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RESUMEN
En el presente trabajo de investigacion se determiné la influencia del tiempo de aireacion,
concentracién de azicares reductores y sulfato de amonio sobre el rendimiento de
éguardiente de 20; Gay Lussac. Para ello se aislé y purificé en Caldo y Agar Sabouraud,
Saccharomyces cerevisiae a partir de jugo dé cafia de azicar fermentado (guarapo) de la
biomasa sedimentada. Se activo el cultivo de Saccharomyces cerevisiae en caldo
Sabouraud, durante 48 horas a 28°C, enseguida se sembrd en Agar Sabouraud y se incubd
por 48 horas a 28°C. El conteo de células de levadura en el indculo se hizo con la cdmara
de Neubauer y microscopio. El pH del jugo se ajust6 a 4,5 con HCI concentrado. Se empled
el disefio estadistico de Box-Behnken para tres variables independientes: azlicares
reductores (5, 7y 9 g/L), aireacion desde el inicio de la fermentacién con 0,45 vvm durante
1,2 y3h, y (NHy),S04 0,5, 1,0 y 1,5 g/L jugo de cafia. La variable respuesta fue el
rendimiento expresado como mL de aguardiente de 20° GL/mL de guarapo. Cada
biorreactor se cargd con 3 L de jugo de cafia de azicar y se le adicioné 15 mL de inéculo
con 10° células de levadura/mL. Para el seguimiento del proceso fermentativo se determiné
al inicio, 24 h, 48 h y 72 h: densidad, °Brix y azicares reductores segun el método de Lane
y Eynon. Se realizé una destilacion simple hasta que el contenido alcohélico del destilado
fue de 20° GL. El méximo rendimiento fue de 0,367 mL aguardiente/mL guarapo, obtenido
con los valores de las variables: 1 hora de aireacil(')n, 1,0 gramos de (NH4),SO4 por litro de
| Jjugo y 9,0 gramos de azicares reductores por litro de jugo (contenido promedio del jugo de
cafia de azucar recién extraido).
Palabras claves: Azlcares reductores, aireacién, sulfato de amonio, densidad, °Brix,

rendimiento de aguardiente.
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ABSTRACT
The following work project aimed to determine the influence of air time, reducer sugars
concentration and ammonium sulfate over the output of hard liquor of 20° Gay Lussac. To
this, we separate and purify in Sabouraud Caldo and Agar, Saccharomyces cerevisiae from
fermented sugar cane juice (guarapo) and the biomass of yeast’s from the bottom of the
container. Then, the Saccharomyces cerevisiaem growing was activated in Sabouraud
caldo, during 48 hours to 28°C; after that, we sowed in agar sabouraud and incubated in it
for 48 hours to 28°C. The counting of Yeast cells in inoculate were made with the
Neubauer camera and a microscope. The pH juice was fit to 4, 5 with HCI concentrated.
We use the statistic design of Box-Behnken to three independent variables: reducer sugars
(5,7 and 9 g/L), air time since the beginning of fermentation with 0,45 vvm during 1,2 and
3 h, and (NH4) 2SO 4 0,5; 1.0 and 1,5 g/L sugar cane juice. The answer of the variable was
the output expressed as hard liquor mL of 20° GL/mL of sugar cane juice. Each bioreactor
charged with 3L of sugar cane juice and then we added 15 mL of inoculate with 10% cells of
yeast /mL. To the fermentative pursuit process, we determined the beginning, 24h, 48h, and
72h; density, °Brix and reducer sugars according to the method of Lane and Eynon. At the
same time, we realized a simple distillation until the alcoholic content of distilled was 20°
GL. Finally, the maximum performance was 0,367 mL hard liquor/ mL sugar cane juice,
obtained with the value of the variables: 1 hour of air, 1, 0 gram of (NH4);SOj4 per litter of
juice and 9, 0 grams of reducer sﬁgars per litter of juice (the average content of sugar cane

juice recently extract)

Key words: reducer sugars, air, ammonium sulfate, density, °Brix, hard liquor efficiency.
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I. INTRODUCCION

La produccion de aguardiente como aditivo para bebidas alcohdlicas es parte importante de
la agroindustria rural en la regién, en ese sentido los pobladores generan ingresos
econdmicos por dedicarse a la destilacién del jugo de cafia fermentado, que es

comercializado en el mercado local.

Los pobladores locales no tienen establecido las variables influyentes en sus procesos de
produccion de aguardiente y sélo se limitan a producirlo de manera artesanal. Es necesario
determinar el valor de las variables para maximizar la produccién de aguardiente, coﬁ lo
que se aprovechara mejor la materia prima y se incrementaran los ingresos econdémicos por

esta actividad.

Seglin Barrena et al. (2010), en los trapiches y destilerias rurales en la Regién Amazonas
existe heterogeneidad en el proceso de produccion de aguardiente, que conlleva a variacién
en el rendimiento y calidad del aguardiente o cafiazo producido como aditivo para bebidas

alcoholicas, lo cual es parte importante de la industria rural en la region.

En localidades conocidas de la Regién Amazonas como el anexo San Isidro de la provincia
de Chachapoyas y en la provincia de Rodriguez de Mendoza, los productores no conocen
las variables inﬂuyeﬁtes en el proceso de produccion de aguardiente y lo producen
artesanalmente. Actualmente en el Peri no existen estudios referidos a lograr el incremento

de Ia produccidn de aguardiente, en base a las variables influyentes en la fermentacion.

La produccion de alcohol a partir de sustratos azucarados o amildceos se conoce desde

tiempos inmemoriales, principalmente en lo que respecta a la obtencién de bebidas, pero el



conocimiento del por qué ocurre es mds reciente. En la fabricacién de aguardiente obtenido
de la fermentacidn del jugo de cafia de azucar, debe tenerse en cuenta la relacion entre
azucar y acidez, ya que mientras més cerca sea ésta se considera que tendrd una mayor
cantidad de azicares fermentables, favoreciendo el proceso de elaboraciéon de vinos y

licores (Corrales, 1993).

Los sustratos mas comunmente usados para la fermentacién son los azicares, en especial la
D-glucosa para fermentacién alcoholica. Para muchas levaduras en un medio adecuado, en
ausencia de aire, la fermentacién significa la conversion de hexosas, principalmente
glucosa, fructosa, manosa y galactosa, en etanol y didéxido de carbono (Hernandez, 2007 y

Madigan et al, 1999).

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

que se utilice (Hernandez, 2007).

Se definen tres tipos de materias primas para la produccion de etanol: a) materiales
portadores de azlcares simples que contienen carbohidratos (tales como jugo de cafia de
azucar, melazas, sorgo dulce, etc.); b) materiales amilaceos los cuales contienen almidén
como fuente de azicares (tales como la yuca, maiz, papa, etc.) y c) materiales celuldsicos,
que contienen celulosa, hemicelulosa, tales como el bagazo de la cafia de azicar, la madera,

residuos agricolas, etc. (Hernandez, 2007).

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

microorganismos. Las materias primas del primer tipo fermentan directamente. El segundo
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tipo de materias primas consta de carbohidratos complejos, como el almiddn, que primero
se deben convertir en azicares fermentables mediante la accidon de enzimas. Las sustancias
celuldsicas del tercer tipo de materias primas se convierten en azicares fermentables por

hidrélisis con acidos inorgéanicos, principalmente (Hernandez, 2007).

Las levaduras que participan en la fermentacién del vino son de dos tipos: las llamadas
levaduras salvajes que se encuentran en las uvas cosechadas y que se transfieren al jugo; y
la levadura de vino cultivada Saccharomyces ellipsoideus, las cuales se adicionan a jugo
para iniciar la fermentacion. La diferencia fundamental entre ellas es su tolerancia al
alcohol. La mayor parte de las levaduras silvestres pueden tolerar solamente alrededor de
un 4% de alcohol; cuando la concentracion de alcohol llega a este punto, la fermentacion se
detiene. La levadura del vino puede tolerar hasta un 12 a 14% de alcohol antes de detener

su desarrollo (Brock y Madigan, 1993).

La seleccion de levaduras nativas requiere del aislamiento e identificacion de las levaduras
asociadas a procesos fermentativos espontianeos como etapas previas al proceso de
seleccion sustentado en la evaluacion de ciertas propiedades tecnoldgicas indicativas de su

potencial capacidad para uso fermentativo.

La fermentacion es llevada a cabo por las levaduras en soluciones de 10 a 20% p/p de
azicar con pH entre 4 y 5, y a una temperatura entre 20 a 38°C durante 2 a 3 dias para
producir etanol en una concentracion entre 8 y 10%. El filtrado del cultivo es destilado
recogiéndose una solucién con 50 a 60% de alcohol y redestilado para obtener el azedtropo

con 95% (95,5°Gay Lussac). La masa de levaduras se puede recuperar para forraje.



Como las materias primas constituyen hasta el 70% del costo final del etanol, se trata de
obtener un alto rendimiento transformando la casi totalidad de los azicares en alcohol a
partir de materiales de bajo costo. El costo de los fermentadores representan la mayor
fraccién de los costos de capital y la productividad esta limitada por la inhibicion debida al

producto y la dificultad de retener altas concentraciones de microorganismos.

Fernandez er al. (2008), encontraron que en fermentaciones realizadas con una cepa
termotolerante, la concentracion final de etanol fue 5,9 % (v/v) a35°Cy 6,2 % a 40 °C, lo

que equivale a rendimientos de 0,39 y 0,41 g de etanol por g de azicares totales.

Barrena et.al. (2010), obtuvieron un maximo rendimiento de aguardiente de 0,350 mL
aguardiente/mL guarapo con los siguientes valores de las variables: 2 horas de aireacion a
0,333 vvm, 0,5 gramos de (NH4),SO4 por litro de jugo de cafia de aziicar y 3,0 gramos de
azucares reductores por litro de jugo de cafia de azucar (contenido promedio del jugo de

cafia de azucar recién extraido).

La ruta enzimtica de la glucdlisis (degradacién de glucosa por via aerobia) y de la
fermentacién alcoholica fue aclarada en el transcurso de muchos afios de investigacion a

finales del siglo XIX y en la primera mitad del XX (Hernandez, 2007).

La glicolisis es el conjunto de reacciones que permiten pasar de la glucosa a piruvato con la
formacién de 2 ATP y 2 NADH. En anaerobiosis el piruvato es descarboxilado hasta
acetaldehido y luego reducido a etanol con gasto del NADH generado en la primera etapa.
En algunas levaduras simultdneamente hay una pequefia produccion de acido acético, como
en el caso de Brettanomyces y Zygosaccharomyces bailii, y en otras de glicerol, por

ejemplo en especies de Saccharomyces. Pocas levaduras fermentan xilosa produciendo

4



etanol, como Pachysolen tannophilus, Pichis stipitis y Candida shehatae (Brock y

Madigan, 1993).

La produccion de células de levadura y la produccién de alcohol por levaduras son dos
procesos industriales muy diferentes: en el primer proceso se requiere oxigeno para la
maxima produccién de material celular y por consiguiente es un proceso aerdbico, en tanto
que el proceso de fermentacion alcohdlica es anaerdbico y sélo se efectia en ausencia de

oxigeno (Brock y Madigan, 1993).

Las levaduras son hongos unicelulares que tienen forma esférica, ovoide, elipsoide o
cilindrica. Se multiplican por brotacion y al separase cada brote queda una escara en la
pared de la célula madre. También suelen presentar una reproduccion sexuada donde dos
células haploides se conjugan formando un zigoto que de inmediato en algunas especies, o
mucho tiempo después y sélo en condiciones especiales en otras, sufre una meiosis

generando las ascosporas haploides (Brock y Madigan, 1993).

Las levaduras pueden oxidar en aerobiosis los monosacaridos, como la glucosa y la
fructosa, hasta didxido de carbono y agua formando ATP, NADH y radicales carbonados
intermedios en la biosintesis celular. Algunas son aerobias estrictas pero otras en
condiciones de anaerobiosis pueden fermentar los azucares produciendo etanol, aunque esta
via metabolica produce mucho menos ATP. Las levaduras usadas industrialmente
consumen como maximo un 10% de sustrato por via oxidativa, pues prefieren la
fermentacion. Entre ellas se encuentran especies de Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Brettanomyces y Candida, las que consumen rapidamente la glucosa. Pero otras utilizan

lentamente el 70% del azlcar en aerobiosis, como las especies de Candida, Hansepula,



Kluyveromyces y la mayor parte de Pichia. Para que los azicares penetren en la células es
necesario un transportador en la membrana citoplasmatica. Los disacéridos, como la

sacarosa son hidrolizados en el exterior de la membrana (Brock y Madigan, 1993).

En el presente trabajo de investigacion, el jugo de cafia de azucar (sustrato) fue inoculado
con Saccharomyces cereviseae, y se le inyectd aire al inicio de la fermentacién por un
tiempo diferente en cada corrida experimental, lo que permitié determinar su influencia
para producir mas bicmasa de la levadura inoculada, con lo que se propicié que el sustrato
sea colonizado mas rapido, de manera que al quedar luego en anaerobiosis, las levaduras
conviertan un mayor porcentaje de azicares reductores en etanol y CO,. Los aziicares
reductores son la fuente de carbono y el sulfato de amonio la fuente de nitrégeno para que
las levaduras se reproduzcan; asimismo, los aziicares reductores serviran como alimento de

las levaduras, en anaerobiosis, y producto de su metabolismo excretaran etanol y CO».

Objetivo general
v Determinar la influencia del tiempo de aireacién, concentracion de azicares
reductores y sulfato de amonio sobre el rendimiento de aguardiente de 20 °Gay

Lussac.

Objetivos especificos

v’ Determinar los valores optimos de las variables influyentes en la produccién de
aguardiente.
v' Evaluar el rendimiento de aguardiente.

v’ Proponer una secuencia de trabajo para incrementar la produccion de aguardiente.



II. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material biologico

Se empleo la levadura Saccharomyces cereviseae para fermentar el jugo de cafia de
azucar y producir etanol, las cuales se aislaron y purificaron como se indica en la

siguiente seccion.
2.1.1. Aislamiento de levaduras

En caldo Sabouraud se aislé y purificé las levaduras a partir del jugo de cafia de
azucar fermentado (guarapo) y de la biomasa de levadura (fermento) que se
encuentra en el fondo de los recipientes donde se fermenta el jugo de cafia de
azucar, se incub6é por 48 horas a 28°C. Las muestras se tomaron de un

productor de guarapo del molino.
2.1.2. Preparacion del inéculo

Para preparar el inéculo se sembré por extensién Saccharomyces cereviseae,
obtenidas.como se indico en la seccidn anterior, en placas con Agar Sabouraud,
se incubd 48 horas a 28°C. A tres placas donde se desarrollo S.cereviseae se le
adiciond 10 mL de agua destilada estéril para retirar por lavado las levaduras, se
depositaron en un matraz Erlenmeyer estéril de 250 mL, luego se le adicion6 50
mL de agua destilada estéril. Con cadmara de Neubauer y microscopio de
determiné la concentracion del inoculo. Para cada sistema a ensayar se empled
15 mL de inéculo con 10° células de levadura/mL (equivalente a 0,5% (v/v) con

respecto al volumen de sustrato).



2.2. Seguimiento del proceso fermentativo

2.2.1. Inicio

En el jugo de cafia se determind: densidad y °Brix, su pH se ajustd a 4,5 con
HCI concentrado y se determiné su contenido de azicares reductores (AR) para
hacer las diluciones y llevar el jugo a un contenido de AR segun el disefio
estadistico. También se inoculé 10 células de levaduras/ mL de jugo de cafia de

azicar.
2.2.2. Cada 24 horas

En una muestra del jugo que se estd fermentando se midi6: densidad, contenido

de azicares reductores (AR) y °Brix.
2.2.3. Al final de la fermentacion (a las 72 horas)

Se realiz6 una destilacion simple hasta que el contenido alcohélico del destilado

fue de 20° GL.
2.2.4. Destilacion

Se ensambl6 el equipo para destilacion simple, empleando un balén de 1000

mL, y un tubo refrigerante. El condensado se recibi6 en un matraz de 500 mL.
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Figura 1. Diagrama de flujo para obtener aguardiente a 20° Gay Lussac.

Fuente: Elaboracién propia



2.2.5. Diseifio estadistico de Box-Behnken

Se utiliz6 el disefio estadistico de Box-Behnken (Montgomery, 2003) para tres
variables independientes, para obtener el mejor valor de cada 'ﬁna de las
variables influyentes en la produccién de aguardiente en la Regiéﬁ Amazonas.
En la Tabla 1 se muestra cada variable independiente con sus valores alto (+),

medio (0) y bajo (-) a ser evaluados.

2.2.6. Variables independientes

> Aireacion: desde el inicio de la fermentacion a 0,45 vvm (0,45 mL de

aire/mL de sustrato): 1 h,2hy 3 h.
> (NH4)2804 (en g/L jugo de cafia): 0,5; 1,0 y 1,5.

> Aziicares reductores (en g/L jugo de cafia): 5,7y 9.

2.2.7. Variable dependiente

En cada corrida experimental: Rendimiento = mL de aguardiente de 20° Gay

Lussac/mL de guarapo,

Tabla 1. Valor de las variables independientes a evaluar con el disefio

estadistico de Box-Behnken.

Aireacién (NH4)2804 Aziicares reductores
Valor (horas) (g/L jugo de cafla) (g/L jugo de cafia)
Alto (+) 03 : 1,5 9,0
Medio (0) 02 1,0 7,0
Bajo () 01 0,5 5,0
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La distribucién de los valores de las tres variables independientes de acuerdo al
disefio estadistico de Box-Behnken para tres variables independientes, se
realizé de acuerdo a la Tabla 2, donde cada columna representa una variable y

cada fila un experimento.

Tabla 2. Distribucién de los valores de las variables independientes segun el

disefio estadistico de Box-Behnken.

Numero de Variables
experimento ‘ A B C
1 - - 0
2 - + 0
3 - 0
4 + + 0
5 - + -
6 - 0 +
7 + 0 -
8 + 0 +
9 0 - -
10 0 - +
11 0 + -
12 0 + +
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fuente: Montgomery, 2003.

Los resultados experimentales se procesaron con el software estadistico

Statgraphics para generar graficas de respuestas en superficie.
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III. RESULTADOS

3.1. Seguimiento de la fermentacion

Tabla 3. Densidad, contenido de azucares reductores y °Brix del jugo de cafia de azicar

durante la fermentacidn alcohdlica.

Numero Densidad Azicares °Brix
de (g/mL) reductores(g/L)

Experimento

Inicio 24h 48h 72h Inicio24h 48h 72h  Inicio 24h 48h 72h

1 1,072 1,049 1,030 1’010, 7 13,2 17,9 83.0 17;2 16,9 15,5 13,2
2 1,074 1,060 1,013 1,010 7 16,7 33,3 125 17,5 16,9 16,2 13,7
3 1,074 1,049 1,049 1,020 7 16,1 38,5 834 17,6 169 14,3 134
4 1,072 1,049 1,035 1,030 7 17,8 38.5 100 16,4 16,6 15,0 13,6
5 1,068 1,040 1,025 1,020 5 16,7 33.3 100 10.7 10,7 9,60 8,10
6 1,075 1,059 1,036 1,022 9 12,5 20,8 83,3 18,5 17,9 15,4 13,8
7 1,071 1,045 1,032 1,015 5 20,8 35,7 125 11.5 10,8 9,8 9,40
8 1,074 1,049 1,049 1,020 9 16,1 38,5 83.4 18.3 17,6 16.9 14,3
9 1,070 1,050 1,025 1,015 5 14,3 19.2 125 10,5 10,0 9,5 9,0
10 1,075 1,045 1,020 1,008 9 12,5 15,6 100,0 18,3 17,6 14,6 13,8
11 1,071 1,052 1,018 1,010 5 14,3 20,8 125,0 10,6 10,2 9,7 9.2
12 1,074 1,041 1,025 1,020 9 16,7 45,5 125 18.3 17,8 17,1 14,9
13 1,074 1,050 1,036 1,018 7 19,2 33,3 125 17,5 16,5 13,5 11,5
14 1,075 1,045 1,020 1,008 7 12,5 15,6 100,0 17,6 14,6 13,8 11,6
15 1,071 1,052 1,018 1,010 7 14,3 20,8 1250 17,0 16,4 13,9 12,0

Fuente: Elaboracion propia



En la Tabla 3 se aprecia que la densidad del jugo de cafia de azicar en fermentacion va
disminuyendo conforme avanza la fermentacion, debido a la produccion de CO,, que se
disipa al medio ambiente. Los azucares reductores van incrementindose debido a que
continta Ja hidrélisis de la sacarosa presente en el jugo de cafia de azicar, por estar en
medio 4cido (pH 4,5). Los °Brix del jugo fermentado disminuyen, lo cual también se debe a
la produccion y disipacion de CO», lo que disminuye el contenido de s6lidos disueltos en el

medio, incidiendo directamente sobre el valor de los °Brix.
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3.2. Destilacion simple del jugo de caifia fermentado

Tabla 4. Rendimiento de aguardiente de 20° Gay Lussac, de cada una de las 15 corridas

experimentales.
Numero de Guarapo Aguardiente Rendimiento
experimento (mL) de 20° GL (ml._de aguardiente)
(mL) mL guarapo
1 3000 660 0.220
2 3000 750 0.250
Z% 3000 696 0,232
4 3000 696 0,232
5 3000 588 0,196
6 3000 1101 0,367
7 3000 570 0,190
8 3000 1035 0,345
9 3000 726 0,242
10 3000 930 0,310
11 3000 825 0,275
12 3000 1056 0,352
13 3000 474 0,158
14 3000 o480 0,160
15 3000 495 - 0,165

Fuente: Elaboracion propia
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3.3. Rendimiento de aguardiente aplicando el diseiio estadistico de Box-Behnken

Tabla 5. Resultados de cada una de las 15 corridas experimentales.

Numero Variables Rendimiento Orden
de de aguardiente de

experi- A B C (mL aguardiente) Pro-

mento  Aireaciéon  (NH4)2SO4 Azucares reductores mL guarapo duccién

(h) (g/L jugo cafia) (g/L jugo caiia)

1 1 0,5 7,0 0,220 10
2 1 1,5 7.0 0,250 6
3 3 0,5 7.d 0,232 8
4 3 1,5 7,0 0,232 9
5 1 1,0 _ 5,0 0,196 11
6 1 1,0 9,0 0,367 1
7 3 1,0 5,0 0,190 12
8 3 1,0 9.0 0,345 3
9 2 0,5 5.0 0,242 7
10 2 0,5 9,0 0,310 4
11 2 1,5 5.0 0,275 5
12 2 1,5 9,0 0,352 2
13 2 1,0 7,0 0,158 15
14 2 1,0 7,0 0,160 14
15 2 1,0 7,0 0,165 13

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla S se aprecia que con los valores de las variables del experimento 6 se¢ ha

obtenido el mayor rendimiento de aguardiente.
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Tabla 6. Analisis de varianza para rendimiento de aguardiente.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
cuadrados

A: Aireacion 0,0001445 1 0,0001445 0,18 0,6821

B: Sulfato Amonio  0,00137813 1 0,00137813 1,71 0,2237

C: AR 0,0277301 1 0,0277301 34,36 0,0002

BB 0,00731078 1 0,00731078 9,06 0,0147

CC 0,0270669 1 0,0270669 33,54 0,0003

Error total 0,00726406 9 0,000807118

Total (corr.) 0,0690509 14

Fuente: Elaboracion propia.

El valor-P menor de 0,05 (95% de confianza) indica que son variables influyentes en el

rendimiento de aguardiente.

Tabla 7. Coeficiente de regresion para rendimiento de aguardiente.

Coeficiente Estimado
Constante 1,17645
A: Aireaciéon -0,00425
B: Sulfato de Amonio -0,328673
C: AR -0,269341
BB 0,177462
cC 0,0213413

Fuente: Elaboracién propia
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Con los valores experimentales obtenidos al ejecutar la matriz del disefio estadistico de
Box-Behnken para la optimizacion de la produccion de etanol a partir del jugo de cafia, se
realiz6 un anélisis de regresion y se obtuvo la ecuacién del modelo que mejor se ajusta a

estos resultados, la cual viene dada por:

Rendimiento Aguardiente = 1.17645 - 0.00425* Aireacion - 0.328673*Sulfato Amonio -

0.269341*AR + 0.177462*Sulfato Amonio”2 + 0.0213413*AR"2.

Tabla 8. Camino de maximo descenso para rendimiento de aguardiente.

Aireacién  Sulfato Amonio Azicares reductores Rendimiento aguardiente
(h) (g/L sustrato) (g/L sustrato) (mL aguardiente/mL guarapo)
2,0 1,0 7,0 0,177077
3,0 0,923565 6,30042 0,161708
4,0 0.923565 6,30042 0,157458
5,0 0.923565 6,30042 0,153208
6,0 0.923565 6,30042 0,148958
7,0 0.923565 6,30042 0,144708

Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla 8 se despliega el trayecto de maximo descenso, este es el trayecto desde el
centro de la regién experimental, a través del cual la respuésta estimada cambia mas
rapidamente con un cambio menor en los factores experimentales. Indica buenas
locaciones para correr experimentos adicionales si el objetivo es incrementar o decrementar
el rendimiento de éguardiente. Actualmente, 6 puntos se han generado cambiando
aireacion en incrementos de 1,0.
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Tabla 9. Pardmetros Optimos para rendimiento de aguardiente.

Valor 6ptimo = 0.383042

Factor Bajo Alto  Optimo

Aireacion L0 30 10
Sulfato amonio 0,5 1,5 1,5

AR 50 9,0 899986 -

Fuente: Elaboracién propia

En la Figura 2 se muestra la influencia de las tres variables independientes, siendo la més.

influyente la concentracién de aziicares reductores y la menos influyente el tiempo de

aireacion.

CAR | ] C3+
=3 -

cc| | |
8B l

B:Suifato Amonio I:’

aaveacon| [ |
0 1 2 3 4 . 5 6
Efecto estandarizado

Figura 2. Diagrama de Pareto estandarizado para rendimiento de aguardiente. Fuente:

Elaboracién propia.
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En la Figura 3 se muestra la concentracion de azicares reductores versus el sulfato de
amonio a una aireaciéon constante de 1 hora se obtiene €l méximo rendimiento de

aguardiente.

Aireacion=1.0

Rendimiento Aguardiente

Figura 3. Representacién gréfica para rendimiento de aguardiente optimizado bajo un

modelo de superficie respuesta. Fuente: Elaboracién propia.

En la Figura 4 se muestra el punto de maximo rendimiento de aguardiente lo cual se obtiene
con los valores altos en concentraciones de aziicares reductores y sulfato de amonio con

una aireacion constante de 1 hora.

Contomes de 1a Superficie de Respuesia Estimada
Alreacién=1.0
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el 11— 0325
{ 2:——- 0.35
- 1— 0375
sk . : \ T A s
0.5 67 09 1.1 13 16
Sulfato Amonio

Figura 4. Representacion grafica para rendimiento de aguardiente bajo un modelo contorno

superficie respuesta. Fuente: Elaboracién propia.
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IV. DISCUSION

Con 1 hora de aireaciéon a 0,45 vvm se han obtenido los mayores rendimientos de
aguardiente que con 3 horas o con 2 horas de aireacién también a 0,45 vvm. La aireacién en
un sustrato que contiene azucares reductores permite que la biomas‘a de Saccharomyces
cerevisiae inoculada se incremente, la cual colonizard rapidamente el sustrato. En
anaerobiosis, la S. cerevisiae convierte los azicares reductores en etanol y CO,. En el
presente trabajo de investigaciéon se ha determinado que el menor tiempo de aireacidén

favorece el mayor rendimiento de aguardiente.

En la presente investigacion, el maximo rendimiento de aguardiente obtenido fue de 0,367
mL aguardiente de 20 °GL/mL guarapo y se ha obtenido con los valores de las variables del
experimento nimero 6: 1 horas de aireacion a 0,45 vvim (yolumen de aire empleado es 0,45
del volumen de sustrato en el biorreactor), 1,0 gramos de (NH4),SO4 por litro de jugo de
cafia de azicar y 9,0 gramos de azlcares reductores por litro de jugo de caiia de azlcar
(contenido promedio del jugo de cafia de azucar recién extraido). Barrena et.al. (2010),
obtuvieron un méaximo rendimiento de aguardiente de 0,350 mL aguardiente de 20
°GL/mL guarapo con los siguientes valores de las variables: 2 horas de aireacién a 0,333
vvm, 0,5 gramos de (NH4),SO4 por litro de jugo de cafia de azicar y 3,0 gramos de
azucares reductores por litro de jugo de cafia de azucar. El rendimiento obtenido en la
presente investigacién es mayor debido a que la S. cereviseae ha estado mayor tiempo en

anaerobiosis, condicion en la que esta levadura produce etanol y no biomasa.

El procesamiento de los resultados experimentales con el software Statgraphics permite

predecir que se puede obtener 0,383 mL aguardiente de 20 °GL/mL guarapo con los



siguientes valores de las variables: lvhora de aireaciéon a 0,45 vvm, 1,5 gramos de
(NH4),SO4 por litro de jugo de cafia de azicar y 8,99 gramos de azucares reductores por
litro de jugo de cafia de azicar. El rendimiento predicho es ligeramente mayor al obtenido
con el experimento 6 en la presente investigacion, con la diferencia que el resultado del
software indica que se debe emplear mas (NH4),SO4 para incrementar en rendimiento de

aguardiente en solo 1,6%.

Seglin los parametros Optimos para rendimiento de aguardiente (Tabla 9), se deduce de
manera general que la mayor concentracién de (NH4),SO4 es la que permite mayor
rendimiento de aguardiente. Mientras que el tiempo de aireacion (p>0,05) es menos
influyente para el rendimiento de aguardiente tal como se muestra en la Tabla 6 de analisis

de varianza y en la Figura 2 del diagrama de Pareto estandarizado.

El mayor contenido de azucares reductores (9 g/L), si se asocia a la mayor concentracién de
(NH4),SO4 empleada ‘en el presente trabajo de investigacién (1,5 g/L), permite obtener los
mayores rendimientos de aguardiente, resultado que se favorece mas si se emplea el valor
bajovde aireacion (1 hora), tal como se aprecia en la Figura 3 de superficie de respuesta

obtenida con el software Statgraphics.

Conforme avanza la fermentacién, se aprecia en la Tabla 3, que la densidad del jugo de
cafia de azacar fermentado disminuye, el contenido de azicares reductores aumenta porque
se esta hidrolizando la sacarosa presente en el jugo; los °Brix disminuye porque vdurante la
bioconversién de sacarosa en etanol realizado por la S. cerevisiae también se produce CO,

gaseoso que sale del sustrato en fermentacidn, perdiéndose masa.
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La Tabla 6 del anélisis de varianza, particiona la variabilidad de rendimiento aguardiente en
piezas separadas para cada uno de los efectos, entonces prueba la significancia estadistica
de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental
en este caso, 3 efectos tienen una p-valor menor que 0,05, indicando que son

significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

Segin Rodriguez et al. (2011), la variable mas influyente para obtener mayores
rendimientos de aguardiente es la concentracion de aziicares reductores, lo cual coincide los
resultados del presente trabajo de investigacion, demostrado en la Figura 2 del diagrama de

Pareto.

Segin Rodriguez et al. (2011), el pH 6ptimo para producir etanol es de 4,55 siendo similar
al empleado en la presente investigacion, el cual se ajusté a 4,5 adicionando HCI

concentrado al jugo de cafia de azucar.
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V. CONCLUSIONES

El méximo rendimiento fue de 0,367 mL aguardiente de 20 °GL/mL guarapo con los
siguientes valores de las variables: 1 hora de aireacion a 0,45 vvm, 1,0 gramos de
(NH4),S04 por litro de jugo de caifia de azicar y 9,0 gramos de azicares reductores por

litro de jugo de cafia de azucar.

La concentracién de 1,0 g (NH4)2;SO4/L de jugo de cafia de azlcar, es la que ha

permitido mayores rendimientos de aguardiente.

La variable mas influyente para el rendimiento de aguardiente fue la concentracién de

azihcares reductores en el jugo de cafia de azicar.

El menor tiempo de aireacion (1 hora a 0,45 vvm) favorece el mayor rendimiento de

aguardiente.



V1. RECOMENDACIONES

Los productores de aguardiente de la Regién Amazonas deben seguir la siguiente secuencia
de trabajo para obtener el maximo rendimiento de aguardiente de 0,367 mL aguardiente/mL

guarapo:

> Bajar el pH del jugo de caiia de azicar a 4,5 con HCI concentrado. Este jugo debe

contener en promedio 9,0 gramos de azticares reductores/litro.
» Suplementar el jugo con 1,0 gramos de (NH4)2SOy4 por litro de jugo de cafia.

» Inocular el jugo acidificado con 0,5 %(v/v) de inéculo de Saccharomyces cerevisiae

que contiene 10° células/mL.
» Airear el jugo inoculado durante 1 hora a 0,45 vvm.
» Fermentar durante un tiempo de 72 a 96 horas.

> Deben contar con un alcoholimetro para determinar exactamente el momento en el
cual deben detener la destilacion, de esta manera se estard obteniendo un producto

estandar con respecto al contenido de grado alcohélico de 20 °Gay Lussac.

> En futuras investigaciones, determinar el flujo de calor que se disipa en cada

biorreactor para determinar la necesidad de refrigerante.
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ANEXO 1

Superficie de respuesta para rendimiento de aguardiente

S s Je Respuesta Estimada
e A Feaciom=2.0

Rendimiento Aguardiente

oo

05 %7 Sufato Amonio

Figura 5. Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con aireacién censtante

igual a 2 horas. Fuente: Elaboracién propia.

Superficie de Respuesta Estimada
Aireacion=3.0

Rendimiento Aguardiente

Figura 6. Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con aireacion constante

igual a 3 horas. Fuente: Elaboraci6n propia.
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Superficie de Respuesta Estimada
Sufato Amonio=0.5

Rendimiento Aguardiente

Figura 7. Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con sulfato de amonio

constante (0,5 g/L de jugo de cafia). Fuente: Elaboracion propia.

Superficie de Respuesta Estimada
we Sulfato Amonio=1.0

Rendimiento Aguardiente

‘Figura 8. Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con sulfato de amonio

constante (1.0 g/L de jugo de cafia). Fuente: Elaboracion propia.
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Superficie de Res| ta Estimada
Suifat Ronic

o Amonio=1.5

Rendimiento Aguardiente

Figura 9. Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con sulfato de amonio

constante (1,5 g/L de jugo de cafia). Fuente: Elaboracion propia.

Superficie de Respuesta Estimada
AR=5.0

Rendimiento Aguardiente

Figura 10. Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con AR (azucares

reductores) constante 5 g/L. de jugo de cafia. Fuente: Elaboracién propia.
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Swerficie de Resguesta Estimada
e AR=7.0

Rendimiento Aguardiente

Figura 11. Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con AR (azucares

reductores) constante 7 g/L de jugo de cafia. Fuente: Elaboracién propia.

Superficie de Respuesta Estimada
AR=9.0

Rendimiento Aguardiente

Figura 12. Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con AR (azucares

reductores) constante 9 g/L de jugo de cafia. Fuente: Elaboraci6n propia.
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ANEXO 2

Muestreo de guarapo y concho para aislar levaduras

N e B

N &

Fotografia 2. Muestras obtenidas de levaduras del Anexo El Molino, Chachapoyas,
Amazonas.
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ANEXO 3

Composicién de los medios de cultivo

Caldo Sabouraud

Peptona 10g

Glucosa 40¢g

Agua destilada 1000 mL
Agar Sabouraud

Peptona 10 g

Glucosa 40¢g

Agar 15¢g

Agua destilada 1000 mL
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ANEXO 4

Preparacién del Caldo Sabouraud y Agar Sabouraud

Fotografia 5. Esterilizacion de los medios de  Fotografia 6. Medio de cultivo esterilizado
cultivo (Caldo Sabouraud).

5.1. . .
m

Fotografia 7. Observacion al microscopio Fotografia 8.Placas con Agar Sabouraud,

presencia de lavaduras inoculacién de levaduras.
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ANEXO §

Conteo de levaduras en cimara de Neubauer

e

.

R |

Fotografia 9. Placas incubadas por 48 horas Fotografia 10. Camara de Neubauer

Fotografia 11. Camara de Neubauermvista al  Fotografia 12. Levaduras en la Cadmara

microscopio de Neubauer vista al microscopio.

Fotografia 13. Levaduras para ser utilizadas en los biorreactores.
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Conteo de células de levaduras.

Numero de células de levaduras Y (A1+A3+C1+C3+B2)/5

mL Factor de dilucién x10“* mL
Donde A1, A3, C1, C3 y B2 son los cuadros de la camara de Neubauer
(A1+A3+C1+C3+B2)/5 = 96 contados a una dilucién del inéculo de 107!

Numero de células de levaduras 96

mL 10" x10*mL

Numero de células de levaduras

= 9,6x106 células de levadura en el indculo.

mL
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ANEXO 6

Ensamble de los biorreactores, regulacién de bombas y fermentacién del jugo de caifia.

Fotografia 14. Ensamble de los biorreactores. Fotografia 15. Regulacién de bombas.

e -

o

: 4
) | L s
Fotografia 16. Regulaci6n del volumen de Fotografia 17. Estandarizaci6n del
aire inyectado sustrato: inoculacion de levaduras,
sulfato de amonio pH y azucares reductores.

—  —° T ) [Of

l 6 £y = j.‘) k. ,_,___.:J

L “ ‘ 3

Fotografia 18. Control del tiempo de Fotografia 19. Fermentacion alcohédlica
aireacion 1,2 y 3 horas.
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ANEXO 7

Determinacion de densidad, azheares reductoresy °Brix

—

Fotografia 21. Determinacion de aziicares reductores.
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Contenido de azucares reductores

Los carbohidratos cuyas moléculas contienen un grupo carbonilo libre, se denominan
reductores. Se utilizé la metodologia de Lane y Eynon (Amaga y Altamirano, 1999) para
determinar la cantidad de azicares reductores. El método se basa en que los azicares que

tienen caracter reductor, reducen las sales de cobre a éxido cuproso (Cu0O) en solucion

alcalina.
R-CHO + 2 CuSO4 + 4NaOH - R-COOH + 2 Na,SO; CuO + HO
Valoracion del reactivo de Fehling

Se llen6 la bureta de 50 mL con una solucidn de glucosa al 0,5%(p/v), después se depositd
én un matraz Erlenmeyer 5 mL de Fehling A (CuSO4 = 34,65 g para 1 L) y 5 mL de
Fehling B (tartarato de sodio y potasio = 34,65 g y hidrdxido de sodio = 50,00 g; para 1 L),
luego se agregd a este matraz 4 gotas de azul de metileno al 1%(p/v) (indicador) y se
calenté con un mechero de alcohol hasta ebullicion. Enseguida se valor6 el reactivo de
Fehling, manteniendo la ebullicién, con la solucién de glucosa al 0,5%. Se finaliz la
valoracion cuando el sulfato cuprico se redujo totalmente, lo cual se comprobd por el
cambio de color azul a un precipitado rojo ladrillo, anotandose el volumen de gasto (C mL)

de la solucion de glucosa al 0,5%.
Equivalencia en glucosa del reactivo de Fehling

Se determind la equivalencia del reactivo de Fehling con el consumo de solucién de

glucosa (C mL) en la valoracion:
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Solucién de glucosa al 0,5% equivale a decir 0,5 g de glucosa contenidos en 100 mL de

esta solucion.

C mL de solucién de glucosa consumidos = D g de glucosa
Entonces: 10 mL de Fehling A y B =D g de glucosa.
Determinacion de azicares reductores

Se liené la bureta de 50 mL con el jugo de cafia de azucar filtrado. En un matraz.
Erlenmeyer de 250 mL se deposité 5 mL de Fehling A y 5 mL de Fehling B, enseguida se

agité para homogenizar la mezcla, lTuego se agfegé a este matraz 4 gotas de azul de
metileno al 1%(p/v) (indicador) el cual dio un color azul intenso. Se calenté el matraz con
un mechero de alcohol hasta ebullicion. A continuacion, se dej6 caer de la bureta el jugo
filtrado en goteo rapido manteniendo la ebullicién. Se finalizé la titulacién cuando el
reactivo de Fehling cambi6 de color azul a un precipitado rojo ladrillo, anotandose el

volumen de jugo de caiia filtrado gastado (Y mL) en la titulaci6n.
Determinacién de g glucosa/L de jugo de cafia de aziicar:
D g glucosa 10 mL Fehling 1000 mL

X X__. __=E g glucosa/L jugo cafia de azacar

10 mL Fehling Y mL jugo consumido 1L

39



Fotografia 23. Medici6n de °Brix.
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ANEXO 8

Destilacion simple, aguardiente de 20° Gay Lussac.

Fotografia 24. 1 Litro de jugo fermentado Fotografia 25. Destilacién simple del

guarapo

Fotografia 26. Medici6n de los grados
alcoh6licos

Fotografia 27. Muestras aguardiente de 20
°Gay Lussac.
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