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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto del pH y la inmovilizacion de
Saccharomyces cerevisiae en la fermentacion alcoholica de los azlcares contenidos en una
bebida gaseosa de descarte, para la obtencién de bioetanol; asi como la remocién de color
y la determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).

Se caracterizd fisicoquimicamente la bebida gaseosa de descarte seleccionada, luego se
inmovilizé Saccharomyces cerevisiae en Alginato de calcio por el método de atrapamiento.
Para la fermentacion alcohdlica, una muestra de la bebida gaseosa de descarte fue
acondicionada, es decir desgasificada, esterilizada y su pH ajustado a 4 o 5, segun el
tratamiento; luego depositada en un Biorreactor tipo tanque agitado de 1.4 L configurado
segun la norma DIN 28131. Cada Biorreactor inoculado con Saccharomyces cerevisiae con
y sin inmovilizacién se mantuvo en condiciones anaerobicas, temperatura ambiente y
agitacion lenta (80 rpm) durante 16 horas. La bebida gaseosa de descarte se caracterizd en
cuanto a: pH igual a 2.5, 10 °Brix o azucares disueltos, 15.68 g/L de glucosa por el método
del DNS y una concentracion de etanol igual a 0.062 g/L por el método enzimatico.

Se inmovilizo 10 g de Saccharomyces cerevisiae en Alginato de sodio, al 1 y 2%,
obteniéndose aproximadamente 250 mL de perlas uniformes de 2 mm de didmetro, de
color crema y consistencia blanda a una concentracion al 2%. Mientras, se obtuvieron
esferas indefinidas a una concentracion al 1%.

En la caracterizacion fisicoquimica durante la fermentacion alcohodlica, el pH descendid
paulatinamente en todos los tratamientos hasta un valor promedio igual a 3. El contenido
de azucares disueltos o °Brix, asi como la concentracion de glucosa disminuy6
progresivamente, principalmente en el tratamiento acondicionado a un pH 4 sin
inmovilizacion, hasta aproximadamente 3.1 °Brix y una concentracion de glucosa restante
igual a 2.47 g/L. La mayor concentracién de bioetanol se produjo en el tratamiento
acondicionado a pH 4 sin inmovilizacién, mientras que el tratamiento acondicionado a pH
5 con inmovilizacion produjo la menor concentracion de bioetanol. Asimismo, se logré la
remocion del color de la bebida gaseosa de descarte en un 70.6 % Yy una reduccién de la
DQO en un 54 % con el tratamiento acondicionado a pH 4 sin inmovilizacion.

Con base en estos resultados se puede sefialar que es posible emplear bebidas gaseosas de
descarte como sustrato fermentable para Saccharomyces cerevisiae.

Palabras Clave: Bebida gaseosa de descarte, Saccharomyces cerevisiae, pH,

inmovilizacion, azucares reductores, bioetanol, color, DQO.
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ABSTRACT

In this research work, the effect of pH and the immobilization of Saccharomyces cerevisiae
on the alcoholic fermentation of the sugars contained in a discarded soft drink was
evaluated, in order to obtain bioethanol; as well as the removal of color and the
determination of the Chemical Oxygen Demand (COD).

The selected discarded soft drink was physicochemically characterized, then
Saccharomyces cerevisiae was immobilized in calcium alginate by the entrapment method.
For alcoholic fermentation, a sample of the discarded soft drink was conditioned, that is to
say degassed, sterilized and its pH adjusted to 4 or 5, depending on the treatment; then
deposited in a 1.4 L stirred tank bioreactor configured according to DIN 28131. Each
bioreactor inoculated with Saccharomyces cerevisiae with and without immobilization was
maintained under anaerobic conditions, ambient temperature and slow agitation (80 rpm)
for 16 hours. The discarded soft drink was characterized in terms of: pH equal to 2.5, 10 °©
Brix or dissolved sugars, 15.68 g/L glucose by the DNS method and an ethanol
concentration equal to 0.062 g/L by the enzymatic method.

10 g of Saccharomyces cerevisiae were immobilized in 1% and 2% sodium alginate,
obtaining approximately 250 mL of uniform pearls of 2 mm in diameter, cream colored
and soft consistency at a concentration of 2%. Meanwhile, undefined spheres were
obtained at a concentration of 1%.

In physicochemical characterization during alcoholic fermentation, the pH gradually
decreased in all treatments to an average value equal to 3. The content of dissolved sugars
or °Brix, as well as the concentration of glucose decreased progressively, mainly in the
treatment conditioned at a pH 4 without immobilization, up to approximately 3.1 °Brix and
a remaining glucose concentration equal to 2.47 g/L. The highest concentration of
bioethanol occurred in the treatment conditioned at pH 4 without immobilization, while the
treatment conditioned at pH 5 with immobilization produced the lowest concentration of
bioethanol. Likewise, the removal of the color of the discarded soft drink by 70.6% and a
COD reduction by 54% was achieved with the treatment conditioned at pH 4 without
immobilization.

Based on these results, it can be noted that it is possible to use discarded soft drinks as a
fermentable substrate for Saccharomyces cerevisiae.

Keywords: discarded soft drink, Saccharomyces cerevisiae, pH, immobilization, reducing

sugars, bioethanol, color, COD.
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INTRODUCCION

Segun Euromonitor %, en el balance del consumo per capita y del crecimiento de ventas de
diversas categorias de bebidas no alcoholicas entre 2012 y 2017, se increment6 la venta de
bebidas no alcohdlicas como bebidas gaseosas, energizantes, jugos y té verde. La venta de
bebidas gaseosas crecié un 16%, el consumo per cépita paso de 47.4 litros en 2012 a 51.5
en 2017 (+9%). Las marcas mas vendidas, fueron Coca-Cola, Inka Kola y Kola Real.

Aun cuando las bebidas gaseosas siguen dominando el mercado global de bebidas, su cuota
de mercado esta disminuyendo, esto a consecuencia del rapido crecimiento en volumenes
de consumo de las bebidas funcionales y el agua mineral embotellada 2. Una porcion de las
bebidas producidas (2-5%) se descarta durante el proceso de embotellado debido a
politicas de calidad, o son devueltas del mercado .

La no conformidad de los parametros normados para estas bebidas no alcoholicas es la
principal causa de su descarte 2. Este descarte se origina por diferentes factores como:
niveles inadecuados de gas en la botella, deficiente sellado del envase, renovar el lote 4, el
cumplimiento de la fecha de caducidad, fallas en el envasado y errores en el etiquetado 2.
Los desechos de bebidas son una fuente importante de sustrato organico en areas
metropolitanas °. Las bebidas residuales como gaseosas, consisten principalmente de agua
con aproximadamente 10-12% p/v de carbono disuelto, principalmente en forma de azucar
6. El volumen de residuos de bebidas producidos anualmente es enorme. Alrededor de
4500 millones m%/afio de residuos de bebidas se produce en Argentina, mientras que en el
Reino Unido, se estima que 200000 millones de m? de los residuos de bebidas en el 2012
67 No se informa la cantidad de desechos, pero puede alcanzar al menos el 1% con un
rango estacional entre 1y 3% de las cantidades totales producidas en esta industria &,

La eliminacion de los residuos de produccion de bebidas normalmente implica la dilucion
en aguas residuales municipales °.

El contenido de azlcar de estas bebidas (60-150 g/L) confiere a los efluentes resultantes
una alta demanda quimica de oxigeno (DQO), que puede alcanzar niveles de
aproximadamente 150000 mg de O,/L 3, ademas de una pérdida en el potencial de energia
recuperable que puede resultar en contaminacion ambiental °. Por lo tanto, los efluentes
deben ser tratados antes de su descarga al medio ambiente. Los tratamientos

convencionales implican procesos anaerdbicos con altos tiempos de residencia y la
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cantidad de efluente depende de la naturaleza estacional de la produccion y consumo de
bebidas no alcohdlicas 2.

En consecuencia, es de interés emplear microorganismos capaces de usar estos desechos
como fuente energética en procesos fermentativos, tales como la levadura Saccharomyces
cerevisiae, la cual es capaz de metabolizar azicares simples y adicionalmente reducir los
costos derivados del manejo de estos residuos, disminuyendo el impacto ambiental de los
mismos 2.

Ademas, es necesario identificar sustratos baratos y renovables, para su uso como sustratos
fermentables en la produccion de biocombustibles como Bioetanol © °.

Las bebidas gaseosas de descarte contienen azlcar que puede ser transformada en alcohol
mediante un proceso de fermentacién alcohélica *. Por lo tanto, las bebidas carbonatadas
como sustratos no convencionales constituyen una fuente de azlcares para la produccion
de Bioetanol °.

El bioetanol se puede rectificar para producir un producto de calidad alimentaria o puede
ser deshidratado para su uso como biocombustible 3. El bioetanol es un combustible ideal
para sustituir a la gasolina y la produccion de etanol por fermentacion ha recibido especial
atencion porque la crisis energética mundial ha aumentado el interés en fuentes de energia
renovable *°,

El CO; producido, también es un producto con valor agregado, entre otros usos, es una
materia prima importante para la industria de bebidas carbonatadas, donde se agrega para
obtener una concentracion de CO> disuelto en refrescos en el rango de 5-10 g/L 3.

Ademas, las bebidas no alcohodlicas descartadas pueden emplearse en procesos
fermentativos para la obtencion de biomasa de Saccharomyces cerevisiae 2, la cual no debe
considerarse como un material de desecho porque se usa levadura en formulaciones de
alimentos para animales .

Es por ello, que el presente trabajo de investigacion pretende evaluar un proceso de
tratamiento alternativo que comprende la fermentacion alcohdlica de los azucares
contenidos en una bebida gaseosa de descarte utilizando Saccharomyces cerevisiae para la
obtencién de etanol; asi como la remocién de color y la determinacion de la Demanda
Quimica de Oxigeno, considerando el efecto del pH en el proceso de fermentacién y la
actividad del conservante; asi como la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae en

Alginato de calcio para conservar la viabilidad celular de la levadura.
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HIPOTESIS

Si la levadura Saccharomyces cerevisiae es capaz de metabolizar azlcares simples, es
posible el tratamiento por fermentacion alcohdlica de los azlcares contenidos en una
bebida gaseosa de descarte, evaluando el pH y la inmovilizacion de la levadura sobre el
contenido de azucares reductores, concentracion de etanol, remocion de color y la
Demanda Quimica de oxigeno.
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OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto del pH y la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae en el
tratamiento por fermentacion alcohdlica sobre las caracteristicas fisicogquimicas de una

bebida gaseosa de descarte

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar fisicoguimicamente la bebida gaseosa de descarte.

2. Inmovilizar Saccharomyces cerevisiae en Alginato de calcio.

3. Evaluar el efecto del pH y la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae en el
tratamiento por fermentacion de una bebida gaseosa de descarte.

4. Evaluar la remocion de color y la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en la bebida

gaseosa de descarte tratada.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO:

1.1 Tratamiento de efluentes industriales:
A lo largo de las cuatro Ultimas décadas, el tema ambiental ha despertado un gran
interés en la sociedad. El consumidor se vuelve cada dia mas consciente de que el
consumo de productos manufacturados y el uso de servicios afectan la calidad del
medio ambiente y ocasionan en general una reduccién de los recursos naturales.
Ademas, es de conocimiento general que estos efectos ocurren a lo largo de todo el
ciclo de vida de un producto, y que incluye no s6lo los procesos productivos
inherentes a la produccion, sino también, actividades de consumo o utilizacion y
disposicion final del mismo, en forma de residuo 2.
Las diversas actividades del hombre producen importantes residuos industriales y
domésticos que son vertidos a los cuerpos de agua ocasionando graves problemas de
contaminacion 2,
El deterioro ambiental que cada dia se agudiza como consecuencia del desarrollo de
actividades humanas sin cuidado por el medio ambiente, pone cada vez retos méas
importantes en areas de la ciencia como la ingenieria ambiental. Uno de estos retos es
la depuracion de las aguas residuales *2.
El tratamiento de las aguas residuales es una practica que, si bien se lleva realizando
desde la antiguedad, hoy por hoy resulta algo fundamental para mantener nuestra
calidad de vida. Son muchas las técnicas de tratamiento con larga tradicion vy,
evidentemente, se ha mejorado mucho en el conocimiento y disefio de las mismas a lo
largo de los afios. Pero no por eso han dejado de ser técnicas imprescindibles a la hora
de tratar aguas industriales. Una de las formas mas utilizadas es en funcion de los
contaminantes presentes en el agua residual, o también en funcién del fundamento del
tratamiento (quimico, fisico o bioldgico). Una forma de intentar aunar ambas formas
de clasificacién puede considerar que los contaminantes en el agua pueden estar como
materia en suspension, materia coloidal o materia disuelta *.
Entre la variedad de sustancias contaminantes descargadas, es posible relacionar desde
metales pesados, compuestos, hidrocarburos, materia organica, hasta compuestos que

producen la coloracion de los efluentes 3.
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La palabra efluente deriva del latin effluente que significa que emana o que fluye; son
todos los residuos fluidos (liquidos y gaseosos) provenientes de las diversas
actividades humanas, cuando son desechados en el medio ambiente. Los efluentes
industriales son las descargas residuales derivadas de los procesos industriales, como
asi también los vertidos originados por distintos usos del agua industrial. Los efluentes
industriales son portadores de sustancias de pueden interfieren seriamente en el
proceso bioldgico natural de autodepuracion en el cuerpo receptor 1,

Las aguas industriales contienen sustancias disueltas y en suspension. Dentro de las
sustancias disueltas hay elementos organicos que pueden ser biodegradables o no
biodegradables, y/o elementos inorganicos; como también elementos téxicos. En los
materiales en suspension también puede haber sustancias organicas y /o sustancias
inorganicas. Debido a la gran diversidad de composiciones de las aguas residuales, que
dependen del tipo de proceso industrial en el cual se regeneran y de las materias
primas e insumos utilizados, se hace imprescindible la caracterizacion de dichas aguas
y la cuantificacion volumetrica. Para determinar la calidad del liquido, es preciso
realizar analisis fisicoquimicos y bioldgicos 2.

Los parametros fisicos de la calidad del agua definen las caracteristicas del agua que
responden a los sentidos de la vista, el tacto, gusto y olfato como, por ejemplo: los
solidos suspendidos, turbiedad, color, sabor, olor y temperatura. Los pardmetros
quimicos de la calidad del agua estan relacionados con la capacidad del agua para
disolver diversas sustancias entre las que podemos mencionar a los sélidos disueltos
totales, alcalinidad, dureza, fluoruros, metales, materia organica y nutriente. Mientras
que los parametros bioldgicos de la calidad del agua estan relacionados a la presencia
0 ausencia de especies bioldgicas diversas que llevan a cabo su ciclo vital, desde el
organismo unicelular hasta especies de gran tamafio .

Los efluentes industriales vertidos al medio ambiente provocan diferente impacto
sobre éste en funcién de su naturaleza. En este sentido depende de los sélidos en
suspension, carga idnica, toxicidad y color. El color, pocas veces considerado una
forma de contaminacidn a pesar de los dafios que provoca, puede estar asociado a la
presencia de compuestos toxicos y grupos cromdéforos o polimeros de alto peso
molecular como la lignina. Durante el tratamiento de un residuo coloreado se debe
prestar atencion a la reduccion o eliminacion del color, contribuyendo de esta forma a

reducir el impacto sobre los ecosistemas donde son vertidos °.
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El impacto ambiental generado por la industria de las bebidas gaseosas se caracteriza
por no ser significativo respecto a los residuos solidos y practicamente nulos respecto
a los de tipo gaseoso; el impacto ambiental de esta industria radica en los efluentes 1°.

Entre los pardmetros mas importantes a evaluar se considera:

Color:

Las sustancias que producen la coloracion de las aguas residuales, pueden ser
agrupadas en dos categorias: compuestos de origen sintético y compuestos naturales.
Los colorantes sintéticos presentan propiedades Unicas como su alta solidez en medio
humedo, generacion de tonos brillantes en las superficies y su relativo bajo costo de
produccion, ademas de su buena solubilidad, resistencia a la luz solar, al contacto con
el agua y al ataque de una variedad de compuestos quimicos, por lo cual resultan
atractivas para las industrias textiles, de cueros, imprenta y pinturas. Los colorantes
naturales se presentan en menor proporcion a los sintéticos. Generalmente son
polimeros con una amplia variedad de grupos funcionales y estructuras quimicas
organicas complejas (como ciclos y grupos aromaticos) que pueden afectar también

los ecosistemas acuaticos y la salud humana 3.

Carbohidratos:

Grupo de compuestos de carbono, hidrogeno y oxigeno, en los cuales el hidrogeno y el
oxigeno estan en la misma relacion que en el agua; muy comunes en agua residuales y
en la industria de la madera, papel, textiles y alimentos. Incluye azucares, almidones,
celulosa y hemicelulosa *'.

Demanda quimica de oxigeno (DQO):

La Demanda quimica de oxigeno (DQO) se usa para medir el oxigeno equivalente a la
materia oxidable quimicamente mediante un agente quimico oxidante fuerte, por lo
general Dicromato de potasio, en un medio acido y a alta temperatura. Para la
oxidacién de ciertos compuestos organicos resistentes se requiere la ayuda de un
catalizador como el Sulfato de plata. Compuestos inorganicos que interfieren con el
ensayo, como los cloruros, pueden causar resultados erréneos de DQO. La
interferencia por cloruros se elimina agregando Sulfato mercurico para formar HgCl, y
prevenir el consumo de Dicromato de potasio por el ion cloruro. La reaccion principal

puede representarse de la manera siguiente '
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Materia organica + Cr,05%+ H* - Cr*3 + €0, + H,0

Acidez:

La acidez de un agua es su capacidad cuantitativa de neutralizar una base fuerte a un
pH de 8.2. La titulacion con NaOH mide la concentracién de acidos minerales como el
acido sulfurico, de CO- disuelto y de sales de hidrolisis acida. La acidez se origina en
la disolucion de CO. atmosférico, en la oxidacion biologica de la materia organica o
en la descarga de aguas residuales industriales. Su efecto corrosivo en aguas residuales
es de gran importancia, asi como su posible efecto destructor o alterador de la flora y
fauna de fuentes receptoras. Algunos residuos industriales, por su contenido de acidez
mineral, pueden requerir pretratamiento de neutralizacion antes del tratamiento

bioldgico 7.

Dioxido de carbono:

Generalmente proviene de la atmosfera y de la descomposicion microbial de
sustancias organicas; disuelto en el agua reacciona para formar acido carbénico.
Cuando el pH del agua es mayor de 4.5 el &cido carbénico se ioniza para formar
bicarbonato, el cual, a su vez, se transforma en carbonato cuando el pH es mayor de
8.37%.

CO, + H,0 & Hy,CO3 & HY + HCO5 o HY + CO3

Los requerimientos de la calidad del agua varian de acuerdo con el uso que se les vaya
a dar, por ejemplo, para agricultura, pesca, propagacion de vida silvestre, usos
recreativos o industriales especificos o generacion de energia. Algunas caracteristicas
del agua adecuadas para un fin pueden no serlo para otro. Es importante mencionar
gue no se debe confundir los requerimientos de la calidad del agua con los estandares
de calidad del agua. Los primeros estan basados en la experiencia del uso y los
segundos son cantidades establecidas por instituciones gubernamentales Los Indices
de Calidad del Agua (ICA) se definen como la evaluacién de su naturaleza quimica,
fisica y bioldgica en relacion con la calidad natural, los efectos humanos y usos

posibles’,
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Para simplificar la interpretacion de los datos de su monitoreo, existen indices de
Calidad de Agua (ICA) e indices de Contaminacion (ICO), los cuales reducen una
gran cantidad de parametros a una expresion simple de facil interpretacion entre

técnicos, administradores ambientales y el pablico en general 4.

1.2 Remocion del color, carbohidratos y la DQO:

Entre los sectores productivos mas importantes que tienen presencia en el Area
Metropolitana, se pudo establecer que los sectores que méas impacto pueden ofrecer
sobre cuerpos de agua en términos de vertimientos coloreados, tanto por su cantidad
como calidad son: el sector textil, de alimentos y bebidas, curtiembres, productos
quimicos, etc.,

Entre los procesos de tratamiento més utilizados en la actualidad para la remocion de
colorantes y pigmentos presentes en aguas residuales, se destacan los sistemas de
oxidacion y mineralizacion avanzada, pertenecientes a la categoria de procesos
quimicos, estos comprenden: la reaccion de Fenton (6ptima para la decoloracion de
efluentes con presencia de colorantes y pigmentos), la 0zonacion (aplicada en estado
gaseoso, la cual no incrementa el volumen de tratamiento) y la electrocoagulacion,
entre otras. Estas tecnologias producen en general, grandes volimenes de lodos que
podrian ser reducidos a partir de la implementacion de reactores fotocataliticos y la
tecnologia de ultrasonido (efectiva en el rompimiento de estructuras moleculares
ciclicas, entre otras). Otro grupo de tecnologias apropiadas para la remocion de color,
en particular de pigmentos, corresponde a los procesos fisicos para el tratamiento de
efluentes coloreados, entre ellos, los sistemas de filtracion y los procesos de adsorcion
mediante el uso de materiales como carbon activado, residuos agroindustriales (viruta,
aserrin, bagazo de cafia, cascarilla de arroz, entre otros); los cuales pueden ser
selectivos y Optimos para un grupo particular de colorantes 8. La biosorcion surge
como una estrategia innovadora, eficiente, econdmica y con impacto ambiental
favorable. La biosorcion es la captacion de compuestos por medio de una biomasa
(viva 0 muerta), a través de mecanismos fisicoquimicos como la adsorcion o el
intercambio i6nico, involucrando una fase sélida (adsorbente) y una fase liquida
(disolvente) que contiene las especies que van a ser adsorbidas (adsorbato). Algunas
variables que influyen en la adsorcion son: la relacion adsorbente/disolucion, el

tamafio de particulay el pH *°.
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Los procesos bioldgicos aplicados en el tratamiento de colorantes y pigmentos se
subdividen teniendo en cuenta el tipo de aceptor final de electrones, de esta manera se
presentan procesos bioldgicos aerobios y anaerobios, cuyas desventajas se asocian a
los grandes tiempos de operacion requeridos para alcanzar tasas 6ptimas de remocion
de color %8,

El proceso anaerobio o fermentacion es la descomposicion u oxidacion de compuestos
organicos, en ausencia de oxigeno libre, para obtener la energia requerida para el
crecimiento y mantenimiento de los organismos anaerobios. Los carbohidratos
contienen oxigeno que puede emplearse como aceptor de los electrones; una porcion
del carbohidrato es oxidado, en CO> y acidos organicos mientras que otra porcion es
reducida en aldehidos, cetonas y alcoholes. En el tratamiento anaerobio se pueden
considerar, por tanto, que ocurren los procesos basicos de la descomposicion
anaerobia, es decir, desnitrificacion de nitratos, respiracion de sulfatos, hidrolisis y

fermentacion acetogénica y metanogénica 1’

1.3 Biorremediacion:

En las ultimas décadas, la liberacion de contaminantes al ambiente, producida
principalmente como consecuencia del desarrollo industrial, ha superado con creces
los mecanismos naturales de reciclaje y autodepuracion de los ecosistemas receptores.
Este hecho ha conducido a una evidente acumulacion de contaminantes en los distintos
ecosistemas hasta niveles preocupantes. Por ello, a fin de reducir en todo lo posible la
liberacion de contaminantes, hoy en dia existe la necesidad de indagar en la busqueda
de procesos que aceleren la degradacion de los contaminantes presentes en el
ambiente. Asi, se reducirian de forma progresiva los efectos perniciosos que producen
sobre los ecosistemas y la salud humana. En este contexto, la biorremediacion,
proceso que utiliza las habilidades cataliticas de los organismos vivos para degradar y
transformar contaminantes tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos, presenta un
enorme potencial en la mitigacion de la contaminacion ambiental 2.,

Estos sistemas de descontaminacion se basan en la digestion de las sustancias
organicas por los microorganismos, de la cual obtienen la fuente de carbono necesaria
para el crecimiento de sus células y una fuente de energia para llevar a cabo todas las
funciones metabdlicas que necesitan sus células para su crecimiento. Para que estos

procesos metabdlicos se lleven a cabo, y puedan ser utilizados como una técnica
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remediativa, serd necesario que existan en el medio unas condiciones fisicoquimicas
Optimas 2.

La tecnologia de la biorremediacion basada en la utilizacion de los microorganismos y
su potencial metabolico biodegradador para eliminar o transformar los contaminantes
del medio en productos inocuos tiene ciertas ventajas respecto a los métodos
fisicoquimicos tanto por su menor coste economico, como por la no afectacion de
otros compartimentos ambientales y la optimizacion de los recursos 2.

La biorremediacion es un fendmeno comun en la naturaleza cuando en un ambiente o
ecosistema se produce una alteracion del equilibrio, en este caso, los factores fisicos y
bioticos tratan de reponer el dafio. Cabe remarcar que cuanta mas diversidad biologica
exista en un ecosistema con mayor eficiencia podra autodepurarse. Las técnicas de
biorremediacion pueden ser clasificadas segun el tratamiento y a la fase usada. Si el
sitio permanece practicamente inalterado durante el tratamiento y la biorremediacion
es in situ. En general existen dos estrategias para ayudar a un ecosistema a remediarse:
La primera es agregar nutrientes de forma de estimular las poblaciones naturales y asi
aumentando su actividad y la segunda es introduciendo microorganismos exdgenos
dentro del ecosistema como forma de remediacion. En este Gltimo caso con las nuevas
técnicas de la ingenieria genética se pueden emplear microorganismos genéticamente
modificados haciéndolos mas eficientes en la biorremediacion 2.

La biorremediacion se ha centrado en la explotacion de la diversidad genética y
versatilidad metabdlica que caracteriza a las bacterias para transformar contaminantes
en productos inocuos o, en su defecto, menos toxicos, que pueden entonces integrarse
en los ciclos biogeoquimicos naturales. No obstante, existen casos aislados de
utilizacion de otros tipos de organismos como, por ejemplo, los hongos y, mas
recientemente, las plantas 2.

El tratamiento biol6gico constituye una serie de importantes procesos de tratamiento
que tienen en comun la utilizacion de microorganismos para llevar a cabo la
eliminacién de componentes indeseables del agua, aprovechando la actividad
metabolica de los mismos sobre esos componentes. La aplicacion tradicional consiste
en la eliminacion de materia organica biodegradable, tanto soluble como coloidal, asi
como la eliminacion de compuestos que contienen elementos nutrientes (N y P). Es
uno de los tratamientos mas habituales, no solo en el caso de aguas residuales urbanas,
sino en buena parte de las aguas industriales. En la mayor parte de los casos, la materia

organica constituye la fuente de energia y de carbono que necesitan los
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microorganismos para su crecimiento . La actividad metabdlica de los
microorganismos puede ser optimizada con la adicion de co-sustratos o fuentes de
carbono y energia secundarias *2.

Para la remocion de color, carbohidratos y la DQO, los procesos bioldgicos
implementados, evalGan la influencia de factores como el modo de operacion del
reactor (batch, feedbatch o continuo), de variables como la temperatura del medio, el
pH, la concentracion inicial de colorante y la concentracion de microorganismos, la
adicion de co-sustratos o fuentes de carbono y energia, ademas de la presencia de
oxigeno en el sistema. Los tratamientos bioldgicos permiten obtener porcentajes de
remocion de color y carbono organico total (COT) significativos, sin embargo, se
realizan a bajas velocidades lo que incrementa sustancialmente los tiempos de
tratamiento. En condiciones adecuadas, los organismos pueden reducir una diversidad
de sustancias quimicas recalcitrantes. La diversidad bioldgica hace posible encontrar
enzimas y microorganismos especializados en la degradacion de colorantes
especificos. Entre los procesos aplicados para el tratamiento bioldgico de efluentes con
presencia de colorantes y pigmentos, los tratamientos anaerobios producen una
remocion de color y DQO entre el 80 y 100% en periodos que oscilan entre los 2 y 58
dias 3.

Los reactores de flujo ascendentes de pelicula fija (anaerobios) acoplados por sistemas
de reactores aerébicos pueden alcanzar cinéticas de remocion de color y DQO,
superiores al 98 y 95% respectivamente, durante 16 horas de operacién. La secuencia
de tratamiento anaerobia - aerobia a partir de consorcios microbianos, presenta
rendimientos en los valores de remocién de color, DQO y DBO sobre el 60, 80 y 90%,
respectivamente, con la utilizacién de co-sustratos como almidon, glucosa y acido
acético y, en tiempos de residencia hidraulicos de 16 horas y 8 dias 3.

El filtro anaerobio de flujo ascendente es un proceso de crecimiento adherido
propuesto por Young y McCarty en 1969, para el tratamiento de residuos solubles. De
los sistemas de tratamiento anaerobio es el mas sencillo de mantener porque la
biomasa permanece como una pelicula microbial adherida y porque como el flujo es
ascensional, el riesgo de taponamiento es minimo. El filtro anaerobio estd constituido
por un tanque o columna, relleno con un medio solido para soporte del crecimiento

biolégico anaerdbico .
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1.4 Bebidas carbonatadas:

Las bebidas refrescantes nacieron con el fin de saciar la sed de manera placentera y
agradable al paladar. Su origen es muy antiguo: los primeros refrescos conocidos se
elaboraban a base de agua natural o0 aguas gaseosas naturales, que se combinaban con
frutos y edulcorantes como la miel u otros jugos azucarados. Las primeras bebidas
refrescantes fueron creadas por farmacéuticos. El primer paso que dio lugar a la
elaboracion de los refrescos modernos se produjo a finales del siglo XVIII, cuando
comenzd a utilizarse el término “soda” para denominar a una bebida elaborada a partir
de agua, bicarbonato sddico y anhidrido carbonico. 24

Las bebidas carbonatadas son, hoy en dia, una de las bebidas mas consumidas en todo
el mundo. Se las conoce en diferentes paises como gaseosa, refresco, refresco con gas,
soda o softdrink. 2°

En la actualidad, las bebidas refrescantes son, como desde sus origenes, bebidas
analcohdlicas. La formula es, en apariencia, sencilla: el ingrediente basico de cualquier
bebida refrescante es el agua, que puede estar carbonatada o no. A ella se le afiade un
jarabe o preparado basico que proporciona el sabor y que resulta de mezclar distintos
componentes como azucares, zumos de frutas y aromas. Ademas, dependiendo del tipo
de refresco, pueden contener cafeina, quinina, vitaminas, minerales y edulcorantes sin
calorias 2.

Bebida gasificada es una disolucion de edulcorantes naturales y gas carbonico en agua
tratada, pudiendo adicionarse esencias naturales o jugos artificiales, extractos
vegetales, jugos de frutas, acidos, colorantes y agentes conservadores permitidos. Las
bebidas no alcohdlicas carbonatadas, cuyo representante caracteristico es la “gaseosa”,
generalmente estan azucaradas, aromatizadas, acidificadas, coloreadas, carbonatadas
artificialmente, y a veces conservadas quimicamente. Son bebidas compuestas por
agua tratada, anhidrido carbonico (COz), azlcares y/o edulcorantes artificiales,
saborizantes, colorantes y otros aditivos autorizados 2.

Segun la Norma Técnica Peruana - NTP 241.001 ?’, define a la bebida gasificada
jarabeada (bebida carbonatada) como el producto obtenido por disolucion de
edulcorantes nutritivos y dioxido de carbono en agua potable tratada, pudiendo estar
adicionada de saborizantes naturales y/o artificiales, jugos de frutas, acidulantes,

conservadores, emulsionantes y estabilizantes, antioxidantes, colorantes,
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amortiguadores, agentes de enturbiamiento, antiespumantes y espumantes, u otros
aditivos alimentarios permitidos por la Autoridad sanitaria 2’

La mayoria de las bebidas contienen agua carbonatada y acidulantes como el acido
fosférico o el &cido citrico, entre otros. La cantidad y caracteristicas de los &cidos
adicionados a las distintas bebidas determinan el sabor y la calidad de estas 2

El agua mineral o soda debera contener un minimo de un volumen de gas absorbido en
un volumen de agua. El volumen de gas, es el volumen dioxido de carbono (anhidrido
carbonico) que absorbe el agua a la presion atmosférica normal (760 mmHg) y a
temperatura de 15.56 °C %,

Agua: El agua es el componente mayoritario de las bebidas gaseosas, suponiendo el
90 al 92% del total %. Es el ingrediente principal usado en las bebidas carbonatadas, el
cual debe ser de alta pureza %°. Debe cumplir con los estrictos requisitos de calidad y
no interferir con el sabor, la apariencia, la carbonatacién u otras propiedades de la
bebida .

La calidad de agua empleada en la elaboracion tiene una repercusion directa sobre la
calidad del producto final, por lo que siempre se necesita someterla a un
pretratamiento 5.

La potabilidad del agua no es la Unica cualidad que ésta debe presentar para la
elaboracion de las bebidas refrescantes. De hecho, las industrias analizan el agua de
entrada a la planta y, frecuentemente, la tratan con el fin de adecuar sus caracteristicas
a la fabricacion de bebidas 2*

La naturaleza de este pretratamiento varia de acuerdo con la fuente del agua y con su
composicion quimica .

En el agua tratada se debe remover cuatro tipos de contaminantes (material
inorgénicos, compuestos organicos, contaminacion microbioldgica y particulas) que
pueden afectar el sabor, olor y apariencia de la bebida final %°.

Los principales tratamientos que experimenta el agua al llegar a la fabrica son la
filtracion (filtros de arena, filtros de carbén y filtros pulidores) y la desaireacion. Esta
altima permite que la posterior carbonatacion sea efectiva y evita que el aire ocluido
en el agua deteriore la calidad sensorial de los productos por su oxidacion. Otros
tratamientos que suelen llevarse a cabo son la reduccion de alcalinidad y la

desinfeccion 2*.
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Por lo tanto, el agua debe estar libre de altos niveles de elementos y sales minerales,
material organico, oxigeno disuelto y microorganismos, ademas de no presentar color,
olor ni sabor .

Los requisitos fisicoquimicos de las aguas gaseosas se presentan en la Tabla 1.1

Tabla 1.1: Requisitos fisicoquimicos de las aguas gaseosas con sabor %’

Caracteristicas Minimo Maximo
pH 2.4 4.5
Grado Brix (% de solidos solubles 8.0 15.0
COMO sacarosa).
Porcentaje de alcohol en volumen a 0 0.5
15.56 °C.
Volumen de Dioxido de carbono 1.0 5.0

absorbido por cada volumen de agua.
Acidez expresada en g de acido citrico 0.003 0.5

anhidrido en 100 cm?® de muestra.

Edulcorantes: El azucar es el disacarido sacarosa, que es el punto de referencia para
otros tipos de edulcorantes *°.

El término edulcorante se utiliza para los azlcares cuyo nivel suele ser del 7-12% en
las bebidas carbonatadas *°.

Los edulcorantes usados en las bebidas carbonatadas pueden ser o nutritivo o no
nutritivo. La calidad del edulcorante es uno de los pardmetros mas importantes que
afecta la calidad de la bebida %°.

Edulcorantes nutritivos: Estos incluyen sacarosa granulada, sacarosa en solucion,
azucar invertido, dextrosa y jarabe de maiz de alta fructosa. La sacarosa, obtenida a
partir de cafia de azucar o remolacha, en presencia de acidos y en solucidn acuosa, se
hidroliza a fructosa (levulosa) y dextrosa (glucosa); esta mezcla se llama azlcar
invertido. El jarabe de maiz de alta fructosa se deriva de almidon de maiz a través de
un proceso que incluye la descomposicion del almidon en glucosa, la conversion

enzimética de glucosa en fructosa, la separacion de los azlcares y mezcla de los
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azucares para producir diversas concentraciones de fructosa y glucosa. La eleccion de
edulcorantes depende de la dulzura definitiva deseada y la formulacion de la bebida en
particular %,

Edulcorantes no nutritivos: En el caso de las bebidas de bajo contenido calorico, se
reemplaza el azdcar del jarabe por edulcorantes intensos 2, ingredientes no nutritivos
de bajas o con cero calorias. Son compuestos quimicos que endulzan muchas veces
mas que el aztcar !, tales como: isomalta, manitol, sorbitol, sacarina 2, acesulfame de
potasio, aspartamo y sucralosa 3L,

Actualmente, el aspartamo, la sacarina, sucralosa y acesulfame son los Unicos
edulcorantes no nutritivos aprobados para su uso en bebidas por la Food and Drug
Administration de EEUU. La sacarina era mezclada con sacarosa y usada en gaseosas
durante la Primera Guerra Mundial, debido a la escasez de edulcorantes nutritivos, ésta
es entre 300 y 400 veces méas dulce que la sacarosa. El aspartamo es el primer
edulcorante no nutritivo usado en las bebidas carbonatadas, y es aproximadamente 200
veces mas dulce que la sacarosa. Algunas fuentes consideran al aspartame como un
edulcorante nutritivo. La sucralosa (Splenda) es el edulcorante no nutritivo que mas se
asemeja al sabor de la sacarosa. Y el acesulfame se asemeja a la sacarina en estructura

y perfil de sabor %°.

Dioxido de carbono (CO3): El diéxido de carbono ofrece a la bebida un sabor
picante, acido y espumoso. También actia como conservante contra la levadura, el
moho Yy las bacterias. Este debe ser de calidad alimentaria y libre de impurezas que
pueden afectar el sabor o el olor del producto final 2°.

La unidad de medida del CO disuelto es volimenes del gas corregidos a la
temperatura y presion normal (T =0 °C y P = 101.325 kPa), por volumen de liquido.
Mas recientemente, se ha expresado como gramos por litro .

La solubilidad del CO- en el agua varia en funcion de la temperatura del agua y la
presion del gas. Disminuye con el aumento de la temperatura y aumenta

con mayor presion .

Las bebidas carbonatadas se formulan tipicamente para estar en el rango de 2 a 3
volumenes disueltos de gas. El efecto de la disolucion es formar &cido carbonico
(H2COs3), y esto a su vez se disocia en parte para formar iones de bicarbonato y

carbonato *°,
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Aungue el dioxido de carbono no se agrega especificamente como conservante,
contribuye a la inhibicion del crecimiento de microorganismos y, junto con otros
factores a la estabilidad de la bebida. Se considera efectivo en concentraciones
superiores a 2.5-3.0 volimenes, y por esta razon la incidencia de deterioro en las
bebidas carbonatadas es menor que en las versiones no carbonatadas *°.

El gas carbonico (CO.) se almacena en forma liquida en tanques y antes de su
utilizacion, se filtra para garantizar una calidad optima. La preparacion de la bebida
terminada se realiza en un mezclador; éste combina el jarabe terminado, el agua
tratada y el gas carbonico. En algunas plantas, el agua tratada es previamente
carbonatada antes de mezclarse con el jarabe terminado %,

En ambos procesos de fabricacion, se introduce el gas de didxido de carbono bajo
presion al sistema. La carbonatacion de la bebida depende de la presion de dioxido de
carbono y la temperatura de la mezcla. Las concentraciones de didxido de carbono

varian dependiendo de la formulacion de la bebida *°.

Conservantes: Es cualquier sustancia capaz de inhibir, retardar o detener el
crecimiento de microorganismos o de enmascarar la evidencia de tal deterioro %. La
NTP 214.00 autoriza el uso de sorbato y/o benzoato en una proporcién no mayor del
0.1% en masa ?’.

El Benzoato de sodio o potasio a una concentracion de 0.05% y un pH entre 2.0 y 4.0
es universalmente utilizado como agente conservante contra la levadura y el moho. Sin
embargo, en concentraciones mas altas, también es efectivo contra las bacterias .

El Sorbato sédico o potésico; los conservantes son eficaces a valores de pH bajo; sin
embargo, el Sorbato de potasio inhibe el crecimiento de levaduras y mohos; y es mas
efectivo por debajo de pH 6.5 %°.

En Europa se ha definido los niveles maximos de conservantes permitidos. Para las
bebidas no alcohdlicas consumibles sin dilucion, la directiva pertinente es la Directiva

Europea No. 95/2 /EC 2, tal como se muestra en la Tabla 1.2
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Tabla 1.2: Niveles maximos de conservantes permitidos segun la Directiva Europea

95/2/EC ¥
Conservantes mg/L E N°
Dioxido de azufre 20 E220
Acido benzoico 150 E210
Acido sorbico 300 E200
Acido benzoico B/ Acido sorbico 150/250 E210/E200

En la Tabla 1.3 se presenta los conservantes mas utilizados con sus respectivas sales.

Tabla 1.3: Conservantes y sus sales *°

Conservante E-N° Formas E-N°
alternativas
utilizadas en un

nivel equivalente

Acido benzoico E-210 Benzoato de sodio E-211
CeéHsCOOH Benzoato de potasio E-212
Acido benceno carboxilico Benzoato de calcio E-213
Punto de fusion: 122 °C
Acido sorbico E-200 Sorbato de sodio E-201
CH3CH=H.-CH,=CHCOOH Sorbato de potasio E-202
Acido 2,4-hexadienoico Sorbato de calcio E-203
Punto de fusion: 133 °C
Dioxido de azufre (gas) E-220 Sulfito de sodio E-221
SOz Bisulfito de sodio E-222
Anhidrido sulfuroso Metabisulfito de E-223
sodio E-224
Metabisulfito de E-226
potasio E-227
Sulfito de calcio E-228

Bisulfito de calcio

Bisulfito de potasio
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La carbonatacion y el contenido de acido en bebidas de cola y lima-limon
generalmente actlan como preservantes adecuados contra el crecimiento microbiano.
Benzoato o sales de sorbato a menudo se agregan a otras bebidas para la proteccion 2.
Los conservadores que se disocian en solucion acuosa deben su accion antimicrobiana
a la parte no disociada, que es la que puede atravesar la membrana celular y desarrollar
su actividad a nivel enzimatico y a los hidrégenos liberados en la solucién o alimento
que provocan la disminucion del pH. Este tipo de conservantes son mas activos cuanto
menor sea el pH del medio %,

Acidulantes: Los acidulantes le dan a la bebida un sabor agrio o amargo, ajustan el
pH para facilitar la funcion del benzoato como conservante, reducen la susceptibilidad
microbiolégica y actian como catalizadores para el proceso de inversion hidrolitica en
bebidas endulzadas con sacarosa 2. Los acidulantes pueden prevenir indirectamente la
decoloracion y rancidez *°.

Los acidulantes de bebidas carbonatadas primarias son acido fosforico y cido citrico.
El 4cido fosférico de grado alimenticio estd disponible comercialmente en
concentraciones de 75%, 80% y 85% y es uno de los acidulantes mas econémicos. El
acido citrico se puede agregar durante el proceso de fabricacion de jarabe como un
polvo o como una solucion al 50%. Otros acidulantes incluyen &cido ascoérbico,

tartarico, malico y adipico %°.

Colorantes: El color proporciona un medio para presentar correctamente una bebida
al consumidor, de modo que los atributos organolépticos percibidos se ordenan
correctamente en una secuencia de apreciacion. Tanto la calidad como la cantidad de
color son importantes, y ciertos colores evocaran, o quizas complementaran, un sabor
particular .

Los colorantes se usan en bebidas para proporcionar atractivo sensorial. Se enumeran
cinco colores artificiales aprobados por la FDA comunmente utilizados en bebidas no

alcohélicas 2°, tal como se observa en la Tabla 1.4.
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Tabla 1.4: Colorantes artificiales comdnmente utilizados 2°

Designacion FD & C Nombre comun
Amarillo #5 Tartrazina

Amarillo #6 Amarillo crepusculo
Rojo #40 Rojo Allura AC
Verde #3 Verde rapido FCF
Azul #1 Azul brillante FCF

Los colores de los alimentos se dividen ampliamente en dos clases: naturales y
artificiales. En los EE.UU. Se enumeran como "exentos de certificacion" o "colorantes
certificados". En la Tabla 1.5 se describen los colorantes artificiales (sintéticos)

permitidos en bebidas no alcohdlicas con un nivel maximo de 100 mg/L *.

Tabla 1.5: Colorantes artificiales (sintéticos) permitidos en bebidas no alcohdlicas *°

Contribucion del

Colorante E -N°

color
Amarillo de quinoleina E104 Amarillo verdoso
Tartrazina E102 Amarillo limon
Amarillo crepusculo E110 Naranja calabaza
Azorrubina E122 Rojo azulado
Ponceau 4R E124 Rojo brillante
Azul patentado V E131 Azul brillante
Carmin de indigo E132 Rojo oscuro azulado
Azul brillante E133 Azul verdoso
Verde S E142 Azul verdoso

Nota: Los niveles individuales de E110, E122 y E124 no deben exceder los 50 mg/L.
El ajuste del color también puede ser necesario para asegurar la uniformidad del

producto y para compensar las variaciones naturales en el tono de color y la
intensidad, asociados con el tipo de jugo empleado en la formulacion de la bebida.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Sobre todo, el color es un parametro importante en la evaluacion de la calidad, que

sirve para estandarizar el producto durante la produccion .

1.5 Saccharomyces cerevisiae:

La levadura Saccharomyces cerevisiae es probablemente el microorganismo mas
ampliamente utilizado por el hombre a travées del tiempo; aunque no se tuviera, en un
principio, conciencia plena de la participacion del microorganismo en la elaboracion
de diversos alimentos como el pan o las bebidas alcohélicas **.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto que ha sido
ampliamente estudiado dada su importancia en la industria panadera y vitivinicola, asi
como por su capacidad de producir etanol *°.

La clasificacién taxonémica se describe en la Tabla 1.6.

Tabla 1.6: Clasificacion taxondmica de Saccharomyces cerevisiae %

Clasificacion taxonémica de Saccharomyces

cerevisiae.
Reino Hongo
Division Amastogomycota
Clase Ascomycetes
Subclase Hemiascomycetidae
Orden Endomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetaidae
Genero Saccharomyces
Especie Cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, es una levadura que constituye el grupo de
microorganismos mas intimamente asociado al progreso y bienestar de la humanidad;
su nombre deriva del vocablo Saccharo (azlcar), myces (hongo) y cerevisiae
(cerveza). Es una levadura heteroétrofa, que obtiene la energia a partir de la glucosa y
tiene una elevada capacidad fermentativa 3.

Presenta forma esférica, eliptica y cilindrica, cuyo diametro oscila de 2 a 8 micras .
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La levadura Saccharomyces cerevisiae, es anaerobia facultativa, de modo que crece
tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas, es capaz de emplear un amplio
rango de sustratos entre mono-, di-, y oligo-sacaridos, asi como etanol, acetato,
glicerol y hasta lactatos; siendo la glucosa su fuente de carbon preferida, la cual
metaboliza a etanol mediante la ruta metabodlica estandar para la glucolisis o Embden-
Meyerhoff-Parnass (EMP) y el metabolismo anaerdbico del piruvato %

La velocidad de crecimiento de las levaduras depende directamente de la
concentracion del sustrato. Este comportamiento se describe generalmente mediante la
ecuacion de Monod. Este modelo sugiere que el desarrollo de las levaduras depende de
una maxima velocidad de crecimiento y una concentracion de saturacion, el cual es
valido para un amplio rango de organismos y nutrientes, donde todos cuentan con un
limite superior de concentracion sobre el cual se genera una disminucion de la
velocidad de crecimiento, lo que se conoce como inhibicién 7.

Este microorganismo muestra 5 fases de crecimiento bien definidas cuando es
cultivado en medios liquidos con glucosa como fuente de carbono: la fase lag, la fase
logaritmica, el cambio diauxico, la fase postdiauxica y la fase estacionaria. La fase lag
es un periodo de adaptacion en el cual la célula se prepara para dividirse *°. La fase lag
depende tanto del numero de células, como del sistema metabolico. Cuando esta fase
se prolonga la presencia de téxicos o una pobre o inadecuada inoculacion puede ser la
razon *’.

Luego se presenta un crecimiento exponencial que ocurre a una maxima velocidad, la
duracion de esta fase depende de la concentracion inicial del sustrato limitante; asi
como de la habilidad del microorganismo para adaptarse a la disminucion de la
concentracion de sustrato ¥'.

Durante la fase logaritmica las células alcanzan su maxima velocidad de duplicacién y
llevan a cabo un metabolismo fermentativo del que se produce etanol. Al disminuir la
concentracion de glucosa, las células atraviesan por el cambio diduxico, un periodo
breve de tiempo en el cual no hay divisién, y la célula cambia de un metabolismo
fermentativo a uno respiratorio. En la fase postdiauxica las células usan como fuente
de carbono el etanol producido durante la fase logaritmica e incrementan su resistencia
al estrés gradualmente; en tanto que la fase estacionaria se presenta cuando los
nutrientes del medio se han agotado y no hay division celular. En esta fase, las células

acumulan carbohidratos de reserva como trehalosa y glucogeno, alcanzan el maximo
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nivel de resistencia a estrés y su pared celular se vuelve més gruesa y resistente a la
digestion por liticasa °.

Saccharomyces cerevisiae es la levadura mas cominmente utilizada en la produccién
de etanol a nivel industrial debido a sus caracteristicas deseables, tales como bajo
costo, osmotolerante, facil de manejar, no requiere alta nutricién, produce una alta
concentracion de etanol con bajo nivel de subproductos, tiene una alta viabilidad para
reutilizarse y puede tolerar una alta concentracion de azucar y etanol. Ademas, S.
cerevisiae es reconocida como un organismo seguro 0 GRAS (Generally Regarded as
Safe) %,

Sin embargo, condiciones estresantes como un aumento en la concentracion de etanol,
temperatura, estrés osmotico y contaminacion bacteriana son las razones por las que la
levadura no puede sobrevivir durante la fermentacion 3°.

Las células de levadura se ven sometidas a varios tipos de estrés a medida que las
condiciones del medio cambian, tanto en situaciones naturales como durante procesos
industriales. Tanto el dafio provocado por el estrés como la respuesta de la levadura al
mismo, depende del tipo y grado del estrés, y del estado de desarrollo de la levadura al
momento en que curre el estimulo. Sin embargo, en general, las condiciones adversas
a las que se enfrenta este organismo afectan principalmente a las estructuras celulares
y a las diferentes macromoléculas, especialmente lipidos, proteinas y acidos nucleicos,
las cuales sufren modificaciones estructurales que dafian su funcion .

Es un producto del proceso de produccion de alcohol, que a su vez constituye una

valiosa fuente de proteinas y vitaminas para la alimentacion animal 3,

1.6 Inmovilizacién:

La inmovilizacion se define como el confinamiento fisico de las células intactas a una
region del espacio, con la conservacion de la actividad biolégica “°.

La inmovilizacion es un proceso que consiste en la localizacion de una enzima o un
microorganismo completo, en un espacio definido sin perder su actividad catalitica 6
viabilidad. Esto supone la seleccion de un soporte que no afecte el metabolismo
celular, albergue cantidades importantes de células, posea estabilidad a la temperatura
y el pH, ademas de transparencia y porosidad para permitir la difusién de los

nutrientes, asi como un bajo costo *2.
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Aungue se han desarrollado muchas tecnologias para la inmovilizacién celular en las
Gltimas décadas, la mayoria de ellas pueden ser agrupadas, principalmente, en las
cuatro categorias principales, como se ilustra en la Figura 1.1 (a), (b) y (c) utilizando
materiales de apoyo para restringir fisicamente a las células, tales como el
atrapamiento de células con geles, la oclusion de células dentro de los poros internos
de materiales porosos y la adsorcion de células sobre superficies solidas; (d) auto
inmovilizacion de células por su floculacion o agregacion espontanea; (e)

encapsulacion de células; y (f) retencion de células con membranas .

Figura 1.1: Tipos de Inmovilizacion celular %

En la inmovilizacion de células por atrapamiento, las células precultivadas se
dispersan en la solucion de geles tales como agar y alginato que pueden gelificar en el
tamafio y forma final (perlas). Controlando el proceso de gelificacion para sustratos de
bajo peso molecular y metabolitos, la difusion dentro y fuera de las perlas, la alta
viabilidad puede ser mantenida para las celulas inmovilizadas. Es importante, la
seleccion de materiales de atrapamiento, procedimientos de inmovilizacion,
caracterizacion de las células inmovilizadas, propiedades de transferencia de masa
interna y externa y comportamientos cinéticos, y la produccion de las células
inmovilizadas a pequefia escala para investigacion de laboratorio y grandes escalas
para aplicaciones industriales *..

El uso de estas metodologias para la fermentacién alcoholica (AF) ofrece muchas
ventajas sobre el uso de los métodos convencionales que utilizan células de levadura
libres, ademas, diferentes sistemas de inmovilizacion se han propuesto para diferentes
aplicaciones, como la elaboracion del vino. Los métodos mas estudiados para la

inmovilizacion de la levadura, incluye el uso de soportes naturales, soportes organicos

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

(por ejemplo, Alginato), inorganicos (por ejemplo, cerdmicas porosas), sistemas de
membranas y agentes multifuncionales °.

La productividad del etanol puede mejorarse mediante la inmovilizacién de células de
levadura en matrices poliméricas 8.

El sistema de células inmovilizadas tiene varias ventajas, como un menor riesgo de
contaminacion microbiana debido a altas densidades celulares y actividad de
fermentacion, mayor tasa de absorcion de sustrato, mayor productividad y rendimiento
de etanol, actividad prolongada y estabilidad de las células, la capacidad de reciclar el
biocatalizador, aumento de la tolerancia a una alta concentracion de sustrato,
inhibicion reducida de los productos finales, proteccion de las células de los
inhibidores, facil recuperacion del producto y costos minimos de produccion “2,
Ademas, permite un mejor control y reproducibilidad de los procesos, asi como la
reutilizacion de los sistemas de inmovilizacion para fermentaciones discontinuas y
tecnologias de fermentacion continua.*

Se han reportado varias técnicas para la inmovilizacion celular, como adsorcion,
atrapamiento, entrecruzamiento, por enlace covalente y encapsulacion. Entre estas
técnicas, el atrapamiento en perlas de Alginato de calcio es el mas utilizado porque es
de facil preparacion, econémico y no toxico “?, ademas de efectivo para reducir el
efecto inhibidor de impurezas o inhibidores de la fermentacion en la célula
crecimiento.

Los biorreactores utilizados mas comUnmente para células inmovilizadas,
particularmente para células inmovilizadas por atrapamiento de gel, son tanques
agitados (Figura 1.2 (a)), que pueden operar en modo continuo o por lotes. En
condiciones de operacion por lotes, el caldo de fermentacion se drena al final de cada
lote, pero las células inmovilizadas permaneceran para la siguiente operacion, que se
puede iniciar rapidamente mediante la alimentacion de sustrato fresco, sin la necesidad
de inoculacién que requiere el cultivo y la fermentacion con células libres. Para evitar
la inhibicidon del sustrato en las células, se puede aplicar una estrategia de lote
alimentado al sistema. En cuanto a la operacion continua, el medio fresco se puede
alimentar a mayores tasas de dilucion, sin preocuparse por el lavado, y el caldo de
fermentacion sin o con pocas células se descarga correspondientemente L.

En comparacién con los biorreactores de tanque agitado, los biorreactores de lecho
compacto (Figura 1.2 (b)) son simples de construir y operar con baja costos; son

adecuados para células microbianas inmovilizadas por materiales soporte,
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particularmente inmovilizados por matrices porosas preformados, con buena
resistencia mecénica para soportar el peso de la cama. Como la aireacion no es
eficiente, biorreactores de lecho compacto se utilizan principalmente para células

inmovilizadas en condiciones anaerébicas .

Medium feeding
Impeller Product stream
41 Product stream
o aol
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Figura 1.2: (a) Biorreactor tipo Tanque agitado (b) Biorreactor lecho compacto #

1.7 Fermentacion alcohdlica:

Las vias para la oxidacion de los compuestos organicos y la conservacion de la energia
en el ATP se puede dividir en dos procesos principales: 1) Fermentacion, en el cual el
proceso de oxido reduccion se efectla en ausencia de cualquier aceptor terminal de
electrones; 2) Respiracion, en el cual el oxigeno molecular o cualquier otro oxidante
acttia como el aceptor oxidante de electrones *°.

En términos generales la fermentacion se describe como un proceso de oxidacion en el
que la transformacion de moléculas complejas a moléculas simples, lleva a la
generacion de un producto final organico, con liberacion de energia. A diferencia de
los procesos de oxidacion comunes, donde el oxigeno o cualquier compuesto
inorgénico oxidado es el que actia como aceptor final, la energia quimica en la
fermentacion deriva de un proceso quimico de fosforilacion, por el que se da una
transferencia de electrones que conduce a la generacion de un compuesto organico
oxidado. ¥

La fermentacion alcohodlica, es un proceso anaerobico realizado por levaduras y
algunas clases de bacterias. Donde el sustrato celular; mono y di sacéridos en su

mayoria, son transformados principalmente en alcohol etilico y diéxido de carbono;
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con la generacion de equivalentes de reduccion de los compuestos NADH/NAD+ y
NADHP/NADP+ y enlaces de alta energia de fosfato, ATP. La energia se sintetiza
como ATP a partir de un proceso de glicolisis al que sigue el metabolismo del
piruvato. De este modo la fermentacion complementa la glucolisis y hace posible
producir energia en ausencia de oxigeno.*’

La fermentacion alcoholica es una bioreaccién que permite degradar azucares en

alcohol y didxido de carbono. La conversion se representa mediante la Ecuacion 1: 4

CoHy,0s — 2C,HsOH + 2C0, [Ec. 1]

La degradacion de la glucosa se la puede dividir en tres etapas: La etapa | es una serie
de reacciones de re-acomodacion que no implica oxidacion-reduccion y no se libera
energia, pero que conducen a la produccion de dos moléculas de un compuesto
intermedio, el gliceraldehido-3-fosfato. En la etapa Il hay oxido-reduccion, se produce
un enlace fosfato alto en energia en forma de ATP y se forman dos moléculas de
piruvato. En la etapa Ill, ocurre una segunda reaccion de oxido-reduccion y se forman
los productos de fermentacién (etanol y CO). La via metabdlica de la glucosa a
piruvato se llama glucolisis (ruptura de la glucosa) que se llama via de Embder-

Meyerhof, por su descubridor °.

(0]
] X% o O\ 2
. o° CH Q*\‘\) o*\\\ P.\('o o%e“
HO— (lj—H o C=0 I | 59:‘\* |
H— ¢ —OH 2| T T>2 C=0 2|H—C—oOH
(I: C=0 ’!{ }!{
H=C—OH 0P  2aTP | 2c0, 2NADH 2NAD*
! : : . J
H 2NAD* 2NADH
Glucose Pyruvic Acetaldehyde Ethanol
Acid (alcohol)

Figura 1.3: Via metabdlica para la obtencion de etanol *°

Las principales responsables de esta transformacion son las levaduras. La
Saccharomyces cerevisiae, es la especie de levadura usada con mas frecuencia. Por
supuesto que existen estudios para producir alcohol con otros hongos y bacterias,
como la Zymomonas mobilis, pero la explotacion a nivel industrial es minima. A pesar
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de parecer, a nivel estequiométrico, una transformacién simple, la secuencia de
transformaciones para degradar la glucosa hasta dos moléculas de alcohol y dos
moléculas de dioxido de carbono es un proceso muy complejo, pues al mismo tiempo
la levadura utiliza la glucosa y nutrientes adicionales para reproducirse. Para evaluar
esta transformacion, se usa el rendimiento biomasa/producto y el rendimiento
producto/ substrato “4.

El rendimiento tedrico estequiomeétrico para la transformacion de glucosa en etanoles
de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO; por 1 g de glucosa. Este valor fue cuantificado
por Gay Lussac. En la realidad es dificil lograr este rendimiento, porque como se
sefial6 anteriormente, la levadura utiliza la glucosa para la producciéon de otros
metabolitos. El rendimiento experimental varia entre 90% y 95% del tedrico, es decir,
de 0.469 a 0.485 g/g. Los rendimientos en la industria varian entre 87 y 93% del
rendimiento teérico. Otro parametro importante es la productividad (g/h/L), la cual se
define como la cantidad de etanol producido por unidad de tiempo y de volumen .,

La fermentacion del bioetanol se puede llevar a cabo en lote o batch, en lote
alimentado (fed-batch), lote repetido o modo continuo. En el proceso por lote, el
sustrato es proporcionado al comienzo del proceso sin adicién o eliminacion del
medio. Es conocido como el sistema de biorreactor mas simple con mdltiples
recipientes y un control flexible y facil del proceso. El proceso de fermentacion se
lleva a cabo en un sistema de circuito cerrado con alto contenido de azlcares y
concentracion de inhibidores al inicio y con alta concentracion del producto al final.
Hay varios beneficios del sistema por lotes que incluye, la esterilizacion completa,
facil manejo de las materias primas, control facil y flexible. Sin embargo, la
productividad es baja y necesita de altos costos de mano de obra intensiva. La
presencia de concentracion de azucares en el medio de fermentacién puede conducir a
la inhibicion por sustrato, que resulta en la inhibicion del crecimiento celular y la
produccion de etanol. 3

La fermentacion discontinua de reciclaje celular es un método estratégico para la
produccion efectiva de etanol, ya que reduce el tiempo y el costo de la preparacion del
indculo. Las otras ventajas del proceso de lotes repetidos, es la facil recoleccion de las
células, operacion estable y productividad a largo plazo. Las células de levadura
inmovilizadas se utilizan para facilitar separacion de las células para el reciclado

celular ®°.
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1.8 Bioetanol:

Debido a los recientes aumentos en los precios del petréleo, asi como a las crecientes
preocupaciones sobre los problemas ambientales y la necesidad de una fuente de
energia limpia pero ambientalmente segura que sea renovable y barata, la investigacion
sobre la produccion de biocombustibles, como el bioetanol y el biodiesel, como
alternativas para las fuentes de energia convencionales actuales ha crecido °.

A pesar de su gran potencial, los biocombustibles aun sufren algunos inconvenientes
que limitan su produccién a gran escala. El principal problema que enfrentan los
biocombustibles es su alto precio de produccion, lo que los hace incapaces de competir
con otras fuentes de energia, especialmente el petroleo crudo, aunque hay otros
problemas involucrados, como el uso de la tierra y la seguridad energética, la mayor
parte que contribuye al alto costo de produccion es el precio de los sustratos
fermentables utilizados por los microorganismos. En consecuencia, diferentes grupos
de investigacion estan intentando identificar sustratos baratos y renovables, como los
productos de desecho agricolas y alimenticios, para su uso como sustratos fermentables
en la produccidn de biocombustibles °.

Cualquier combustible producido a partir de materiales bioldgicos generalmente se
conoce como biocombustible. El término generalmente se refiere a combustibles
liquidos para el transporte. Las caracteristicas principales de un biocombustible
adecuado son: tiene el potencial de reemplazar los combustibles fosiles, el proceso de
produccion debe tener un balance energético neto positivo y debe tener un impacto
ambiental negativo. En Brasil, la cafia de azlcar es la principal materia prima para la
produccion de bioetanol. En los Estados Unidos, el almidon (y ultimamente
lignoceluldsicos) es la materia prima primaria “°.

Se estima que la poblacién mundial aumentara en aproximadamente 3.000 millones de
personas a mediados del siglo XXI. Con este aumento de la poblacion, la demanda y el
costo de los combustibles fosiles aumentaran considerablemente. Se necesitan nuevas
tecnologias para la extraccion de combustible utilizando materias primas que no
amenacen la seguridad alimentaria, causen una pérdida minima o nula de los hébitats
naturales de los animales y reduzcan la erosion del suelo. Ademas, se debe mejorar la
gestion de los desechos y se debe minimizar o eliminar la contaminacion ambiental.
Muchas de las reservas actuales de petroleo se encuentran en regiones politicamente

inestables (por ejemplo, Medio Oriente y partes de Africa), lo que podria dar lugar a
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fluctuaciones considerables en el suministro mundial de petréleo y el precio del barril
de petréleo crudo “.

A diferencia de los combustibles fésiles, el bioetanol es un recurso de energia
renovable y no aumenta los niveles atmosféricos de dioxido de carbono. El etanol se
mezcla con gasolina para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero. La
tecnologia de produccion de etanol ha sido un foco de cientificos e industria por
razones tecnoldgicas, econdmicas y ambientales. Los procesos de produccién de etanol
abarcan muchas técnicas diferentes y muchas materias primas diferentes,
principalmente cafia de azlcar y maiz. La eleccion del proceso de produccion de etanol
depende de la disponibilidad del cultivo y la ubicacion geogréafica 4’

El bioetanol es un biocombustible liquido prometedor generado a partir de diversas
materias primas de biomasa a través de tecnologias de conversion. Es el
biocombustible méas utilizado debido a sus propiedades renovables, no toxicas,
biodegradables y oxigenadas que reducen la emision de particulas en los motores de
encendido por compresion. Se utiliza como combustible sustituto para reducir la
dependencia de los combustibles fosiles, garantizar la seguridad energética y reducir el
impacto negativo del consumo de combustibles fosiles para la economia y el medio
ambiente %8,

El bioetanol es una energia renovable con alta eficiencia y bajo impacto ambiental. El
etanol es una fuente de energia renovable porque se produce a través de la
fermentacion microbiana mediante el uso de carbohidratos como el almidén, el azlcar
o la celulosa con microorganismos como Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas
mobilis. EI maiz ha sido tradicionalmente el principal cultivo utilizado para la
produccion de etanol. Sin embargo, otros cultivos potenciales necesitan ser evaluados
para la produccion de etanol ambiental, social y econémicamente racional. Las
biomasas més utilizadas para la produccion de etanol son el maiz, la cafia de azdcar o
el trigo. Otros incluyen granos, suero de queso y desechos de las industrias de bebidas,
cerveceria y vino. En todo el mundo, se produjeron alrededor de 12 mil millones de
galones de etanol en 2005. Los dos principales productores de etanol son Brasil y
Estados Unidos, y cada uno representa alrededor del 35 por ciento de la produccion
mundial

Actualmente, los residuos lignoceluldsicos representan fuentes renovables atractivas
para la produccién de bioetanol. Sin embargo, la tecnologia asociada no esta

suficientemente desarrollada. Ademas, la gran cantidad de aguas residuales producidas
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por la fermentacion de biomasa lignocelulésica plantea un problema para la
produccion a gran escala. En este escenario, las aguas residuales azucaradas emergen
como una alternativa atractiva para la produccion de etanol. Debido a que las bebidas
azucaradas se producen en grandes cantidades (por ejemplo, 6000 millones de litros al
afio en Argentina), las aguas residuales de bebidas azucaradas también se generan en
grandes cantidades. La industria de los refrescos es el actor mas importante en el
sector de bebidas azucaradas, ya que produce aproximadamente el 75% de todas las
bebidas azucaradas. Una parte de las bebidas producidas (2.5-5.0%) se descarta
debido a las précticas de control de calidad o se devuelve de las tiendas minoristas
debido a la falta de gas o producto vencido. Desde un punto de vista econémico, esta
agua residual de bebidas endulzadas con azucar es una materia prima interesante para
la produccion de bioetanol debido a su alto contenido de azlcar (60-180 g/L) y al
hecho de que los azlcares consisten en sacarosa y / 0 una mezcla de glucosa y fructosa

(proporcionado en forma de jarabe de maiz alto en fructosa) 4.

1.9 Métodos experimentales:

Determinacion de azucares disueltos utilizando el refractometro:

La determinacién de Brix se realiza midiendo el indice de refraccion de una solucion.
El indice de Refraccion es una caracteristica optica de una sustancia y del niumero de
particulas disueltas en ella. El indice de Refraccion se define como el ratio de la
velocidad de la luz en espacio vacio a la velocidad de la luz en la sustancia. Un
resultado de esta propiedad es que la luz cambiara de trayectoria cuando viaje a través
de una sustancia con un indice de refraccion diferente. Esto se denomina refraccion.

Al pasar de un material con un indice de refraccion mas alto a uno con mas bajo, hay
un angulo critico en el que el haz de luz incidente ya no puede refractar, sino que se
reflejara en la interfaz. 4°

El angulo critico puede ser usado para calcular facilmente el indice de refraccion

segun la Ecuacion 2:

n
sen Ocriticar = 2/711 [Ec. 2]

Donde n, es el indice de refraccion del medio con densidad mas baja; n, es el indice

de refraccion del medio con densidad mas alta.
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En el refractometro la luz procedente de un LED pasa a través de un prisma en
contacto con la muestra. Un sensor de imagen determina el angulo critico al que la luz
ya no refracta a través de la muestra. Aplica automaticamente la compensacion de
temperatura y convierte el indice de refraccién de la muestra a concentracion de
sacarosa en unidades de porcentaje (por peso) Brix .

El principio de medicion se basa en la refraccion de la luz creada por la naturaleza y la
concentracion de los solutos. Es por esto que un refractometro mide indirectamente la
densidad de los liquidos. La unidad de grados Brix lleva el nombre de Adolf F. Brix,
un cientifico del siglo XIX. Segun esa escala, 1 °Brix corresponderia a un indice de

refraccion de una solucion de sacarosa en agua al 1%.%°.

Determinacion de los azucares reductores:

Sumner °!, desarrollé un método utilizando el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para
calcular la concentracion de azucares reductores en distintos materiales. El
procedimiento se basa en una reaccion redox que ocurre entre el DNS y los azlcares
reductores presentes en la muestra. °t

El método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) se basa en la reduccion del DNS (de
color amarillo) por la glucosa u otro azlcar reductor al &cido 3-amino-5-nitrosalicilico
(de color rojo ladrillo) %2, cuya presencia puede detectarse por lectura de la
absorbancia en la zona de 540-570 nm. Se aplica el método DNS a una gama de
soluciones patrén de glucosa con el objeto de obtener la correspondiente curva de
calibracion que se utilizara bien directamente, 0 mediante el coeficiente de extincion
deducido de la misma, para determinar los equivalentes de glucosa formados en el

medio de reaccidn.

Determinacion de la concentracion de etanol:

La cuantificacion del etanol requiere de dos reacciones enzimaticas, la primera
reaccion (Ecuacion 3) es catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), en
la cual el etanol es oxidado a acetaldehido con la reduccién de concomitante de la
nicotinamida-adenina dinuclestido (NAD*) 4,

ADH
Etanol + NAD*™ — Acetaldehido + NADH + H* [Ec. 3]
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Sin embargo, dado que el equilibrio de la reaccion se produce a favor del etanol y
NAD", se requiere de una reaccion adicional (Ecuacién 4) para atrapar los productos.
Esto se logra por la oxidacién cuantitativa del acetaldehido en &cido acético en
presencia de la enzima aldehido deshidrogenasa (Al-DH) y NAD* *4,

Al-DH
Acetaldehido + NAD* + H,0 —— Acido acetico + NADH + H* [Ec. 4]

Por estequiometria, la cantidad de NADH es el doble de la cantidad de etanol; es la

coenzima reducida, la que es medida por el incremento de la absorbancia a 340 nm >,

Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO):

Segun la NMX-AA-030-SCFI-2001 *°, se entiende por Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO), a la cantidad de materia organica e inorganica en un cuerpo de agua
susceptible de ser oxidada por un oxidante fuerte. Una gran cantidad de compuestos
orgénicos e inorganicos son oxidados con una mezcla de acido cromico y sulfurico a
ebullicion. La muestra se coloca a reflujo en una disolucién de acido fuerte con un
exceso conocido de Dicromato de potasio (K2Cr.O7). Después de la digestion, el
dicromato no reducido se mide por titulacion o espectrofotométricamente para
determinar la cantidad de dicromato consumido y calcular la materia oxidable en

términos de oxigeno equivalente.
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1 LUGAR DE EJECUCION:

Los ensayos experimentales se realizaron en los laboratorios de la Universidad Catolica
de Santa Maria.

2.2 MATERIALES:

2.2.1 Material bioldgico:
Levadura seca instantanea, Saccharomyces cerevisiae (FLEISCHMANN)

2.2.2 Insumos:
Bebida gaseosa de descarte: Gaseosa amarilla.

2.2.3 Reactivos:
e Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (SIGMA - ALDRICH).
e Alginato de sodio (MERK).
e Carbon activado.
e Ethanol test Kit (MEGAZYME).
e Cloruro de calcio (CHARLAU)
e Hidroxido de sodio (MACRON)
e Suero fisioldgico (B. BRAUN MEDICAL)
e Tartrato sodico potasico (PAN REAC&APPLICHEM)

2.2.4 Material de vidrio:
e Beakers, 50, 150, 1000 mL.
e Bureta, 10 mL.
e Celdas de vidrio con tapa, 1 cm.
e Fiola, 10, 50, 100, 250 y 500 mL
e Pipeta Pasteur.
e Probeta, 100 y 500 mL.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

e Tubos de vidrio con tapa de rosca de 13x100 (PYREX N°9825)

2.2.5 Otros:
e Bernier.
e Espatula.
e Gradilla de tubos.
e Filtros de jeringa 0.45 um (NALGENE)
e Jeringa hipodermica, 20 mL (ALFY MEDIX)
e Micropipeta, 10 — 100, 100 — 1000 pL (BOECO)
e Piceta.
e Pipetas de plastico.
e Tips.

e Tubos de centrifuga, 15 mL.

2.2.6 Aparatos y equipos:
e Autoclave (KINTEL XFS-280MB 18L)
e Balanza analitica (OHAUS TRAVELER TA302)
e Biorreactores.
e Centrifuga (TOPSCIEN SPINPLUS — 8)
e Cocina eléctrica (IMACO HP1400)
e Espectrofotometro (BIOBASE BK-V1000)
e Frigobar 93 L (MABE RMF04PRBX0)
e pHmetro portatil (HANNA HI 98130)
e Refractémetro digital (HANNA HI96801)
e Bafio de ultrasonido de 2.6 L (SELECTA 3000683)
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2.3 METODOS:

2.3.1 Adquisicion de la muestra:

En establecimientos de venta por mayor, se adquirio bebidas gaseosas de descarte cuya
fecha de vencimiento se encontraba excedida.

Se selecciono la bebida gaseosa de descarte que segun la Informacién nutricional del
etiquetado presentaban mayor contenido de azucares y que ademas incluia en su

composicion un conservante.

2.3.2 Caracterizacion fisicoquimicamente de la bebida gaseosa de descarte:

Una muestra de la bebida gaseosa de descarte se analiz6 fisicoquimicamente en el
Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catélica de Santa Maria
en cuanto a su contenido de Benzoato de sodio por HPLC, contenido de azucares
reductores por el método de Fehling y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).

La bebida gaseosa de descarte desgasificada por sonicacion, fue caracterizada
fisicoquimicamente en cuanto a: pH, contenido de azucares disueltos o °Brix, contenido
de azucares reductores por el método del DNS (Acido 3,5 dinitrosalicilico) y

concentracion de etanol.

A. pH:
En un beaker, se depositd 50 mL de la bebida gaseosa de descarte
desgasificada. Se calibro el potenciometro portatil HANNA HI 98130 con las
soluciones buffer de pH 4.0 y 7.0. Se enjuago el electrodo con agua destilada y
luego se secO con papel absorbente. Se introdujo el electrodo en la bebida
gaseosa de descarte. Se registrd la lectura de pH. Después de cada medicién del

pH se enjuago el electrodo con agua destilada y se secé con papel absorbente.

B. Contenido de azucares disueltos o °Brix:
Se determiné el contenido de azucares disueltos en la bebida gaseosa de
descarte desgasificada utilizando el refractometro digital HANNA HI96801
segun el Manual de Instrucciones.
Con una pipeta de plastico, se depositd agua destilada en la celda de medicién,
se cubrid ésta durante la calibracion, luego se pulsé la tecla ZERO, y se verificd

que el instrumento fue calibrado. Se absorbié suavemente el agua destilada con
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papel absorbente suave, se limpid y secO completamente la superficie del
prisma situado en la parte inferior de la celda de medicién. El instrumento esta
listo para medir la muestra.

Utilizando una pipeta de pléstico, se depositd gota a gota la muestra sobre la
superficie del prisma, llenado la cavidad completamente, luego se pulsé la tecla
READ (LECTURA) vy se registro la medicién, la cual se muestra en unidades
de % BRIX. Se retird la muestra de la celda de medicién con papel absorbente
suave, se enjuago el prisma y la celda de medicion con agua destilada, se seco
con papel absorbente.

C. Contenido de azucares reductores por el método del DNS:
Preparacion del reactivo Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS):
Seguin Tena, 2008 °3; el reactivo esta constituido por Acido 3,5-dinitrosalicilico
al 0.1 % (p/v), Tartrato de sodio y potasio al 30 % (p/v) en NaOH 0.4 M.
Se disolvié 0.1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico y 30 g de Tartrato de sodio y
potasio en 20 mL de Hidréxido de sodio 2 M (16 g de NaOH en 200 mL de
agua destilada), luego se enraso hasta 100 mL con agua destilada. El reactivo se

conservé a 4 °C en un recipiente de color ambar.

Preparacion de la Solucién stock de glucosa 50 mM:
Se disolvié 0.901 g de glucosa en 100 mL de agua destilada. La solucion se

conservo a 4 °C en un recipiente de color ambar.

Recta de calibracion:

A partir de una solucion stock de glucosa 50 mM, en fiolas de 10 mL se prepard
diluciones con las siguientes concentraciones: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40 y 50
mM, tal como se muestra en la Tabla 2.1.

De cada tubo se retird 0.2 mL y se depositd en un tubo de vidrio con tapa de
rosca. Se afladié 2 mL del reactivo DNS, incubandose posteriormente la mezcla
en un bafio de agua hirviente durante 10 minutos; luego se enfrié a temperatura
ambiente y se determind la absorbancia a 570 nm, utilizando como blanco la

mezcla del tubo 0. El ensayo se realizo por triplicado.
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Tabla 2.1: Diluciones de glucosa a partir de una Solucion stock de glucosa 50
mM

Tubo Concentracion  Sol. de Glucosa  Agua destilada

mM 50 mM (mL) (mL)
0 0 0.0 10.0
1 2 0.4 9.6
% 4 0.8 9.2
3 6 1.2 8.8
4 8 1.6 8.4
3 10 2.0 8.0
6 20 4.0 6.0
7 30 6.0 4.0
8 40 8.0 2.0
9 50 10.0 0.0

Preparacion de la muestra:

La muestra de bebida gaseosa de descarte desgasificada, fue decolorada con
carbén activado (0.2 g por cada 10 mL de muestra) y luego filtrada con filtros
de jeringa de 0.45 pm.

Se realiz6 una dilucion de 1:10, se retiré 0.2 mL y se depositd en un tubo de
vidrio con tapa de rosca, luego se afiadié 2 mL del reactivo DNS, incubandose
posteriormente la mezcla en un bafio de agua hirviente durante 10 minutos;
luego se enfrié a temperatura ambiente y se determiné la absorbancia a 570 nm.

D. Concentracion de etanol:
Para la cuantificacién de etanol se utiliz6 el Ethanol test Kit de Megazyme,
segun las especificaciones del Assay Procedure disponible en
https://www.megazyme.com/documents/Booklet/K-ETOH_DATA.pdf.

Preparacion de la muestra:
Una muestra de la bebida gaseosa de descarte desgasificada, fue decolorada con
carbon activado (0.8 g por cada 30 mL de muestra), luego filtrada utilizando

filtros de jeringa y ajustada a pH 9 con una solucion de NaOH 2 M. Luego se

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA '
DE SANTA MARIA

realizé diluciones de 1:100 y 1:1000, seglin la concentracion estimada de

etanol, tal como se muestra en la Tabla 2.2

Tabla 2.2: Dilucion de la muestra segun la concentracion estimada de etanol

Concentracién estimada  Dilucion con agua Factor de
de etanol (g/L) dilucién
<0.12 No requiere dilucion 1
012-12 1+ 9 10
1.20-12.0 1+ 99 100
12.0-120.0 1+ 999 1000
>120 1+ 9999 10000

Composicion del Ethanol test Kit

Botella 1: Buffer (pH 9.0) mas azida de sodio 0.02 % (w/v) como conservante.
Botella 2: Nicotinamida adenina dinucleétido (NAD™).

Botella 3: Solucion de la enzima aldehido deshidrogenasa (Al-DH).

Botella 4: Solucion de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH).

Botella 5: Solucion estandar de etanol (5 mg/mL).

Preparacion de las soluciones de reactivos y suspensiones:

Se utilizo el contenido de la Botella 1 segln se suministro.

Se disolvio el contenido de la Botella 2 en 12.4 mL de agua destilada.

Se utilizo el contenido de la Botella 3 y 4 seglin se suministro, con agitacion
previa antes de su uso.

Se disolvid 0.5 mL del contenido de la botella 5 en 50 mL de agua destilada.

Procedimiento:

Se mezclo6 los componentes del 1 al 5 de la muestra y el blanco, segin la Tabla

2.3. Se incubo la mezcla en un Bafio Maria a 37 °C durante 2 minutos, luego se

midi6 la absorbancia a la longitud de onda de 340 nm. Se registré la

absorbancia como A4, y se inicié la reaccion por la adicion del componente 6,

luego se mezcld e incubd a 37 °C durante 5 minutos; finalmente se registrd
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nuevamente la absorbancia como A, Se procesaron tres muestras

simultdneamente con su respectivo blanco.

Tabla 2.3: Ensayo para la cuantificacion de etanol >

Componentes Blanco (mL) Muestra (mL)

1  Agua destilada 2.10 2.00

2  Muestra - 0.10

3  Botella 1 (Buffer) 0.20 0.20

4  Botella2 (NADY) 0.20 0.20

5 Botella 3 (Al-DH) 0.05 0.05
Mezclar e incubar a 37 °C durante 2 minutos, luego leer la absorbancia a 340
nm como 4,

6 Botella4 (ADH) 0.02 0.02

Mezclar e incubar a 37 °C durante 5 minutos, leer la absorbancia como A,

Célculos:

Se determind la diferencia de absorbancias A, — A, para el blanco y la muestra,
luego se restd la diferencia de absorbancia del blanco de la diferencia de
absorbancia de la muestra, y se obtuvo la diferencia AAgoy-

La concentracion de etanol, C se determiné con la Ecuacion 5

C = M X AAETOH [EC 5]

& Xd Xv X2

Donde:

V = Volumen final (2.57 mL).

MW = Peso molecular del etanol (46.07 g/mol).

e = Coeficiente de extincion de NADPH a 340 nm (6300 L.mol~t.cm™1)

d = Trayecto optico (cm).

v = Volumen de la muestra (ml).

2 = 2 moles de NADPH producido por cada mol de etanol.

Si la muestra fue diluida durante la preparacion, el resultado debe ser
multiplicado por el factor de dilucién, D.

Los calculos pueden ser simplificados utilizado la hoja del calculo de

Megazyme Mega-CalcTM (www. megazyme.com).
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Es imprescindible, que el ensayo se realice posterior al proceso de fermentacion, ya

que el etanol volatil es un interferente en el método.

2.3.3 Inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae en Alginato de calcio:

La inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae se realizd por el método de
atrapamiento.

Se resuspendid 10 g de levadura seca instantanea Fleischmann en 200 mL de suero
fisiologico estéril a 37 °C.

Se disolvié el Alginato de sodio en la suspension de levadura, hasta obtener una
solucional 1y 2 %.

Con una jeringa hipodérmica, se tomé 20 mL de la mezcla y se dejo6 caer gota a gota en
un beaker que contiene la Solucion de Cloruro de calcio al 2%. Se repitid el paso
anterior hasta agotar la mezcla.

Se separo los pellets por filtracion y se lavaron con la Solucién de Cloruro de calcio al

2%. Se caracterizaron morfologicamente los pellets obtenidos.

2.3.4 Evaluacion del efecto del pH y la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae
en la fermentacion alcoholica de la bebida gaseosa de descarte:

Fermentacién alcohdlica de la bebida gaseosa de descarte:

Se configuro un biorreactor para la fermentacion de la bebida gaseosa de descarte
segln la norma DIN 28131%, que establece los requerimientos dimensionales y
operativos de los agitadores, tales como las relaciones entre el didmetro del tanque
(d,), el nivel de la mezcla en el tanque (h,), el diametro del impulsor, el ancho de las
paletas (d,), la altura de impulsor al fondo (h,). Estas relaciones sirven como guia
para obtener los parametros de funcionamiento Gptimos para cada tipo de mezcla. En la
Figura 2.1 se muestra un esquema con las variables mencionadas, considerando las

siguientes relaciones:

h’l/dl =1.0
dZ/dl = 0.33
h,/d, = 0.33

A su vez se considerd, un sistema de agitacion tipo hélice, una minibomba sumergible

de agua para la toma de muestras del sistema y un airlock o sello de aire.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

350

2.50

IIINI)

NN
N
7

[——1-0.635

/

12.00

Figura 2.1: Dimensiones segdn la norma DIN 8
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La bebida gaseosa de descarte fue acondicionada; desgasificada por sonicacion y
ajustada al pH de 4 0 5 con una Solucion de NaOH 1 N.

Se depositd 1 L de la bebida gaseosa de descarte acondicionada en un biorreactor, y se
esterilizé en el autoclave a 121 °C, 0.1 MPa durante 15 minutos.

En los tratamientos con inmovilizacion (4C y 5C), se inocul6 los pellets en las bebidas
gaseosas de descarte, mientras que en los tratamientos sin inmovilizacion (4S y 5S) se
inoculo directamente la levadura con una concentracion de 10 g/L.

Se establecieron 04 tratamientos para evaluar el efecto del pH e inmovilizacion de
Saccharomyces cerevisiae. Cada tratamiento fue designado por un nimero y una letra,
el numero hace referencia al pH y la letra a la inmovilizacion de Saccharomyces
cerevisiae, tal como se muestra en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4: Tratamientos en la fermentacién alcoholica de la bebida gaseosa de descarte

con Saccharomyces cerevisiae

Condiciones

H4 HS5
Tratamientos 3 P

Con Sin Con Sin
inmovilizacién inmovilizacién inmovilizacién inmovilizacién

Bebida gaseosa 4C 45 5C 5S

Todos los tratamientos se incubaron en condiciones anaerdbicas, temperatura ambiente
y agitacion de 80 rpm por 16 h en un Biorreactor de 1.1 L. Cada tratamiento se realizd
por duplicado.

Durante 16 h se tomaron muestra de cada tratamiento, cada 2 h; las cuales fueron
centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos, luego filtradas a través de un filtro de jeringa
de 0.45 pm, antes de su caracterizacion fisicoquimica.

Se determind el pH, contenido de azucares disueltos o °Brix por el refractometro,
contenido de los azucares reductores por el método del DNS (Acido 3,5

dinitrosalicilico) y el contenido de etanol por el método enzimatico.
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2.3.5 Evaluacién de la remocion de color y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
en la bebida gaseosa de descarte tratada por fermentacion alcohdlica:

Remocion de Color:

El color de la bebida gaseosa de descarte desgasificada fue medido por
espectrofotometria utilizando el espectrofotometro SHIMADZU UV/V SPEC 1700.

Se depositd agua destilada en una celda o cubeta, se situo esta en el espectrofotometro
y se efectu0 la puesta a cero de la absorbancia.

Se deposité la muestra en otra celda y se midi6é la absorbancia en un intervalo de
longitudes de onda fijado. Se establecié donde se encuentra el maximo de absorcion y
se obtuvo la representacion grafica de los resultados obtenidos en el barrido de
longitudes de onda.

La determinacion del color en los diferentes tratamientos de la bebida gaseosa de
descarte se realizo registrando la absorbancia al inicio 4; y final Ar de la fermentacion

alcohdlica; ademas se determiné el % de Remocién del mismo con la Ecuacién 6:

% Remocion: ?x 100 [Ec. 6]
f

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Al finalizar el periodo de evaluacion del proceso de fermentacion, de cada tratamiento
se tomd una muestra de 30 mL, la cual fue centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos,
luego filtrada a través de un filtro de jeringa de 0.45 um, conservada a 4 °C y llevada al
Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catélica de Santa Maria
para la determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno por el método de digestion
con Dicromato de potasio. Ademas, se determino el % de Remocion de la DQO con la

Ecuacion 6.

2.3.6 Anélisis estadistico:

Se realizé el analisis de varianza para un experimento factorial 2x2 en un disefio de
bloques completamente al azar. Asimismo, la comparacion multiple de promedios se
realiz6 con la prueba de Tukey. El nivel de significancia aplicada a las pruebas
estadisticas fue del 5%. Adicionalmente, la representacion grafica se realiz6 mediante
Gréaficos de barra con los promedios de cada una de las combinaciones. El
procesamiento de los datos se realizé en Microsoft Excel 2016.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisicoguimicamente de la bebida gaseosa de descarte:
La bebida gaseosa de descarte caracterizada por el color amarillo fue seleccionada por
presentar el mayor contenido de azucares segun la Informacion nutricional del
etiquetado; tal como se observa en la Tabla 3.1.
Otro criterio de seleccion fue considerar que la bebida gaseosa de descarte presente
dentro de su composicion un conservante, con la finalidad de evaluar el efecto del pH

durante la fermentacion.

Tabla 3.1: Informacidn nutricional de la bebida gaseosa de descarte seleccionada

Bebida Carbohidratos Tipo de
gaseosa de g/L conservante
descarte
Amarilla 105 Benzoato de sodio

Cabe resaltar que Dwidar et al. °, evaluaron el uso de cuatro productos, incluyendo dos
colas, una cola dietética y una bebida con sabor a lima-limén de dos grandes
distribuidores en todo el mundo y un distribuidor local, como fuentes de azlcar
fermentativas.

Mientras Matute et al.?, realizaron pruebas experimentales utilizando como sustrato
fermentable liquido, dos bebidas no alcoholicas descartadas: una cola negra
identificada como P y una bebida isotonica con sabor a naranja, designada como G
(ambas bebidas descartadas, fueron suministradas por la Planta de concentrados Pepsi-
Cola Venezuela, C.A., Venezuela). La bebida isotonica (G) presentd en su
composicion, principalmente: acido citrico, sales y 7% de azlcares. Mientras que la
cola negra (P) era una bebida a base de: agua carbonatada, &cido fésforico, cafeina y
12% de azUcares.

También, Cussianovich 4, trabajé con dos mostos para cada bebida de descarte y de la

mezcla de ellas. Uno de los mostos fue fermentado directamente sin
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acondicionamiento, mientras que el otro mosto fue acondicionado (corregido a pH 4.5
y se le adicion6 0.2 g/L de Fosfato de amonio).

Isla et al.®, evaluaron la capacidad de las levaduras para fermentar los azlcares
contenidos en los refrescos de cola, naranja y lima-limén producidos por una marca

lider mundial.

Mediante el analisis fisicoquimico de la bebida gaseosa de descarte en el Laboratorio
de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catélica de Santa Maria, se
determiné el contenido de Benzoato de sodio por HPLC, contenido de azucares
reductores por el método de Fehling y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), tal como

se muestra en la Tabla 3.2. El Informe del Ensayo se muestra en el Anexo 1.

Tabla 3.2: Anélisis fisicoquimico de la bebida gaseosa de descarte en el Laboratorio de
Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catélica de Santa Maria

Bebida Benzoato de sodio Azucares Demanda Quimica
gaseosa de (mg/L) reductores directos de Oxigeno (DQO)
descarte y totales (g/L) (mg/L)
Amarilla 21.94 76.00 113859.50

Se determind la concentracion del conservante Benzoato de sodio en la bebida gaseosa

de descarte por HPLC. La curva de calibracidon se detalla en el Anexo 2.

El Benzoato de sodio o potasio a una concentracion de 0.05 % y un pH entre 2.0 y 4.0
es universalmente utilizado como agente conservante contra la levadura y el moho. Sin
embargo, en concentraciones mas altas, también es efectivo contra las bacterias 2°. Es
la forma libre o no disociada de acido benzoico que exhibe accién conservadora y, por
lo tanto, su uso solo es efectivo a valores de pH bajos, idealmente por debajo de pH 3,
donde el grado de disociacion se reduce a menos del 10% *°,

Si las bebidas gaseosas proporcionan un sustrato ideal para el crecimiento de muchos
microorganismos, brindando el adecuado suministro de los nutrientes requeridos *°; y
la actividad de los conservantes se ve influenciada por factores fisicos y quimicos del

sustrato y por ciertos constituyentes de los alimentos a conservar, es decir por
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sustancias que cambian el valor del pH o la actividad del agua 3, el acondicionamiento
de la bebida gaseosa de descarte podria garantizar la viabilidad de Saccharomyces
cerevisiae en la fermentacion alcoholica.

La bebida gaseosa de descarte presenta el conservante Benzoato de sodio a una
concentracion menor a 0.02 %, el cual seré efectivo en el pH de la bebida gaseosa de
descarte y podria interferir en el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y, por lo
tanto, en el tratamiento por fermentacion de los azucares contenidos en la bebida
gaseosa, sin embargo, a pH 4 y 5, la actividad del conservante se ve influenciada

negativamente.

Las bebidas carbonatadas tienen un alto contenido de azucar, es decir,
aproximadamente 110 g/L de carbohidratos para la mayoria, estos azlcares estan
principalmente en forma de glucosa, fructosa y sacarosa, ya que la mayoria de
compafiias usan azlcar de cafia o jarabe de maiz alto en fructosa, que consiste en 55%

de fructosa y 45% de glucosa en peso, en sus formulas °.

La bebida gaseosa de descarte presenté 76 g/L de azucares reductores directos y
totales. La determinacion se realizd por el Método de Fehling segun las Normas
mexicanas NMX-F-312-1978, un ensayo cualitativo que indica la presencia de
azucares reductores, donde el i6n cuproso (Cu*) producido forma un precipitado
rojizo de 6xido cuproso.

Ya que los monosacaridos pueden ser oxidados por agentes oxidantes relativamente
suaves tales como el ion clprico (Cu*?), el carbono carbonilico se oxida a grupo
carboxilico. La glucosa y otros azlcares capaces de reducir iones cupricos se
denominan azucares reductores. Esta propiedad es la base de la reaccion de Fehling,
También es posible estimar la concentracion del azucar a partir de la medicion de la
cantidad de agente oxidante que se reduce por la accion de una solucion de azucar. °’
Segun el método de ensayo para la determinacion de azlcares reductores directos y
azlcares reductores totales de acuerdo a la norma NMX-V-006-NORMEX-2013 8,
los Azucares reductores totales (ART), son monosacéridos que poseen grupos
carbonilos libres, que se obtienen de la hidrolisis acida y térmica de los polisacaridos.
Todas las aldosas son azUcares reductores debido a que contienen un grupo aldehido,

pero también algunas cetosas son azlcares reductores °°.
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A su vez se determind la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de la bebida gaseosa
de descarte, alcanzando niveles de 113859.50 mg de O2/L. Mientras que Matute y col.,
reportaron una DQO igual a 126000 mg de O./L para una cola negra identificada
como P y 70600 mg de O2/L para la bebida isotonica con sabor a naranja, designada
como G.

Comelli et al.3, mencionan que el contenido de azcar de las bebidas gaseosas (60-150
g/L) confiere a los efluentes resultantes una alta demanda quimica de oxigeno (DQO),

que puede alcanzar niveles de aproximadamente 150000 mg de O2/L.

La muestra desgasificada por sonicacion fue caracterizada fisicoquimicamente en
cuanto a: pH, contenido de azucares disueltos o °Brix, contenido de azucares
reductores por el método del DNS (Acido 3,5 dinitrosalicilico) y concentracion de

etanol, tal y como se muestra en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Caracterizacion fisicoquimica de la bebida gaseosa de descarte

Contenido de

Bebida Concentracion
- azucares
gaseosa de pH °Brix de etanol
reductores
descarte (9/L)

(9/L Glucosa)

Amarilla 2.50 10.0 15.68 0.062

La bebida gaseosa de descarte presento un pH igual a 2.5, tal como se observa en la
Tabla 3.3 yen la Figura N 3.1.

Figura 3.1: Registro del pH en la bebida la bebida gaseosa de descarte
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La acidez es una funcion de los acidulantes que ajustan el pH para facilitar la funcion
del benzoato como conservante?®®.
Segun la Norma Técnica Peruana (NTP)?, el contenido de pH en bebidas gaseosas se

encuentra en el rango de 2.5 a 4.0 %',

La bebida gaseosa de descarte presento un contenido de azucares disueltos igual a 10

°Brix, tal como se muestra en la Tabla 3.3 y Figura 3.2.

Figura 3.2: Registro del contenido de azucares disueltos o °Brix en la bebida gaseosa

amarilla

Seguin Steen et al.>°, una bebida gaseosa tipica tendra un 10% de azlcar, normalmente
definido como el nivel de °Brix, que es el porcentaje en peso del peso de sacarosa
presente.

Es decir, 1 °Brix corresponderia a un indice de refraccion de una solucién de sacarosa
en agua al 1% °.

Se debe considerar que la bebida gaseosa de descarte contiene ademéas de sacarosa,
otros azUcares, acidos, sales y aditivos que aportan la viscosidad y pueden afectar el
indice de refraccion.

Blanco y Carbajal, al analizar 20 muestras de bebidas carbonatadas, reportaron valores
de °Brix entre 10 y 11, valores que se encuentran dentro del rango permitido por la

Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense de Bebidas Carbonatadas.

La bebida gaseosa de descarte presento un contenido de azucares reductores por el
método del DNS igual a 15.8 g/L de glucosa, tal como se muestra en la Tabla 3.3.

Segun, Morrow et al. 2, los endulzantes utilizados en las bebidas carbonatadas pueden
ser sacarosa granulada, sacarosa en solucion, azlcar invertido, dextrosa y jarabe de

maiz alto en fructosa.
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La mayoria de compafiias usan azucar de cafia o jarabe de maiz alto en fructosa, que
consiste en 55% de fructosa y 45% de glucosa en peso, en sus formulas °.

Se puede lograr un perfil de dulzura deseada mediante la combinacion selectiva de
estos diferentes tipos de carbohidratos %

La bebida gaseosa de descarte presento una concentracion de etanol igual a 0.062 g/L,
tal como se muestra en la Tabla 3.3.

Segun la NTP 214.001%, el limite maximo de alcohol en las bebidas gasificadas
jarabeadas es igual a 0.5% vi/v.

Ferrel ®, reporta concentraciones de etanol en bebidas gasificadas jarabeadas
(gaseosas) entre 0.0038 y 0.23 g/L.

3.2 Inmovilizacién de Saccharomyces cerevisiae en Alginato de calcio:
Se inmovilizo 10 g de levadura en Alginato de sodio al 2%, obteniéndose
aproximadamente 250 mL de perlas uniformes de aproximadamente 2 mm de diametro,

de color crema y consistencia flexible y estable, tal como se muestra en la Figura 3.3.

Figura 3.3: Levaduras inmovilizadas en Alginato de calcio

Cabe mencionar, que se obtuvieron esferas indefinidas y fragiles a una concentracion

de Alginato de sodio al 1%.
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La levadura seca instantanea (Fleischmann) se resuspendi6 en suero fisioldgico estéril
a 37 °C, ya que Salmon y col. ®, mencionan que las levaduras activas deshidratadas
(LAD) se obtienen industrialmente mediante el secado y granulacién de la pasta de las
levaduras hasta que los contenidos en agua lleguen a valores del 6 al 8 %. En este
estricto paso de secado se induce una reduccion del volumen celular interno. En estas
condiciones, la LAD conserva una elevada viabilidad después del secado. Antes de
usarse, la LAD necesita, pues, ser rehidratada con agua (generalmente a 37 °C, durante
30 minutos). La fase de rehidratacion es imprescindible para devolver el agua a los
contenidos habituales del interior de las células (aproximadamente el 99 %).

Najafpour et al. ® realizaron la preparacion de células inmovilizadas de
Saccharomyces cerevisiae al 1.5%, 2%, 3% y 6% de alginato, concluyendo que la
concentracion adecuada de alginato basada en la actividad de las perlas para la
produccion de etanol fue del 2%. Las perlas con bajo contenido de alginato (1.5%) eran
demasiado suaves y facilmente rompibles, mientras que las perlas con alto contenido

de alginato (6%) eran muy duras y rigidas para la penetracion del sustrato.

Ercan et al.%, estudiaron tres concentraciones diferentes (2%, 2.5% y 3%) de alginato
de calcio para observar el efecto de este parametro en la fermentacidn de extracto de
vaina de algarroba utilizando Saccharomyces cerevisiae inmovilizada. Sus resultados
indican claramente que las concentraciones mas altas de alginato de calcio mostraron
valores méas bajos de rendimiento de etanol, posiblemente porque las superficies de las
perlas de alginato de calcio contenian agregaciones mas densas de las células de S.
cerevisiae, disminuyendo el area de superficie total disponible y por lo tanto haciendo
mas dificil que la glucosa, fructosa y sacarosa puedan infiltrarse en los poros celulares

para su consumao.

También, Lee et al. ®, mencionan que la concentracion de alginato de sodio al 2%
proporciond el mejor equilibrio entre porosidad y resistencia, reportando que la
ultraestructura de las perlas de alginato de calcio por TEM corresponde al modelo de
"caja de huevos".

Mohd Azhar et al. * inmovilizaron células de levadura usando diferentes

concentraciones de PVA y Alginato de sodio, obteniendo perlas esféricas uniformes
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utilizando PVA al 10% y Alginato de sodio al 2% con un didmetro medio de 2.89 mm;
mencionando que el Alginato de sodio afecta la formacion de gel reticulado, mientras
que el PVA mejora la estabilidad de las perlas de gel, y que por lo tanto, el aumento de
la concentracion de Alginato de sodio y PVA mejora el area de la superficie, elimina la
aglomeracion de perlas de hidrogel y mantiene la estabilidad y la resistencia mecénica

de las células atrapadas.

Sin embargo, Yuvadetkun et al. 43, mencionan que ademas del atrapamiento de células
en la matriz de inmovilizacién, la inmovilizacién de células por adsorcion en
portadores solidos es otro método ampliamente utilizado. Los soportes que se han
utilizado ampliamente fueron materiales lignocelul6sicos como tallos de sorgo dulce,
luffa, bagazo de sorgo, bagazo de cafia de azucar y fibra prensada de palma. La
adsorcion celular en materiales lignocelulosicos tiene varias ventajas que incluyen un
bajo costo del portador, la simplicidad del procedimiento de inmovilizacién, una alta

resistencia del portador y durabilidad.

3.3 Evaluacidn del efecto del pH y la inmovilizacién de Saccharomyces cerevisiae en la
fermentacion alcohdlica de la bebida gaseosa de descarte:

3.3.1 Fermentacion alcohdlica de las bebidas gaseosas de descarte:

Se configuro un biorreactor para la fermentacion de la bebida gaseosa de descarte
seglin la norma DIN 28131%, a partir de un recipiente de vidrio de 1400 mL de 12 cm
de diametro (d,) y 16 cm de altura, en cuya tapa se perforo 03 agujeros: uno central de
aproximadamente 0.5 cm y dos agujeros a cada lado del mismo, uno de 1 cm vy el otro
de aproximadamente 1.2 cm.

En el agujero central se encuentra el eje del motor DC de 6 V acoplado a una hélice de
4 cm de largo (d,) y 1.3 cm de ancho (h3) para el sistema de agitacién, ubicada a 3 cm
de la base (h,).

En el agujero lateral de 1 cm se encuentran dos conectores de manguera, uno hacia el
exterior, al que se ajustd 35 cm de manguera de plastico de %" de diametro, y otro
hacia el interior al que se ajustd 10 cm de manguera de plastico del mismo diametro,
para acoplar a ésta una minibomba sumergible de agua de 5 V con una potencia de 0.4

a 1.5 W, acondicionada con una malla filtrante, para la toma de muestra del sistema.
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En el agujero lateral de 1.2. cm, se acoplo un conector de manguera hacia el exterior, y
al que se ajustd 7 cm de manguera de plastico de 3/8” de diametro, para acoplar a ésta,
un airlock o sello de aire, dispositivo que permite que un recipiente cerrado libere
gases, e impide que el aire pueda entrar en el recipiente.

El sistema de agitacion y la toma de muestra se realizé de forma manual a través de un
sistema electronico con Arduino Mega.

Cada biorreactor contiene 1 L de la bebida gaseosa de descarte acondicionada al pH a
evaluar y con el indculo de Saccharomyces cerevisiae al 1 %, con o sin inmovilizacién,
alcanzando una altura de 12 cm.

Todos los tratamientos se incubaron en condiciones anaerdbicas, temperatura ambiente

y agitacion de 80 rpm por 16 h.

Se configuro una réplica del biorreactor, ambos se muestran en la Figura 3.4

Figura 3.4: Biorreactores configurados para la fermentacion de la bebida gaseosa de

descarte.

Segun Conelli et al.*’, los azlcares fermentables simples pueden usarse directamente
en fermentaciones sin necesidad de preacondicionamiento de medios. Sin embargo,
Turhan et al “8, considera que un medio de fermentacion suplementado con una fuente

de N favorece la produccién de etanol.
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Mohd Azhar et al. 3 evaluaron la fermentacion discontinua de galactosa a etanol,
utilizando el 1 % de Saccharomyces cerevisiae de tipo salvaje inmovilizada en perlas
de alginato PVA.

Mientras que Turhan et al.*® evaluaron el tamafio del inoculo, 1%, 3% 0 5% de indculo
sobre los parametros cinéticos en la fermentacién de algarrobo. La concentracion

méaxima de etanol (42.90 g/L) se obtuvo con un in6culo inicial del 3%.

Oziyci et al.%, evaluaron el efecto de la agitacion en la fermentacion del extracto de
vaina de algarrobo en la obtencién de etanol por Saccharomyces cerevisiae

inmovilizada, obteniéndose mayor rendimiento de etanol a una agitacion de 150 rpm.

Leal Granadillo y col. ®, realizaron los estudios de fermentacion del mosto de Agave
cocui en un Biorreactor marca Bioflo 110 el cual posee agitador, bombas de liquidos,
rotdmetro, valvulas para agua de enfriamiento, asi como sensores de temperatura,
agitacion, flujo de aire, pH-metro, oxigeno disuelto y el efecto antiespumante. Por la
parte lateral dispone de un dispensador de muestras con vial de recoleccion. Todo

controlado automéaticamente.

Ercan et al. %, realizaron la optimizacion de la produccion de etanol a partir del
extracto de vaina de algarrobo utilizando células inmovilizadas de Saccharomyces
cerevisiae en un biorreactor de tanque agitado. Los experimentos de fermentacion por
lotes se realizaron en un biorreactor (Sartorius Biostat B Plus, Alemania) con un
recipiente de 5 L (volumen de trabajo de 3 L). La temperatura se ajusto 30 °C y el pH
se controlé entre pH 5.0, 5.5 y 6.0. Después de transferir células inmovilizadas
asépticamente al recipiente del biorreactor, se realizo la fermentacion de etanol durante
36 h, con muestras tomadas cada 2/3 h durante las primeras 15 h y cada 6 h durante el

periodo de tiempo restante.

3.3.2 Determinacion del pH durante la fermentacion alcohdlica de la bebida
gaseosa de descarte:

Durante la fermentacion alcohdlica, las células de levadura se exponen
progresivamente a un ambiente muy estresante debido al gran decrecimiento del pH

externo y al aumento de acumulacion de etanol en el medio exterior. Un ambiente asi,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

induce progresivamente a una leve reduccion de la viabilidad de la célula, relacionado
con las alteraciones de la membrana plasmatica celular, la cual, en condiciones de
estrés, como por ejemplo, disminucion de nutrientes y temperaturas de fermentacion
altas o bajas, podria llevar a una caida brusca de la viabilidad de la célula hasta cero,
antes que la fermentacion alcohélica se hubiese completado .

Durante la fermentacién de la bebida gaseosa de descarte acondicionada a un pH 4 y
pH 5 se registré el pH.

En la Tabla 3.4 se muestra el promedio de los valores de pH de dos ensayos por

tratamiento.

Tabla 3.4: Registro del pH durante la fermentacion alcoholica de los tratamientos de la

bebida gaseosa de descarte

pH
Muestra PR 4C 4S 5C 5S
(h)

0 0 400 400 500 5.00

| 2 3.28 72 3.91 4.33
1 4 3.19 3.47 3.81 4.08
i 6 313 333 365 388
v 8 303 328 352 382
\Y/ 10 2.99 3.25 3.44 3.69
VI 12 297 323 336 366
VI 14 297 322 334 363
\211 16 2.97 3.21 3.30 3.58

Leal Granadillo y col.%, mencionan que el nivel de acidez o basicidad que contenga el
medio que contendran las levaduras que promoveran la produccion de alcohol,
determinard el nivel de consumo de sustrato, asi como la velocidad de fermentacion. La
actividad de las levaduras disminuye cuando se encuentra a niveles de pH bajos. Por lo
que en un pH o6ptimo es donde el metabolismo de las levaduras es satisfactorio para

promover un buen consumo del sustrato. Segun varias investigaciones el pH optimo
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Figura 3.5: pH durante la fermentacion alcoholica de los tratamientos de la bebida

gaseosa de descarte

En la Figura 3.5, se observa el descenso del valor del pH, principalmente durante las 2
primeras horas de la fermentacion de la bebida gaseosa de descarte, esto se evidencia
en la pendiente que describe la curva. Durante las siguientes horas el pH de todos los
tratamientos desciende paulatinamente hasta aproximadamente las 14 horas. Se
presume que la disminucion del pH es producto de la conversion de azucares en etanol,
ademas de la produccion de acidos organicos.

Suarez Machin y col.>* mencionan que la las levaduras tienen la ventaja de soportar,
medios mas acidos, que otros microorganismos, lo que es aprovechado en los procesos
industriales para mantener el medio controlado de bacterias que puedan competir por el
sustrato.

61

Salmon y col. ®*, mencionan que la membrana citoplasmatica es la Gnica barrera

existente entre el citoplasma celular y el medio exterior. Dicha parte subcelular de la
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célula tiene un papel importante en la interfase, puesto que ayuda a la célula a luchar
contra los efectos perjudiciales del etanol y de la acidez del mosto, la membrana
plasmatica esta constituida mayoritariamente por una bicapa lipidica formada por un
equilibrio de fluidos de diferentes clases de fosfolipidos, creando un ambiente
marcadamente apolar que envuelve a la célula de la levadura. Por ella misma, dicha
membrana no es facilmente permeable a diferentes macromoléculas e iones, con la
excepcion de los protones (iones H). La acumulacién de etanol en el medio, durante la
fermentacion alcohodlica, interactia intensamente con el funcionamiento de la
membrana plasmatica como interfase entre dicho medio y la parte interna de la célula.
Sus principales efectos deletéreos son la pérdida de protones por la membrana
plasmatica y la inhibicion parcial de la actividad enziméatica ATPasa de bombeo de
protones. Por lo tanto, las células de levadura tienen la obligacion de consumir mas
energia (en forma de ATP), para mantener la homeostasis del pH, hasta que el
equilibrio entre la entrada pasiva de protones y su expulsién por la actividad ATPasa de
bombeo de protones no pudiese sostenerse, llevando la célula hacia la muerte. El efecto
toxico del etanol se ve incrementado por temperaturas bajas (por debajo de los 8-10 °C)
e intermedias (en el intervalo de los 20-30 °C), dependiendo de la concentracion de
etanol. Los esteroles de membrana tienen una funcién importante en estabilizar la

membrana plasmatica y en fortalecerla contra dicho efecto téxico del etanol.

Turhan et al. *¢, evaluaron el efecto del control del pH a 5.5 en la produccion de etanol
a partir de extracto de algarrobo mediante el uso de Saccharomyces cerevisiae. La
fermentacion con control de pH resultd en una productividad de etanol ligeramente
mayor (3.37 g/L/h) en comparacion con, sin control de pH (3.26 g/L/h). Ademas,
mientras que la tasa de crecimiento maxima fue de 0.54 g/L/h con control de pH, fue de
0.10 g/L/h sin control de pH.

Mientras que Ercal et al. %

, al evaluar el efecto del pH en la optimizacion de la
produccion de etanol a partir de extracto de vaina de algarrobo utilizando células
inmovilizadas de Saccharomyces cerevisiae en un biorreactor de tanque agitado, no
encontraron que los cambios en los valores de pH 5.0, 5.5y 6.0 en este rango tuvieran

un efecto significativo sobre la fermentacién de etanol.
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3.3.3 Contenido de azucares disueltos o °Brix durante la fermentacion alcohoélica

de la bebida gaseosa de descarte:

Se registro el contenido de azucares disueltos o °Brix durante la fermentacion de la
bebida gaseosa de descarte acondicionada. En la Tabla 3.5 se muestra el promedio de

los valores del contenido de azucares disueltos o °Brix de dos ensayos por tratamiento.

Tabla 3.5: Registr6 del contenido de azucares disueltos o °Brix durante la fermentacion
alcoholica de los tratamientos de la bebida gaseosa de descarte

° Brix
Muestra NG 4C 4S 5C o5&
(h)

0 0 10.0 10.0 10.0 10.0

I 2 8.7 9.7 8.9 9.9

1 4 8.1 8.5 8.6 9.5
11 6 7.2 6.9 7.9 8.4
v 8 6.0 5.4 6.9 7.2
\% 10 5.0 4.2 5.9 6.0
Vi 12 4.2 3.5 4.7 4.8
VII 14 3.6 31 3.8 3.9
\211 16 3.1 3.1 3.3 34

Una vez obtenido el resultado en °Brix se puede obtener facilmente el grado alcohdlico
probable de la muestra mediante la aplicacion de la siguiente Ecuacion 7 °7:

%vol = (0.6757 x °Brix) — 2.0839 [Ec. 7]

Por lo tanto, a partir de una muestra igual a 10 °Brix es posible obtener

aproximadamente 4.67 %wvol de etanol.
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Segiin Mariam et al.®®, la concentracién de azlcar es critica en el proceso de
fermentacion, influye tanto en la tasa de produccion y el rendimiento final de etanol y

en el crecimiento fisiol6gico de la levadura.

Rojas y col. , mencionan que los sistemas de fermentacion de las levaduras requieren
como principales nutrientes una fuente de carbono o glucosa. Sin embargo, una alta
concentracion de este ultimo sustrato puede inhibir el crecimiento de la levadura y la

fermentacion como resultado de una elevada presion osmotica.

12,0
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6,0

2 BRIX

4,0
2,0
0,0
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=——4C =S 5C ==—5§
Figura 3.6: Contenido de azucares disueltos o °Brix durante la fermentacion alcoholica

de los tratamientos de la bebida gaseosa de descarte

En la Figura 3.6, se observa el descenso del contenido de azucares disueltos o °Brix
durante la fermentacion de la bebida gaseosa de descarte, principalmente en el

tratamiento acondicionado a un pH 4 sin inmovilizacion.
3.3.4 Contenido de azucares reductores por el método del DNS (Acido 3,5
dinitrosalicilico) durante la fermentacion alcohdlica de la bebida gaseosa de

descarte:

Segun el método Miller °, los azlcares reductores pueden reducir al &cido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS) bajo determinadas condiciones. Cuando el &cido 3,5-
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dinitrosalicilico es reducido en presencia de calor, por los azucares reductores que
entran en contacto con é€l, se desarrolla un cambio de color parecido al café (con
variaciones de amarillo hasta café). EI cambio de coloracion puede entonces
determinarse por lecturas de densidad Optica, leidas por espectrofotometria a una
determinada longitud de onda. La concentracion de los azlcares reductores totales
liberados en la muestra se determina haciendo una interpolacion en la curva patron del

azucar utilizado, graficando la absorbancia en funcion de la concentracion.

Para la determinacion del contenido de azucares reductores por el método del DNS
(Acido 3,5 dinitrosalicilico) se elabor6 la recta de calibracion a partir de una serie de
diluciones de la solucion stock de glucosa 50 mM y el valor promedio

(X) de la absorbancia (A), tal como se observa en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6: Descripcion de los datos para la recta de calibracién del método del DNS

Tubo Concentracion Absorbancia (A) <
de glucosa (mM) Ensayol Ensayo2 Ensayo 3
1 2 0.044 0.044 0.044 0.044
2 4 0.106 0.103 0.105 0.105
3 6 0.152 0.134 0.140 0.142
4 8 0.223 0.212 0.218 0.218
5 10 0.245 0.252 0.251 0.249
6 20 0.585 0.583 0.580 0.583
7 30 0.928 0.920 0.925 0.924
8 40 1.212 1.169 1.175 1.185
9 50 1.554 1.434 1.450 1.480

Finalmente, se elaboro la recta de calibracion con la concentracion del estandar de
glucosa (mM) y su correspondiente valor promedio de la absorbancia, como se
muestra en la Figura 3.7
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Figura 3.7: Recta de calibracion para el estandar de glucosa

Por regresion lineal, se obtuvo el coeficiente de correlacion, r igual a 0.9987, es decir,

que todos los puntos tienen correlacién respecto a una linea de pendiente positiva.
La curva de calibracion del presenta la siguiente ecuacion:
y = 0.0304x — 0.0266

Con los siguientes parametros; a es la ordenada en el origen de la recta y b la
pendiente de la recta:
a =-0.0266

b =0.0304

Avilay col. ™, determinaron la concentracion de los azucares reductores por el método
del DNS en muestras de extracto de pifias crudas, pifias cocidas y hojas de Agave
cocui haciendo una interpolacion en la curva patrén de glucosa, graficando la

absorbancia en funcién de la concentracion, encontrando un r = 0.9999.
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El célculo de la concentracion de glucosa (g/L) en los diferentes tratamientos se realizo considerando la relacion entre la concentracion conocida
del estandar y el promedio de la absorbancia (A) correspondiente. En la Tabla 3.7 se muestra el promedio de los valores de la concentracion de

glucosa (mM y g/L) de dos ensayos por tratamiento.

Tabla 3.7: Contenido de azucares reductores por el método del DNS durante la fermentacion alcohdlica de los tratamientos de la bebida gaseosa

de descarte

Concentracion de glucosa (g/L) en los diferentes tratamientos

Muestra Tiempo 4C 4S 5C 5S
(h) A mM g/L A mM g/L A mM g/L A mM g/L
| 2 1416 47454 8549 1554 519.93 093.67 1356 454.80 8194 1.626 543.62 97.94
1 4 1.280 429.80 77.43 1.294 43441 7826 1337 44855 80.81 1520 508.75 91.65
11 6 1.058 356.78 64.28 0.902 30546 55.03 1177 39592 7133 1276 42849 77.19
v 8 0.808 27454 49.46 0.537 185.39 3340 0.880 298.22 53.73 0.944 319.28 57.52
\Y 10 0.520 179.80 32.39 0.264 9559 17.22 0.670 229.14 4128 0.680 23243 41.87
Vi 12 0.292 104.80 18.88 0.108 4428 798 0.395 332.76 2498 0.366 129.14 23.27
VII 14 0.164 62.70 11.30 0.036 2059 3.71 0.207 76.84 1384 0.185 69.61 1254

VI 16 0.061 2882 519 0.015 13.68 0.081 35.39 0.073 3276 590

Avila y col™. mencionan que la cuantificacion de azucares es importante porque el alcohol obtenido en la fermentacion depende de la
cantidad de azUcares reductores presentes.
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Figura 3.8: Concentracion de glucosa (g/L) durante la fermentacion alcoholica de los
tratamientos de la bebida gaseosa de descarte

En la Figura 3.8, se observa el descenso de la concentracion de glucosa (g/L) durante
la fermentacion alcohdlica de los tratamientos de la bebida gaseosa de descarte

principalmente en los tratamientos acondicionados a un pH 4 con y sin inmovilizacion.
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Figura 3.9: Comparacion de la concentracion de glucosa (g/L) restante en los

tratamientos

En la Figura 3.9 se observa que el tratamiento acondicionado a un pH igual a 4 y sin

inmovilizacion presenta la menor concentracion de glucosa restante igual a 2.47 g/L.
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Mariam et al. % al evaluar produccion de etanol por Saccharomyces cerevisiae GC-
HB31 libre e inmovilizada al 0.67 % en cultivo estacionario, determinaron que el
consumo de azUcar después de 12 h por las células libres fue de 1.36%, mientras que

en las células inmovilizadas fue de 0,92%.

Sin embargo, Lee et al %, demostraron que la fermentacion discontinua con levadura
inmovilizada en perlas de alginato de calcio requiri6 menos tiempo de fermentacion
para convertir glucosa en etanol que las células en fermentacion discontinua. El
tiempo de fermentacion para consumir la glucosa por las células libres fue de
aproximadamente 23 h, mientras que las células inmovilizadas con perlas de alginato

de calcio al 2% y 2,5% requirieron 20 y 22 h, respectivamente.

Se aplico un Andlisis de varianza (ANOVA), con el fin de hacer una comparacion de
medias y evaluar si hay diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, tal

como se muestra en el Anexo 4y en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8: Relacién entre el origen de las variaciones, los grados libertad, la suma de

cuadrados y promedio de cuadrados

Origen de las Grados de Suma de Promedio de
variaciones Libertad cuadrados cuadrados
Entre grupos 3 17.456 5.819
Dentro de grupos 4 0.100 0.025

Para contrastar, si la estimacion entre muestras es significativamente mas grande, se
utilizé un contraste F de una cola (P = 0.05).

El valor calculado de F es igual a:

Promedio de cuadrados entre grupos (CME)

~ Promedio de cuadrados dentro de grupos (CMD)

Por tanto, el valor calculado de F es igual a 232,532 mientras que el valor critico de F
es igual a 6.591.
Puesto que, el valor calculado de F es mayor que el valor critico, y el valor de P igual

a 6.083.10° es menor que 0.05, se rechaza la hipotesis nula, por tanto, las medias
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muestrales difieren significativamente, es decir al menos en un tratamiento el
promedio es distinto con un 95 % de confiabilidad.

Por lo tanto se realiza el test HSD de Tukey para identificar los tratamientos que hacen
la diferencia.

El test HSD (Honestly-significant-difference) de Tukey es igual a:

HSD = qa(/MSe/n

qa (V4,V,) segun la Tabla de valores criticos; es igual a la interseccion entre V;;
numero de grupos o tratamientos y V,; grados libertad dentro de los grupos, es decir
qa (4,4) es igual 5.76 al 95% de confiabilidad.

MSe o cuadrado del error medio, es igual al cociente entre la suma de cuadrados y los
Grados libertad dentro de los grupos, es decir 0.025.

n es igual al tamafio de muestra de cada grupo o tratamiento, es decir igual a 2.

Por lo tanto, HSD es igual a 0.6443.

Se construye una matriz relacionando el cociente entre los valores promedio de cada
tratamiento, tal como se obseva en la Figura 3.10.

Si el valor del cociente es mayor al valor del HSD, los tratamientos son
significativamente diferentes, por el contrario, si el valor del cociente es menor al

valor del HSD no hay diferencia significativa entre los tratamientos.

Figura 3.10: Matriz de relacién entre tratamientos
Por lo tanto, el contenido de glucosa (g/L) es significativamente diferente entre los

tratamientos 4C:4S, 4C:5C, 4C:5S, 4S:5C, 4S:5S y . Mientras que no hay diferencia
significativa entre los tratamientos 5C:5S.
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3.3.5 Concentracion de bioetanol por el método enzimatico durante la fermentacion alcohdlica de la bebida gaseosa de descarte:
La concentracion de bioetanol C (g/L) se determin0 a través del Megazyme Mega-CalcTM, que resume los célculos de la Ecuacion 3,
AAgrop, diferencia de absorbancias A, — A, para el blanco y la muestra y dilucion, D. La hoja de calculo Megazyme Mega-CalcTM, se detalla

en el Anexo 3. En la Tabla 3.9 se muestra el promedio de los valores de la concentracion de bioetanol (g/L) de dos ensayos por tratamiento.

Tabla 3.9: Concentracion de bioetanol (g/L) durante la fermentacion alcohodlica de los tratamientos de la bebida gaseosa de descarte

Concentracién de bioetanol (g/L) en los diferentes tratamientos

Muestra  Tiempo 4C 4S 5C 5S
(h) AAg, D C(g/L) ALAg D C(g/L) AAg D C(g/L) AAg D (C(g/D)

0 0 0.6640 1 0.062 0.6640 3 0.062 0.6640 1 0.062 0.6640 1 0.062

I 2 0.1997 100 1.876 0.3590 100 3.374 0.1400 100 1316 0.1953 100 1.836

1 4 0.0437 1000 4103 0.0957 1000 8990 0.0320 1000  3.007 0.0400 1000  3.759

1 6 0.0787 1000 7.392 0.1890 1000 17.760 0.0770 1000 7.236 0.0953 1000  8.958
v 8 0.1230 1000 11.558 0.2705 1000 25.419 0.1007 1000 9.460 0.1747 1000 16.413
\Y 10 0.1997 1000 18.763 0.3250 1000 30.540 0.1730 1000 16.257 0.2627 1000 24.683
Vi 12 0.2487 1000 23.367 0.3663 1000 34.424 0.2413 1000 22.678 0.3053 1000 28.661
Vil 14 0.2620 1000 24.620 0.3937 1000 36.993 0.3053 1000 28.692 0.3887 1000 36.523
Vi 16 0.3897 1000 36.617 0.4020 1000 0.3400 1000 0.3973 1000  37.337

66
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Figura 3.11: Concentracion de bioetanol (g/L) durante la fermentacion alcohdlica de

los tratamientos de la bebida gaseosa de descarte

En la Figura 3.11 se muestra como fue la produccion de bioetanol durante el tiempo de
fermentacion.

39,0
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Concentracion de bioetanol (g/L)

29,0
4C 4S 5C 5S
Tratamientos

Figura 3.12: Comparacién de la concentracién de bioetanol (g/L) en los tratamientos

Como se observa en la Figura 3.12, el tratamiento acondicionado a pH 4 sin

inmovilizacion produjo la mayor concentracion de bioetanol, mientras que el
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tratamiento acondicionado a pH 5 con inmovilizacion produjo la menor concentracion

de bioetanol.

Se aplico un Analisis de varianza (ANOVA), con el fin de hacer una comparacion de
medias y evaluar si hay diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, tal

como se muestra en el Anexo 5y en la Tabla 3.10.

Tabla 3.10: Relacion entre el origen de las variaciones, los grados libertad, la suma de
cuadrados y promedio de cuadrados

Origen de las Grados de Suma de Promedio de
variaciones Libertad cuadrados cuadrados
Entre grupos g 43.393 14.464
Dentro de grupos 4 10.864 2.716

Para contrastar, si la estimacion entre muestras es significativamente mas grande, se
utilizé un contraste F de una cola (P = 0.05).

El valor calculado de F es igual a:

Promedio de cuadrados entre grupos (CME)

~ Promedio de cuadrados dentro de grupos (CMD)

Por tanto, el valor calculado de F es igual a 5.325 mientras que el valor critico de F es
igual a 6.591.

Puesto que, el valor calculado de F es menor que el valor critico, y el valor de P igual
a 0.069 es mayor que 0.05, se acepta la hipotesis nula, por tanto, las medias muestrales
no difieren significativamente.

Por lo tanto, no hay diferencia significativa en la concentracion de bioetanol entre los

tratamientos.

Mariam et al.®8, informaron que el rendimiento de etanol obtenido por las células
libres fue 7.3% mayor que el rendimiento obtenido de las células inmovilizadas.
Ademas, demostraron que la tasa maxima de conversion de azlcar a etanol por las

células libres e inmovilizadas se logré con un pH de 4.5.
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Leal Granadillo y col.%, evaluaron el efecto de la temperatura y el pH en la
fermentacion del mosto de Agave cocui mediante el consumo de azucares y la
produccion de etanol. Se estudiaron procesos de fermentacién controlada a las
temperaturas de 27, 31, 33, 35 y 37°C, manteniendo el pH constante. Seguidamente se
evaluo el proceso fermentativo a pH 3, 4 y 5, manteniendo la temperatura constante.
Los resultados encontrados indican que la temperatura y el pH Optimos de
fermentacion fueron de 33°C y 4, respectivamente. En estas condiciones se obtuvo una
concentracion de etanol de 7.42 % después de 52.5 horas de fermentacion lo que
corresponde a una productividad de etanol de 1.14 g/L.h, y un porcentaje de

rendimiento de 81.5%.

Segun Mohd Azhar et al.®8 la productividad del etanol se puede mejorar mediante la
inmovilizacion de células de levadura en matrices poliméricas. La inmovilizacion
ofrece varias ventajas sobre las células libres, incluida la proteccion contra
condiciones ambientales adversas, la facil separacion de la levadura del producto, la

reutilizacion, la alta densidad celular y la reduccion del riesgo de contaminacion.

Yuvadetkun et al. 4, en su estudio sobre la produccion de etanol por Candida shehatae
ATCC 22984 inmovilizada en diversos materiales de soporte como: perlas de
terracota. bracteas de coco y elote durante la fermentacion discontinua en medio de
hidrolizado de paja de arroz; encontraron que la concentracion promedio de etanol
entre las células inmovilizadas en los diversos materiales de soporte no fue
estadisticamente diferente. Estos resultados también se compararon con el lote
repetido usando células libres y no se observaron diferencias significativas en el etanol
producido.

Behera et al.”2, compararon el potencial de las células de S. cerevisiae inmovilizadas
en agar agar y alginato de calcio en la produccion de bioetanol a partir de flores de
Madhuca latifolia L. (Mahula) y cuyos resultados evidenciaron que la concentracion
de etanol obtenida con las células inmovilizadas (25.2 y 25.75 g/L) usando agar agar y
alginato de calcio, respectivamente) fue ligeramente mayor que la de las células libres
(24.83 g/L), mientras que la absorcidon volumétrica del sustrato era mas en el caso de
las células libres (0.581 g¢/L h) que en el de las células inmovilizadas (0.552 y 0.554
g/L h).
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Suarez Machin y col. %

mencionan que la productividad tipica de un proceso
discontinuo clasico en batch es de 1.8 a 2.5 g de etanol por litro de fermentador en una

hora.

Mohd Azhar et al. % evaluaron la reutilizacion de S. cerevisiae tipo salvaje
inmovilizada en 4 ciclos de fermentacion en lotes repetidos. La concentracion maxima
de etanol (9.69 g/L) con 100% de actividad relativa de la levadura se obtuvo en el
primer ciclo del lote fermentacion. La concentracion de etanol y la actividad relativa
disminuyeron significativamente desde el primer hasta el tercer ciclo, lo que indicé
que S. cerevisiae inmovilizada todavia era estable y se podia reutilizar para la
siguiente fermentacion. Sin embargo, la concentracion de etanol se redujo
significativamente después del tercer ciclo y se obtuvo la concentracion méas baja de
etanol, 7.66 g/L, con una actividad relativa de la levadura del 79.07% en el cuarto
ciclo de fermentacion. Tambien se observd que el uso repetido de S. cerevisiae hizo
que las esferas se volvieran fragiles y facilmente rompibles por una sobrecarga de las
celulas microbianas.

Mariam et al. ®, reportaron que la produccién méaxima de etanol por células de
levadura inmovilizadas se obtuvo en el cuarto lote, después de lo cual disminuyo

notablemente.

3.4 Evaluacion de la remocion de color y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en la
bebida gaseosa tratada por fermentacion alcoholica:

3.4.1 Remocidn de Color:

La bebida gaseosa de descarte caracterizada por el color amarillo tuvo un maximo de
absorbancia a 429 nm. La representacion grafica del barrido de longitudes de onda se
muestra en el Anexo 6.

La bebida gaseosa de descarte segin su informacién nutricional, presenta a la
tartrazina como colorante.

La Tartrazina es uno de los colorantes artificiales mas utilizados en la industria de
alimentos y pertenece a la familia de los colorantes azoicos; dicho colorante le

confiere a los alimentos y bebidas un tono amarillo, mas o menos anaranjado,
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dependiendo de la cantidad afiadida, adicionalmente se emplea para obtener colores
verdes al mezclarlo con colorantes azules ",

Matute et al. 2, emplearon una longitud de onda de 425 nm para medir el color
amarillo de una bebida isotonica con sabor a naranja, designada como G.

La determinacion del color de la bebida gaseosa de descarte se realizo registrando la
absorbancia al inicio y final de la fermentacion alcohodlica; ademas se determiné el %
de Remocion del mismo, tal como se muestra en la Tabla 3.11.

En la Tabla 3.11 se muestra el promedio de los valores de dos ensayos por tratamiento.

Tabla 3.11: Registro del color de la bebida gaseosa de descarte antes y después de la
fermentacion alcohdlica de los tratamientos

Color
Absorbancia (A) 4C 4S 5C 5S
Inicio 0.582 0.582 0.594 0.594
Final 0.189 0.171 0.281 0.276
Remaocion (%) 67.5 70.6 52.7 535

En la Figura 3.13 se muestra la remocion del color amarillo en los diferentes
tratamientos al finalizar la fermentacion.
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Figura 3.13: Comparacion de la Remocidn del color (%) en los tratamientos
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Se aplico un Analisis de varianza (ANOVA), con el fin de hacer una comparacion de
medias y evaluar si hay diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, tal

como se muestra en el Anexo 7 y en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12: Relacion entre el origen de las variaciones, los grados libertad, la suma de

cuadrados y promedio de cuadrados

Origen de las Grados de Suma de Promedio de
variaciones Libertad cuadrados cuadrados
Entre grupos 3 519.055 173.0183
Dentro de grupos 4 18.7 4.675

Para contrastar, si la estimacion entre muestras es significativamente méas grande, se
utilizé un contraste F de una cola (P = 0.05).

El valor calculado de F es igual a:

_ Promedio de cuadrados entre grupos (CME)
~ Promedio de cuadrados dentro de grupos (CMD)

Por tanto, el valor calculado de F es igual a 37.009 mientras que el valor critico de F
es igual a 6.591.

Puesto que, el valor calculado de F es mayor que el valor critico, y el valor de P igual
a 0.0022 es menor que 0.05, se rechaza la hipotesis nula, por tanto, las medias
muestrales difieren significativamente, es decir al menos en un tratamiento el
promedio es distinto con un 95 % de confiabilidad.

Por lo tanto se realiza el test HSD de Tukey para identificar los tratamientos que hacen
la diferencia.

El test HSD (Honestly-significant-difference) de Tukey es igual a:

HSD = qa(/MSe/n

qa (V4,V,) segun la Tabla de valores criticos; es igual a la interseccion entre V;;
numero de grupos o tratamientos y V,; grados libertad dentro de los grupos, es decir
qa (4,4) esigual 5.76 al 95% de confiabilidad.
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MSe o cuadrado del error medio, es igual al cociente entre la suma de cuadrados y los
Grados libertad dentro de los grupos, es decir 4.675

n es igual al tamafio de muestra de cada grupo o tratamiento, es decir igual a 2.

Por lo tanto, HSD es igual a 8.8064.

Se construye una matriz relacionando el cociente entre los valores promedio de cada
tratamiento, tal como se obseva en la Figura 3.14.

Si el valor del cociente es mayor al valor del HSD, los tratamientos son
significativamente diferentes, por el contrario, si el valor del cociente es menor al

valor del HSD no hay diferencia significativa entre los tratamientos.

Figura 3.14: Matriz de relacién entre tratamientos

Por lo tanto, la remocion de color (%) es significativamente diferente entre los
tratamientos 4C:5C, 4C:5S, 4S:5C y 4S:5S. Mientras que no hay diferencia
significativa entre los tratamientos 4C:4S y 5C:5S.

En los tratamientos acondicionados a pH 4 se realizé la mayor la remocién del color,
destacando el tratamiento sin inmovilizacion en un 70.6 %.

Matute y col.,? en su estudio de evaluacion de productos de descarte de una empresa
de bebidas no alcohdlicas para ser usados como sustrato fermentable por
Saccharomyces cerevisiae, registrd la clarificacion de las bebidas no alcohdlicas
descartadas empleadas como sustratos, con un 80% de remocion en el color,
demostrandose la capacidad de S. cerevisiae como biosorbente.

La levadura Saccharomyces cerevisiae se ha reportado como capaz de biorremediar
colorantes. La levadura S. cerevisiae tiene enzimas azoreductasas que catalizan
compuestos en presencia de varias coenzimas reductoras como FADH2, NADH y
NADPH, mostrando su versatilidad y su potencial uso como agente degradador de

colorantes, y gracias a su complejo enzimatico se utiliza en otros procesos. Este
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complejo enzimatico podria ser responsable de la biorremediacion o biodegradacion

de compuestos como los colorantes azoicos ™.

3.4.2 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO):

La determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de la bebida gaseosa de
descarte se realiz al inicio, tal como se muestra en el Anexo 1 y al final de la
fermentacion alcohdlica, tal como se muestra en el Anexo 8. En la Tabla 3.13 se

muestran los resultados de dos ensayos por tratamiento.

Tabla 3.13: Registro de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de la bebida gaseosa
de descarte antes y después de la fermentacion alcohdlica de los tratamientos

DQO

DQO (mg/L) AC 4s 5C 5S
Inicio 113859.50  113859.50  113859.50  113859.50
Final 51289.15  52181.81  96672.10  97173.60
Remocion (%) 54.95 54.16 15.09 14.65

En la Figura 3.15 se muestra la remocién de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
en los diferentes tratamientos al finalizar la fermentacion.
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Figura 3.15: Comparacion de la Remocion de la DQO (%) en los tratamientos
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Se logro la reduccién de la Demanda Quimica de oxigeno (DQO) en un 54 % en los
tratamientos acondicionados a pH 4.

Matute et al. 2, registraron una disminucion de aproximadamente 10% del DQO en los
liquidos fermentados al compararseles con los DQO de las bebidas no alcohdlicas
antes de la fermentacion en un maximo de 8 h incubacion.

Singh et al.”, en su estudio sobre la produccion de proteina unicelular y la eliminacion
de la DQO del agua residual lactea, reportaron la reduccién de la misma en un 40%
por Saccharomyces cerevisiae al quinto dia de tratamiento.

Seluy %, en su estudio sobre procesos de tratamiento y valorizacion de efluentes
liquidos de la industria cervecera, reporta que la separacion del etanol por destilacion
permite obtener una reduccién del DQO de un 53.72% mediante la obtencién de un

producto con valor agregado como el bioetanol.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

CONCLUSIONES

PRIMERA: La bebida gaseosa de descarte se caracterizo fisicoquimicamente; pH igual a
2.5, 10 °Brix 0 azucares disueltos utilizando el refractometro, 15.68 g/L de glucosa por el
método del DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico) y una concentracion de etanol igual a 0.062
g/L por el método enzimatico.

SEGUNDA: Se inmovilizo 10 g de levadura de panaderia Saccharomyces cerevisiae en
Alginato de calcio, al 1 y 2% de Alginato de sodio, por el método de atrapamiento,
obteniéndose aproximadamente 250 mL de perlas uniformes de aproximadamente 2 mm de
didmetro, de color crema y consistencia blanda a una concentracion de Alginato de sodio al
2%. Sin embargo, se obtuvieron esferas indefinidas a una concentracion de Alginato de
sodio al 1%.

TERCERA: Se evaluo el efecto del pH y la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae
sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida gaseosa descarte durante la
fermentacion, encontrandose que el valor del pH descendié paulatinamente durante la
fermentacion en todos los tratamientos hasta un valor promedio igual a 3. El contenido de
azucares disueltos o °Brix, asi como la concentracion de glucosa disminuyo
progresivamente, principalmente en el tratamiento acondicionado a un pH 4 sin
inmovilizacion, hasta aproximadamente 3.1 °Brix y una concentracion de glucosa restante
igual a 2.47 g/L. La mayor concentracion de bioetanol se produjo en el tratamiento
acondicionado a pH 4 sin inmovilizacion, mientras que el tratamiento acondicionado a pH

5 con inmovilizacion produjo la menor concentracion de bioetanol.
CUARTA: Se logré la remocidn del color de la bebida gaseosa de descarte en un 70.6 % y

una reduccion de la Demanda Quimica de oxigeno (DQO) en un 54 % con el tratamiento

acondicionado a pH 4 sin inmovilizacion.
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SUGERENCIAS:

1. Realizar una propuesta a las empresas de bebidas gaseosas locales sobre el
tratamiento de sus efluentes por fermentacion alcohdlica para la obtencion de
bioetanol.

2. Empresas relacionadas al rubro de la produccién de bioetanol a través de sus
investigaciones podrian estudiar el efecto de la reutilizacion de las levaduras
inmovilizadas en la obtencion de bioetanol y en la viabilidad celular de las células.

3. Evaluar el efecto de la adicion de nutrientes, la agitacion y la temperatura en el
proceso de fermentacion para la obtencion de bioetanol en investigaciones sobre
optimizacion de bioprocesos.

4. Estudiar el efecto de la consistencia de las perlas con Saccharomyces cerevisiae

inmovilizada en la remocién del color de efluentes de la industria textil.
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ANEXOS:
ANEXO 1:
Analisis fisicoquimico de la bebida gaseosa de descarte

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA -
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIGTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

204/205 W + 51 52 322038 ANEXO 1166
> edu = Agido. 1350
AREQUSPA - PERU

Urb. San José
=

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA25F18.003408B

Nombre del Cliente : Cinthia Cérdoba Barrios

Direccion del Cliente : Urb El Palacio Il D-8 Departamento 101 Sachaca
RUC : No corresponde

Condicion del Muestreado : Por el cliente

Descripcion : Gaseosa amarilla

Tamariio de muestra : 1000 mL

Fecha de Recepcién : 25/06/2018

Fecha de Inicio del Ensayo : 25/06/2018

Fecha de Emisi6n de Informe  : 05/06/2018

Pagina :1det

I ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE VITAMINA C (mg %) <010
Determinacion de vitamina C. Método volumétrico diclorofenol indofenol
DETERMINACION DE REDUCTORES DIREGCTOS Y TOTALES EN 3
ALIMENTOS (g/L) 76,00
Method of Test for Total and Direct Reducing Substances in Food. Normas
mexicanas. NMX-F-312-1978.
DETERMINACION DE BENZOATO DE SODIO (mg/L) e
Determinacion por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) :
DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO mg/L) NMX f1%656.50
-AA-030-SCFI-2001 £ —J

OBSERVACIONES:

- Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacioén otorgada por INACAL —DA.

- Los resultados emitidos en el presente informe  se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad

XO Y ¢,
@A‘/ Qe “'"‘Oé',’/p

. icardo A. Abril Ramirez c?}*‘

FDA 00824 B& S
=SPECH A BN CONTROL DE 3. E0
3 IDAD LECC 1% 24

5% &S
o’
I - 3
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ANEXO 2: Recta de calibracion para la determinacion de Benzoato de sodio por
HPLC

Universidad Catdlica de Santa Maria

Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
Area de Analisis Instrumental - HPLC

Secuerca DAPROYECTOS HPLC\CONTROL DE CALIDAD\Control de Calidad\Data\muestras control\003408 gaseosa\003408 gaseosa.seq
Analista analista
1: 225 nm, 1 nm Benzoato de sodio Benzoato de sodio Benzoato de sodio
Sample ID Sa.. Vial Vol.. Total Fa... Retention Time Area ESTD Concentration
003408 std gas... 1 1 20 1.0000 3.34 2990891.00 10.0000
003408 std gas... 1 1 20 1.0000 3.34 2983519.00 10.0000
003408 std gas... 1 2 20 1.0000 3.35 9038731.00 30.0000
003408 std gas... 1 2 20 1.0000 3.35 9023033.00 30.0000
003408 std gas... 1 3 20 1.0000 3.36 15148919.00 50.0000
003408 std gas... 1 3 20 1.0000 3.36 15126085.00 50.0000
Min: 334 2983519.00 10.0000
Max: 3.36 15148919.00 50.0000
Mean: 3.35 9051863.00 30.0000
Std Dev: 0.01 5433809.88 17.8885
%RSD: 0.25 50.03 59.6285
5001  Name 2 | 500
Retention Time o
400 4 b 400
300 4 a | 300
2 H
200 4 | 200
100 | 100
52 § jk
L Il I
. = T 0

Minutes
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ANEXO 3: Datos para los calculos de la concentracién de bioetanol (g/L) a traveés de
Mega — Cal Ethanol (K-ETOH)

Bebida gaseosa de descarte

s K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacion de productos) =

acchivo LR Insertar  Disefodepagina  Formulas  Datos  Revisar  Vista Iniciar sesi

= - _ = o -

0 B GusansMt <0 oA AN == _ | % E° Ajustar texta i 2 Autosum p

Eg - z Rellenar -

Pegr L | N K s |E- B A 5] Combinar y centrar = . o 4§ | Formato Dorfomato Etiesde Insetar Elminar Formata | =" Ordenary Buscary

- condicional - como tabla - celda - & Borar filtrar - seleccionar=
Portapapeles Fuente Alineacion Nuamero Estilos Celdas Modificar ~
&4 - fe | Gaseosa v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Seiting new standards in test ta

2
2 . Creep Calculafion
; Sample details [Gaseosa 1 Instruchons
5 | Blank absorbance values Contact Us
7 A A
8 | I[_o15%0 02130]
9 | 2|
10| 01550 02130
11
12 | Sample absorbance values Results
N Sample A A A, Sample | Dilution AAbs | Ethanol | Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier Creep volume (~fold) (ethanol) (glL) (% wiv) (g/'L) (g/100g)
1 corracted | (ML)
14 1| Gaseosa 0.2000] 09180] 0.10) 1 06640 0062 0,008
15 | 7]
16 | 3
17 4]
18 | 5
19 | ol
20 | 7
21| 8| -

nstructions | MegaCalc | Creep Calculation | 1 — |

Listo

K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos)

Archivo [EEERN Insertar  Disefodepdgina  Férmulas Revisar  Vista Iniciar sesién
= - e e -
0 H Gwsansar -0 - AAr === |% P Ajustar texto 2 El > Autosuma p
Emy - = [¥] Rellenar -
Pgar _ | N K 5. |- |H-A-|=== = | B combinary centrar ~ . o g3 | Formato Darfomato Esilosde | Inserar Elminar Formato | o~ Otdenary  Buscary
- condicional * comotabla~ celda - | € Bormar filtrar - seleccionar~
Portapapeles Fuente Alineadién Nimero Estilos Celdas Modificar ~

R10 & A1

L
\ E'E Mega-Calc
4 Megazyme Ethanol - Creep Calculation

Setting new standards in test techng

Use MegaCalc
Instuctions

8 Incubation time (min)

10 Sample 6 8 10 0 mﬂmkmmwuamv\: Confact Us

ai ! 09310| 09320 093%0| 09180

12} 2

il 3 1,0000

14 4 —1

15 | 5 0,3000

16 | 6

17 | 7 0,8000

18 | B

19 | B 0,7000

20 10

21 1

2| iz E 0000

F) 3 3

24| 4 3 05000

=5 % o

% 16

27| 17

o | 0,3000 -
Instructions | MegaCalc | Creep Calculation [4] ] 0]

Listo i3] M| —h—+ 8%
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Tratamiento: 4C

H ©- K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de praductos) =

Archiva  Inicio Gl Dicfiodepigina  Férmulas  Dates  Revisar  Vista @ ? Iniciar sesién 9

J 4 T Ecuacién ~
= - i = Simbolo
Tabla Tablas dindmicas Tabla | Imagenes Imagenes 8 Mis complementos - [§ | Gréficos Gréfico | Mapa | Linea Columna +/- | Segmentacién Escalade | Hipervinculo | Texto
dindmica recomendadas enlinea @- recomendados % dindmico- | 3D dedatos  tiempo e
Tablas Ci Graficos Paseos. Minigraficos Filtros. Vinculos Simbolos ~
D14 - £ || nac v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards n test te
2 ANALYSIS
9 ) Creep Caleulafion
;7 Sample details [A4C n s
5 | Blank absorbance values ConladlUs
7 Al Ay
8 | 1[__o30%0[ 02680
9| 2
10| 02040 02680
11|
12 ) Sample absorbance values Results
Sample A A A, | Samele i AAbs | Ethanol | Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier o volume | (fold) | [ (ethanal) | (g/L) | (%wiv) @l | (@100g)
13
14 1[A4CI 0.1880|
15 2| e 02050
16 3| Ascil 0.1940
7 4|A4CIV 0.1780]
18 s[ascv 0.1800
19 6|A4CVII 0.1800]
0 7|a4cvil 0.1850]
21 B[A4CVil 02620] ] -
Instructions | MegaCale | Creep Calculation | [ B

Promedio: 6501279331  Recuento: 36 Suma; 2145422179

H - K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos)
Archiva  Inicio [UERYMM Disefio depagina  Férmulas  Datos  Revisar  Vista ? Iniciar sesion 2 Compartir
il Tienda o = il 4| T Ecuacion -
= ) W~ i . ) Simbolo
Tabla Tablas dindmicas Tabla | Imagenes Imagenes Mis complementos - [ |  Gréficos . Grifico | Mspa | Liea Columna +/- | Segmentacién Escalade | Hipervinculo | Texto
dindmica recomendadas enlinea @ recomendados dindmico - | 3D dedatos  tiempo ©
Tablas i Ce Graficos Paseos. Minigraficos Filtros. Vinculos Simbolos ~

D17 - £ || maciv v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards I test te BEVERAGE.
2 ANALYSIS
21 Creep Calculation
4| Sample details [A4C Insiruolions
5 Instructions
6 | Blank absorbance values Ceniact Us
7 Al Ay
3 | I[_02000] o028I0]
s | 2
10} 02000]  02810|
11
12| Sample values Results
N Sample A A A, Sample AAbs | Ethanol | Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier Creep volume (-fold) (ethanol) (g/'L) (% wiv) (g/'L) (g/100g)
1 corrected [ (ML)
14 | 1|A4CI 0.1880] 04517 0.10] 0.1827 1717 0,172
15 | 2[A4Cll 02050 03127 210 00267 2506 0251
16 3|Aa4CHI O,I‘)ﬂ 03367 0.10] 00617 5795 0,579
i 0.1780 03820} 0.10) 1000) 0.1230) 58] 1,156]
13 [ 5|V n@‘ n 0.1997 18763 1,876
19 5| a4Cvil 01800} 05097 ] 0.10] 1000 02487|  23367| 2,337
2 7[ascvin 0.1850] 05500 .10 1000 02840 26687 2669
pil B[ A4CVIIl 02620 07547] 0.10] 1000) 04117 38684 33288 -

K1 I [

Promedio: 9,21621875  Recuento: 36  Suma: 3175,135219

Instructions MegaCalc Creep Calculation

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE §% gx_:_\gill%g;\DAD

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

H ©- K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacion de praductos) = -
Archiva  Inicio [Nl Dicfiodepigina  Férmulas  Dates  Revisar  Vista @ ? Iniciar sesién )
il Tienda o = il 4| T Ecuacion -
W i Simbolo
Tabla Tablas dinémicas Tabla | Imagenes Imagenes Mis complementos « [ | Gréficos . Gisfico | Mapa | Linea Columna +/- | Segmentacin Escalade | Hipervinculo | Texto
dindmica  recomendadas enlinea recomendados % dingmica~ | 3D dedatos  tiempo -
Tablas Ci Graficos Paseos Minigraficos Filtros Vinculos Simbalos ~
D20 - fe | Aacvn v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards n test te BEVERACE.
2 ANALYSIS
8| ) Creep Caleulafion
;, Sample details [A4C n s
6 | Blank absorbance values ConladlUs
7 Al Ay
8 | I[__oa7e0] oasig)
9 | 2
10} 0.1780]  02810|
11
12 | Sample absorbance values Results
N Sample A A Sample | Ethanol
identifier @l | (@100g)
13
14 | T[AsC
15 | 2[A4Cll
16 | 3[Asciil
17| 3[RaCIV,
18 | S|ASCY
19| 6 A3CVIl
20 7 a%Cvil 0.10) 1000
21 5| AEEvi 0.10) 1000 -

[

Promedio: 9996426242  Recuento: 24 Suma: 2199,213773

Instructions | _MegaCale | Creep Caleulation |

H - K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos) m

Archivo  Inicio OB Diseiiodepagina  Formulas  Datos  Revisar  Vista v : Iniciar sesion 2 Compartir

4 T Ecuacién ~

il Tienda )
i ) X b b . ; o Sfmbalo

Tabla Tablas dinémicas Tabla | Imégenes Imégenes & Mis complementos - [§ | Gréfices . Grifico | Mapa | Linea Columna +/- | Segmentacién Escalade | Hipervinculo
dinamica recomendadas enlinea o recomendados ™ dinamico~ | 3D dedatos  tiempo ¥

Tablas i c Grificos Paseos Minigraficos Filtros Vinalos Simbalos ~
N20 - 3 v

Mega-Calc
Ethanol - Creep Calculation
Setting new standards in test techne BEVERAGE
ANALYSIS
E,
7_
8 | Incubation time (min)
10 8 [Sample “— Ciitk to choase a sample
11| ]
12 | F =i
ol [ o500 =
14 + b=
15 | 5 0,4000 -
16 | 5 4 =
17 7 -
7} 3500 b
18 | 8 o o
19 9 .
20 10 03000 -
21 " :
2 [F) £ o300 -
2 13 3 ot
s ———
24 i+ £ 02000 =
25 15 < o =
26 I3 —
21 7 0,1500 f
Instructions | MegaCalc | Creep Calculation [«] -effriguracion para activar Windows. )

Listo H 0 -—F—+ 8%

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Tratamiento: 4S

K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de praductos)

Férmulas Datos Revisar Vista

® Gt -0 -] A A
Egy -
P Ay
g o | N Kk s - | A
Portapapeles & Fuente
D14 2 fe || masi

Ethanol (K-ETOH)

Mega-Calc

B¢ Ajustar texto

5 Combinary centr

Alineacién

ar

MNimero

Formate  Dar formato Estilos de | Insertar Eliminar Formato
condicional ~ como tabla~ celda

Estilos

Setting new standards n test te
2 ANALYSIS
8| ) Creep Caleulafion
;7 Sample details [A45 \nsirucions
6 | Blank absorbance values Contact Us
-
8 | | X
9 | 2|
10|
1]
12 | Sample absorbance values Results
N Sample A A A, AAbs | Ethanol | Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier (ethanol) | (gll) | (Kwiv) (gl) | (goog)
13
14 1]Ass 0.1790| 03590 3374
15 | 2|0 uz@‘ 0.0957| 8990)
16 [3[Adsin 0.1820) 850 60
17 3[AdsIV 0.1690] 06525 0.10] [ oso3s] 36977
18 S[assv 01730 07583 210 04953 26546
19 BEST 0] W{ 07 E‘ 010 04975 46277
20 7[assvil 01760 07547 0.0 04887 45920
21 B[A%SVIIT o.naﬂ 07650 010 04570 46703

Instructions | MegaCale | Creep Calculation

Formulas

[

Celdas

Promedio: 66,66723269  Recuento: 36 Suma: 2200,018679

K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos)

Datos Revisar Vista

3 Autosuma - p

[¥] Rellenar -

& Borrar -

Ordenary  Buscary
filtrar - seleccionar -

Modificar -

Iniciar sesién £, Compartir

o
0 ® Gt -0 -] A A
Egy -
2 y
9 o | N K s - A
Portapapeles & Fuente
D17 2 fo || nasiv

5 Ajustar texto

= | €= 3= [ Combinary centrar

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Alineacién

Nimero

Formato  Darformato Estilos de | Insertar Eliminar Formato
condicional - comotabla - celda

Estilos

Setting new standards I test te BEVERAGE.
2 ANALYSIS
5]
4| Sample details  [A45
5
6 | Blank absorbance values
7 Al Ay
3| 1[__oa8s0[ 03990
9 | 2| |
10| 0.1860]  03990|
11|
12| Sample values
Sample A A A, Sample
identifier volume
" e (ml)
ml
13_ corrected
147 1| A4Sl 0.1790] 0.6280 0.10]
15 | AES] : 210
16 3[Assil A
17 2[assV
18 S[AEV.
19 6| A4SVI
2 7| adsvit
21 B[A4svIIl 03740 35145

Listo

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

K1 I

Celdas

Recuento: 14

3 Autosuma - p

[¥] Rellenar ~

& Borrar~

]

Ordenary  Buscary
filtrar - seleccionar +
Modificar ~




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

Publicacion a

K-ETOH_CALC (3) [Moda de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos)

Férmulas Datos Revisar Vista

0 GillSansMT  =[10 ~| A & U2 B¢ Ajustar texto 2 @ E
Egy - z
Pegar N oK 5 . A = | &= 3= | & Combinary centrar - % g§ | Formato Darformato Estilosde | Insertar Eliminar Formato |

- condicional ~ comotabla~ celda - <
Portapapeles & Fuente Alineacion Himero Estilos Celdas
D18 @ fo || masv

AB| C D E E ] H L ) o R s || v
;7 Sample details 445 prm—
6 | Blank absorbance values ConiadlUs
7
3 | 1 X
9 | 2
i
1]
12} Sample values

Sample A A A, Sample | Dilution Sample | Ethanol
identifier o volume | (-fold) @ | (e100g)
cor (mL)

i) racted
14 ) [ES] 0.1799) 06280 0.10
15 | 2[A4SH 0.2000) 03857| 0.10)
16 | 3[assin 0.1820] 04810 0.10]
17 3| AV 0.1690)
sl [s[asv 0.1800]
19 | A 0.1730]
20 | 7[Assvil o.nﬂ
21| BJASVIN 0,1780]
2| 9
2 [0
22 [0
b B
x5
a | =
2 | H
29 16]

| Instructions | MegaCale | Creep Calculation |

Promedio: 99,9408  Recuento: 12

- =

Insertar

K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos)

Archiva  [IIETSES Disefio de pégina  Férmulas  Datos  Revisar  Vista

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Autosuma +

Rellenar ~

Ordenary Buscary
Barrar - filtrar = seleccionar~
Modificar )
v

Iniciar sesién £, Compartir

"D ® GisameMr 10 A A = E¢ Ajustar texto - 3 Autosuma p
Ex - = i [¥] Rellenar -
Pegar L [Nk s- |- A 5= | B Combinary centrar B G g Formoo  Darformaro Estlorde  Inserar Eiminar Formato | Ordenary  Buseary

- condicional - como tabla - celda - LBormr- filtzar - seleccionar -
Portapapeles Fuente Alineacién Estilos Celdas Modificar ~
D19 - £ || aasvi .

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

ing mew standards in test te
5 ANALYSIS
2 ) Creep Caleulation
;7 Sample details  [A45 Instuctions
6 | Blank absorbance values Ceniact Us
7
3 | 1
9 | 2
10}
11
12| Sample values Results
N Sample A A A, Sample AAbs | Ethanol | Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier reep | volume (ethanol) | (gL} | (%whv) @ | (e100g)
mL)
- corrected [ (ML)
14| IS 0.1790] 0.6280| 010
15 N | 2[assi 02000 03857 0.10)
16 W [ 3[Assin 0.1820| 04610] 0.10)
17| 2[assIv 0.1690) 06525 0.10)
18 | B 0.1800) 0.6900] 0.10)
19 6| Adsvi 0.1730] 07583| 0.10]
2 7 [Assvir 0.1760] 07547 0.10]
21 B|A4SVIN 0,1780| 07650| 0.10] 1000 03680 3458

‘ Instructions MegaCalc Creep Calculation

:101,083809  Recuento: 12

K1 I

sum

torizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE §% gx_:_\gill%g;\DAD

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

K-ETOH_CALC (3) [Moda de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos)

Férmulas Datos Revisar Vista

= s L
0 ® Gisament <10 - A A £ Be Ajustar texto n El > Autosuma p
Em - = [¥] Rellenar -
Pegar | Nk s-[m.| S A = | = 3= | B cCombinsry centrar . G g§ | Formeto Darformato Estios de | Inserar Eiminar Formato | 17 Ordenary Buscary
- condicional - comotabla~ celda - & Borar filtrar - seleccionar ~
Portapapeles Fuente Alineacion MNimero Estilos. Celdas Modificar ~

u20 - fe ( OR(Concentration_gg);"";Concentration_gg)

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards n test te
2 ANALYSIS
8| ) Creep Caleulafion
;7 Sample details  [A45 e N
5 | Blank absorbance values ConladlUs
7 A A
8| 1 ou7s0]  03600)
s | 2
10 | 01750 03600
11|
127 Sample absorbance values
Sample A A A, | Sampie Sample | Ethanol
identifier volume (&) | (g00g)
con (mL)
1 3_ rected
1‘7 1| A4SI 0.1790 0.6280 0.10]
15 | 2[Assi 02000 03857] 010
16 | 5[l 0.1820 03810
177 4| A4SV 0.1690 06525
18 | S[Asv 0.1800 05
19 6| A4SVI 0.1730 07583
2 7| Basvir 0.1760 07547 000
21 | Asvinl 0.1780 07650 000 -
Instructions | MegaCale | Creep Calculstion | [ET R
Listo Recuento: 28 EH H -———+ 80%

- - K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos) m

Archivo [DTSEMM Insertar  Disefio de pagina Formulas ~ Datos  Revisar  Vista 7 ? Iniciar sesion S Compartir

= = e

0 F Gusmsmr <10 - AN |= Be Ajustar texto n El > Autosuma p

Ex - o = i [¥] Rellenar -

Pegar L | N Kk s-|mo| oA = Henthoyars . G gy Formsto Darformato Estiosde | Insetar Eiminar Formato. 1~ Ordenary  Buscary

- condicional - como tabla - celda > £ Borrar filtrar - seleccionar +
Portapapeles Fuente Alineacion Nimero Estilos Celdas Modificar ~
R10 - £l 1 v

Mega-Calc
Ethanol - Creep Calculation

Setting new standards in test techn

Incubation time (min)

10 [sample 6
1 1

12| 2 =
13 3 0,7000 -
14 + X —+—9| =

15 | 5 07020 07060 07100 —— -
16 | 5 07630] 07640 07660 0,6000 =
17 7 07610] 07620] 07650 -
18 | B 07710 07730] 07750 -
19| B 0,5000 -

20 | 10 -
21| T o
22 | [H & 04000 -
E) i3 3 ot
2 E H -
25| [B £ 03000 -
26 I3 —
27| 17 et

nanm.
‘ Instructions ‘ MegacCalc | Creep Calculation [«] ¥

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE §% gx_:_\gill%g;\DAD

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

Tratamiento: 5C

K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de praductos)

Archivo [BCGSERN Inscrar  Discflodepigina  Formulas  Dates  Revisar  Vista ?
= s L
0 F Gusmsmr <10 - A A Be Ajustar texto General - El > Autosuma p
Em - = [¥] Rellenar -
Pegar | Nk s-[m.| S A 5] Combinary centrar . G g§ | Formeto Darformato Estios de | Inserar Eiminar Formato | 17 Ordenary Buscary
- condicional - comotabla~ celda - & Bomar filtrar - seleccionar ~
Portapapeles Fuente Alineacion MNimero Estilos. Celdas Modificar ~
D14 - f || asc v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards n test te
2 ANALYSIS
9 Creep Caleulafion
4| Sample details [ASC n s
5 Instructions
6 | Blank absorbance values ConladlUs
7 Al Ay
8 | 1[__oa9%0] 02630
9 | 2
10} 01990 02630]
11
12| Sample absorbance values Results
N Sample A A AAbs | Ethanol | Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier (ethanol) | (gL} | (Bwiv) @l | (@100g)
13
14 1[AsCI 0.1920] 0.1400 1318
15 | 2|Ascn uz@‘ 00320| 3.007
16 [ 3|ascm 02060 00770 7238
17l [ 4[ascv 01900 00967 9.084
18 S|ASCY 0.1500 01690 15881
19 6|ASCVI 0.1870] 02373 22302
2 7|ascvin 02180 02953 27052
21 B[AsCVIl 02000 03300 31010 3,101 -

ET e b

Fromedio: 6483095733 Recuento: 36 Suma: 2139,421592 | [

Instructions | MegaCale | Creep Calculation

K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacion de productos) m -
Formulas  Datos  Revisar  Vista ’ 7 Iniciar sesién
= . vy P
0 B GusansMr  <[10 | A A & S0 Ajustar texto 2 @ 2 Autosum p
Eg - = [#] Rellenar -
- == o0 e - ,

P L Nk s-|E 9o 5= 5 Combinary centrar % 4y Formelo Darfomato Gtiosds | Insetar Eiminst Formato | " 77 Ordenary Buscary

- condicianal - coma tabla - celda - & Borrer filtrar - seleccionar =
Portapapeles Fuente Alineacién Estilos Celdas Modificar ~
D17 - fe || asav v

Mega-Calc-

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards in test te
2 ANALYSIS
9/ Creep Calculafion
;7 Sample details  |ASC Ins s
5 | Blank absorbance values Contact Us
7 Al Ar
s | 1[_oz1e0]  oa276n)
9 | 2
10| 02160 02760]
11
12 | Sample values. Results
N Sample Sample | Ethanol
identifier (gl) | (g/1oog)
13
14} 1[AsCI
15 | 2[AsCil 00360]
16 | 3[Asci 00810
17 4[AsCIV. 01007 9460
el [s[Esew 01730 16257 1,626
1o [ s|Asew 02413] 22678 2,268
20 [ 7[ascvi 02993 28.128 2,813
21 BAscvil 03340 31386 3‘13?[ -

K e

Promedio: 95,69762303  Recuento: 36 Suma: 3156,02156 i)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE §% gx_:_\gill%g;\DAD

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

H ©- K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacion de praductos) = -
Archiva  Inicio [Nl Dicfiodepigina  Férmulas  Dates  Revisar  Vista @ ? Iniciar sesién )
il Tienda o = il 4| T Ecuacion -
W i Simbolo
Tabla Tablas dinémicas Tabla | Imagenes Imagenes Mis complementos « [ | Gréficos . Gisfico | Mapa | Linea Columna +/- | Segmentacin Escalade | Hipervinculo | Texto
dindmica  recomendadas enlinea recomendados % dingmica~ | 3D dedatos  tiempo -
Tablas Ci Graficos Paseos Minigraficos Filtros Vinculos Simbalos ~
D20 - feo || Ascvi v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards n test te BEVERACE.
2 ANALYSIS
8| ) Creep Caleulafion
;, Sample details [ASC \nsiructions
6 | Blank absorbance values ConladlUs
7 Al Ay
8 | I[__oase0 02130
9 | 2
10} 01590[ 02130]
11
12 | Sample absorbance values Results
N Sample A A Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier (5% wiv) @l | (@100g)
13
14 | T[AsCl 01920
15 | 2[Ascil 02000]
16 | 3[ascil 02060
17| 3[ASCIV. 01900
18 | 5[AsCY 01900
19| 6 ASCVI 01870 ¥
20 7|ascvi 02180) 05773 0.10) 03053
2 8| ASCViIl nzﬁ{ 05940] 0.10] 03400] -

Instructions | MegaCale | Creep Calculation

Promedio: 99,86974156  Recuento: 24 Suma: 2197,134315

H H o K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacion de productos) = -

Archivo  Inicio [UBSEUMM Disefio depigina  Formulas  Datos  Revisar  Vista 7 Iniciar sesién £

4 L Ecuacién ~

il Tienda . )
W - B Simbalo

Tabla Tablas dinémicas Tabla | Imégenes Iméagenes Mis complementos - [ |  Gréficos : Gréfico | Mapa | Lines Columna +/- | Segmentacién Escalade | Hipervinculo = Texto
dindmica recomendadas enlinea & recomendados " dindmica~ | 3D dedatos  tiempo =

Tablas G Graficos Paseos Minigraficas Filtros vinculos sfmbolos -~
R1L - f o

Bjc| D |§ L | W | N | 0o @RJ S I T |u]| i
T
8 Incubaion ime (mi
10 Sample & | 10 [ “— Click to choose a sample.
1 ] 04020 0- 0405003960
12 2 0.2990] ). 03010
13 ] 3 03500 03510 03520 04300
14| < 03720 03730 03850
15 | 5 | 4460 04000
16 | 6 080
7 7
ol 5 03500
19 | B
20 | 0 0,3000
21| I
3 =z 2 o
2| 13 3
24 | 4 £ o0
25 | 15 &
26 16
27| 17 0,1500
28 | 8
2 1o 0,1000
30 2
31 | 20
3z | n 0,0500
3| 3
£ 2% 0,0000
35 | FS 0 2 4 6 8
ES 5
Instructions | MegaCalc | Creep Calculation

Listo

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE §% gx_:_\gill%g;\DAD

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Tratamiento: 5S

K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de praductos) = -
Formulas  Datos  Revisar  Vista Iniciar sesién 2L
* Gill Sans MT -0 - A A B¢ Ajustar texto 2 @ 3 Autosuma. p
Em - = [¥] Rellenar -
Pegar L [N K S-|mo|8-A Hemtimyent . G g3 Formato Darformato Estiosde | Insetar Eiminar Formato | 1 7 Ordenary  Buscary
condicional = como tabla~ celda & Borrar filtrar - seleccionar -
Portapapeles Fuente Alineacion MNimero Estilos. Celdas Modificar ~
D14 - fe || Assl v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards n test te
2 ANALYSIS
9 ) Creep Caleulafion
;, Sample details [ASS e N
5 | Blank absorbance values ConladlUs
7 A
8| 1[_ouss
s | 2
10 | 0.1860
11|
12 | Sample absorbance values Results
Sample A A APAbs | Ethanol | Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier (ethanol) | (glL) | (%wiv) (&) | (g00g)
] L
14 [ 1 ASSI 02130 02057
s [2En 02100 0.0400
16 [ 3|Asm 0.1880 00953
17 JASS\V 0.1920 0.1807
18 M [S[Assv 0.1500 02687
19 6|ASSVI 02170 03110
20 7[AsSvil 0.1880 04237
21 B[Assvil 0.1840] 053 -
Instructions | MegaCale | cCreep Calculation [ET R 0]
Recuento: 42 EH H -———+ 80%

Listo

K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos)

Iniciar sesién £, Compartir

Formulas Datos Revisar Vista :
= s L
0 ® Gisament <10 - A A £ Be Ajustar texto n El > Autosuma p
Ep - = . [¥] Rellenar ~
L I y- A €= 3= [ Combinary centrar . &3 g3 | Formato Darformato Estiosde | Insettar Eiminar Formato | o~ 7 Ordenary  Buscary
- condicional - comotabla - celda g o filtrar - seleccionar ~
Portapapeles Fuente Alineacion Nimero Estilos Celdas Modificar ~
D17 - 5 ASSIV v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards n test e BEVERAGE
2 ANALYSIS
5]
4| Sample details  [A5S
5
6 | Blank absorbance values
7 A Ay
3 | 1 0.2650|
97 2
i
1
12| Sample

Sample A
identifier
i1 .
147 1| AssI 02130
15 |l [2[asn 02100)
16 73 ASII 0.1880]
A7 [ 3[assv 01920
1l [ s|Ess 01500
19 6| ASSVI 02170] | 866
20 7[Assvil 0.1880] 0.6797] 0.10] 1000] 04177 39248 3,825
pil 8[Azsvil 01840 0.6843] 0.10] 1000) 04263]  40083] 4,009 -
Instructions | MegaCalc | Creep Calculation ‘ [ [+]
Recuento: 42 H 0 -——+ 8%

Listo

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE §% gx_:_\gill%g;\DAD

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

K-ETOH_CALC (3) [Moda de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productos)

Férmulas Datos Revisar Vista

= s L
0 ® Gisament <10 - A A £ Be Ajustar texto n El > Autosuma p
Em - = [¥] Rellenar -
Pegar | Nk s-[m.| S A == [ combinary centrar . G g§ | Formeto Darformato Estios de | Inserar Eiminar Formato | 17 Ordenary Buscary
- condicional - comotabla~ celda - & Borar filtrar - seleccionar ~
Portapapeles Fuente Alineacion MNimero Estilos. Celdas Modificar ~
D20 - fe || Assvil v

Mega-Calc

Ethanol (K-ETOH)

Setting new standards n test te
2 ANALYSIS
8| ) Creep Caleulafion
;7 Sample details [A5S \nsiructions
6 | Blank absorbance values ConladlUs
7 Al Ay
8 | I[__oa7e0] oasig)
9 | 2
10} 0.1780]  02810|
11
12 | Sample absorbance values Results
N Sample A A AAbs | Ethanol | Ethanol | [ Sample | Ethanol
identifier Creep (ethanol) | (gL} | (Bwiv) @l | (@100g)
1 corracted
14 @ []ass 02130 0.1707 1604 0,160
15 | 2[asil 02100 00050
16 M [ 3[AsiI o.%‘ 00603
17l [ A[Assiv 01920 01457
18 M | s[Assv [ wﬁ{ 02337
19 [l [e[rsswi 02170) 02760 25936 2,592
20 7| Assvil qlssg{ 0.6797| 0.19 000 03887|  36523| 3652
21 8| ASSVIIl 0.1840] 06843 0.10) 1000 03973 37337] 3734l -

[

Promedio: 101,8118793  Recuento: 24  Suma: 2239,861344

Suma de las celdas seleccionadas|

Instructions | _MegaCale | Creep Caleulation |

:- K-ETOH_CALC (3) [Modo de compatibilidad] - Excel (Error de activacién de productes)
Archivo [DTSEMM Insertar  Disefio de pagina Formulas ~ Datos  Revisar  Vista 7 ? Iniciar sesion S Compartir
o s e B
0 F Gusmsmr <10 - AN |= Be Ajustar texto n El > Autosuma p
Ex - o = i [¥] Rellenar -
L I o A 5= B Combinary centrar . &3 g3 | Formato Darformato Estiosde | Insettar Eiminar Formato | o~ 7 Ordenary Buscary
- condicional ~ como tabla - celda = £ Borrar filtrar - seleccionar~
Portapapeles Fuente Alineacion Niimero Estilos Celdas Modificar ~
M321 - 3 v
Mega-Calc
Ethanol - Creep Calculation
Setting new standards in test techne BEVERAGE
ANALYSIS
E,
7_
8 | Incubation time (min)
wl| Eme] s 5 R ——
11| ] 05020 05050
12 | 2 03290 03310 T
‘\EL 3 03640| 03660 0,8000 _:_!
14 | + 04530 04560 .
i) El 053;°°| 07000 =
16 | 5 06080 =
17 | 7 07120 07320 -
18 | 8 0.7130] 07320 06843 0,6000 o
19 | 9 be
20 0 o
2 m 0,5000 =
2 2 5 =
23 13 g 04000 -
24 i+ & -
25 15 < =
26 16 03000 =
27 7 vt

‘ Instructions ‘ MegacCalc | Creep Calculation [«] ¥

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




Analisis de varianza

de un factor

ANEXO 4: ANOVA para la determinacion de la concentracion de glucosa (g/L) restante

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
4C 2 10,38267474 5,191337368 0,007023932
4s 2 5,108370789 2,554185395 0,001755983
5C 2 12,75314842 6,376574211 0,028095727
5S 2 11,80495895 5,902479474 0,063215387
ANALISIS DE
VARIANZA
Or/gf-:’n d e las Suma de cuadrados  Grados de libertad T W i Probabilidad Valor critico para F
variaciones cuadrados
Entre grupos 17,45578766 3 5,818595886 232,5321637 6,08302E-05 6,591382116
Dentro de los 0,100091029 4 0,025022757
grupos
Total 17,55587869 7




ANEXO 5: ANOVA para la determinacion de la concentracion de bioetanol (g/L)

Andlisis de varianza
de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columnal 2 73,2388 36,6194 4,92540498
Columna 2 2 75,5505 37,77525 2,136864645
Columna 3 2 63,8984 31,9492 2,585538
Columna 4 2 74,6671 37,33355 1,216644005
ANALISIS DE
VARIANZA
Or/g?n .de las Suma de cuadrados  Grados de libertad Eromsgiele Ios F Probabilidad Valor critico para F
variaciones cuadrados
Entre grupos 43,39297495 3 14,46432498 5,325376918 0,069956116 6,591382116
Dentro de los 10,86445163 4 2,716112908
grupos

Total 54,25742658 7
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ANEXO 6: Representacion grafica del barrido de longitudes de onda para la bebida
gaseosa de descarte

4,460 T T
4,000 =
_ 2,000 =
]
=]
=
P
-1.082 1 L
350.00 400.00 450.00 500.00
nm.
Ho. PV Wavelength Abs. Description
1 3] 428.30 0.609
2 [ 427.90 0.609
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ANEXO 7: ANOVA para la remocién de color (%)

Analisis de varianza
de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
4C 2 135 67,5 4,5
4S 2 141,2 70,6 3,92
5C 2 105,4 52,7 5,78
5§ 2 107 53,5 4,5
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de | P dio de |
r/gfen . €las Suma de cuadrados  Grados de libertad U T | F Probabilidad Valor critico para F
variaciones cuadrados
Entre grupos 519,055 3 173,0183333 37,00926916 0,002240879 6,591382116
Dentro de los 18,7 4 4,675
grupos

Total 537,755 7
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REPOSITORIO DE

ANEXO 8: Informes de ensayo de DQO

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
= i edu.pe edupe @D Aptdo. 1350

AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA15C19.003864

Nombre del Cliente : Cinthia Cordova Barrios
Direccion del Cliente : Urb EI Palacio Il D8 Dpto 101 A Sachaca
RUC : No corresponde
Condicién del Muestreado : Por el cliente
Descripcion : Muestras varias
Tamafio de muestra 140 mL
Fecha de Recepcion : 15/03/2019
Fecha de Inicio del Ensayo : 15/03/2019
Fecha de Emision de Informe  : 20/03/2019
Pagina 11de1

L ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS
DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO mg/L) RESULTADO
NMX -AA-030-SCFI-2001
Muestra A4S 52181,81
Muestra A4C 51289,15

OBSERVACIONES:
-~ Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacién, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INACAL —DA.

- Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tunicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
D2 laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (P http://www.ucsm.edu.pe @ Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA13B19.003829A

Nombre del Cliente : Cinthia Cérdoba Barrios

Direccion del Cliente : Urb El Palacio Il D-8 Departamento 101 Sachaca
RUC : No corresponde

Condicion del Muestreado : Por el cliente

Descripcion x5 Vil

Tamano de muestra : 30 mL

Fecha de Recepcion 1 13/02/2019

Fecha de Inicio del Ensayo : 13/02/2019

Fecha de Emision de Informe  : 15/02/2019

Pagina slided

l. ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS 3 RESULTADO
DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO mg/L) NMX
-AA-030-SCFI-2001

96672,10

OBSERVACIONES:

- Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INACAL -DA

= Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tunicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 B + 51 54 382038 ANEXO 1166
X laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (§) http://www.ucsm.edu.pe @M Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA13B19.003829B

Nombre del Cliente : Cinthia Cérdoba Barrios

Direccion del Cliente : Urb El Palacio Il D-8 Departamento 101 Sachaca
RUC : No corresponde

Condicion del Muestreado : Por el cliente

Descripcion 58 Vil

Tamafio de muestra : 30 mL

Fecha de Recepcion : 13/02/2019

Fecha de Inicio del Ensayo : 13/02/2019

Fecha de Emision de Informe  : 15/02/2019

Pagina :1de1

I ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO mgiL) NMX
-AA-030-SCFI-2001

97173,60

OBSERVACIONES:

- Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INACAL —DA.

- Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO 9: Registro fotografico
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Figura 3: Determinacion del pH de los tratamientos (pH 4y pH 5)
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Figura 4: Esterilizacion de la bebida gaseosa de descarte en el autoclave
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Figura 6: Inoculacién de las perlas de Saccharomyces cerevisiae inmovilizada
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Figura 8: Toma de muestra del proceso de fermentacion alcohdlica

o

Figura 9: Toma de muestra de cada biorreactor durante 16 horas
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Figura 11: Decoloracion de las muestras de cada tratamiento
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Figura 14: Adicion del reactivo DNS a las diluciones de las muestras
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Figura 15: Estandares de glucosa para la elaboracion de recta de calibracion del DNS
(antes de la incubacion)

Figura 16: Estandares de glucosa para la elaboracion de recta de calibracion del DNS
(después de la incubacion)

Figura 17: Determinacion de la absorbancia a 570 nm de los estandares
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Figura 20: Muestra decolorada ajustada a pH 9 y su respectiva dilucién
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Figura 21: Incubacion de las muestras y componentes del Ethanol test Kit en la
cuantificacion de etanol
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