTA ABREU" DE LAS VILLAS
VERITATEISOUAINOBISIMEONETURIVIRILISTOGA)

Trabajo de Diploma

Alternativas de incremento de la eficiencia en
fermentacion alcohodlica en la destileria
“Heriberto Duquesnet’.

Autor: Yurisbel Crespo Suarez
Tutores: Ing. Yenisleidy Martinez Martinez

Dra. Leyanis Mesa Garriga

2013-2014




Pensamiento



Bueno es ir a la lucha con determinacion, abrazar la vida y vivir con pasion,
perder con clase y vencer con osadia, porque el mundo pertenece a quien se atreve y
la vida es mucho mds para ser insignificante.

Charles Chaplin



http://www.literato.es/autor/charles_chaplin/

Dedicatoria



La constancia de pequefios detalles construye grande cosas, por lo que dedico este
triunfo con todo el amor que se merecen a mi mamd y a mi papd ya que no puedo
estar mds agradecido del carifio y el apoyo que me han brindado.

Y por iiltimo, lo dedico en especial a la persona que me ha obsequiado un pedacito
de su corazon cada mafiana, a mi tia querida Reina.



Agradecimientos



La vida es una carrera llena de obstaculos y la mia no ha sido la excepcion,
pero he salido victorioso gracias al apoyo constate, las experiencias,
memorias y consejos de personas que directa o indirectamente provocaron
un buen desarrollo personal y profesional en mi.

Agradezco en primer lugar a Dios por abrirme las puertas, hacer de lo imposible lo
posible y por ayudarme en cada minuto de mi vida.

A mis tutoras Leyanis y Yenisleidys y a Cristina, por todo el apoyo brindado, en
especial a Yeni por esa magia intelectual que utilizo en la realizacion de mi proyecto,
lo cual nunca olvidaré.

A mi madre, que es lo que mas quiero al igual que a mi padre, gracias a ambos por
haberme dejado conocer a mi angel de la guarda.

A mi abuela, a mi padrastro y a mis dos hermanos por estar presentes, a mis tias
Marielkis y Mayisleidys asi como al resto de mi familia.

A mi profesora de matematica Maida por haberme ayudado a elegir este camino.

A todos mis vecinos, en especial a Marlenis, Mabel, Delia, Yeny, Mariza, Deisy y
Argelia por la ayuda brindada.

A mi primo Abelardo y a mi prima Daily.

A mis compafieros de aula por haber cursado estos cinco afios de experiencia
inolvidable asi como a mis verdaderos amigos.

A los profesores de la facultad que me ayudaron y supieron impregnar un ejemplo a
seqguir.

A todos los trabajadores que me ayudaron en la destileria, gracias por el apoyo.

A las personas que no mencioné y que de una forma u otra me ayudaron, muchas
gracias.

Y por ultimo, a la persona mas importante en mi carrera, que desde los 12 afios me
ha sabido cuidar y se ha entregado en cuerpo y alma a mi vida, como madre, padre,
abuela y amiga, a mi angel de la guarda, mi tia linda, Reina, la cual quiero y adoro
con la vida.

A todos muchas gracias.



Resumen



El presente trabajo se desarrollo en la destileria “Heriberto Duquesne” perteneciente al
municipio de Remedios con el objetivo de evaluar alternativas para el incremento de la
eficiencia en fermentacién y la reduccion del impacto ambiental de sus producciones.
Para ello se realiz6 una revision exhaustiva de la bibliografia, plasmando una serie de
aspectos conceptuales relacionados con la tematica. Se llevaron a cabo experiencias
en el laboratorio para evaluar el impacto del uso de jugo de los filtros y vinazas sobre la
fermentacion a través de un disefio experimental del tipo enrejado simple. Se
determinaron los valores de porciento alcohdlico y rendimiento para cada experimento.
Los resultados se procesaron estadisticamente, permitiendo determinar el polinomio
gue da el cambio en la eficiencia para cualquier punto de mezcla. Se determiné el
punto de mezcla éptimo para esta variante, resultando ser de un 54,1% del aporte de
azucares por parte de los Jugos de los filtros y 45,9 % por parte de la miel diluida con
vinazas para una eficiencia del 73,92 %. Se realizd el analisis econdmico de esta
variante, la cual logra recuperar la inversion en un periodo de 8,5 afios. Se realizaron
experiencias en el laboratorio encaminadas a mejorar la eficiencia fermentativa a través
del método de VIMAS. Los resultados se procesaron estadisticamente y se determiné
el modelo que relaciona la eficiencia en fermentacion con el numero de refrescos. Se
realizd la optimizacién del modelo obtenido, resultando ser de cuatro refrescos para
una eficiencia de 73,5 %. Y por ultimo se realizé el analisis econdmico comparando los
Costos Totales Produccion para esta alternativa con la utilizada en la fabrica
obteniéndose un ahorro de $ 15600 anuales al utilizar cuatro refrescos en lugar de tres

qgue es lo que se encuentra implementado en la destileria “Heriberto Duquesne”.



Abstract



The present work was developed in "Heriberto Duquesne” distillery belonging to Remedios with
the objective of evaluating alternatives for the increment of the efficiency in fermentation and
the reduction of the environmental impact of its productions. For that, it was carried out an
exhaustive bibliography revision, capturing a series of conceptual aspects related with the
thematic. It was carried out several experiences in the laboratory to evaluate the impact of the
use of juice of the filters and stillage on the fermentation through an experimental design of
simple grid type. The values of alcoholic percent and yield were determined for each
experiment. The results were processed statistically, allowing us to determine the polynomial
equation that gives the change in the efficiency for any mixture point. The best mixture point
was determined for this variant, turning out to be of 54,1% of the contribution of sugars on the
part of the Juices of the filters and 45,9% on the part of the honey diluted with stillage for an
efficiency of 73,92%. It was carried out the economic analysis of this variant, which is able to
recover the investment in a 8,5 year-old period. It was carried out experiences in the laboratory
guided to improve the fermentation efficiency through the method of VIMAS. The results were
statistically processed and the pattern was determined that relates the efficiency in
fermentation with the number of sodas. It was carried out the optimization of the obtained
pattern, turning out to be of four sodas for an efficiency of 73,5%. And lastly he/she was carried
out the economic analysis comparing the Costs Total Production for this alternative with the
one used in the factory being obtained a saving of $15600 annual when using four sodas

instead of three that is what is implemented in the still "Heriberto Duquesne."
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Introduccion



La crisis del mercado internacional del aztcar ha traido como consecuencia la necesidad de
incrementar el desarrollo de tecnologias y de nuevos productos derivados de la cafa. La
mayoria de los paises latinoamericanos, entre ellos los productores de azulcar, estan en la
busqueda de nuevas estrategias para la reconversion de sus economias productivas para dar
respuesta con ello a la apertura de nuevos mercados y a la integracién regional. Una
estrategia de diversificacion es necesaria para lograr una explotacion mas amplia de la cafa
de azucar que permita, junto a la produccion de azucar, la produccién de un mayor nimero de
derivados transformandola en una industria multidimensional productora de alimentos, de

combustibles y de productos organicos.

La elevacion de los precios del petrdleo hicieron volver los ojos hacia la via fermentativa de
produccion de etanol y hoy se trabaja fundamentalmente en la busqueda de materias primas
baratas, que sustituyan a las tradicionales materias azucaradas y que garanticen mejores
resultados en los procesos de fermentacion, recuperacion y purificacion al alcohol producido.
En la busqueda de nuevos sustratos azucarados, la industria azucarera ofrece corrientes
intermedias, como jugos secundarios y de los filtros, que han sido utilizados en mezclas con
mieles para fermentar, elevando el impacto de las producciones de etanol al disminuir los

Costos de Produccion.

Por otra parte, el desarrollo de procesos tecnoldgicos y quimicos con el fin de obtener
productos de gran demanda de la poblacién, ha traido aparejado fendmenos negativos como
son los provocados por sus desechos industriales que son vertidos al medio ambiente y traen
consigo la contaminacién de los recursos naturales. En particular, en los procesos de
produccion de bebidas y licores se obtienen residuales altamente agresivos. Tal es el caso de
las vinazas. Si estos desechos reciben determinados tratamientos, pudieran ser
aprovechados, por lo cual dejarian de ser contaminantes y por otro lado, los convertirian en

una fuente adicional de recursos.

La destileria “Heriberto Duquesne” enfrenta serios problemas con la disposicion de sus
vinazas, por ello la busqueda de alternativas que mejoren la eficiencia en fermentacion a la par
gue disminuyan el impacto ambiental de sus producciones impulsan el desarrollo de este

trabajo, que trae como problematica:



Problema Cientifico

La necesidad de explotar alternativas fermentativas de produccién de etanol en Heriberto
Duqguesne en busca de mejores resultados econémicos, tecnoldgicos y ambientales.

Hipotesis

Es posible la busqueda de mejores resultados econdémicos, tecnolégicos y ambientales a partir

de alternativas de fermentacion a etanol en Heriberto Duquesne.

Objetivo General

Evaluar el impacto econémico de alternativas fermentativas para la obtencion de etanol en la

destileria Heriberto Duquesne.
Objetivos Especificos

1. Realizar un analisis técnico y ambiental del proceso fermentativo en la destileria

Heriberto Duquesne.

2. Determinar el impacto del uso de diferentes sustratos (Jugo de los filtros y vinaza para
la dilucibn de miel) sobre la eficiencia del proceso de produccién de etanol en la

destileria Heriberto Duquesne.

3. Evaluar el proceso fermentativo Fed batch de obtencion de etanol a partir de mieles

usando mayor numero de alimentaciones.

4. Evaluar el impacto econémico, tecnolégico y ambiental de las alternativas estudiadas

en las condiciones de la destileria Heriberto Duquesne.



Capitulo I



1.1-

El alcohol etilico (C,HsOH), es un liquido incoloro, limpido y volatil, de olor etéreo y sabor
picante. Muchos alcoholes pueden ser creados por fermentacion de frutas o granos con
levadura, pero solamente el etanol es producido comercialmente de esta manera (Aleman, L.,
2007).

Tiene grandes usos ya que se emplea en la elaboracion de algunas bebidas alcohdlicas, tales
como el vino, la cerveza, la sidra, el cava, etc. Aunque en la actualidad se empieza a sintetizar
también etanol mediante la fermentacién a nivel industrial a gran escala para ser empleado
como biocombustible. (Wikipedia, 2009)

Por su baja toxicidad y disponibilidad para disolver sustancias no polares, el etanol es utilizado
frecuentemente como solvente en farmacos, perfumes y en esencias, como versatiles
intermediarios en la sintesis organica. Una gran aplicaciéon viene dada por su capacidad de
hacerse combustir de una manera mas limpia que la gasolina o el gasoil. (Blanco, 1982). Es
empleado ademas para aclarar y diluir recubrimientos de aeroplano, esmaltes, pulimentos para
metales, barnices para metal y madera. (Gamez, 2005).

Fermentacion. Generalidades.

El conocimiento alcanzado en la actualidad de los mecanismos a través de los cuales las
moléculas combustibles son degradadas por los seres vivos para obtener energia para los
procesos vitales, permite tener una idea mucho mas precisa sobre los procesos conocidos por
fermentaciones; es decir, los procesos mediante los cuales muchos organismos extraen
energia quimica de la molécula de glucosa y de otros combustibles en ausencia de oxigeno

molecular. (Hernandez, 1986)

La fermentacion es un proceso catabdlico de oxidacién incompleta, totalmente anaerdébico,
siendo el producto final un compuesto organico. Estos productos finales son los que
caracterizan los diversos tipos de fermentaciones. Fue descubierta por Louis Pasteur, que la
describié como la “vie sans |'air” (la vida sin el aire) y es normalmente llevada a cabo por las
levaduras. También algunos metazoos y protistas son capaces de realizarla. (Wikipedia,
2009)

En los seres vivos, la fermentacion es un proceso anaerdbico y en él no interviene la
mitocondria ni la cadena respiratoria. Son propias de los microorganismos, como algunas

bacterias y levaduras. También se produce en la mayoria de las células de los animales



1.2.1-

(incluido el hombre), excepto en las neuronas que mueren rapidamente si no pueden realizar
la respiracion celular. Algunas células, como los eritrocitos, carecen de mitocondrias y se ven
obligadas a fermentar. También se conoce que el tejido muscular de los animales realiza la
fermentacién lactica cuando el aporte de oxigeno a las células musculares no es suficiente

para el metabolismo aerobio y la contraccion muscular.

Desde el punto de vista energético, las fermentaciones son muy poco rentables si se
comparan con la respiracion, ya que a partir de una molécula de glucosa, sélo se obtienen 2
moléculas de ATP, mientras que en la respiracion se producen 38 moléculas de ATP a partir
de una molécula de glucosa. Esto se debe a la oxidacion del NADH,, que en lugar de penetrar
en la cadena respiratoria, cede sus electrones a compuestos organicos con poco poder
oxidante. (Lehninger, A.y col. 2 Edic, 1993)

En la industria la fermentacion puede ser oxidativa, es decir, en presencia de oxigeno, pero es

una oxidacién aerébica incompleta, como la produccién de acido acético a partir de etanol.

Las fermentaciones pueden ser clasificadas cono:

Naturales: Las condiciones ambientales permiten la interaccion de los microorganismos y los
sustratos organicos susceptibles.

Artificiales: EI hombre propicia condiciones y el contacto referido. (Wikipedia, 2009)

Usos de la fermentacion.

Dentro de todos los usos que se le pueden dar a la fermentacion, sin duda el industrial
constituye uno primario. Ejemplo de ello lo tenemos en la conversion del mosto en vino, la
cebada en cerveza y carbohidratos en diéxido de carbono para hacer pan. Otros usos de la

fermentacién son la produccion de suplementos de vitamina B .

(Steinkraus, 1995) reporta que la fermentacion de alimentos sirve a 5 propdsitos generales:

Enriguecimiento de la dieta a través del desarrollo de una diversidad de sabores, aromas y
texturas en los substratos de los alimentos.

Preservacion de cantidades substanciales de alimentos a través de acido lactico, etanol, acido
acético y fermentaciones alcalinas.

Enriguecimiento de substratos alimenticios con proteina, aminoacidos, acidos grasos

esenciales y vitaminas.
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Detoxificacion durante el proceso de fermentacién alimenticia.

Disminucién de los tiempos de cocinado y de los requerimientos de combustible.

La fermentacion tiene algunos usos exclusivos para los alimentos ya que hace uso de su
energia y puede crear condiciones inadecuadas para organismos indeseables, lo que
contribuye a su preservacion. También puede producir nutrientes importantes o eliminar

antinutrientes.

Fermentacion alcohdlica.

La fermentacion alcohdlica es un proceso bioldgico de fermentacion en plena ausencia de aire
(oxigeno - O,), originado por la actividad de algunos microorganismos que procesan los
hidratos de carbono, por regla general azucares (por ejemplo la glucosa, la fructosa, la
sacarosa, el almidén, etc.) para obtener como productos finales alcohol en forma de etanol
(CH3-CH,-OH), dioxido de carbono (CO;) en forma de gas y unas moléculas de ATP que

consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético anaerébico.

Las levaduras y bacterias causantes de este fen6meno son microorganismos muy habituales
en las frutas y cereales y contribuyen en gran medida al sabor de los productos fermentados.
Una de las principales caracteristicas de estos microorganismos es que viven en ambientes

completamente carentes de oxigeno (O,).

Por otro lado el etanol no es el Unico compuesto que se obtiene al fermentar materiales
azucarados y ciertamente no todos los componentes que se pueden obtener por fermentacion
resultan beneficiosos. Durante la fermentacion alcohélica se producen una serie de
compuestos, principalmente acidos, aldehidos, ésteres y alcoholes de alto peso molecular que
constituyen impurezas necesarias de eliminar para garantizar la calidad del etanol (producto

principal). Este residuo es conocido como aceite de Fusel.

1.3.1- Fundamentos bioquimicos de la fermentacién alcohdlica.

La ruta enzimatica de la glucdlisis (degradacion de glucosa por via aerobia) y de la
fermentacioén alcohdlica fue aclarada en el transcurso de muchos afios de investigacion a

finales del siglo XIX y en la primera mitad del XX.

Las observaciones fundamentales efectuadas con los extractos de levadura y el
descubrimiento posterior de que los extractos musculares pueden catalizar la glucélisis hasta

lactato, sirvieron para realizar investigaciones mas intensas. La secuencia de reacciones entre



la glucosa y el piruvato se conoce por el nombre de ruta de Embden-Meyerhof, o también de
Embden-Meyerhof-Parnas, en honor a sus descubridores.

Los sustratos mas comiunmente usados para la fermentacion son los azucares, en especial la
D-glucosa. Una clase de fermentacion importante de la glucosa es la fermentacion alcohdlica.
Para muchas levaduras en un medio adecuado, la fermentaciéon significa la conversion de
hexosas, principalmente glucosa, fructosa, manosa y galactosa, en ausencia de aire, en los

siguientes productos finales:

Glucosa+ 2Pi+ 2ADP — Zetanol + 2005 + 2ZATP + 2H,0 — Z4 kcal

Alrededor del 70 % de la energia es liberada como calor, el resto es preservado en dos
enlaces fosfatos terminales de ATP (trifosfato de Adenosina) para usarlo en las reacciones de
transferencia, tales como la activacion de la glucosa (fosforilacion) y de aminoacidos antes de

las polimerizacion. (Hernandez, M., 2007)
1.3.2- Microorganismos utilizados en la fermentacion alcohdlica

Enzimas producidas por los microorganismos son las responsables de que un sustrato de
origen azucarado, amilaceo o celulésico, pueda ser transformado en alcohol etilico. (Verbina,
N., 1988) y (Martinez, J. y col., 1989) coinciden en que las levaduras son los
microorganismos mas utilizados para la produccion de etanol por la via fermentativa, debido a
gue producen un mejor proceso de separacion después de la fermentacion, ademas originan
un contenido de toxinas muy inferior a otros microorganismos. Entre los géneros mas
utilizados estan: Saccharomyces cerevisiae, S. ellipsoideus, S. anamensisi, Candida

seudotropicalis, S. carlsbergensis, Kluyveromyces marxianus y Candida bytyrii, Pichia stipatis.

Diferentes investigadores han realizado evaluaciones de cepas alcoholeras de levadura
atendiendo a varios aspectos tales como (Mesa, L. 2006):

v" tolerancia al etanol,

v tolerancia a las altas temperaturas

v' tolerancia a altas concentraciones de azUcatr,

v" rendimiento alcohdlico,

v eficiencia en la fermentacion y productividad



Tolerancia al alcohol

La tolerancia al etanol es un elemento importante en la selecciéon de una cepa de levadura,
pues de su capacidad de mantenerse activa en condiciones crecientes de concentracion
alcohdlica en el medio dependera el rendimiento del proceso. Estudios en cuanto a la
tolerancia al etanol, usando concentraciones de etanol desde 0 a 12 % (V/V), reportan
resultados en % alcohdlico y eficiencia en la fermentacién superiores a 7 °GL y 80 %

respectivamente. Las levaduras utilizadas fueron de la especie S. cerevisiae.

Tolerancia a la alta temperatura

Muchas levaduras son sensibles a la temperatura: si ésta se eleva la productividad puede
disminuir. Tenemos que decir que los sistemas de enfriamiento son caros, por lo que hay una
razén econdémica para desarrollar cepas termotolerantes, que trabajen a temperaturas por
encima de 40 °C sin pérdidas en la eficiencia, y que a la vez mantengan la estabilidad

genética.

Tolerancia a la alta concentraciéon de azUcares

Trabajar con altas concentraciones de azucares produce mayor eficiencia y productividad del

proceso fermentativo.

Se reporta que la cepa T-17 de levadura S. cerevisiae, aislada del jugo de cafia, posee alta
tolerancia a la concentracion de azUcares y a la temperatura, con elevada produccion de
bioetanol. En condiciones industriales obtuvo mejores resultados en porciento alcohdlico y
eficiencia que la S. cerevisiae “Hualien”, que es la mas ampliamente empleada en Taiwan. Se
han realizado experiencias con cepas osmofilicas de S. cerevisiae, en la fermentacion del

mosto a 26 °Brix y se han alcanzado concentraciones de alcohol del orden de 11,4 % v/v.

En investigaciones realizadas por (Mansur, H. y col., 1990), se probaron 12 cepas de las
especies S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Richia membranaefaciens en cuanto a
rendimiento alcohol-sustrato, biomasa-sustrato y productividad. De la evaluacion realizada se
obtuvo un grupo de cinco cepas con rendimiento etanol-sustrato superiores a 50 mL/100 g de

azlcares consumidos y productividades volumétricas maximas por encima de 5 mL/L-h.

(Valdés, I. y col., 1996), realizaron estudios en cuanto a la tolerancia al etanol, usando
concentraciones de etanol desde 0-12 % (V/V). Para los experimentos de osmotolerancia

emplearon un medio de glucosa-base nitrogenada de levadura suplementado con D-Sorbitol,



obteniendo resultados en % alcohdlico y eficiencia en la fermentacion, superiores a 7 °GL y 80

% respectivamente. Las levaduras utilizadas fueron de la especie S. cerevisiae.

(Del Castillo, L. y col., 1997), estudiaron la tolerancia al alcohol de varias cepas a diferentes
temperaturas (22-37 °C) y porcientos alcohélicos entre 10 y 15 % y determinaron que el
ergosterol es un factor importante en la tolerancia alcohdlica, asi una alta concentracion de

ergosterol implica tolerancia al etanol.

Por otra parte (Otero, M. y col., 1990), también han trabajado con cepas termotolerantes y
osmotolerantes. Laluce plantea que muchas levaduras son sensibles a la temperatura por lo
gue si esta se eleva la productividad puede disminuir y los sistemas de enfriamiento son caros,
por lo que hay una razén econdémica para desarrollar cepas termotolerantes, que toleren
temperaturas por encima de 40 °C sin pérdidas en la eficiencia y que mantengan la estabilidad

genética.

Estudios realizados por (Biart, J. y col., 1982), reportan la levadura S. cerevisiae T-17 aislada
del jugo de cafia con alta tolerancia a la concentracién de azucares y a la temperatura,
obteniendo elevada produccion de etanol; posteriormente la probd en condiciones industriales

logrando mejores resultados en porciento alcohdlico y eficiencia que la S. cerevisiae “Hualien

gue es la mas ampliamente empleada en Taiwan.

En Rusia (Kamm, 2008), realizaron experiencias con cepas osmofilicas de S. cerevisiae
realizando la fermentaciéon del mosto a 26 “Brix y han alcanzado concentraciones de alcohol
del orden de 11,4 % v/v.

En Cuba (Sanchez, O., 1996), ha trabajado con K. fragilis mutante termotolerante, obteniendo

altas productividades de etanol.

Resultados publicados por Singh y colaboradores (Martin, 2009), discute las ventajas de la
levadura termotolerante Kluyveromyces marxianus IMB3, entre las que sefialan la eliminacion
del sistema de enfriamiento y buena capacidad metabdlica. Ellos obtienen buenos resultados
tanto a escala de laboratorio como industrial en la India, a pesar de que sefiala que en
sistemas a templa (batch) la levadura evaluada no muestra una alta velocidad de crecimiento

bajo condiciones anaerabias, lo cual es caracteristico de la Saccharomyces cerevisiae.

1. En el mundo actualmente esta tomando mucho auge la levadura turbo yeast, que no es
mas gque una Saccharomyces sumamente alcoholera. Esta cepa requiere del empleo de

nutrientes complejos, pero es capaz de fermentar la masa de sustrato y convertirlas



rapidamente en alcohol. Se han realizado varios estudios, dando como resultado que
para la fermentacion de los siguientes sustratos es la mas idonea: el azucar de
fermentos, el maiz, las mieles, la cebada, el trigo, la papa, etc.
(http:/les.wikipedia.org/fermentacion).

Las ventajas que trae son:

1. Una fermentacion mas rapida por lo que trae consigo una produccién mas alta con los mismos

costos de la produccion.
2. Tiene la tolerancia de temperatura alta: +40 °C para 14%, 38 °C para 16-17%.
3. Tiene alta tolerancia al alcohol.

4. Presenta una fermentacion pura: 1% menos de fusel reemplazado por el alcohol puro,

mientras ahorra el 2% de azlcar de gastarse.

5. Produce 17% de alcohol y utiliza la misma cantidad de nutrientes usado en las masas mas

débiles.

6. Tolera mas sélidos y concentraciones de azlcares.

1.4 - Principales variables que inciden en el proceso de fermentacion.

Todo proceso fermentativo en medio liquido es isotérmico (Fabelo, J. y col., 1998) y en la
fermentaciéon alcoholica se presentan los tres estados de la materia: el liquido representado
por el substrato, el gaseoso por el CO, que se desprende y el sélido a cuenta de dicha
biomasa. Por todo ello, cientificamente es un proceso biotecnoldgico isotérmico heterogéneo
multiestado, que necesaria e inevitablemente parte de sus variables van modificandose en el
transcurso del proceso discontinuo, siendo las mas complejas de todas, las bioldgicas en los

estados sélido y liquido (Obregdn, 2000).

Las principales variables demostradas de los procesos fermentativos son pH, temperatura, tipo
de microorganismo, composicion y concentracion del substrato (Laluce C, 1991)y (Alvarez R
y col; 1992). Analizado con profundidad el grado de complejidad y de variables incidiendo
concomitantemente en la eficiencia de la fermentacién alcohdlica en especifico, se detecta que
pese a conocerse perfectamente, existen pocos estudios de la incidencia simultanea de las
variables fisicas, quimicas y bioldgicas. La Figura 1 ilustra una compilacién realizada al

respecto.



DIAGRAMA DE CAUSAS Y EFECTO (ISHIKAWA)
Eficiencia Fermentacion Aleohoblica

Fisicas Bioldgica imi

T Inkcial

Fuente: (Estévez, 2006)

Figura 1: Incidencia de variables en la eficiencia de la fermentacién alcohdlica

Ademas de las variables anteriormente mencionadas, existen otras que pueden ser medidas

durante la fermentacion y que influyen en lo resultados de la fermentacién. Dentro de estos

tenemos:

Conteo Celular: Oscila entre 300-500 millones de célula por litros. Este es el rango Optimo de

trabajo.

Conteo celular por debajo de los 180 millones y un porciento alcohdlico de 6.5 porciento, la

levadura comienza a ser una limitante, haciendo mas lenta la fermentacién y afectando el

rendimiento.

Conteo celular por encima de los 500 millones se encuentra una tendencia a la disminucién del

rendimiento, ya que se estd utilizando una mayor cantidad de azlcares para la produccién de

biomasa.

pH: Encuentra sus valores 6ptimos entre 3,8y 4,2.



Si los valores de pH se encontraran por debajo de 3 de forma sostenida se afecta el pH
citoplasmaético y se frena la actividad metabdlica.

Valores de pH por encima de 5.8 se frena la accion de la enzima invertasa que es la
encargada de hidrolizar la sacarosa transformandola en Glucosa mas Fructosa, ademas se
afectan los mecanismos de transferencia de sustrato por 6smosis y difusion a través de la

célula de levadura

1.5- Materias primas y su importancia en el proceso fermentativo.

Para la produccion de etanol han sido utilizadas diferentes fuentes de carbono como materia
prima; estas deben ser transformadas con facilidad en azicar fermentable. Su uso préactico
estara determinado por el rendimiento en etanol, por su costo y el tipo de microorganismo que

se utilice.

Varios autores, coinciden en definir 3 tipos de materias primas para la produccién de etanol:
(Obregdn, 2000).

Substratos portadores de azlcares simples, siendo los principales jugos de frutas, de cafia de

azlcar y melazas de esta y de remolacha, suero lacteo.

Substratos amilaceos, los que son ricos en almidon como el trigo, maiz, cebada, avena,

centeno arroz, sorgo y yuca, entre otros.

Substratos lignocelulésicos como la madera, bagazo de cafa, residuos agricolas y de fabricas

de tableros, papel y cartén.

Se incluye un cuarto grupo de materia prima Hidrocarburos gaseosos.

El gran potencial de Cuba lo constituye el grupo 1, procedentes de la cafia de azUcar y sus

subproductos, particularmente las melazas.

El etanol se produce por fermentaciébn de estas materias primas con levaduras u otros

microorganismos. Las de la primera clase fermentan directamente.

El segundo tipo consta de hidratos de carbono complejos, como el almidén, que primero se
deben convertir en azucares fermentables mediante la accidn de enzimas. Las sustancias
celulésicas de la tercera clase se convierten en azlcares fermentables por hidrélisis con

acidos inorganicos, principalmente.



Otra alternativa para la fermentacion alcohdlica es el suero de leche. Este tiene diferentes
efectos sobre el proceso, dado por el incremento de la produccion de levadura,
aproximadamente 0,5 toneladas por dia de produccién, aumentando un 0,29 % del por ciento
alcohdlico de la baticién y reduciendo el ciclo fermentativo en una o dos horas.

En particular, son de interés las materias primas del primer grupo, o sea, las materias
azucaradas (sustancias sacarinas), dentro de las cuales estan: azucar de cafia o remolacha,
melazas, jugos de frutas y suero de leche pues son los mas facilmente fermentables y en
general basta la accién enzimatica asociada al microorganismo para metabolizar el sustrato

sin necesidad de tratamientos previos en la degradacién de carbohidratos.

La produccion de etanol a partir de estos materiales generalmente incluye tres etapas
fundamentales: primero, la conversion de carbohidratos en azucares simples o asimilables por
los microorganismos productores de alcohol, después la fermentacion de estos azlcares a

etanol y finalmente la separacion del etanol y otros productos por destilacion.

Se reporta, sobre todo en otros paises, de la utilizacién de jugo de cafia concentrado a 60

°Brix, aungue el almacenamiento de este por largo tiempo es restringido

Las materias azucaradas son las mas facilmente fermentables y en general basta la accién
enzimatica que posee el microorganismo para metabolizar el sustrato sin necesidad de

tratamientos previos para la degradacién de los carbohidratos.
1.5.1- Melazas.

Dentro de las materias azucaradas mas favorables para la fermentacion esta la miel final de
cafa, la cual siempre ha sido apreciada por los consumidores extranjeros para ser mezclada
con mieles de otra procedencia, por ejemplo, de remolacha. También son usados
principalmente en otros paises el jarabe, es decir, jugo de cafia concentrado a 60 °Brix como
reporta (Amaral, G., 1989). Pero el almacenamiento por largo tiempo del jarabe es restringido,
debido a la elevada concentracion de sacarosa y la baja concentracion de azlcares
reductores; asi se favorece el proceso de cristalizacion y se dificulta el manejo de esta materia

prima.

Para paises grandes productores de azlcar de cafia tiene una importancia basica la utilizacion

de la miel final, como fuente de carbono, para la fermentacién alcohdlica.



En Cuba siempre se ha empleado la miel final de cafia (miel C) como materia prima
fundamental para la produccion de alcohol etilico, aunque se han realizado varios estudios
donde se utilizan las mieles de blanco directo, miel B, etc. (Martinez J. y Villa, 1996),
realizaron analisis de las mieles de blanco directo y la mezcla de las mismas con mieles
finales, recomendando las mejores condiciones operacionales para aumentar la eficiencia en

la fermentacion alcohdlica.

Ampliando la posibilidad de disponer de nuevas materias primas (Fabelo, J. y col., 1998),
reportan estudios realizados de modelacién y optimizacion de la etapa fermentativa, con la
utilizacion de diferentes sustratos, tales como vinazas y jugo de los filtros mezclados con miel

final en diferentes proporciones.

(Llerena, G. y col. 1999), analizan diferentes alternativas de sustratos para la produccion de
alcohol, entre los que figuran el jugo de los filtros y la miel B. Plantean que por el bajo nivel de
probidticos de la miel B, el ciclo fermentativo tiende a alargarse como promedio a 13 horas, por

lo que recomiendan mezclarla con mieles finales en niveles no inferiores al 20% de esta.

Las mieles cubanas han sido muy estudiadas en el pais. Los reportes de (Biart, J. y col.,

1982), yde (Otero, M.y col., 1990), indican caracteristicas tipicas tales como:

v Los solidos solubles oscilan entre 85- 88 °Brix.

v Las cenizas oscilan entre 6 y 15 %.

v" El lodo expresado en base seca es proximo a 4 %.

v' Los azUcares susceptibles de ser fermentados oscilan de 48 %-60 %.

v' Los no azucares organicos se hallan entre 9-10 % y los constituyentes inorganicos
entre 11y 14 %.

Estudios realizados por (Hsie, M., 1992), reportan que el calcio, magnesio y potasio componen
méas del 99 % de los iones metélicos en las mieles cubanas analizadas. Los niveles de los dos
primeros son suficientes para soportar el crecimiento de microorganismos y la produccion de
etanol y superiores a la de las mieles de remolacha investigadas por (Demirbas, 2010). Sin
embargo, la relacion entre el Mg y el K tiene importancia metabélica, pues concurren entre si

en el mismo sistema de transporte, y se comprobd, por (Hsie, M., 1992), que existe una clara



tendencia a disminuir la p max con la relacion Mg/K. Este mismo autor plantea que el azufre
suministrado en forma de sulfatos es asimilado por la levadura, pero en forma de SO,
altamente inhibidor mas alla del 0,01 %.

Se reporta en mieles cubanas el efecto inhibitorio del acido butirico por (Amaral, 1989) y se
plantea que es desfavorable para el proceso de fermentacién la presencia de acidos volatiles,
gue en concentraciones superiores a 0,20 % de acido butirico y 0,75 % de acético, entorpecen

el proceso de fermentacion.

También (Jenkins, 2008), coincide en que los acidos acético y butirico presentes en las mieles
disminuye la velocidad de division celular y, por tanto, tienen un efecto negativo en el

crecimiento de la levadura.

(Manseer, H. y col., 1990), reportan el efecto de los acidos propionico, acético, butirico,
valérico y capronico en la dindmica y caracteristicas de la fermentacion alcohdlica de mieles,
con diferentes cepas de levaduras, encontrando que los acidos antes mencionados retardan el

proceso fermentativo.

(Moo, Y. y Moreira., 1985), investigd que la produccion de alcohol disminuye con el

incremento de la concentracién de 4cidos grasos volatiles.

Un aspecto importante en la calidad de las mieles finales es su contenido microbiano. Entre la
microflora encontrada en las mieles finales cubanas, de acuerdo a lo reportado por (Biart, J. y
col., 1982) y (Otero, M., 1990), se hallan el Bacillus subtilis, el Lactobacillus, que puede
resistir temperaturas cercanas a 90 °C y algunos micrococos, que resisten las operaciones
fabriles, entre otros. Los hongos presentes en los jugos parecen no resistir las condiciones de
fabricacién, puesto que no aparecen en la microflora de las mieles finales cubanas. Algunas
levaduras se han aislado de las mieles cubanas, tales como la S. pombe, Saccharomycodes
rousii y C. tropicales, entre otras. En resumen, se puede decir que la microflora de las mieles

finales esta formada principalmente por bacterias.

Existen ademas otros factores que influyen en el deterioro de las mieles, que tienen que ver
con la cosecha de la cafa; la mecanizacion, fertilizacién y limpieza de cafias atrasadas u otros
relacionados con el proceso de fabricacion del azucar (Biart, J. y col., 1982) y (Otero, A,
1990).



1.5.2- Combinaciones de sustratos en fermentacion.

En la busqueda de alternativas que propicien una disminucion de los costos de produccién en
el proceso productivo de etanol, sin lugar a dudas el uso de diversos sustratos azucarados
constituye un punto de partida. Del proceso azucarero se obtiene, ademas del aziacar como
producto principal una serie de corrientes intermedias ricas en azlcares que pueden ser
utilizados como mezclas de sustratos para la obtencion de etanol (Mesa, L., 2006). Tal es el
caso del Jugo de los Filtros, el cual posee aproximadamente un 5% de sélidos insolubles, lo
gue obliga a recircularlos en cantidades de 10 a 20% con el jugo mezclado en el proceso de
fabricacion del azlcar y se hace necesario para poder trabajar con mezcla de jugo de los filtros

y mieles su clarificacion con poliacrilamida como floculante.

Las alternativas de uso de jugos de los filtros se basan en las caracteristicas que poseen los
mismos y que influyen en la fermentacion. Algunos de estos aspectos se muestran en la Tabla
1.1.

Tabla 1.1: Aspectos que influyen en la Fermentacion.

FiSICOS FisICOS
Sélidos Insolubles: Constituyen soporte para
microorganismos, originas incrustaciones,
G | Temperatura A | barreras en la transferencia de calor.
g | (inicial, media, final)\ P | Coloides: causa espumacién durante la
N 0 fermentacion, barreras en la de transferencia de
masa con la pared y membrana celulares.
E Solidos R » e
Presion osmotica: Elemento estresante a la
R (sélidos Insolubles, presion | T | célula por su participacion activa en la actividad
osmotica, coloides) fermentativa. La constitucion del jugo ejerce gran
A A | influencia en su valor.
L QUIMICOS D QUIMICOS
E O Concentraciébn de hidrogenotes (H+): La
o g | influencia del pH es marcada en la actividad de la
s | Inhibidores levadura. Un jugo con adecuado pH (5.5-5.7)
garantizara una disminucién hasta los valores




(H*, COOH, bloqueadores)

Nutrientes

(azucares, &cidos grasos,
vitaminas, NH, minerales,
P20s.

BIOLOGICOS

In6culo

(cepa, conteo, estado
fisiolégico)

Contaminantes

(L. acéticas, hetero-lacticas,
homo-lacticas)

nw O O C

Optimos de trabajo durante la propia fermentacion.

Blogueadores: Compuestos que se asocian a
enzimas especificas deteniendo una reaccion
bioguimica dada. Cuando los jugos son
sulfatados, la presencia de sulfito provoca la
detencibn de la  deshidrogenacion  del
acetaldehido para su transformacion a etanol.

Nutrientes: De su presencia y justa dosificacion
dependera el éxito del proceso.

BIOLOGICOS

In6culo: No depende de las caracteristicas del
jugo pues las levaduras alcoholeras utilizadas
normalmente fermentan jugos, aunque el uso de
levaduras aclimatadas al trabajo con este sustrato
beneficiaria la fermentacion.

Contaminantes: Aunque pueden provenir de
diversas fuentes, el aporte proveniente del
sustrato resulta ser marcado. La presencia de
microorganismos que desvien la ruta metabdlica
hacia la formacion de otros productos afecta la
fermentacion.

1.5.3- Recirculacion de vinazas a la etapa fermentativa.

Presentan un gran efecto contaminante sobre los recursos donde se descarguen. La

problematica principal radica en que por cada hectolitro de alcohol producido a partir de miel

final, se obtienen de manera adicional aproximadamente 15 hectolitros de vinaza como

residual que pueden causar graves dafios en los recursos hidricos donde se descarguen

debido a su poder contaminante.

Las vinazas de destileria presentan diversas aplicaciones:

Medio para el crecimiento de microalgas, empleadas posteriormente para la obtencion de

alcohol de tercera generacion, a la par que reduce las emisiones de CO, y la carga

contaminante.

Como abono quimico, para fertilizar directamente suelos con permeabilidad razonable y una

buena capa de materia organica.
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Mediante la digestibn anaerobia para producir gas metano que podria ser empleado como
combustible para la produccion del vapor necesario para la destilacion, la limpieza de
fermentadores y otras labores con un ahorro del combustible convencional.

Utilizar el mosto como alimento animal.

La recirculacion al proceso de obtenciéon de etanol, incorporandolo a la fermentacion permite

ahorrar parte del agua empleada como diluyente en el proceso.

Como se expone anteriormente, una de las aplicaciones que tienen las vinazas es su

recirculacién al proceso, lo que trae consigo diversas ventajas y desventajas.

Ventajas.

Menor consumo de vapor en la esterilizacion.
Reduccidén del volumen de efluentes de vinazas.
Menor consumo de agua.

Menor consumo de acido sulfdrico.

Desventajas.

Limitaciones con el porciento de formacion alcohdlica a lograr.
Aumento del contenido de 4cidos organicos y otros metabolitos toxicos a las levaduras.
Necesidad de un mayor control biolégico para que los acidos organicos no sean muy elevados.

Aumento de la presién osmotica con un aumento de los sélidos no azlcares.

Se reporta estudios que muestran la influencia que tiene en el rendimiento en fermentacion el
empleo de una mezcla de agua-vinazas-flemazas en sustituciéon de un porciento del agua
empleada para la dilucién de la miel (Martinez, Y., 2013). Los resultados de la optimizacion de
los modelos obtenidos arrojan la posibilidad de sustituir hasta un 20% el agua empleada con
este fin sin afectar el rendimiento alcohélico (Del Castillo, L. y col., 1997). Esta inclusion de
residuales del propio proceso se debe realizar de forma controlada para garantizar la no

afectacion de los pardmetros operacionales del proceso. Brinda como ventajas un menor



vertimiento de estos agresivos residuales al medio ambiente, un menor consumo de agua y el

aporte de nutrientes a la fermentacion.

1.6- Evaluacién del uso combinado de miel final con jugo de los filtros y vinazas en la

1.6.1-

1.6.2-

fermentacion.

A partir del disefio de experimento Enrejado Simplex se puede obtener el comportamiento de
las propiedades de una mezcla de tres componentes a escala de laboratorio. Este método
resulta ventajoso pues requiere de un plan experimental minimo y brinda una informacion

completa.

Para desarrollar este plan experimental se necesitan realizar seis puntos de composicion
conocida del enrejado. Es suficiente una medida de la propiedad que se desea estudiar en
cada punto para obtener el modelo que describe el comportamiento de esa propiedad al variar
la composicién de la mezcla. El polinomio que brinda las respuestas medidas se muestra a

continuacion:

Y=byx;+byx;+byxg+byaxx +by3xx5+ bogxsxs (ec.1.1)

A través de este polinomio es posible obtener la superficie respuesta de cada propiedad en
dependencia de la composicién de la mezcla. Con el objetivo de probar la adecuacidad del
modelo obtenido se propuso realizar un punto de chequeo situado dentro del triangulo. Este
punto puede tomarse como punto experimental de un modelo mas complejo en caso de que
no ser adecuado el modelo obtenido (Martinez, Y., 2013).

Fermentacion de Mieles con Jugos de los filtros y Vinazas.

Una vez decidido el disefio experimental se montan los puntos experimentales necesarios para
satisfacer el disefio. La fermentacion se desarrolla de similar manera a como se realiza en la
fabrica. Las materias primas provienen de la destileria Heriberto Duquesne y su
caracterizacion se desarrolla de acuerdo a las normas cubanas. Las técnicas para las

determinaciones de las materias primas se reportan en el anexo 1.

Llenado de Fermentadores por el sistema de Refrescos.



El sistema de refrescos consiste en llenar de forma progresiva los fermentadores durante la
fermentacion. Este método permite que las levaduras no estén sometidas a altas
concentraciones de sustratos y permite la obtencion de mejoras en las eficiencias
fermentativas ya que se le suministraran los azucares a medida que el microorganismo lo

vaya necesitando para su transformacion en etanol.

El momento para refrescar el fermentador se decide de acuerdo a dos variantes. El escoger
una u otra dependera de la persona que controla la fermentacion.

1. Cuando el Brix desciende al 70% del inicial.
2. Cuando la temperatura en el fermentador se eleva y el refresco me garantiza que retorne a los

valores establecidos.

Procedimiento para los Refrescos

1- Adadir en el fermentador una cantidad de baticién (pie) y después un volumen de pre
fermento, estas cantidades deben de ser iguales y seleccionadas al Brix de corrida
orientado.

2- Cuando halla actividad en el medio se puede empezar a adicioanar el ler refresco y

después de bajar el Brix a 70% de la medicion inicial se sigue refrescando.

Tabla 1.2: Sistema de llenado de fermentadores para refrescos.

2 refresco 3 refresco 4 refresco
Colchon + prefermento | 2/10*VEeermentador 2/10*V eermentador 2/10*V Eermentador
Primer Refresco Hasta la mitad | Hasta 1/3*Veermentador | Hasta 1/4*Veermentador
Segundo Refresco Hasta llenar Hasta 70 % Hasta la mitad
Tercer refresco Hasta llenar Hasta 70 %
Cuarto refresco Hasta llenar

1.6.3- Sistema de Volumenes Incrementados por Multiples Adiciones Secuenciales (VIMAS).



1.7-

El sistema VIMAS consiste en una extension del sistema de llenado de los fermentadores por
refrescos. Su gran ventaja radica en la obtencién de mayores eficiencias fermentativas al
permitir que el llenado se realice en un numero elevado de refrescos. La desventaja se
encuentra en la necesidad de contar con un sistema automatizado para realizar los refrescos,
por lo que se hace imposible su implementacion en plantas que no posean tecnologias de
punta.

Conclusiones parciales.

La fermentacién alcohdlica es un proceso anaerobio donde los microorganismos consumen
azucares y producen etanol, CO, y moléculas de ATP las cuales consumen los propios

microorganismos en su metabolismo celular.

Las caracteristicas mas importantes que debe reunir las levaduras para garantizar buena
eficiencia en fermentacion son: la tolerancia a altas concentraciones de etanol, azucar y

elevadas temperaturas.

Durante la fermentacién alcohdlica, las variables mas importantes a controlar son el pH,

temperatura y conteo celular en los prefermentadores.

El empleo de otras materias primas azucaradas como los jugos de los filtros contribuye a
lograr una mejor rentabilidad de la planta al disminuir los costos de las materias primas.
También al recircular vinazas se logra un ahorro de agua para diluir la miel, asi como un

menor impacto ambiental por parte de este agresivo residual.

El sistema de llenado de los fermentadores por refrescos garantiza mejores eficiencias en
fermentacion y a su vez ayuda al control de parametros operacionales como la temperatura en

los fermentadores.



Capitulo IT



— Estudio de la fermentacion con Jugo de los filtros y vinazas.

Actualmente Heriberto Duquesne enfrenta un gran problema con las vinazas, por lo que la
busqueda de alternativas para reducir los volimenes de vertimiento constituye una necesidad.

En la busqueda de mejores beneficios econémicos se encuentran muchas veces el uso de
nuevas materias primas con bajos costos constituyendo una opcién para lograr la reduccion de
los costos de produccion. De acuerdo a lo reportado en la literatura, ya se ha trabajado
anteriormente con jugos de los filtros como sustrato en la fermentacién alcohdlica. Atendiendo
a todo esto, se procede al desarrollo experimental de la fermentacién usando como materias
primas mieles finales y jugo de los filtros y vinazas en sustitucién de un porciento de agua para
la dilucion de la miel.

La caracterizacion de las materias primas utilizadas se muestra en las siguientes tablas.

Tabla 2.1: Caracterizacion de la miel.

Parametro Valor
°Brix 85,2
ART (%) 56,149
RL (%) 147,88
Az. Ferment. (%) 52,476
Infer. (g/L) 3,673
Sac. (%) 39,293
Densidad (g/ml) 1,44675
Lodos (%) 6,183
pH 5,6

Tabla 2.2: Caracterizacién del jugo de los filtros.

Parametro Valor
°Brix 12
ART (g/L) 104
Densidad (g/ml) 1,04646
pH 5.8




Tabla 2.3: Caracterizaciéon de las vinazas.

Parametro Valor
°Brix 4,93
ART (g/L) 2
Densidad (g/ml) 1,01746
pH 4,5

Se conoce que a partir del disefio de experimento Enrejado Simplex se puede obtener el
comportamiento de las propiedades de una mezcla de tres componentes a escala de
laboratorio. Para el desarrollo de este disefio experimental se necesitan realizar seis puntos de
composicion conocida del enrejado y un punto central que le brindara rugosidad al modelo. La

planificacion experimental llevada a un diagrama triangular se muestra en la figura 2.1.

100% Miel (diluida con agua)

58,42% M (diluida con
agua) - 41,58% IF 50% Miel (diluida con agua)-

50% Miel (diluida con vinaza)

36,88% M (diluida con agua)-
26,24% JF- 36,88% M
(diluida con vinaza)
100% Jugo de los

Filtros (JF) 100% Miel (diluida con
vinaza)

41,58% JF- 58,42% Miel (diluida
con Vinaza)

Figura 2.1: Esquema del disefio experimental.

NOTA: Todos los puntos en lo que se encuentren vinaza significa que se trabaja con miel pero
diluida con vinaza.



Los vértices del diagrama se corresponden con fermentaciones donde solamente el
componente indicado aporta los azucares. Los puntos ubicados en los lados del tridngulo se
corresponden con fermentaciones donde los azlcares son aportados por dos componentes en
la proporcién que se muestra en la tabla 2.4, y en el punto central los aztcares son aportados

a la fermentacién por los tres componentes.

Tabla 2.4: Planificacion del experimento.

Composicion p/p
Experimento Miel (diluida con Jugo Miel (diluida con
agua) Filtro vinaza
1 100 0 0
2 0 100 0
3 0 0 100
4 58,42 41,58 0
5 50 0 50
6 0 41,58 58,42
7 36,88 26,24 36,88

El procedimiento para llevar a cabo la fermentacion se realiz6 de forma similar a como se
desarrolla en la fabrica. Primeramente se adiciond un pequefo colchén de miel. Sobre ese
colchén se adiciona el volumen de prefermento necesario para realizar la inoculacion del
fermentador. El prefermento se tomé directamente de la fabrica y su caracterizacion se

muestra en la tabla 2.5.

Tabla 2.5: Caracteristicas del prefermento utilizado.

Parametro Valor
°Brix 7,45
ART (g/L) 26
Grado alcohdlico (°GL) 4,1
Conteo celular (x10°) 281
Gemacion (%) 23
Viabilidad (%) 96




pH 4,10

Los resultados de los balances para el colchén de miel y prefermento se muestran en la tabla
2.6.

Tabla 2.6: Resultado de los balances para el colchén y prefermento.

Exp. Valor Ecuaciones
Miel (L) 0,01408
M+A=C
Miel (g) 20,37
Colchén

Agua (L) | 0,08592 M % %ARFy = C « ARF;

ARF¢ (g/L) | 106,92

Colchén Miel
+ © 15,55 PTE*ARFP:“B+C*ARFE=§mEB!_fErmBnE.

Prefermento ferment. (g)

Se realizaron los siete puntos de cada disefio de forma simultanea en recipientes de 2L. Se
fijaron los azucares reductores iniciales en todos los experimentos y se determinaron las
cantidades de miel, jugo de los filtros, vinazas y agua de acuerdo a la planificacion
experimental a través de balances de materiales. Los resultados de los balances se muestran

en la tabla 2.7.

Tabla 2.7: Resultado de los balances para cada experimento.

Exp. Valor Ecuaciones
Miel (L) 0,2745 C+Pre+M+A=FE
1 | Miel (9) 392,23 15,55 + M + %ARF,; = B+ ARFp

B « ARFy — 15,55
%ARFy

2 | Miel (L) 0,04853 C+Pre+M+JF=8B

Agua (L) 1,4254 M=




1555 + M + %ARTy, + JF « ART;z = B + ART

Miel (g) 70,22
My = ®JF
Jugo Filtro (L) | 1,65 iw = Pyr+]
Jugo Filtro (g) | 1726,66
Miel (L) 0,2745 CHPre+M+V =5
Miel (q) 392.23 15,55 + M « %ARF,; = B« ARFj
Vinaza (L) 1,4254 a = B AREs — 1555
%ARF),
Vinaza (g) 1450,33 My=py=V
Miel (L) 0,16038 C+Pre+M+]JF+A=F
Miel (g) 232,04 | 1555+ M +« %ARFy + JF « ART)j = B« ARFg
Jugo Filtro (L) | 08334 | JF« ART; = 0,4158 « (B » ART; — 15,55)
Jugo Filtro () | 872,18 |y or AT, — 0,5842 « (B * ART, — 15,55)
Agua (L) 0,7062 Mz = pjp +JF
Miel (L) 0.27456 C+Pre+M+A+V =8
. 1555+ M = %ARF,; = B+« ARF,
Miel (g) 392,23 Mx%ARFy =B+ ARF;
v ] 57127 _ B« ARF5 — 1555
inaza (L) : M = YARF.
Vinaza (g) 725,16 (V+A)=B—M— 1555
A=05%(B—M—1555)
Agua (L 0,7127
gua (L) My = g+ V
Miel (L) 0,16038
C+Pre+M+]JF+A=F
Miel (g) 232,04
15,55 + M  %ARFy, + JF + ARTyz = B + ARF;
Jugo Filtro (L) | 0,8334
JF % ART)z = 0,4158 * (B * ARTg — 15,55)
Jugo Filtro (g) | 872,18
M % %ART,, = 0,5842 « (B * ARTg — 15,55)
Vinaza (L) 0,7062
My =py*V Mir = pjp *JF
Vinaza (g) 718,55




Miel (L) 0,2025 | 1555 + M + %ARF, + JF + ART)z = B » ARFg

na Miel (g) 292,99 | M % %ART, = 0,7376 + (B » ART5 — 15,55) vez
ce Jugo Filro (L) | 0,526 | jFy ART); = 0,2624 x (B * ARTz — 15,55)
7 | Jugo Filtro (g) | 550,43 A= 2/3 «(B—C— Pre— M —JF)
Vinaza (L 0,3238
© V=1/3%(B~-C—-Pre—M-]F)
Vinaza (9) 329,45
Agua (L) 0,6476 My =py >V

adiciona el prefermento al colchon de miel diluida se deja fermentando bajo condiciones
anaerobias para garantizar la transformacion de los azucares en alcohol y no buscando la
propagacion de las levaduras. Este primer paso se realiza con el objeto de ir adaptando
gradualmente el microorganismo al medio. Cuando se comience a observar actividad en el
medio se realiza el llenado del fermentador. El llenado se realizé por refrescos, al igual que se
realiza a escala industrial. La figura 2.2 muestra el esquema para el llenado del fermentador en

tres refrescos.

T
\ 7\

VFermentador
Tercer Refresco

Segundo Refresco 2/3*VFermentador

\

Primer Refresco

1/3*VFermentador
v

Colchén+Prefermento

v
Figura 2.2: Procedimiento para el llenado del fermentador en tres refrescos.

Para llenar el fermentador en tres refrescos primeramente se afiade baticion al colchén y
prefermento hasta la tercera parte del fermentador. Cuando el Brix desciende al 70 % de su
valor inicial se esta listo para refrescar, esta vez hasta las dos terceras partes del fermentador.
Se sigue el mismo procedimiento en relacion al Brix y por ultimo se rellena completamente el

fermentador. Este método resulta mas ventajoso en relacién al llenado del fermentador



completamente desde el principio pues permite a las levaduras tomar solamente lo que
necesita y no sobresatura el medio de azlcares que no van a ser consumidos
inmediatamente. Otra ventaja es que permite refrescar la temperatura del fermentador. Una
vez lleno el fermentador se sigue la fermentacion cada dos horas hasta que el Brix se
mantenga constante y no observar actividad en el mosto. Una vez finalizada la fermentacion
se procede a determinar los azucares reductores residuales, el grado alcohdlico del mosto y el

rendimiento en fermentacion.

2.1.1- Anédlisis de los resultados.

Una vez lleno los fermentadores, se sigue la fermentacion a través del Brix y cuando este se
mantiene constante por espacio de mas de dos lecturas seguidas se da por concluida.
La figura 2.2 y 2.3 muestran el comportamiento del Brix y pH respectivamente para las cinco

réplicas durante toda la fermentacion. Los datos se encuentran reportados en los Anexos 2.

Brix vs Tiempo ——100% Miel

—a—100% Vinaza

—4—50-50% Miel-Vinaza

—=—100% Jugo Filtro

—+—58,42-41,58% Miel-

JugoFiltro
—0—58,42-41,58% Vinaza-
JugoFiltro
0 10 20 30 40 <0 26,24-36,88-36,88%
Tiempo (h) Jugo Filtro-Miel-Vinaza

Figura 2.3: Comportamiento del Brix durante la fermentacion.

Como se puede observar, en todas las experiencias se observo el descenso que experimenta
el Brix con el tiempo, lo que evidencias el consumo de sustrato. No se observaron anomalias
durante la fermentacién que muestre alguna accién inhibidora por parte de los sustratos no

convencionales.

Por otro lado, aunque el pH no muestra una tendencia al igual que el Brix, si se mantiene

dentro del rango 6ptimo durante toda la fermentacion.



pH vs Tiempo

—4— 100% Miel

—8—100% Vinaza

"1
= %\W

T4,5 F —

—#— 50-50% Miel-Vinaza

—<—100%Jugo Filtro

4 —"h‘;ﬁ\‘
| YNV
—#—58,42-41,58% Miel-Jugo
3’5 Filtro
—0—58,42-41,58% Vinaza-
0 10 20 30 40 50 ] Filt
Tiempo (h) ugoriitro

Figura 2.4: Comportamiento del pH durante la fermentacion.

Durante la fermentacion, todos los parametros se mantuvieron dentro del rango establecido y

no se observaron anomalias en cuanto al consumo de sustrato. Una vez finalizada la

fermentacion se determiné el grado alcohdlico y la eficiencia. Los resultados se muestran en la

tabla 2.8.

Tabla 2.8: Resultados de los experimentos para Jugo de los filtros.

Muestras ART %Alcoh. Eficiencia
(g/L) °GL (%)

Inicial 112

1 i 5,55 77,66
Final 1,2
Inicial 112

2 i 4.86 67,95
Final 2
Inicial 112

3 i 47 65,66
Final 1
Inicial 112

4 L 5,12 71,59
Final 1,2
Inicial 112

5 i 49 68,45
Final 1
Inicial 112

6 i 5,31 74,2
Final 1,4
Inicial 112

7 i 5,04 70,53
Final 1




mi{rﬂcahn! producide) * Pistanocl)
gramos { miel fermentable)
0,51

Como se observa en la tabla anterior, los mejores resultados son aquellos donde todos los

(ec.2.1)

Eficiencia =

azucares son aportados por la miel, seguido de la fermentacion de los jugos de los filtros con
vinazas y luego los jugos fermentados con mieles. Los resultados menos favorables son
aquellos donde se empled solamente vinaza para diluir la miel, seguido de la fermentacion de

jugos solamente.

Los resultados de las fermentaciones con vinazas coincide con lo reportado por Granado,
2010, donde las eficiencias en fermentacion van disminuyendo a medida que se incrementa el
porciento de vinazas en la mezcla. También coinciden con Torres, 2005, que reporta los

peores resultados cuando se fermentan solamente los jugos.

2.1.2- Anédlisis estadistico del disefio.

Se analizé el disefio experimental utilizando el software STATGRAPHICS Plus v. 5.1. y se
obtuvo el modelo que describe el comportamiento de la Eficiencia y Grado alcohdlico en
dependencia de la composicion de la mezcla, los cuales se muestran en las ecuaciones 2.2 y

2.3 respectivamente.

Eficiencia = 77,7427 * M + 68,0327 = JF + 65,7427 *V — 6,5144 + M = JF —
v 144944 =M=V + 279256« JF =V (ec.2.2)

Tabla 2.9: Tabla ANOVA para Eficiencia.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados GL Medio F-Ratio | P-Valor
Modelo Cuadrético 98,4503 5 19,6901 21,80 0,1590
Error Total 0,903275 1 0,903275
Total (corr.) 99,3535 6

Tabla 2.10: Cuadratico Resultados del Modelo ajustado para Eficiencia

Parametro Estimacion Error Estandar | Estadistico T p-Valor
A: Miel 77,7427 0,9468
B: Jugo Filtro 68,0327 0,9468




C: Vinaza 65,7427 0,9468

AB -6,5144 4,3521 -1,4968 0,3750
AC -14,4944 4,3521 -3.3303 0,1857
BC 27,9256 4,3521 6,4164 0,0984

R-cuadrado = 99,0908 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 94,5451 por ciento
Error Estandar de Est. = 0,950408

Error absoluto de la media = 0,283619

Estadistico Durbin-Watson = 1,24242
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0,068182

El StatAdvisor

Esta tabla muestra un analisis de varianza para el modelo cuadratico seleccionado
actualmente. Dado que el p-valor para este modelo es mayor o igual a 0,10, no hay relacion
estadisticamente significativa entre Eficiencia y los componentes al 90% de nivel de confianza

0 superior.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica el 99,0908% de la
variabilidad en Eficiencia. El estadistico R-cuadrado ajustado, el cual es mas adecuado para
la comparacion de numeros diferentes de variables independientes, es 94,5451%. EIl error
estandar de la estimacion muestra la desviacion normal de los residuos para ser 0,950408. El
error absoluto de la media (MAE) de 0,283619 es el promedio del valor de los residuos. El
estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay cualquier
correlacion significativa basada en el orden en el que se suceden en el fichero de datos.
Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay indicios de una posible correlacion de serie.

Represente los residuos frente al orden



Contornos de Superficie de la Respuesta Estimada ;. i.cia

Miel=1.0 — 65.0
— 66.5
— 68.0

69.5
— 7.0
— 725
— 740

75.5
— 770

78.5

Jugo Filtro=1.0 Miel=0.0 Vinaza=1.0

Figura: 2.5: Contornos de superficie estimada para la Eficiencia.

Superficie de Respuesta estimada

Miel=1.0

80
77
74
71
68
65
Jugo Filtro=1.0 Vinaza=1.0

Eficiencia

Figura: 2.6: Superficie estimada para la Eficiencia.

Grado Alc.= 555644 * M + 4,86644 = JF + 4,70644 =V — 0,468781 =M = JF —
v 102878+ M =V + 199122« JF =V (ec.2.3)

Tabla 2.11: Tabla ANOVA para Grado alcohdlico.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados GL Medio F-Ratio | P-Valor
Modelo Cuadrético 0,495813 5 0,0991626 18,12 0,1740
Error Total 0,00547289 1 0,00547289
Total (corr.) 0,501286 6

Tabla 2.12: Cuadratico Resultados del Modelo ajustado para Grado alcohdlico.

Parametro Estimacion Error Estandar | Estadistico T p-Valor

A: Miel 5,5564 0,073698




B: Jugo Filtro 4,8664 0,073698
C: Vinaza 4,7064 0,073698
AB -0,46878 0,33877 -1,38377 0,3984
AC -1,02878 0,33877 -3,03681 0,2025
BC 1,99122 0,33877 5,8778 0,1073

R-cuadrado = 98,9082 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 93,4494 por ciento
Error Estandar de Est. = 0,073979

Error absoluto de la media = 0,0220767

Estadistico Durbin-Watson = 1,24242
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0,068182

El StatAdvisor

Esta tabla muestra un analisis de varianza para el modelo cuadratico seleccionado
actualmente. Dado que el p-valor para este modelo es mayor o igual a 0,10, no hay relacion
estadisticamente significativa entre Grado Alcohdlico y los componentes al 90% de nivel de

confianza o superior.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica el 98,9082% de la
variabilidad en Grado Alcohdlico. EIl estadistico R-cuadrado ajustado, el cual es mas
adecuado para la comparacion de numeros diferentes de variables independientes, es
93,4494%. EIl error estandar de la estimaciéon muestra la desviaciéon normal de los residuos
para ser 0,073979. El error absoluto de la media (MAE) de 0,0220767 es el promedio del valor
de los residuos. El estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si
hay cualquier correlaciéon significativa basada en el orden en el que se suceden en el fichero
de datos. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay indicios de una posible correlacién de

serie.



Contornos de Superficie de la Respuesta Estimada gado Alcohslico
Miel=1.0

— 46
— 47

Jugo Filtro=1.0 Miel=0.0 Vinaza=1.0

Figura: 2.7: Contornos de superficie estimada para el Grado alcohdélico.
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Figura: 2.8: Superficie estimada para el Grado alcohdlico.

2.1.3- Optimizacion del modelo.

El andlisis estadistico de los experimentos realizados nos brinda el modelo que relaciona la
composicion de la mezcla miel-jugo de los filtros-vinaza con la eficiencia en fermentacién, por
lo que a través de la optimizacién de este modelo podemos encontrar la composicion 6ptima
gue me garantiza una eficiencia maxima. Para la optimizacion se utilizé la herramienta Solver

del Excel.

Como se observa en la tabla 2.13, los resultados Optimos se obtienen cuando los azlcares
fermentables son aportados por el jugo de los filtros en un 54,1% y el resto por la miel, pero
diluida por vinazas, lo que supone de antemano un ahorro de agua y menores volimenes de

vinaza a biogas.

Tabla 2.13: Resultados de la optimizacion.



Final

Name
Value
Eficiencia = 77,7427 « M + 68,0327 = J[F + 65,7427 =V — 65,5144 « M = JF — 14,4944
wM x4+ 279256 = JF =V 73,92
Final
Name Value
Miel 0
Jugo de los Filtros 0,541
Vinazas 0,459

2.2- Estudio de la fermentacion por el método de los Volumenes Incrementados por

Multiples Adiciones Secuenciales (VIMAS).

Un segundo caso fue propuesto para determinar alternativas de mejoras de la etapa

fermentativa. El método VIMAS nos permite, a través de la adicion de infinitos de los llamados

“refrescos”, un acercamiento a una forma continua de fermentacion.

Primeramente se hace necesario caracterizar las materias primas. En este caso se trabajara

solamente con miel como fuente de azlcares y su dilucién se realizara solamente con agua,

de la forma tradicional. Los resultados de los andlisis efectuados a la miel se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 2.14: Caracterizacion de la miel final.

Parametro Valor
°Brix 81,82
ART (%) 57,481
RL (%) 14,543
Az. Ferment. (%) 53,701
Infer. (%) 37,8
Az. Totales (%) 55,334
Densidad (g/ml) 1,42373
Lodos (%) 6,084
pH 6,1




La planificacion experimental consiste en la realizacion de siete experimentos diferenciados
Unicamente por el numero de refrescos necesarios para completar el volumen del fermentador.
A diferencia de los experimentos anteriores donde se utilizo el prefermento proveniente de la
destileria, esta vez se hace necesario comenzar desde el principio con la propagacion de la
levadura. Siguiendo la forma en que se realiza en la fabrica, la primera etapa de propagacion
se realiza en el cultivador. El volumen de cultivo representa la décima parte del volumen del
prefermentador. La levadura utilizada es la Saccharomyces cerevisiae. Se le adicionan como
nutrientes fosfato de amonio, sulfato de amonio y nutriente para levadura (QUIMIQZ — 350 A).
Como el resultado buscado es el crecimiento y propagacion de la levadura, esta etapa es
aerobia. Los resultados del balance de materiales para esta etapa se muestran en la tabla
2.15.

Tabla 2.15: Resultados de los balances para el cultivador.

Valor Ecuaciones
Volumen (L) 0,4
Miel (L) 0,0446 M+ A =Cult

63.63 M = %ARFy; = Cultx ARF,
Miel (g) M + %ARF,

(0,0446 L) ARF; = #

Agua (L) 0,3554 My = pyyx M
ARFc (g/L) 85,42
Sulfato de amonio (g) 5,2 Sulfato de amonio = 13 g/Lyasicien
Fosfato de amonio (g) 0,8 Fosfato de amonio = 2 g/ Lyaticién
Nutriente (g) 0,08 Nutriente = 0,2 9/ Lyaticign
Ph 4,35 -

Una vez preparado el cultivador, se le burbujea aire y se le realizan cada dos horas
mediciones de Brix, pH, conteo celular (nimero de células, gemacién y viabilidad) hasta que el
Brix descienda a la mitad mas uno de su valor inicial. Cuando se alcanza ese punto, se esta

listo para inocular el prefermentador.

El objetivo del prefermentador es continuar con el crecimiento y desarrollo de la levadura, por
tanto se realiza bajo condiciones aerobias y requiere de los mismos nutrientes utilizados en el
cultivador. El volumen de prefermento representa la décima parte del volumen del

fermentador. Los resultados de los balances se muestran en la tabla 2.16.



Tabla 2.16: Resultado de los balances para el prefermentador.

Valor Ecuaciones
Volumen (L) 4
Miel (L) 0,5839 M+A=P
Miel (g) 831,31 M x AREy = P + ARFp,.,
Agua (L) 3,416 AR, - Mt %AREy
ARFopre (g/L) 111,6 P
ARFeinal pre (9/L) 10
Sulfato de amonio (g) 52 Sulfato de amonio = 13 g/Lyasicien
Fosfato de amonio (g) 8 Fosfato de amonio = 29/ Lyatician
Nutriente (g) 0,8 Nutriente = 0,29/ Lyaticisn
pH 4.8 -

El seguimiento del prefermentador se realiza de igual manera que en el cultivador y cuando el

Brix descienda a la mitad mas uno de su valor inicial esta listo para pasar a fermentacion.

La fermentacion se llevd a cabo en reactores de 5L y se realizaron siete experiencias. La
variable manipulada fue el nimero de refrescos. El criterio que se seleccioné para refrescar
fue el de esperar a que el Brix descendiera al 70 % del inicial. El volumen de prefermento
utilizado fue la décima parte del volumen del fermentador. A la hora de montar el fermentador
se adiciond primeramente un colchon de miel a Brix de corrida, de igual volumen al volumen
de prefermento. Luego se adicioné el prefermento y se esperd hasta observar actividad para
comenzar con la adicion de los refrescos. Esto durdé aproximadamente tres horas. La
determinacion de la cantidad de miel y agua a utilizar para preparar la baticion se determiné a
través de balances de materiales y se muestran en la tabla 2.17. Para todas las experiencias
planificadas, la cantidad de miel y agua utilizar es la misma, solamente varia el nimero de
refrescos en que se llené el fermentador.

Tabla 2.17: Resultado de los balances para el fermentador.

Valor Ecuaciones
Volumen (L) 5
Miel (L) 0,6216 Colchén+P + M+ A =8
Miel (g) 885,03

Colchon « %ARF-gicngn + P * ARFripaipre + M +%ARFyy = B + ARFg

Agua (L) 3,378
Colchén (L) 0,5




Prefermento M= B+ ARFg — Colchon « %ARFg1cnen — P * ARFrinai pre
(L) 0,5 - SoARFy,
ARI:final Pre

10
(9/L)
ARFg (g/L) 112
ARFColchén+Pre.

84,73

(@)

Se planificaron siete corridas: un primer experimento con un solo refresco, luego dos
refrescos, tres, cinco, siete, ocho y nueve refrescos. Las concentraciones de todos los
refrescos se realizaron a 112 g/L Los volumenes utilizados para refrescar se muestran en la
tabla 2.18.

Tabla 2.18: Programacion del llenado de los fermentadores por refrescos.

Experimento 1 2 3 4 5 6 7
Ler refresco (L) 4 2 1,333 0,4 0,2 0,133 0,1
2do refresco (L) - 2 1,333 0,640 0,6 0,333 0,350
3er refresco (L) - - 1,334 0,840 0,8 0,533 0,550
4to refresco (L) - - - 1,060 0,6 0,5 0,375
5to refresco (L) - - - 1,060 0,6 0,5 0,375
6to refresco (L) - - - - 0,6 0,5 0,375
7mo refresco (L) - - - - 0,6 0,750 0,625
8vo refresco (L) - - - - - 0,751 0,625
9no refresco (L) - - - - - - 0,625

Una vez puesta en marcha la fermentacién se realizan mediciones de Brix y pH cada dos
horas. Se le realiza ademas conteo celular y se continu6é hasta no observar cambios en el Brix

y dar por terminada la fermentacion.

2.2.1- Analisis de los Resultados



El desarrollo de las levaduras en el cultivador se realizé a partir de tubo de ensayo en el
laboratorio. Se realiz6 el seguimiento del Brix, pH, conteo celular, gemacion y viabilidad hasta
comprobar que el Brix desciende al cincuenta porciento mas uno del inicial. Los resultados de
las mediciones realizadas se muestran en la figura 2.9 y figura 2.10.
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Figura 2.9: Comportamiento del Brix y pH en el cultivador.
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Figura 2.10: Comportamiento del Conteo celular en el cultivador.

Una vez el Brix del cultivador desciende al cincuenta porciento mas uno se inocula el
prefermentador. El comportamiento del Brix, pH y conteo celular se muestra en la figura 2.11y
2.12.
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Figura 2.11: Comportamiento del Brix y pH en el prefermentador.
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Figura 2.12: Comportamiento del Conteo celular en el prefermentador.

Una vez lleno los fermentadores, se sigue la fermentaciéon a través del Brix y cuando este se
mantiene constante por espacio de mas de dos lecturas seguidas se da por concluida. El
comportamiento del Brix y pH durante la fermentacion se muestran en las siguientes figuras.
Los datos se encuentran reportados en los Anexos 3.
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Figura 2.13: Comportamiento del Brix durante fermentacion para 1y 2 Refrescos.
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Figura 2.14: Comportamiento del Brix durante fermentacion para 3,5y 7 Refrescos.
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Figura 2.15: Comportamiento del Brix durante fermentacion para 8y 9 Refrescos.



Como se puede observar, en todas las experiencias se observo el descenso que experimenta
el Brix con el tiempo, lo que evidencias el consumo de sustrato. Por otro lado, el pH se

mantiene dentro del rango 6ptimo durante toda la fermentacion.

Podemos decir que aquellos experimentos donde se realiz6 mayor nimero de refrescos tuvo
un considerable aumento en la duracién de la fermentacion. Esto se debe a que el conteo
celular del prefermentador se encontraba por debajo de los 280 millones. Durante las
fermentaciones de aquellos experimentos de gran numero de refrescos se observé que
cuando se partia de pequefios volumenes de refresco, el Brix demoraba mas en descender al

70% de su valor inicial.

Una vez finalizada la fermentacion se determin6 el grado alcohdlico alcanzado, asi como el
rendimiento fermentativo por la ecuacion 2.1. Los resultados alcanzados se muestran en la
tabla 2.19.

Donde: 0,51 corresponde a la eficiencia maxima teérica segun Gay Lussac.

Tabla 2.19: Resultados de la fermentacion.

%Alcohélico Eficiencia
Muestras | ART (g/L)
°GL (%)
Inicial 112
1 4,36 61
Final 52
Inicial 112
2 i 4,59 64,15
Final 5,0
Inicial 112
3 i 5,24 73,3
Final 4.4
Inicial 112
5 _ 5,28 73,79
Final 4.6
Inicial 112
7 5,37 75,07
Final 4.4
Inicial 112
8 5,92 82,65
Final 4.1
Inicial 112
9 5,98 83,63
Final 4.1




Como se evidencia, a medida que el numero de refrescos aumenta, se extiende el tiempo de
fermentacion y aumenta el rendimiento fermentativo. Esto se debe a que la levadura se
encuentra sometida a una menor concentracion de azlcares y por tanto menor presion
osmotica. A medida que se afladen mas refrescos, el sustrato adicionado va siendo justo el

necesitado por las levaduras para su transformacion en etanol.

A pesar que a medida que el nimero de refrescos aumenta, también lo hace la eficiencia, se
hace necesario a la hora de determinar los mejores resultados ver como se comporta la
productividad. Esto se debe a los largos tiempos de fermentacién. Para el céalculo de la

productividad utilizamos la ecuacion 2.4.

Concentracion del producto [ g
Productividad = - — [ ] (ec.2.4)
Tiempo de fermentacion LLxh
Tabla 2.20: Productividades para cada experimento.
Refrescos 1 2 3 5 7 8 9

Productividad (g/Lh) | 0,979 | 1,137 | 1,263 | 0,954 | 0,633 | 0,602 | 0,544

2.2.3-

De acuerdo a la tabla anterior, se observa que los mejores resultados se obtienen cuando se
realizan 2 y 3 refrescos y los peores resultados se observan para 9 refrescos debido al tiempo

de fermentacion.

Consideramos que el mejor resultado se obtiene para tres refrescos debido a que las
eficiencias en fermentacién practicamente no difieren y la productividad del experimento de

tres refrescos es mucho mayor que el de cinco.

Andlisis Estadistico de los experimentos.

Se realizd6 un andlisis de Regresion Polinomial para determinar la dependencia del
Rendimiento en fermentaciéon y Productividad con el nimero de refrescos utilizando el
STATGRAPHICS Plus v.5.1.

Tabla 2.21: Analisis de Regresién Lineal para Eficiencia.

Variable dependiente: Eficiencia




Error
Parametro Estimacion Estadistico T P-Valor
Estandar
Ordenada 60,4912 2,32056 26,0675 0,000
Pendiente 2,57862 0,402221 6,41096 0,0014
Tabla 2.22: Anédlisis de la Varianza para Eficiencia.
Suma de Cuadrados _
Fuente GL F-Ratio P-Valor
cuadrados Medios
Modelo 385,659 1 385,659 41,10 0,0014
Residuo 46,9167 5 9,38333
Total (Corr.) 432,575 6

R-cuadrado = 89,1541 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 86,9849 porcentaje
Error estandar de est. = 3,06322

Error absoluto medio = 2,03101

Estadistico de Durbin-Watson = 2,29678 (P=0,1447)
Autocorrelacion residual en Lag 1 = -0,194094

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados del ajuste al modelo lineal para describir la relacién entre

Eficiencia y Refrescos. La ecuacion del modelo ajustado es:

Eficiencia = 60,4912 + 2,57862 * Refrescos (ec.2.5)

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0,01, existe relacion estadisticamente
significativa entre Eficiencia y Refrescos para un nivel de confianza del 99%. El estadistico R-
cuadrado indica que el modelo explica un 89,1541% de la variabilidad en Eficiencia. El
coeficiente de correlacion es igual a 0,944214, indicando una relacion relativamente fuerte
entre las variables. EIl error estandar de la estimacién muestra la desviacion tipica de los
residuos que es 3,06322. Este valor puede usarse para construir limites de la prediccion para
las nuevas observaciones seleccionando la opcién Predicciones del menu del texto. El error

absoluto medio (MAE) de 2,03101 es el valor medio de los residuos. El estadistico Durbin-



Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay alguna correlacion significativa
basada en el orden en el que se han introducido los datos en el fichero. Dado que el p-valor es
superior a 0,05, no hay indicio de autocorrelacion serial en los residuos.

Grafico del Modelo Ajustado
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Figura 2.16: Grafico del modelo ajustado para Eficiencia.

Se realiz6 un andlisis de regresion para la productividad. Los resultados se muestran a

continuacion.

Tabla 2.23: Analisis de Regresioén Lineal para Productividad.

Variable dependiente: Productividad
Error
Parametro Estimacion Estadistico T P-Valor
Estandar
Ordenada 1,2703 0,114013 11,1401 0,0001
Pendiente -0,0793966 0,0197618 -4,01767 0,0101
Tabla 2.24: Andlisis de la Varianza para Productividad.
Suma de Cuadrados _
Fuente GL _ F-Ratio P-Valor
cuadrados Medios
Modelo 0,365621 1 0,365621 16,14 0,0101
Residuo 0,113254 5 0,0226507
Total (Corr.) 0,478875 6

R-cuadrado = 76,35 porcentaje




R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 71,62 porcentaje
Error estandar de est. = 0,150502

Error absoluto medio = 0,0964539

Estadistico de Durbin-Watson = 1,32639 (P=0,0468)
Autocorrelacion residual en Lag 1 = 0,138303

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados del ajuste al modelo lineal para describir la relacién entre

Productividad y Refrescos. La ecuacién del modelo ajustado es:

Productividad = 1,27013 — 0,0793966 = Refrescos  (ec.2.6)

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0,05, existe relacién estadisticamente
significativa entre Productividad y Refrescos para un nivel de confianza del 95%. El estadistico
R-cuadrado indica que el modelo explica un 76,35% de la variabilidad en Productividad. El
coeficiente de correlacion es igual a -0,873785, indicando una relacion moderadamente fuerte
entre las variables. El error estandar de la estimacién muestra la desviacion tipica de los

residuos que es 0,150502.

El error absoluto medio (MAE) de 0,0964539 es el valor medio de los residuos. El estadistico
Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay alguna correlacion
significativa basada en el orden en el que se han introducido los datos en el fichero. Dado que
el p-valor es inferior a 0,05, hay indicio de una posible correlacién
serial.
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Figura 2.17: Gréfico del modelo ajustado para Productividad.



2.2.4- Optimizacion del modelo.

Se desea conocer el numero de refrescos 6ptimos para lograr una eficiencia maxima, por lo
gue se utiliza la herramienta Solver del Excel para optimizar los modelos obtenidos en andlisis

anteriores.

En este caso el objetivo es la Eficiencia en fermentacion, condicionada por los valores de
productividad (1< Prod. <2). Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Tabla 2.25: Resultados de la optimizacion.

Name (Funcién Objetivo) Final Value
Eficiencia = 60,4912 + 2,57862 *+ Refrescos (ec.2.5) 935
Name (Restriccion) Final Value
Productividad = 1,27013 — 0,0793966 = Refrescos  (ec.2.6) 1

Como se puede observar, la eficiencia Optima se obtiene para cuatro refrescos con una

productividad de 1 g/Lh de etanol.

2.3- Conclusiones Parciales.

1. Es posible la utilizacién de jugo de los filtros y vinazas en conjunto con las mieles para la
obtencion de etanol, aunque con la mezcla de estos sustratos se evidencia una ligera

disminucion de la eficiencia respecto a la miel como Unico sustrato.

2. La fermentacion con vinazas tiene como resultado mas baja eficiencia en fermentacion, lo

cual puede deberse a la existencia de accion inhibidora de la vinaza sobre el microorganismo.

3. La optimizacién del modelo obtenido por el analisis del disefio Enrejado simplex arroj6é que la
eficiencia Optima sera de 73,92 % para un aporte de azucares del 54,1% por parte de los

Jugos de los filtros y 45,9 % por parte de la miel diluida con vinazas.



4. En las fermentaciones donde se varié el nimero de refrescos se observo que la eficiencia en
fermentacibn aumenta con el numero de refrescos, no siendo asi la productividad que

disminuye a causa de los grandes tiempos de fermentacion.

5. De acuerdo a la optimizacion realizada, el niumero de refrescos para garantizar una eficiencia

maxima es cuatro, con una productividad de 1g/Lh.



Capitulo I11

3.1- Determinacion de los Costos de Produccion de la Variante Patrén.



En capitulos anteriores se determinaron aquellas alternativas que por sus resultados a escala
de laboratorio resultaron ser promisorias para elevar el impacto de las producciones de etanol.
Para analizar cada la factibilidad de cada variante, se determinara primeramente un patrén que

servira de punto de comparacion.

El patrén lo constituye la fermentacion de mieles como sustrato para alcanzar una eficiencia en
fermentacion de 77,66 %. Se desea lograr un grado alcohdlico de 5,5 °GL. Los balances para
alcanzar estas condiciones en un fermentador arrojan que es necesario tener 10 m* de un
inoculo con 40 Kg/m® de azucares fermentables, 10 m® de colchén a 118 Kg/m® y una baticion
a igual concentracion de azucares fermentables que el colchén. La concentracion de azucares
en el fermentador ser4 de 110 Kg/m®. Las cantidades de materias primas determinadas se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.1: Determinacion de las materias primas.

Materias Primas Cantidad g/fj(:.:\(/lj) I(g/zg)rte
Miel (t) 20,118 60 1207,08
Agua (m3) 76,13 0,53 40,3489

Vinaza (m3) 0 0 0

Urea (Kg) 21 0,722 15,162
Sulfato (Kg) 12,1 0,955 | 11,5555
Fosfato (Kg) 4,81 2,645 | 12,72245
Nutriente (Kg) 0,7 0,08462 | 0,059234
Total 55 HL 1286,928
TOTAL 500 HL 11582,35

La determinacion de los Costos Totales de Produccién se realizé sobre la base de

determinados indices extraidos de la ficha de costo de la destileria para 500 HL/d:



Tabla 3.2: Indicadores energéticos.

Indicadores Valor
Combustible (Kg) 32,26 Kg/HL
Electricidad (kw-h) 14,37 kw-h/HL
Vapor 296 Kg/HL
Agua enfriamiento (Mieles) 23,7 mé/HL
Agua enfriamiento (Jugos) 30,32 m3/HL

Tabla 3.3: Costos Totales de Produccién para 500 HL/d.

Indicador | indice | Precio | Costo
Aspectos "

energético | $/HL | ($/U.M) $/d
Materias Primas 11582,35
Reparacion y mantenimiento 1,14 570
Combustible 32,26 0,7562 | 12197,51
Electricidad 14,37 0,22 1580,7
Vapor 296 0,01 1480
Agua enfriamiento 23,7 0,53 6280,5
Distribucion y ventas 0,08 40
Salarios 3,22 1610
Depreciacion 1,79 895
Costos Totales de Produccion 36236,06

Esta variante trabaja 300 dias al afio solamente con mieles como sustrato. La ganancia viene

dada por el consumo de materias primas.

Tabla 3.4: Costos Totales de Produccién anuales.

ZAFRA | NO ZAFRA | TOTAL
COSTOS TOTALES DE PRODUCCION - -
GANANCIA

10870818
1247,43

3.2- Determinacion de los Costos de Produccién del sistema VIMAS con alimentaciones

Optimas.



Como se sefialaba en capitulos anteriores, el sistema de llenado de Volumenes
Incrementados por Mdltiples Adiciones Secuenciales puede ser empleado para aumentar la
eficiencia en fermentacién. En esta variante se evaluara la factibilidad de implementar este

sistema en su niumero de refrescos 6ptimo de acuerdo a los resultados experimentales.

El nimero de refrescos 6ptimo es cuatro para una eficiencia en fermentacion de 73,5 %. Se
desea lograr un grado alcohdlico de 5,5 °GL. Los balances para alcanzar estas condiciones en
un fermentador arrojan que es necesario tener 10 m® de un inoculo con 40 Kg/m® de azucares
fermentables, una baticion a 125 Kg/m® de azlcares fermentables y una concentracion de 117
Kg/m® en el fermentador. Las cantidades de materias primas determinadas se muestran en la
siguiente tabla.

Tabla 3.5: Determinacion de las materias primas.

3 Refrescos 4 Refrescos
Materias Primas (258?;/?) Cantidad Irrzg/c()jr)te Cantidad Irrzg/%r)te
Miel (t) 60 21,447 | 1286,82 | 5 35 1281
Agua (m?) 0,53 7522 | 39,8666 | 753 39,91
Vinaza (m3) 0 0 0 0 0
Urea (Kg) 0,722 21 15,162 21 15,162
Sulfato (Kg) 0,955 121 ) 115855 | 1594 11,556
Fosfato (Kg) 2,645 481 112,72245 | 4 g9 12,72
Nutriente (Kg) 0,08462 | 07 00592341 47 10059234
Total 55 HL/fermentador 1366,186 1360,41
TOTAL 500 HL/d 12295,67 12243,67

Se determinaron los Costos Totales de Produccién para cuatro refrescos. Los resultados se
muestran en la tabla 3.6.



Tabla 3.6: Costo Total de Produccién para 500 HL/d.

3R 4R

ASpectos Indicador | indice | Precio | Costo Costo

energético | $/HL | ($/U.M) $/d $/d
Materias Primas - - 12295,67 | 12243,67
Reparacion y mantenimiento 1,14 570 570
Combustible 32,26 - 0,7562 | 12197,51 | 12197,51
Electricidad 14,37 - 0,22 1580,7 1580,7
Vapor 296 - 0,01 1480 1480
Agua enfriamiento 23,7 - 0,53 6280,5 6280,5
Distribucion y ventas 0,08 40 40
Salarios 3,22 1610 1610
Depreciacion 1,79 895 895
CTP 36949,38 | 36897,38

Esta variante trabaja 300 dias al afio solamente con mieles como sustrato. La ganancia viene

dada por el ahorro de materias primas respecto a la variante patrén.

Tabla 3.7: Costos Totales de Produccién anuales.

3R 4R
COSTOS TOTALES DE PRODUCCION ($/afio) | 11084813 | 11069214

3.3- Determinacion de los Costos de Produccion de la Mezcla de sustratos.

El empleo de mezcla de sustratos en la fermentacion constituye otra de las variantes
estudiadas. La determinacion de los indicadores econdmicos permitira decidir si es factible o

no la implementacion de dicha variante.



Se desea obtener un grado alcohdlico de 5,5 °GL con una eficiencia en fermentacién de 73,92
%. Estos resultados se eligen del punto 6ptimo del disefio de mezclas estudiado en el capitulo
anterior, donde el porciento de azucares aportados por el Jugo es de 54,1 % y un 45,9 % por
mieles diluyendo con vinazas. Los balances para alcanzar estas condiciones en un
fermentador arrojan que es necesario tener 10 m*® de un inoculo con 40 Kg/m® de azucares
fermentables, 10 m® de colchén a 124 Kg/m® y una concentracion de azucares fermentable en
el fermentador de 116 Kg/m>. Las cantidades de materias primas determinadas se muestran
en la siguiente tabla

Tabla 3.8: Determinacion de las materias primas.

. : . Precio | Importe
Materias Primas | Cantidad (S$IUM) (g/d)

Miel (t) 11,02 60 661,2
Agua (m3) 8,37 0,53 4,4361
Vinaza (m?3) 22,22 0 0
Jugo Filtro (T) 54,2 9,5 514,9
Urea (Kg) 21 0,722 15,162
Sulfato (Kg) 12,1 0,955 | 11,5555
Fosfato (Kg) 4,81 2,645 | 12,72245
Nutriente (Kg) 0,7 0,08462 | 0,059234
Total 55 HL 1220,035
TOTAL 500 HL 10980,32

Al igual que en la variante anterior, se utilizara el sistema para fermentar con jugos. Para esta
variante ademas se le incluird una nueva linea que llevara la vinaza del tanque de recepcién al
disolutor de miel, un intercambiador de calor y una bomba. Los resultados del costo del

equipamiento de muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.9: Costo de adquisicion del equipamiento.

. . indice indice Costo Costo
Equipo | Cantidad : anterior
anterior actual $) actual ($)
I.C 1 - - - 3700
Bomba 1 - - - 7500




Tuberias | 30 m 356 575 1968 3178,7

Total 14378,65

Los costos fueron sacados de (Peters, 1991) y los indices de costo para la actualizacion de la

(Chemical Engineering, 2014). La actualizacion de costos se realiza a través de la siguiente

ecuacion.

_ . _ o Indice actual .
Costo actual = Costo anteriors — — (ec.3.1)
Indice anterior

El costo del Intercambiador de calor y bomba fueron
(http://Iwww.matche.com/equipcost/MatHand.html).

Tabla 3.10; Costos Totales de Inversiéon

Concepto Z:fr:;szo' Valor

Entrega de equipo 0,1*C.Equipo | 1278,933
Equipamiento entregado 14068,3
Instalacién del equipamiento 0,47 6612,081
Ingenieria y supervision 0,33 4642,525
Gastos de construccion 0,41 5767,986
Contratos 0,22 3095,017
Gastos legales 0,04 562,7303
TOTAL 34748,6

extraidos de

Tabla 3.11: Costos Totales de Produccion para 500 HL/d.

Aspectos Indicador | indice | Precio Costo
energético | $/HL | ($/U.M) $/d

Materias Primas - - 10980,32
Reparacion y mantenimiento 1,14 570
Combustible 32,26 - 0,7562 | 12197,51
Electricidad 14,37 - 0,22 1580,7
Vapor 296 - 0,01 1480
Agua enfriamiento 30,32 - 0,53 8034,8



https://mail.uclv.edu.cu/owa/redir.aspx?C=4ea4a4dbbc9247a19c6a6ac6498303db&URL=http%3a%2f%2fwww.matche.com%2fequipcost%2fMatHand.html

Distribucion y ventas 0,08 40
Salarios 3,22 1610
Depreciacion 1,79 895
Costos Totales de Produccion 37388,23

Esta variante trabajara 300 dias al afio. Del total de dias trabajara 100 procesando jugos
cuando se esté en zafra y el resto trabajar4 con mieles solamente. La ganancia viene dada

por el ahorro de materias primas respecto a la variante patron.

Tabla 3.12: Costos Totales de Produccién anuales.

ZAFRA | NO ZAFRA | TOTAL

COSTOS TOTALES DE PRODUCCION
GANANCIA

3738832 | 7247211,8 | 10986044
6689,28

Se determinaron los Indicadores Dinamicos de Rentabilidad para chequear la factibilidad de la
variante para una tasa de interés bancario del 12 % y un plazo de 10 afios. Los resultados se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.13: Indicadores Dinamicos de Rentabilidad.

VAN ($) 2719,93
TIR (%) 14,11%
PRD (afios) 8,50




Perfil del VAN
10000

-10000 "”’,”——f—
-30000

-40000

Figura 3.1: Perfil del VAN.

3.4- Andlisis de los Resultados.

Se comprobé que al aumentar el niamero de alimentaciones a proceso Fed Batch se
incrementa la eficiencia del proceso productivo de etanol, lo que se traduce en una
disminucion de los Costos Totales de Produccion. Este sistema de alimentaciones debe ser
evaluado con mayor profundidad a nivel industrial para justificar asi la compra del sistema de

control automatico para su implementacién.

La planta de tratamiento de biogas situada en el poblado de Adela recibe las vinazas
producidas por la destileria “Heriberto Duquesne”. Actualmente el biogas consume el 70 %
aproximadamente de estas vinazas. Se conoce ademas por trabajos realizados en la cuenca
del Rio Guani al cual tributan los residuales de la destileria por el Centro de Estudios y
Servicios Ambientales (CESAM, Villa Clara) que existe contaminacion de las aguas
superficiales y subterrdneas y de la zona costera de la bahia San Juan de los Remedios
(CESAM, 2010).

Lo anteriormente expuesto refleja la necesidad de encontrar un uso a los grandes volimenes
de vinazas producidos, por lo que teniendo en cuenta que con esta variante se logran reutilizar

22,22 m*/d de vinazas y se logra un ahorro de igual magnitud de agua para dilucion, por lo que



es necesario realizar estudios mas detallados de las mezclas de estos sustratos para la
produccion de etanol para lograr su sustentabilidad econémica.

3.5- Conclusiones parciales

1. La alternativa de incremento del nimero de refrescos es factible técnica y econémicamente.

2. Dado que la destileria “Heriberto Duquesne” ha trabajado con anterioridad las mezclas de jugos
y mieles, los gastos inversionistas para la implementacion de la nueva variantes de
fermentacién (mezcla vinaza-jugo de los filtro-miel) son minimas, reduciéndose a tuberias,

bombas, intercambiador de calor.

3. El ahorro de agua de 22,22 m*d no compensa los costos inversionistas para el uso de la
mezcla miel-jugo de los filtros-vinaza debido a la disminucién de la eficiencia en fermentacion,

reflejandose en los indicadores dinamicos determinados (TIR 14,11 %, PRD 8,5 afos).



Conclusiones



De acuerdo a las caracteristicas de la instalacion de la destileria Heriberto Duquesne
es posible, desde el punto de vista técnico (instalaciones auxiliares presentes) el uso

de las vinazas y otros sustratos como materia prima para la fermentacion a etanol.

Es posible utilizar mezclas de jugo de los filtros, mieles y vinazas para la produccién de
etanol, a pesar de una disminucion en la eficiencia fermentativa con respecto a la

fermentaciéon con mieles.

El ahorro de agua de 22,22 m®/d no compensa los costos inversionistas para el uso de
la mezcla miel-jugo de los filtros-vinaza debido a la disminucion de la eficiencia en
fermentacion, reflejandose en los indicadores dindmicos determinados (TIR 14,11 %,
PRD 8,5 afios).

Con el incremento del numero de alimentaciones se mejora la eficiencia en

fermentacion.

El Costo Total de Produccién disminuye en $ 15600 anuales cuando se utilizan cuatro
refrescos en lugar de tres que es lo que se encuentra implementado en la destileria

“Heriberto Duquesne”.



Recomendaciones



Continuar con los estudios a escala de laboratorio y piloto del método VIMAS
modificando variables operacionales para lograr su implementacién a escala industrial.
Continuar el estudio de las mezclas de sustratos para mejorar los resultados
econdémicos.
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e Determinacién de Azlcares reductores totales (para jugos). (ICINAZ,
MACU. Tomo |y II. Octubre, 1996)

Fundamentos del método: Los azucares reductores presentes en las distintas
muestras objeto de andlisis tienen la propiedad de reducir el cobre del estado cuprico
al estado cuprosos en disoluciones alcalinas. El punto final se detecta utilizando azul

de metileno como indicador interno.

Preparacion de la muestra y/o porcion de ensayo: En jugos agitar con vigor las
muestras compuestas hasta homogenizarla. Filtrar por papel de filtro a temperatura
ambiente. Desechar los primeros 10ml del filtrado. Del filtrado anterior pese 50.00g
transfiéralos en un frasco volumétrico de 200ml y afiade 1,5ml de solucion al 10 % de
oxalato de sodio o potasio. Enrase hasta la marca con agua destilada. Mezcle vy filtre
afiadiendo tierra de infusorios sobre el papel de filtro. Cubra el embudo con vidrio reloj
mientras dura la filtracion. Del filtrado anterior tomar 25ml del filtrado en matraz de
300ml, afiadir 100ml de agua destilada. Calentar a 65 ° C y afadir 10ml HCL
6,34Normal. Dejar en reposo durante 30 minutos. Aflada 3 gotas de fenoltaleina como
indicador y neutralizar con NaOH 1Normal y se enrasa. Esta constituye mi solucion

problema. Hacer reductores totales.

Procedimiento general: Cargue una bureta de 0-50ml con la solucion basica
(problema) anteriormente preparada. Prepare dos frascos erlenmeyer de 250-300ml y
en ambos pipetee 5ml de Felling B y 5ml de Felling A en ese mismo orden. Un frasco

se destina para la valoracion normal.

El volumen de solucion A afadido a cada frasco erlenmeyer tiene que ser
rigurosamente exacto. Afiada a uno de los dos frascos anteriores 20ml de agua
destilada y 8ml de la solucion basica problema antes preparada. Caliente el
erlenmeyer colocandolo sobre una tela metdlica amiantada en una hornilla con
regulador de temperatura de manera que el contenido comience a hervir en cuatro
minutos. Después que comience a hervir contar 2 minutos (exactos), transcurridos
estos se afiaden 0,5ml de la solucion indicadora de azul de metileno sin tocar las

paredes del frasco, se comienza a valorar con la solucién problema sin retirar de la



plancha hasta que desaparezca el color azul y cambie al color rojo ladrillo
caracteristico del 6xido cuproso precipitado el calentamiento debe durar 7 minutos.
Anote los ml de solucion basica consumidos, este dato se utiliza al efectuar la
segunda valoracién. En esta segunda valoracion se resta para determinar la cantidad

de agua a anadir:
Cantidad de agua = 60 -10 felling - lo que se gast6 en la primera valoracién

En el segundo erlenmeyer se afiade el volumen de agua calculado anteriormente, se
aflade el volumen gastado de solucién problema en la valoracién anterior- 1ml de

solucion problema.
Se coloca en la hornilla y se valora como se hizo anteriormente...
Se toma el valor de la segunda valoracion ya que es el mas exacto.

22 xy88

Célculos: ART = * sastads
Donde: ART =numero de reductores totales en la muestra
V =volumen gastado en la valoracion final (ml)

e Determinacion de Azucares reductores totales (para mieles). (ICINAZ,
MACU. Tomo |y Il. Octubre, 1996)

Preparacion de la muestra y/o porcion de ensayo: Para mieles se pesa 5g de miel
llevar a un matras de 500 ml, se le aflade 2,5ml de solucion al 10 % de oxalato de
sodio o potasio. Enrase hasta la marca con agua destilada. Mezcle vy filtre afiadiendo
tierra de infusorios sobre el papel de filtro. Del filtrado anterior tomar 100ml del filtrado
en matraz de 300ml, afadir 50ml de agua destilada. Calentar a 65 ° C y afiadir 10ml
HCL 6,34 Normal. Dejar en reposo durante 30minutos. Afiada 3 gotas de fenoltaleina
como indicador y neutralizar con NaOH 1 Normal y se enraza. Esta constituye mi

solucion problema. Hacer reductores totales.

Procedimiento general: Cargue una bureta de 0-50ml con la solucion basica
(problema) anteriormente preparada. Prepare dos frascos erlenmeyer de 250-300ml y
en ambos pipetee 5ml de Felling B y 5ml de Felling A en ese mismo orden. Un frasco

se destina para la valoracion normal.



El volumen de solucion A afiadido a cada frasco erlenmeyer tiene que ser
rigurosamente exacto. Aiada a uno de los dos frascos anteriores 20ml de agua
destilada y 15ml de la soluciobn bésica problema antes preparada. Caliente el
erlenmeyer colocandolo sobre una tela metalica amiantada en una hornilla con
regulador de temperatura de manera que el contenido comience a hervir en cuatro
minutos. Después que comience a hervir contar 2 minutos (exactos), transcurridos
estos se afiaden 0,5ml de la solucion indicadora de azul de metileno sin tocar las
paredes del frasco, se comienza a valorar con la solucion problema sin retirar de la
plancha hasta que desaparezca el color azul y cambie al color rojo ladrillo
caracteristico del oxido cuproso precipitado el calentamiento debe durar 7 minutos.
Anote los ml de solucién basica consumidos, este dato se utliza al efectuar la
segunda valoracion. En esta segunda valoracion se resta para determinar la cantidad

de agua a anadir:
Cantidad de agua = 60 -10 felling - lo que se gasté en la primera valoracion

En el segundo erlenmeyer se afiade el volumen de agua calculado anteriormente, se
afiade el volumen gastado de solucion problema en la valoracion anterior- 1ml de

solucion problema.
Se coloca en la hornilla y se valora como se hizo anteriormente...
Se toma el valor de la segunda valoracion ya que es el mas exacto.

m:\k

1
— (100 (3
Calculos: ART= ™2 " V1

Donde: ART =numero de reductores en la muestra
m = 0.0525¢g
m, =masa de la muestra original (g)
v =volumen en que se diluye m,, en (ml)
v1 =volumen gastado en la valoracion final (ml)

Se multiplica por tres porque es el factor de dilucion.



e Determinacién cuantitativa de las células de la levadura presentes en el

in6culo y en el cultivo en desarrollo.

Fundamento del método: Esta basado en el conteo de la cantidad de células por
unidad de volumen presentes en una muestra, previamente diluida, al observarla al

microscopio.
Aparatos y utensilios: Camara de Neubauer 0,1 mm de profundidad
Microscopio éptico

Procedimiento: Preparacién de la muestra de ensayo. Se toma la muestra y se diluye
en agua en una relacién conocida, para garantizar que en cada cuadrado de la camara

no haya mas de 60 células ni menos de 20.

Determinacion: Se toma la muestra con una pipeta volumétrica, soplando y
absorbiendo hasta su homogeneidad. Se coloca el cubre objeto sobre el area
cuadriculada de la camara Neubauer y se presiona suavemente con la yema de los
dedos, no debe existir remanente de aire en la camara porque se puede sobreestimar
la poblacion celular. Con una pipeta Pasteur se toma una pequefia gota de la dilucion y
se desliza por el borde del cubre objeto, manteniendo la misma 1 min en reposo. Se

observa al microscopio y se realiza el conteo, teniendo en cuenta que:
a) el conteo se efectuara sobre los cuadrados extremos y sobre el cuadrado central

b) si la yema tiene un tamafio mayor que la mitad de la célula madre, se considerara

como una célula de levadura, no como una célula gemante

c) la célula se contara cuando posea el 50 % o mas de su tamafio dentro del area del

cuadrado.

Expresion de los resultados:

Métodos para los célculos.
Y=A*d*25*10% [células /mL]

Donde:

Y = namero de células por unidad de volumen

A = numero total de células



d = dilucién

Aproximacion de los resultados.

Los resultados se reportan en notacion cientifica hasta la centésima

e Tabla 1.1: Determinacion del grado alcohdlico.

Grado real de los liquidos marcados a 150C. Grados marcados por el alcoholimetro

Temperatura 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
15| 10|20 |30 | 40 |50 60| 70|80 |90 | 100
160919293949 59|69 |79 89 9,9
17,08 |18 | 28 |38 |48 | 58|68 |78 88 9,8
18|07 | 1,7 | 27 | 37 |45 | 57 | 67 | 7,7 | 8,7 9,7
19|06 | 16 | 26 | 36 | 44 | 55|65 |75 ]85 9,5
20105 |15 |24 |34 (43|54 |64 ]|73]383 9,3
21103 |14 23|33 (41|52 |62]|71]81 91
2210113 |21 (32|40 |51 |61]|70]|79 8,9
23 1,1 (1931|3849 |59 |68 | 78 8,7
24 10 (17|29 |36 |48 |58 |67 |76 8,5
25 08|16 |27 35|46 |55 |65 |74 8,3
26 07 (15|26 |33 |44 |54 |63 |72 8,1
27 05|13 |24 |31 |43 (52|61 |70 7,9
28 03|11 |221|29 |41 50|59 /|68 7,7
29 0109 |20|28 |39 |48 |57]|66 7,5
30 00|08 |19 |26 |37 |46 |55 |64 7,3
31 06 | 1,7 |24 (35|44 |53]6,2 71




32 041522 |33]|42) 51|60 6,8
33 0213203140 |49 |57 6,6
34 1118 |29 |38 |46 |55 6,4
35 09 |15 (27 |35 |44 |53 6,1
36 06 (14 |24 |33 |42 |50 5,9
37 04 1122|3139 |48 5,6
38 0209|201 283745 5,4
39 06 |17 |26 |34 |43 51
40 15| 24 |32 |40 4,0

Tabla 2.1: Resultados obtenidos para 100% Miel (diluida con agua).

100% MIEL
Intervalos de tiempo Refrescos Brix Ph Temperatura
h
© 0 | ler Refresco 15,51 4.8 28
3 1326 | 4,9 30
7 106 | 5,5 32
7,1 | 2do Refresco 16,34 5,5 27
14 13,34 | 4,85 31
20 10,63 | 4,8 30
20,1 | 2er Refresco 14,71 5 28
25 12,71 | 4.8 31
28 1151 47 31
32 10,39 | 4,7 32
35 9,39 | 45 32
37 859 | 4,5 32
41 739 | 4,2 32
44 6,7 4,2 32

Tabla 2.2: Resultados obtenidos para 100% Miel (diluida con vinaza).

100% Miel (diluida

|




con vinaza)
Intervalos de tiempo Refrescos Brix Ph Temperatura
h
o 0| ler 17,31 4,6 28
Refresco
3 14,74 4,7 31
9 11,03 4,8 30
9,1 2do 18,46 4,9 27
Refresco
14 16,54 4,7 31
20 13,66 4,6 30
22 12,83 4,6 30
22,1 | 3er 17,06 4,8 30
Refresco
25 16,14 4,7 31
29 14,46 4,5 31
32 13,42 4,6 32
34 12,39 4,2 32
37 11,59 4,2 32
41 10,59 4,2 32
44 9,51 4 31

Tabla 2.3: Resultados obtenidos para 50% Miel (diluida con agua)- 50%Miel (diluida con

vinaza).
50% MIEL- 50%
VINAZA
Intervalos de tiempo Refrescos Brix Ph | Temperatura
h
o 0| ler 175 | 4,7 28
Refresco
4 16,33 | 4,8 30
9 10| 4,8 30
9,1 2do 17,44 | 5,1 27
Refresco
15 1494 | 4,8 31
20 12,43 | 4,7 30
20,1 | 3er 16,51 | 4,9 28
Refresco
25 14,34 | 4,8 31
28 1291 | 4,8 31
32 11,79 | 4,7 32
34 10,99 | 45 32
37 9,99 | 4,2 32
42 9,19 | 4,1 32




45 | 8,31 \ 4,2 \ 31

Tabla 2.4: Resultados obtenidos para 100% Jugo de los Filtros.

100% JUGO DE FILTROS
Intervalos de tiempo | Refrescos Brix | Ph Temperatura
h
o 0| ler 9,82 4,5 27
Refresco
3 7,82 4,6 30
7 54 4,6 30
7,1 | 2do 9,56 4,95 27
Refresco
14 6,78 4.5 32
18 5,42 4,5 30
18,1 | 3er 7,81 4.5 27
Refresco
24 5,82 4,9 30
27 4.9 4.5 31
30 3,98 4,3 32
33 3,01 4,2 32
36 2,41 3,9 32
39 2,01 3,9 32
43 1,81 3,9 31
Tabla 2.5: Resultados obtenidos para 58,42% Miel (diluida con agua)- 41,58% Jugo de
los Filtros.
41,58% JUGO DE FILTROS- 58,42%
MIEL
Intervalos de tiempo Refrescos Brix | Ph Temperatura
h
© O | ler Refresco | 12,42 4.6 27
4 10,23 | 4,7 30
8 74| 4.8 30
8,1 | 2do Refresco | 12,62 5,2 27
15 9,71 | 4,75 31
19 8,02 | 4,7 30
19,1 | 3er Refresco | 11,22 4.8 27
24 9,11 | 4,7 31
27 831 | 4,6 31
30 6,98 | 4,6 32
33 6,38 | 4,2 32
36 538 | 4,2 32
40 458 | 4,2 32
43 42| 4,1 31




Tabla 2.6: Resultados obtenidos para 58,42% Miel (diluida con vinaza)- 41,58% Jugo de
los Filtros.

41,58% JUGO DE FILTROS- 58,42% VINAZA
Intervalos de tiempo | Refrescos Brix Ph | Temperatura
h
o 0 | 1er Refresco 13,44 | 4,6 27
4 11,03 | 4,7 30
8 8| 4,8 30
8,1 | 2do Refresco 13,97 5 27
14 10,91 | 4,7 31
18 9,03 | 4,6 30
18,1 | 3er Refresco 12,42 | 4,7 27
24 10,11 | 4,6 31
27 8,91 | 4,6 31
30 7,99 | 4,5 32
33 7,18 | 4,2 32
36 6,18 | 4,2 32
40 558 | 4,2 32
44 55|41 31

Tabla 2.5: Resultados obtenidos para 33,75% Miel (diluida con agua)- 32,5% Jugo de los
Filtros- 33,75% Miel (diluida con vinaza).

32,5% JUGO DE FILTROS-33,75 MIEL- 33,75% VINAZA
Intervalos de tiempo Refrescos Brix Ph | Temperatura
h
® 0 | ler Refresco 14,14 | 4,7 27
4 11,43 | 4,8 30
9 86| 48 30
9,1 | 2do Refresco | 14,17 | 4,9 27
14 1191 | 4,8 31
19 9,83 | 4,7 30
19,1 | 3er Refresco 13,31 | 4,81 28
24 11,39 | 4,6 32
27 991 | 4,6 31
30 8,79 | 4,6 32




33 7,79 45 32
36 6,58 | 4,2 32
39 598 | 4,2 32
43 53| 41 31

Tabla 3.1: Resultados obtenidos para el cultivador.

CULTIVADOR
Tiempo(h) pH Brix # cel gem
0 4,03 13 9,34 2
2 4,02 13 12 2,5
4 4,01 13 22,5 6,5
6 3,9 13 39,5 10
10 3,45 12,8 42 15,5
13 4,2 12,5 44 17,5
15 3,97 12,5 59 19
17 3,47 10,5 129 215
19 3,12 8,5 159 43

Tabla 3.2: Resultados obtenidos en el pre fermentador.

PREFERMENTADOR
Tiempo(h) pH Brix # cel gem
0 4,73 15,5 17 3
2 4,57 15 33 12
4 4,3 14,4 76 315
6 3,78 12,5 176 66
8 3,49 10,5 196 69
10 3,45 8,5 200 75

Tabla 3.3: Resultados obtenidos para un refresco.

1 REFRESCO
Intervalos de tiempo Refrescos Brix Ph
(h)
0| ler 21 5,07
Refresco
1 20 5,06
1 19,5 5,04




2 192 4,72

4 175| 4,46

6 16| 4,43

9 144 434
11 136| 4,34
12 13| 437
13 126 436
15 125 436
18 12| 434
19 116| 4,34
20 115 433
22 111] 434
23 11| 433
25 11| 433
26 105| 4,34
27 103| 4,36
29 102|437
31 9,8 4,4
32 9,5 4,4
35 9 4,4

Tabla 3.4: Resultados obtenidos para dos refrescos.

2 REFRESCOS

Intervalos de tiempo Refrescos Brix Ph
(h)
0| ler 19,5 4,57
Refresco
1 13,6 4,48
1| 2do 20 51
Refresco
1 20 51
2 20 4,7
4 17,5 4,54
6 16,5 4,48
9 14,5 4,36
11 13,5 4,35
12 12,9 4,35
13 12,6 4,35
15 12,5 4,35
18 12 4,35
19 11,6 4,35




21 115 4,34
22 11 4,34
23 10,3 4,34
24 10 4,33
26 9,8 4,35
27 9,6 4,36
28 9,4 4,38
31 8,9 4,39
32 8,5 4,4

Tabla 3.5: Resultados obtenidos para tres refrescos.

3 REFRESCOS

Intervalos de tiempo Refrescos Brix | Ph
h

- 0| ler 18,5 4,68
Refresco

1 12,5 4,65

1| 2do 19,5 4,5
Refresco

1 19 4,48

2 18,5 4,41

4 16,5 4,38

6 14,5 3,86

9 12,6 4,2

9 | 3cer 15,2 45
Refresco

11 14,6 4,46

12 14 4,46

14 13,2 4,44

15 13 4,44

18 12,9 4,45

19 12 4,41

21 11,5 4,41

22 11,5 4,41

24 11,3 4,39

25 11 4,39

27 10,5 4,39

28 10 4,38

29 9,4 4,38

32 8,5 4,38

33 7,2 4,31




Tabla 3.6: Resultados obtenidos para cinco refrescos.

5 REFRESCOS
Intervalos de tiempo Refrescos Brix Ph
h
. 0 | 1er Refresco 15| 4,33
1 13,5| 4,16
1 13| 4,15
2 12| 3,92
4 11,5 3,9
4 11 3,9
6 10,8 | 3,88
6 | 2do Refresco 14| 4,28
9 13,6 | 4,26
10 12,8 | 4,23
11 11,85 | 4,23
13 11| 4,24
14 10| 4,25
14 | 3cer 15| 4,39
Refresco
17 129 | 4,21
18 126 | 4,26
20 12| 4,26
23 11| 4,24
24 105 | 4,25
24 | 4to Refresco 15| 4,29
26 14 | 4,27
27 13,5| 4,28
28 125 | 4,29
30 11,9 4,3
32 115| 4,28
33 11| 4,32
35 10,7 | 4,32
35 | 5to Refresco 14| 4,31
38 13,2 4,3
40 11,8 4,3
42 9,2 4.3
44 8| 4,31

Tabla 3.7: Resultados obtenidos para siete refrescos.

7 REFRESCOS Refrescos Brix | Ph
Intervalos de tiempo (h)




0 | 1er Refresco 14 3,94
1 12,5 3,98
1 11,9 4
2 11 3,77
4 10,6 3,98
6 10 3,96
6 | 2do 13,5 4,3
Refresco
8 12,8 4,38
9 12,1 4,33
11 11,4 4,33
12 10,9 4,34
13 9,6 4,33
13 | 3cer 14 4,36
Refresco
16 12,5 4,29
18 12 4,27
19 11 4,24
20 10,6 4,23
22 10,5 4,24
23 10,2 4,25
25 9,6 4,26
25 | 4to Refresco 13 4,32
26 12,7 4,27
27 11,9 4,28
30 11,4 4,27
32 11 4,28
34 10,5 4,29
35 9,6 4,28
35 | 5to Refresco 13,3 4,33
37 12 4,29
39 11,9 4,29
42 11,5 4,29
44 10,5 4,31
45 9,8 4,32
45 | 6to Refresco 12,6 4,33
49 12 4,32
52 11,2 4,31
56 10,5 4,32
58 9,2 4,31
58 | 7mo 12,9 4,34
Refresco
61 12 4,31




62 10,8 4,3
64 9,6 4,1
67 8,1 4,1

Tabla 3.8: Resultados obtenidos para ocho refrescos.

8 REFRESCOS

Intervalos de tiempo (h) | Refrescos Brix | Ph

0 | 1er Refresco 13 3,85

1 12 3,91

1 11,5 3,92

2 11,3 3,78

4 10,5 3,92

6 9,5 3,87

6 | 2do 13,8 4,29

Refresco

9 12,9 4,31
11 12,1 4,3
12 11,3 4,38
13 10,5 4,25
15 9,8 4,17
15 | 3cer 14 4,35

Refresco

18 12,2 4,3
19 12 4,23
21 10,8 4,18
22 10,3 4,18
23 10,5 4,19
25 10 4,21
26 9,9 4,25
26 | 4to Refresco 13 4,29
27 12,4 4,24
28 11,6 4,24
30 11 4,23
32 10,7 4,23
33 10 4,25
35 9,6 4,25
35 | 5to Refresco 12,6 4,27
38 12 4,26
40 11,5 4,26
42 10,5 4,29
44 10 4,27
47 9,2 4,29




47 | 6to Refresco | 12,6 4,3
49 12 4,27
52 10,5 4,26
56 9,7 4,29
60 9 4,31
60 | 7mo refresco | 13,6 4,34
66 11,5 4,31
69 10,6 4,34
72 9,7 4,34
72 | 8vo refresco 13,5 4,3
73 12,2 4,2
75 10,3 4,1
78 8 4,1

Tabla 3.9: Resultados obtenidos para nueve refrescos.

9 REFRESCOS
Intervalos de tiempo Refrescos Brix | Ph
h
= 0 | 1er Refresco | 12,5 4,04
1 115 3,82
1 105| 3,83
2 10| 3,83
4 95| 3,87
6 8,8| 3,84
6 | 2do 126 | 4,22
Refresco
9 11,8 4,23
11 11,1 4,23
12 10,2 | 4,25
13 99| 4,25
15 96| 4,25
15 | 3cer 13,5 4,3
Refresco
18 122 | 4,21
19 12| 4,25
21 105| 4,15
22 95| 4,13
22 | 4to Refresco 12,3 4,19
23 12| 4,18
25 115 4,17
26 115| 4,18
28 106 | 4,19




29 105 | 4,21
31 10| 4,22
33 95| 4,21
34 89| 4,23
34 | 5to Refresco | 12,5 | 4,27
35 115| 4,26
37 115| 4,23
40 10,2 | 4,24
42 10| 4,26
44 99| 4,26
45 95| 4,27
45 | 6to Refresco 12| 4,29
47 11,5 4,27
49 10,8 | 4,27
52 10,2 | 4,27
57 9,3| 4,28
59 8,7| 4,26
59 | 7Tmo refresco | 12,7 | 4,32
64 11,6 4,3
71 9,3 4,2
71 | 8vo refresco 14| 4,32
75 13,2 4,3
77 111 4,1
78 10,2 4,1
79 | 9no refresco 13,5 4,3
82 116| 4,25
84 95| 4,21
87 8| 4,13




