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RESUMEN

Debido a las diferentes condiciones climéticas y a la composicion de los terrenos de
los valles interandinos del Pert, la cabuya azul (Agave americana L.) crece de forma
silvestre en grandes extensiones de terrenos rurales. A pesar de contar con esta
importante disponibilidad, no se explota industrialmente, pues no existe tradicién ni
experiencia tecnoldgica en su desarrollo industrial. La presente investigacion se realizé
en dos etapas: en la primera, se determinaron los valores de las variables de
temperatura, pH y tiempo para obtener el médximo rendimiento de azucares reductores
en el proceso de hidrélisis de los polisacaridos presentes en el jugo de cabuya. En la
segunda etapa, se determinaron los valores de las variables de temperatura, pH y
concentracion del nutriente fosfato diaménico para obtener el mayor rendimiento de
alcohol etilico en el proceso de fermentacion alcohdlica del jugo de la cabuya azul
(Agave americana L.), empleando cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae (D 47,
de la marca LALVIN — Canadd) para obtener el mayor rendimiento de etanol. Los
experimentos se realizaron en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y la
Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. La materia prima (jugo de cabuya) se obtuvo en el distrito de La Merced de la
provincia de Churcampa, departamento de Huancavelica. El resultado de los experimentos
fue un rendimiento de azicares reductores del 91,06 % en el proceso de hidrdlisis, en
condiciones de temperatura de 110 °C, pH 2,5 y en un tiempo de 10 horas (h); respecto al
proceso de fermentacion alcoholica, el rendimiento de etanol fue del 47,96 %, en una
concentracion de sustrato de 90 g/L, temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracion del

nutriente fosfato diaménico de 2 g/L; el proceso de fermentacion fue de 26 h.

Palabras claves:

Fructanos, inulina, hidrolisis, nutrientes, azicares reductores.
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SUMMARY

Due to the different climatic conditions and the composition of the terrain of the inter-
Andean valleys of Peru, the blue cabuya (Agave americana L.) grows wild in large
extensions of rural lands. Despite having this important availability, is not exploited
industrially, since there is no tradition or technological experience in its industrial
development. The present research was carried out in two stages: in the first, the values
of the variables of temperature, pH and time were determined to obtain the maximum
yield of reducing sugars in the hydrolysis process of the polysaccharides present in the
cabuya juice. In the second stage, the values of the variables of temperature, pH and
concentration of the nutrient diammonium phosphate were determined to obtain the
highest yield of ethyl alcohol in the process of alcoholic fermentation of the juice of
the blue cabuya (Agave americana L.), using Saccharomyces cerevisiae yeast strains
(D 47, from LALVIN - Canada) to obtain the highest ethanol yield. The experiments
were carried out in the laboratories of the Faculty of Biological Sciences and the
Faculty of Chemistry and Chemical Engineering of the Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (UNMSM). The raw material (cabuya juice) was obtained in La Merced
district of the Churcampa province, Huancavelica department. The result of the
experiments was a yield of reducing sugars of 91.06 % in the hydrolysis process, under
conditions of temperature of 110 °C, pH 2.5 and in a time of 10 hours (h). Regarding
the alcoholic fermentation process, the ethanol yield was 47,96 %, at a substrate
concentration of 90 g/L, a temperature of 28 °C, pH 3.5 and a concentration of the

nutrient diammonium phosphate of 2 g/L; the fermentation process lasted 26 h.

Keywords:

Fructans, inulin, Hydrolysis, nutrients, Reducing sugars.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Situacion problematica

En el Pert, debido a la diversidad de ecosistemas y a la composicion de los terrenos
de los valles interandinos, la cabuya azul (Agave americana) crece en forma silvestre
en grandes extensiones de terreno, en las zonas rurales de los departamentos de
Cajamarca, Huancavelica, Hudanuco y Ayacucho. A pesar de contar con esta
importante disponibilidad, la cabuya azul no se explota industrialmente y se
desperdicia el aprovechamiento de esta materia prima. En los departamentos del sur
del pais, principalmente en Huancavelica, en donde abunda esta planta, los pobladores

aprovechan el jugo de cabuya para el procesamiento artesanal de chancaca.

Contrariamente a lo que ocurre en México, donde se cultiva la cabuya azul de forma
intensiva para la produccién de tequila (60 000 ha, en la region de San Luis Potosi), en
el Peru, esta especie no es explotada industrialmente por falta de una tecnologia
adecuada para realizar los procesos de fermentacion y destilacion con el fin de obtener

un licor derivado de este producto.

La produccion a escala industrial o piloto del destilado de la fermentacion alcohélica
del jugo de cabuya constituiria un proceso innovador en nuestro pais, donde no existe
ni tradicidn ni experiencia tecnoldgica en su desarrollo industrial. De igual manera, no
se han publicado investigaciones cientificas que aborden el estudio de este proceso,
por lo cual, no se dispone de informacién cientifica de las propiedades fisico-quimicas
y de las condiciones que influyen en la calidad y rendimiento del producto de la
fermentacidn del jugo de la cabuya azul obtenido de la planta, a diferentes condiciones
de clima, altitud y composicién de los terrenos de las diferentes zonas del Pert, lo que

dificulta su explotacion a escala industrial.



1.2 Formulacién del problema

Problema general
(Cudles serian las condiciones Optimas para lograr el madximo rendimiento en la
fermentacién alcohdlica del jugo de cabuya azul (Agave americana L.) que crece de

forma silvestre en el Pert, empleando cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae?

Problemas especificos

1. (Cudl seria la temperatura y el pH Optimos del proceso de hidrdlisis de los
polisacéridos (fructanos) presentes en el mosto de la cabuya azul?

2. (Cudl seria la temperatura y el pH 6ptimos del proceso de fermentacién del jugo
de cabuya azul para lograr el méximo rendimiento?

3. (Cuadl serfa la concentraciéon Optima del nutriente fosfato diamoénico que se
empleard en el proceso de fermentacion del mosto?

4. (Cudl seria el rendimiento maximo que se puede lograr en el proceso de
fermentacion del mosto del jugo de cabuya azul en condiciones Optimas de

operacion?

1.3 Justificacion tedrica

Considerando que no existen investigaciones cientificas publicadas en nuestro pais
sobre el tema planteado, la presente investigacion se propone contribuir con el acervo
cientifico desarrollado por la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), al establecer las condiciones
de hidrélisis térmica del jugo en autoclaves, de los fructanos presentes en las cabezas
de agave para liberar los azicares fermentables, principalmente fructosa, glucosa,
xilosa y maltosa (Michel-Cuello, Judrez-Flores, Aguirre y Pinos-Rodriguez, 2008), asi
como de las condiciones de temperatura, pH, concentracién de nutrientes y tiempo,
para lograr el maximo rendimiento en la fermentacién alcohdlica del jugo de cabuya
azul que crece de forma silvestre en el Perd, empleando cepas de levadura

Saccharomyces cerevisiae.



Los resultados de esta investigacion proporcionarian la base para realizar estudios
posteriores sobre las propiedades fisico-quimicas del jugo obtenido del Agave
americana en diferentes altitudes, condiciones de clima y atendiendo a la composicién
de los terrenos de las diferentes zonas del pais; ademads, se aplicardn otros métodos de
hidrdlisis de los fructanos, estudio de aplicacién de levaduras aisladas del jugo y
variedades de nutrientes en el rendimiento de la fermentacidn, determinacién de tipos
de fructanos presentes en el jugo, determinacién de compuestos de la oxidacién e
hidrdlisis de azicares y de compuestos de la fermentacién que juegan un importante
rol en el aroma del producto final, etcétera. De esta manera, se profundizardn los
conocimientos cientificos y tecnoldgicos sobre esta materia prima con el fin de

aplicarlos en la incipiente industria del licor de cabuya en el Peru.

El clima templado, de 18 °C a 26 °C, de los valles interandinos de la sierra del pais
son ideales para el desarrollo del Agave americana. Esto, unido a las condiciones
favorables de la composicion de nutrientes orgdnicos y de compuestos de origen
mineral de los terrenos, logra que el tiempo de maduracién de esta planta fluctie entre
los cinco y diez aios, periodo mucho menor que los siete a nueve afios requeridos para
la maduracion de la misma variedad mexicana. Considerando dicha ventaja y
estableciendo una politica de cultivo conforme al uso de las plantaciones silvestres en
la actualidad, se evitarian problemas en cuanto a la disponibilidad de materia prima y

no se causaria depredacion ni erosion de los suelos.

De esta manera, econdmicamente, se justificaria la investigacion, pues propondré las
condiciones adecuadas para la elaboraciéon de un producto nuevo en el pais (licor de
cabuya) a partir de una materia prima oriunda y con grandes posibilidades de
disponibilidad inmediata, a mediano y largo plazo. Ademads, los resultados de la
investigacion facilitarian la implementacion de centros de produccion a pequefia o
mediana escala, que podrian ser creados con recursos provenientes de la inversion
publica o privada. Estos centros de produccién tendrian una incidencia positiva en las
zonas donde abunda esta materia prima, ya que se aprovecharia este recurso natural
(que actualmente se desperdicia) y se crearian fuentes de trabajo, lo cual contribuiria
al desarrollo econémico y social de la agroindustria y de la poblacion rural, ademés de

mejorar los ingresos econémicos y la calidad de vida de tal poblacion.



1.4 Justificacion practica

Por los multiples productos que se obtienen de la cabuya azul (licor tipo tequila, jarabes
con alto contenido de fructosa, inulina, fibras, etcétera) y la importancia que adquiere
desde el punto de vista socioecondmico y agroecoldgico a partir de los beneficios que
generaria a los habitantes y al medio ambiente de las zonas donde se desarrolla, es
importante promover el cultivo de esta planta, principalmente, en las zonas eriazas y
en las laderas de las montafias de los valles interandinos del Pera. De esta manera, se
podria ampliar la frontera agricola, lo cual constituiria un renglén de gran importancia
para lograr un desarrollo sostenible. Con la difusién del aprovechamiento de esta
planta para la obtencién de diferentes productos derivados, se incentivaria el cultivo

de tierras eriazas que no se aprovechan con ningun tipo de cultivo.

El cultivo de la cabuya azul, ademads, tiene la particularidad de evitar la erosién del
suelo, ayuda a retener el agua y crear asi un ecosistema favorable para el cultivo de

otras plantas, lo que ayudaria a mejorar el microclima de la zona.

Mientras que en México, debido a la produccién industrial del tequila a gran escala, el
jugo se obtiene de la pifia o cabeza de la planta; en el Perd, principalmente en el

departamento de Huancavelica, el jugo se obtiene mediante una técnica ancestral, que
permite recolectar 9 litros (L) de jugo al dia por planta (recoleccion de 3 veces al dia)
durante dos a tres meses, segln el tamafo de la planta y las condiciones climaticas en

la que crece, lo que lleva a recolectar aproximadamente 270 L de jugo al mes.

Con los conocimientos cientificos y tecnologicos adquiridos mediante investigacion,
ligados a las caracteristicas de la materia prima con la que se ha trabajado, la tecnologia
ha sido adaptada para trabajar con dicha materia prima, con lo que se obtiene un licor
similar al tequila mexicano. Esta tecnologia es novedosa, ya que no se conoce en el

pais la produccion de licor de cabuya con respaldo técnico.

Los resultados de la investigacion propuesta contribuirian a facilitar la implementacién
de centros de produccion a escala piloto, lo cual constituiria un proceso innovador en

nuestro pais.



En la figura 1 (del anexo 2), se muestran plantas de cabuya azul que crecen en
diferentes zonas del Perd. En la figura la, se muestran plantas de cabuya azul que
crecen de forma silvestre en la provincia de Ambo, departamento de Hudnuco; y en la
figura 1b, se ven plantas de cabuya azul que crecen en las zonas rurales del distrito de

La Merced, provincia de Churcampa, departamento de Huancavelica.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Determinar las condiciones Optimas para lograr el miximo rendimiento en la
fermentacion alcohdlica del jugo de cabuya azul (Agave americana L.) —planta que
crece de forma silvestre en el Peri— empleando cepas de levadura Saccharomyces

cerevisiae.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Determinar la temperatura y el pH 6ptimos del proceso de hidrélisis de los
polisacéridos (fructanos) presentes en el mosto de la cabuya azul.

2. Determinar la temperatura y el pH 6ptimos del proceso de fermentacion del
mosto del jugo de cabuya azul para lograr el mdximo rendimiento.

3. Determinar la concentraciéon 6ptima del nutriente fosfato diaménico que se
empleard en el proceso de fermentacion del mosto.

4. Determinar el rendimiento méximo que se pueda lograr en el proceso de
fermentacion del mosto del jugo de cabuya azul, en las condiciones ptimas de

operacion.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

Marco filosdfico y epistemoldgico de la investigacion

2.1 Antecedentes de la investigacion

Gil-Vega, Diaz, Nava-Cedillo y Simpson (2006) compararon nueve genotipos de
diferentes variedades de Agave tequilana Weber, utilizando marcadores AFLP
(andlisis de marcado con fluorescencia). Ademads, estudiaron las variedades del Agave
tequilana Weber variedad azul presentes en las plantaciones del estado de Guanajuato,

29 <¢ 29 <¢

en México. Nueve de estas variedades: “azul”, “sigiiin”, “chato”, “bermejo”, “pata de
2 (13 3 2 13 2 [13 =\ (13 b 2 b
2 b b 2
mula”, “hoja delgada”, “manso”, “moralefio” y “azul listado”, se obtuvieron de
diferentes lugares en los estados de Guanajuato y Jalisco. Para la produccion de tequila

solo se utiliza el Agave tequilana Weber variedad azul. (p.905).

Montanez, Venegas, Vivar y Ramos (2011) caracterizaron y cuantificaron “los
fructanos presentes en la cabeza y en las hojas del Agave tequilana Weber azul” (p.
199). La parte aérea de la planta estd integrada por hojas y tallo. El tallo, conocido
como ‘“cabeza” o “pifia”, posee un alto contenido de fructanos y se utiliza para la

produccion de tequila (Diaz-Teres, Sanjuan, Anzaldo y Rowell, 2001).

“Para la caracterizacion y cuantificacion de los carbohidratos se determinaron los
azucares reductores directos (ARD) y azicares reductores totales (ART) Miller (1959);
también se determind el contenido de glucosa (G) Trinder (1969) y la fructosa (F) se

determin6 como: F = ARD — G” (Montafiez, et al., 2011, p. 200-201).

La tabla 1 muestra los carbohidratos presentes en las diferentes partes de la planta de

Agave tequilana Weber variedad azul.



Tabla 1
Composicion quimica de las diferentes fracciones del Agave tequilana azul
Fraccion Componente (% base seca)
ARD FOS Inulina ART
Punta de hoja 17,81 6,24 2,25 26,30
Base de hoja 18,18 13,66 24,52 56,36
Cabeza 12,00 24,96 43,24 80,20

ARD: azucares reductores directos; FOS: fructoolisacaridos; ART: azucares reductores totales
(Montafiez-Soto et al., 2011).

Lavado, Robles y Yenque (2015) estudiaron las propiedades fisico-quimicas del jugo
de cabuya azul obtenido en el distrito de Huanca Huanca, provincia de Angaraes,
departamento de Huancavelica, zona en la cual se elabora chancaca de manera
artesanal a partir del mencionado jugo. En la tabla 2, se muestran las propiedades

fisico-quimicas del jugo de cabuya azul.

Tabla 2
Propiedades fisico-quimicas del jugo de cabuya azul
Inulina °Brix Densidad Viscosidad
(g/100 g jugo) (g/mL) (cp)
56,60 14,00 1,27 1,56

Fuente: Lavado, Robles y Yenque (2015).

Waleckx et al. (2008) estudiaron la hidr6lisis de los polisacaridos (fructanos) presentes
en el Agave tequilana Weber variedad azul durante la etapa de coccion en un proceso
tradicional de elaboracion de tequila. En este proceso, las cabezas de la planta son
cocinadas en hornos de ladrillo durante 36 horas (en adelante, h) aproximadamente
para hidrolizar el contenido de los fructanos y liberar los azicares fermentables.
Recientemente, algunas destilerias de tequila han reemplazado sus hornos de ladrillo

por autoclaves con el fin de reducir el tiempo de coccién (p. 40).

El contenido de carbohidratos solubles en agua (WSC) de las de cabezas de agave

fueron de: 28,3 + 0,1 % g/100 g (peso fresco) y 86,7 = 1,3 % g/100 g (peso seco)



(Waleckx, et al., 2008, p. 43). Estos valores altos estan de acuerdo con reportes previos

realizados por Cedefio (2003), Mancilla-Margalli y Lopez (2006).

Michel-Cuello, Gallegos, Maldonado y Aguilar (2015) analizaron “los fructanos
contenidos en el jugo de maguey mezcalero potosino (“Agave salmiana’), los cuales

fueron caracterizados y sometidos a un proceso de hidrolisis térmica” (p. 615).

En la hidrdlisis de los fructanos se utiliza el método tradicional de hacer tequila o
mezcal, en el cual, las cabezas o pifias, enteras o cortadas por la mitad, se cocinan en
hornos de ladrillo durante 36 h a 48 h o en autoclaves durante 12 h (Gonzailez-
Herndndez, Pérez, Damidn y Chavez-Parga, 2012), alcanzando en ambos casos
temperaturas de proceso por encima de 100 °C. La eficiencia de la hidrélisis es muy
baja; ademds, en estas condiciones, los fendmenos desfavorables de la coccion como
las reacciones de Maillard y la formacién de compuestos, tales como fenoles, furfural
e hidroximetilflufural, se favorecen de la degradacion térmica de pentosas y hexosas
(Mancilla-Margalli y Lépez, 2002; Waleckx Gschaedler, Colonna-Cecaldi y Monsan
et al., 2008).

“Las pruebas preliminares permitieron establecer un disefio factorial completo
considerando tres temperaturas diferentes (90 °C, 100 °C y 110 °C) y tres valores de
pH (2,5;4,6 y 5,5). El proceso de hidrélisis se controlé para cuantificar azicares como
fructosa, glucosa y fructanos residuales mediante el método de HPLC” (Michel-Cuello

et al., 2015, p. 617).

“La ecuacion base para la formulacion de este modelo fue establecida por Seaman
(1945) y se basa en la hidrélisis y sacarificacién de la madera Eq. (1). Esta ecuacion
muestra el proceso de hidrdlisis de celulosa liberando glucosa y la transformacién libre
a productos de degradacion parcial posteriores” (Michel-Cuello et al., 2015, p. 618).
Sin embargo, este modelo es aplicable a otros sistemas y fue adaptado por Garcia-Soto

et al. (2011) para la hidrdlisis de fructanos Eq. (2).

Kh Kd
Celulosa — Glucosa — Productos de degradacion (D)



«n Fructosa Kd Furufral
Fructanos — Glucosa (Azicares reductores)— [Hidroximetil Fur fural] Furanos
Otros Otros

2)

Donde los fructanos (P) se hidrolizan y liberan monémeros de azicar reductores (M),
estos pueden sufrir una degradacién parcial y producir furanos (D); también se
observan en la constante de velocidad de hidrdlisis (Kp) y la velocidad de degradaciéon
(Kq), donde el modelo, la hidrdlisis y la degradacién son procesos irreversibles. A
partir de estas ecuaciones, el modelo matemadtico establecido para las velocidades de

reaccion se define como (Michel-Cuello et al., 2015, p. 618):

afp] _
o = Kn [P] 3)

Para las condiciones iniciales (t = 0)

[P] = Po “4)

El modelo descrito en las ecuaciones 3 y 4 se resolvi6 analiticamente, de modo que se
obtiene la siguiente expresion:

[P] = Pg e k" &)

El valor de la constante cinética (kn) se obtiene mediante la aplicacion del método

programado integral Scilab 5.2.1 (Le Chesnay Cedex, Francia).

La temperatura y el pH de la muestra ejercen efectos significativos en las cinéticas. El
principal producto de hidrolisis de fructanos es la fructosa y el grado de hidrolisis vario

entre 27 %, 28 %y 92,10 %.

“El pH tiene efecto en la velocidad inicial de degradacién del sustrato, ya que las
muestras de jugo con pH 2,5 muestran una mayor velocidad de hidrdlisis” (Michel-
Cuello et al., 2015, p. 619). Las muestras de jugo a una temperatura de 110 °C tienen
una hidrolisis més eficiente, resultados que concuerdan con los de Garcia-Soto et al.
(2011), quienes encontraron que la mayor eficiencia térmica de hidrélisis de fructanos

de agave estd en un rango de temperatura de 106 °C a 116 °C.
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Bautista, Garcia Oropeza, Barboza-Corona y Parra Negrete (2001) estudiaron ‘el
Agave tequilana Weber variedad azul y la produccién de tequila, bebida que se obtiene
de esta planta, mejor conocida como agave azul” (p. 33). El nimero de plantas
cultivadas por hectdrea es de aproximadamente entre 2500 plantas y 2800 plantas,
alcanzando la madurez en un periodo de seis a diez afos, dependiendo de las

condiciones climaticas (Guzman, 1997).

“La calidad de las pifias es alta cuando presentan un alto contenido de ART que es del
25 % al 30 %.” (Bautista, et al., 2001, p. 37). El peso de las cabezas oscila entre 25 y
45 kg (Nobel, 1998).

Durante la hidrélisis ocurren cambios quimicos en la materia prima que permiten la
fermentacion, lo cual influyen en las caracteristicas sensoriales del tequila. Sin
embargo, no siempre estos cambios son benéficos, y cuando no existe un control
estricto en el cocimiento y en la calidad de la materia prima, se producen algunos
compuestos no deseables tales como fenoles, furfural e hidroximetilfurfural, entre

otros (Téllez, 1998).

En la etapa de fermentacion, se forman alcoholes y compuestos volitiles, los factores
que influyen en la produccién de estos compuestos son la concentracién y composicion
del mosto, temperatura, la variedad de las cepas de levadura, la concentracion del

in6culo, el flujo de aire y la concentracion de CO, formado (Pinal y Gschaedler, 1998).

Godinez (2012) estudié “las variables que influyen en el proceso de fermentacion
alcohdlica tales como: temperatura, grados Brix (°Brix), consumo de azicares
fermentables AF (fructosa y glucosa), concentraciéon de biomasa, concentracién de

nitrégeno y produccién de alcohol etilico” (p. 1).

Para el apropiado inicio de la fermentacion alcohdlica a condiciones aerobias es
importante que las células de levadura dispongan de iones amonio para su adecuada
velocidad de reproduccion y crecimiento; por ello, se utiliza como fuente de nitr6geno
el fosfato diamonico ((NH,)2HPO,) (Russell, 2003; Jiménez y Li, 2008). Walker

(1998) menciona que a condiciones aerobias, las células de levadura utilizan el
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nitrogeno para la sintesis de proteinas, enzimas, aminodcidos, vitaminas, y la

produccion de alcoholes superiores, dcidos orgénicos, etcétera (Godinez 2012, p. 58).

Moréin-Marroquin, Cérdoba, Estarrén, y Diaz-Montafio (2009) estudiaron el efecto del
pH y el flujo del aire sobre produccion de biomasa, etanol y la sintesis de compuestos
aromdticos, el consumo de azicares reductores, los rendimientos y velocidades de
produccién de biomasa y alcohol etilico de dos cepas tequileras de Saccharomyces

cerevisiae cultivadas en continuo (p. 1).

El tequila es una bebida destilada, elaborada a partir de la fermentacién de jugo de
Agave. Dependiendo de la industria tequilera, la fermentacion puede ser espontidnea
llevada a cabo por las levaduras naturales del jugo o inoculadas con levaduras
comerciales, principalmente Saccharomyces cerevisiae (Diaz-Montafio, Délia,

Estarrén y Strehaiano, 2008).

Moran-Marroquin, Cérdova, Valle, Estarrén y Diaz-Montafio (2011) examinaron “el
efecto de la velocidad de dilucién y la adicion de nutrientes sobre la fermentacion y
sintesis de compuestos volatiles de dos géneros nativos de Saccharomyces cerevisiae:

S1y S2, en cultivos continuos alimentados con jugo de Agave tequilana” (p. 87).

La fermentacion es una de las etapas mas importantes en el proceso de elaboracion del
tequila, en la que los azicares (principalmente, fructosa) se transforman en etanol y
CO», y en una gran variedad de productos secundarios, como los compuestos volatiles
involucrados en el aroma del tequila (Lappe et al., 2008). Benn y Peppard (1996)
analizaron los perfiles aromaticos del tequila e identificaron mds de 175 compuestos
volétiles en los tres tipos de tequila: blanco, reposado y afiejado. La mayoria de estos
compuestos son sintetizados por la levadura; por tanto, es importante identificar los
factores que influyen en el crecimiento de la levadura y la sintesis de metabolitos
durante la fermentacion. Estos factores incluyen: factores de crecimiento, fuentes de
nitrégeno y fésforo, oxigeno y minerales; toxicidad del etanol, dcidos orgédnicos y

acidos grasos, temperaturas extremas (Bisson, 1999).
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El jugo de Agave tequilana es deficiente en fuentes de nitrogeno, con aminodcidos
como fuente de nitrégeno; la concentracion natural de 0.02 mg N,/L no es suficiente
para el crecimiento equilibrado de la levadura y para completar la fermentacién de los
azucares reductores (Valle-Rodriguez, Coérdoba, Herndndez, Estarrén y Diaz-
Montano, 2011). Se eligi6 el fosfato de amonio (AP) como fuente de nitrégeno, ya que
altas cantidades de sulfato de amonio podrian estimular la formacién de indeseables

compuestos de azufre, afectando las caracteristicas sensoriales de la bebida.

La falta de oxigeno es un factor limitante principal para la fermentaciéon (Bisson,
1999), ya que las levaduras requieren bajas cantidades de oxigeno para sintetizar
algunos lipidos esenciales para asegurar la integridad de la membrana celular

(Mauricio et al., 1997).

Leal, Tarantino, Herndndez y Moran (2014) estudiaron el efecto de las variables de
temperatura y pH en el rendimiento de la fermentacion alcohdlica del mosto de Agave
cocui. Primero estudiaron la temperatura: 27 °C, 31 °C, 33 °C, 35 °C y 37 °C; a pH
constante. Luego, evaluaron el pH: 3,0; 4,0 y 5,0; a temperatura constante. Los
resultados obtenidos indicaron que el maximo rendimiento de la fermentacion
alcohdlica es a temperatura de 33 °C y pH de 4,0; con una productividad de etanol de

1,14 g/L*h y rendimiento del 81,5 %. (p.376).

El rendimiento de la fermentacion alcohdlica se calculé segun la ecuacion:

CoHy,05 =2 CH;CH,0H + 2CO,

Herrera et al. (2009) proponen “un modelo matemético de la fermentacion alcohdlica
del jugo de Agave tequilana para la obtencion de tequila, teniendo en cuenta la
inhibicion del proceso por: la concentracion de sustrato y formacién de alcohol etilico”
(p. 1). “A pesar de las ventajas potenciales del uso de los sistemas en continuo, son

escasos los estudios reportados en el proceso de produccion del tequila” (Diaz, 2004).

Las ventajas que presenta el uso de un modelo matemético en la fermentacién
alcohdlica son simulacién del proceso, disminuyendo los costos de investigaciones
industriales (Volesky y Votruba, 1992); optimizaciéon matematica de produccion de

metabolitos de interés (Modak, Lim y Tayeb, 1986); control del proceso de
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fermentacion (Kuhlmann, Bogle y Chalabi, 1998; y Smets, Claes, November, Bastin
y Van Impe, 2004), (Herrera et al., 2009, p. 1).

En ese trabajo se propone un modelo dindmico para un cultivo por lote del proceso
fermentativo del tequila. Este modelo toma en cuenta inhibicién por sustrato y

producto.

Modelo matematico
Lalevadura Saccharomyces cerevisiae, en ausencia de oxigeno, consume los sustratos
(S) del medio del cultivo para formar mediante una reaccioén reductiva etanol (E),

biomasa (X) y biéxido de carbono (C0O,) tal como se muestra en la siguiente reaccion.

(Herrera et al., 2009, p. 2).

7
S > X +CO2 + E (D)

El modelo no lineal de un cultivo en continuo para la produccién de etanol se puede

representar por el siguiente conjunto de ecuaciones diferenciales.

X1 =Ww—D)x (2
Xy = — (Yys + Yps):uxl_ msx; — (—So+x2) D 3)
X'3 = auxq — Dx3 (4)

donde x; es biomasa (g/L), x, es sustrato (g/L), x5 es etanol (g/L), Y, (g X/gS) y Yps

(g P/g S) son factores de rendimiento de biomasa y producto a partir del sustrato, S,
(g/L) es la concentracion de sustrato de alimentacion, my (g/L) es el coeficiente de
mantenimiento celular, a es un término asociado al crecimiento y D (h™!) es la tasa de
dilucién. En este caso, p (h™) es la velocidad especifica de crecimiento que depende

del sustrato y el etanol presente en el medio del cultivo (Herrera et al., 2009, p. 2).

UmaxX2 _
ks+ x,+ x5 k; (1 x3kp) )

p(xy + x3) =

Donde: kg (g/L) es un término de saturacion de sustrato, k; (g/L) y k, (g/L) son

pardmetros de inhibicién por sustrato y producto respectivamente. Cuando en el

sistema (2-4) D = 0 se obtiene un cultivo por lote (Herrera et al., 2009, p. 2).
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Podemos definir a x = (xq, x,, x3)* como un vector de estados en R3, asimismo x = f
(x) es el conjunto de ecuaciones diferenciales lineales donde f(x) =
[f1(x), f2(x), f3(x)] representa el campo vectorial cuyas componentes estan dadas por
la parte derecha de (ecuaciones 2 - 4). Los puntos de equilibrio de x = f(x) se pueden

obtener haciendo f(x) = 0 y solucionando el sistema, con lo que se obtiene (Herrera et
al., 2009, p. 2):

D(— X2+ 50)

X1lea = “ypims ©)
—yEJyi-4¢
X2leq = — g (7
— D(ks+ X2+ x2 k)
X = 8
3 leq ik, &)
Donde:
Y = HmaxMs t (.umax (Y - akpso) — DY + m; ) D
@ = D*ks (WY + kimZ — & pmay kpyms)
K = D& pygy kp — D?k; Y — D kymg
Ademas:

Y = —Da pmax kp + D*k; + 2D kymg
Y = Y + Yy

En la figura 1, se aprecia el grifico del modelo matemdtico de simulacién de

fermentacion en lote para concentracién de sustrato inicial es de 90 g/L.
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Figura 1: Grafica del modelo matematico de fermentacion del mosto con
concentracion inicial de azicares reductores de 90 g/L.. Datos experimentales
dados por (m) Biomasa, (¢) Sustrato y (A ) Etanol. (Herrera et al., 2009).

La tabla 3 muestra los valores de rendimientos y parametros del modelo matemaético
aplicado a la fermentacidén alcohdlica en lote, con concentraciones iniciales de

azucares reductores de: 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L.

Tabla 3
Pardmetros del modelo de fermentacion en lote y continuo

Parametro Lote 30 (g/LL) Lote (90 g/LL) Continuo

M max 0,2717 0,5372 0,2735
Ks 98,414 204,131 92,891
ki« 0,0058 0,0089 0,0029
kp+ 0,1054 0,02669 0,0179
Yxs:= 14,080 17,980 11,700
Yps- 2,630 2,540 47,125
ms -0,0126 0,0053 0,0017
a 6,160 87,053 75,498

Nota: los pardmetros (Yps', Yxs!, Ki''y K,! fueron representados en el modelo (2 -5) como
Yps, Yxs, Kp ¥ Ki por conveniencia algebraica (Herrera et al., 2009).



16

Loépez-Alvarez, Diaz-Pérez y Campos-Garcia (2012) realizaron anélisis comparativos
“de rendimiento de alcohol etilico y compuestos volatiles durante la fermentacion de
mostos de Agave utilizando cepas de levadura Kluyveromyces marxianus UMPe-1 y

cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae Pan1” (p. 614).

La concentracién de s6lidos solubles del mosto de Agave tequilana Weber utilizada en
la fermentacion fue de 14 °Brix, los mostos contenidos en los tanques de fermentacion
fueron inoculados con cepas de levadura a la concentracién de 145 x 10° células/mL,
la fermentacidn se realizé a temperatura ambiente entre los 20 °C y 28 °C, durante 90

h de proceso (Lopez et al., 2012, p. 615).

El contenido de compuestos mayoritarios y voldtiles minoritarios en la bebida
destilada (tabla 4), se determiné por cromatografia de gases (GC). La cuantificacién
de los compuestos mayoritarios se basé en curvas de calibracidon para acetaldehido,
acetato de etilo, metanol, n-propanol, alcohol isoamilico, isobutanol, n-butanol y 2-
fenil etanol como estdndares y usando el estandar interno 2-pentanol como factor de

correccidon (De Ledn-Rodriguez et al., 2006; Lopez et al., 2012, p. 617).

Tabla 4

Comparacion de compuestos voldtiles mayoritarios contenidos en el “Tequila blanco”
elaborado a nivel industrial, con dos levaduras distintas; Kluyveromtces marxianus
UMPe-1y Saccharomyces cerevisiae Panl

Compuesto mg/100 mL
K marxianus S. cerevisiage  Aumento/disminucidon

UMPe - 1 Pan1 Veces**
Etanol NC Nc 0
N - Propanol 75 20 3.7
Isobutanol 115 30 3.8
Alcohol Isoamilico 306 50 6.1
2 - Pentanol* 76 10 7.6
Metanol 314 350 -0.1
Acetaldehido 7.4 10 -0.25
N - Butanol 2 12 -6
Acetato de etilo 2.6 15 -5.7
Lactato de etilo 3 20 -6.6

Los datos fueron obtenidos por inyeccién de 1 ul del destilado tequila blanco, obtenido a
55°Alc. Vol., en un cromatdgrafo de gases. * Estandar interno usado como factor de correccion
en la cuantificacion. ** Signo negativo indica disminucién en UMPe-1 respecto a Panl. NC,
no cuantificado (Lépez et al., 2012).
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2.2 Bases teoricas

2.2.1 Cabuya azul (Agave americana Linneo)

El nombre “agave” proviene de la palabra griega Agavos, propuesto por el naturalista
sueco Carlos Linneo en 1753, plantas oriundas de América con hojas suculentas,
arregladas en espiral alrededor del tallo corto, en cuyos bordes se encuentran espinas

marginales y una terminal en el dpice (Garcia-Mendoza, 2012).

Estas plantas se pueden encontrar en diversos hébitats, soportan bien las sequias y
crecen en suelos eriazos de poca disponibilidad de agua. Se desarrollan mejor en
climas templados de los valles y laderas de las montafias interandinas, se extienden

hasta los 3500 metros sobre el nivel del mar.

“Existen unas 210 especies, de las cuales, el 75 % es originario de México. Algunas
de estas especies se cultivan en grandes extensiones de terreno para su explotacion

industrial a gran escala” (Garcia-Mendoza, 2012).

“El Agave tequilana Weber variedad azul pertenece a la familia de las Agavaceas. Sus
principales caracteristicas son las hojas largas, fibrosas, de forma lanceolada y color
azul. La parte aprovechable para elaborar tequila es la pifia o cabeza” (Ibarra, Botero

y Cortés, 2010).

El ciclo biolégico del cultivo de agave oscila entre los seis y ocho afos. Durante ese
tiempo, al crecer, la pifia o cabeza llega a pesar entre 35 kg y 120 kg, aunque algunas
alcanzan hasta los 150 kg, dependiendo del cuidado dado por el agricultor. La madurez
de la planta se manifiesta con la aparicion del llamado “quiote”, pero este debe ser
cortado ripidamente, pues su permanencia en la planta consume los azicares
acumulados durante afios (Ibarra et al., 2010). En la tabla 5, se describe la taxonomia

de la variedad de cabuya azul existente en el Peru.
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Tabla 5
Taxonomia del Agave americana L.
Taxonomia
Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Liliidae
Orden Liliales
Familia Agavaceae
Género Agave
Especie Agave americana L
Subespecie Americana

Fuente: Cervantes L. y Cuya S. Tesis, Elaboracion de Miel de Cabuya y Estudio de
Prefactibilidad de una Planta en el Distrito de huanca Huanca, Provincia de
Angaraes, Departamento de Huancavelica. 2015.

2.2.2 Saponinas

Las saponinas son compuestos naturales con propiedades detergentes debido a su
estructura formada por una parte terminal esteroidal, hidrofébica y la otra parte
terminal hidrofilica, constituida por moléculas de monosacéridos (Herndndez et al.,
2005). Nobel (1998) y Herrera et al. (2007) afirman que se encuentran presentes en
concentraciones altas en jugos de cabuya verdes, actuando como inhibidores (por su
contenido de 4cidos grasos) de la fermentacién alcohdlica al romper las paredes

celulares de las levaduras.

2.2.3 Fructanos

Los fructanos de agave tequilana (ATF) son polimeros de fructosa con un residuo de
glucosilo interno o externo. Las estructuras ramificadas complejas combinan restos de
fructosa unidos por enlaces f (2 — 1)y f (2 — 6). El grado de polimerizacion varia
de 3 a 29 unidades de fructosa (Lopez et al., 2003). La proporcién de fructosa libre y
polimerizada, asi como el grado de ramificacion de ATF, cambia en funcién de la edad

de la planta (Arrizon et al., 2010). Los ATF son muy importantes para la agroindustria
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mexicana ya que constituyen la principal materia prima para la produccién de tequila

(Arrizon et al., 2010; Arrizon et al., 2012, p. 560).

CHOH . H
(2)
0 OOH 4™ cH,0H
1-FFT| OH H
1]
CH, o H
12)
o} OOH /™ cH,0H
n
1-ssT| OH H
G 1, @
.'/’ - HD e CHz 0 H "l"\.
¢ HO H "
! H \@ e DDH\\/\Q_,EDH.
'\ HO o L C ,
.“‘.‘ H --__.z _\_HE:IH H #___.-

Figura 2: La inulina tiene una cadena lineal de fructosilo f§ (1-2) unida al residuo
de fructosilo del iniciador de sacarosa. (Ritsema y Smeekensy, 2003).

2.2.4. Levaduras: generalidades

Las levaduras son organismos eucariotas de gran diversidad de tamaiio, forma y color.
Se las considera como hongos unicelulares y, generalmente, sus células son ovaladas,
pero también pueden encontrarse en forma esférica, cilindrica o eliptica. Son de mayor
tamafo que las bacterias y alcanzan un didmetro maximo de entre cuatro y cinco fy,.
Se reproducen por fisién binaria o gemacion y algunas pueden ser dimorficas o
bifdsicas, y crecen como micelio bajo condiciones ambientales especiales (Ochoa y

Vasquez, 2004; Pérez, 2007).

Saccharomyces cerevisiae: caracteristicas generales

La levadura desempefia un papel vital en la produccién de las bebidas alcohodlicas

(figura 3). La seleccion de cepas de levadura adecuadas es esencial no solo para
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maximizar el rendimiento de alcohol, sino también para mantener la calidad sensorial
de la bebida. La Saccharomyces cerevisiae, generalmente, tiene una forma elipsoidal
con un gran didmetro de 5 a 10 um. Todas las levaduras son hongos unicelulares que
tienen caracteristicas de ultraestructura similares a las de las células eucariotas

superiores (Walker y Stewart, 2016).

Materia Prima

(Cereales, cafia de azucar, melazas, frutas, agave, whey, etcétera)
Azucares fermentables
(Maltosa, maltotriosa, sacarosa, fructosa, glucosa)
Fermentacion <¢umm S. Cerevisiae
I
Maduracion Destilacion
(Cerveza, vino, sidra, etcétera)
Espiritos madurados Espiritos no madurados
(Whisky, ron, cognac, etcétera)
No aromatizado Aromatizado
(Vodka, grappa) (Gin)

Figura 3: Funciones clave de Saccharomyces cerevisiae en la produccion de
bebidas fermentadas. (Walker y Stewart, 2016).

Conversion estequiométrica del etanol a partir de glucosa:
C¢H1,06 = 2CH3;CH,0H + 2CO0,
Glucosa Etanol Diéxido de carbono

Por cada kilogramo de glucosa fermentada, se produce, en teoria, 500 g de etanol
aproximadamente. Sin embargo, en las fermentaciones industriales, los mejores
rendimientos llegan a solo el 90 % de la conversion tedrica debido a que un poco de
carbon fermentable se desvia a biomasa nueva y para la biosintesis de metabolitos de

la fermentacién (compuestos aromatizantes, etcétera).
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Curva de crecimiento celular

La curva que representa la concentracion celular en el cultivo como una funcién del

tiempo se llama “curva de crecimiento” (figura 4).

cell/ml

stationary phase

decline
phase

exponential
phase

lag
phase

Tiempo (h)

Figura 4: Curva de crecimiento celular. (Carcano, 2010).

2.2.5. Fermentacion alcoholica

La fermentacion se define en microbiologia como el tipo de metabolismo de una fuente
de carbono en el que se genera energia mediante la fosforilacién a nivel de sustrato y
en el que las moléculas orgdnicas funcionan como aceptor final de electrones (o como
aceptores de los equivalentes reductores) generados durante la descomposicion de
compuestos que contienen carbono o catabolismo. Como es bien sabido, cuando el
aceptor final es un compuesto inorgdnico, el proceso se denomina respiracion. La
respiracion se denomina aerdbica si el aceptor final es oxigeno y anaerdbica cuando es
algliin otro compuesto inorgénico fuera del oxigeno, por ejemplo, sulfato o nitrato.
(Nduka Okafor, Modern Industrial Microbiology and Biotechnology, Science
Publisbers, 2007, p. 10).

La conversién de piruvato a etanol (Figura 5) como el principal producto metabdlico

de la levadura, se obtiene mediante dos pasos después de la obtencion de piruvato por
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via glucolitica. En primer lugar, se produce la descarboxilacién del piruvato a
acetaldehido, catalizada por el piruvato descarboxilasa; esta reaccion va seguida por la
reduccién del acetaldehido a etanol, catalizada por el alcohol deshidrogenasa

(Mathews y Van Holde, 1998).

0 H' CO; 0 NADH + H" NAD'

| I
CH3 - C— COO M-CHg—C—H —*% CHs — CH, — OH

Piruvato Alcohal

) descarboxilasa . deshidrogenasa
Piruvato Acetaldehido Etanol

Figura 5: Reaccion de la fermentacion alcohélica. (Mathews y Van Holde, 1998).

2.2.6. Efecto de las variables del proceso sobre el rendimiento de la fermentacion

Las interacciones entre la velocidad de lanzamiento de la levadura, la temperatura y la
concentracion de oxigeno disuelto en la fermentacion son complejas. Influyen en la
eficiencia de la fermentacion, medida tanto como el tiempo de residencia en el
recipiente como el equilibrio entre el rendimiento de etanol y el crecimiento de la
levadura. Ademads, aunque la composiciéon del mosto y la cepa de levadura son
determinantes importantes del sabor de la cerveza, influyen en la formacién de
metabolitos activos del sabor. La eleccion de valores apropiados para temperatura,
presion, velocidad de lanzamiento y concentracion de oxigeno del mosto implica cierto
compromiso (Chris Boulton & David Quain, Brewing Yeast and Fermentation,

Blackwell Science Ltd, 2001, p. 423).

2.2.6.1. Influencia de la concentracion de sustrato S.

El modelo de tasa de crecimiento especifico analitico mds extendido es sin duda la
“ley de Michaelis-Menten”, también llamada a menudo la “ley de Monod”, que
expresa la dependencia de p de la concentracion de sustrato S de la siguiente manera
(G. Bastin & D. Dochain, On-Line Estimation and Adaptive Control of Bioreactors,
Elsecier Science Publishers, 1990, p. 1):
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pxS
Ky+ S

u(s) =

Donde u * es la velocidad maxima de crecimiento

Ky, es la constante de Michaelis — Menten

2.2.6.2. Requerimiento de oxigeno.

La falta de suministro de oxigeno al inicio de la fermentaciéon da como resultado una
velocidad de fermentacién lenta, una atenuacion incompleta y un crecimiento deficiente
de la levadura. Se requiere oxigeno en la fermentacion para permitir que la levadura
sintetice esteroles y dcidos grasos insaturados. Estos lipidos son componentes esenciales
de las membranas (Parks, 1978; Brenner, 1984; Weete, 1989; Nes et al., 1993). Por tanto,
S. cerevisiae es capaz de crecer en condiciones estrictamente anaerdbicas solo cuando
existe un suministro exégeno de esteroles y dcidos grasos no saturados (Andreason y
Stier, 1953, 1954). En condiciones aerdbicas, los esteroles y los &cidos grasos
insaturados pueden sintetizarse a partir de carbohidratos (Chris Boulton & David Quain,

Brewing Yeast and Fermentation, Blackwell Science Ltd, 2001).

2.2.6.3. Temperatura.

La temperatura tiene un efecto, principalmente, sobre la velocidad de fermentacién por
medio de su efecto sobre el crecimiento de la levadura y la tasa metabdlica. La mayoria
de las cepas de levadura tiene una temperatura maxima de crecimiento dentro del rango
de 30°C a 35 °C, lo que sugiere que se podrian lograr fermentaciones muy rapidas. De
hecho, varios factores impiden el uso de temperaturas muy altas. Alguna pérdida de
componentes volatiles del sabor y etanol por la extraccion de gas es inevitable en todas
las fermentaciones (Chris Boulton & David Quain, Brewing Yeast and Fermentation,

Blackwell Science Ltd, 2001, p. 424).

2.2.6.4. Tasa de inoculacion de levadura.

Las fermentaciones se inoculan dentro del rango de 5 x 10° células/ml. En términos

de peso, estas tasas equivalen a 1,5 g /L a 6,0 g /L peso humedo (0,3-1,2 g/L peso
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seco). La tasa de inoculacion debe basarse en la gravedad del mosto y debe producir
una fermentacion lo mds rapida posible sin comprometer la calidad de la cerveza o el
tamafo de la cosecha de levadura. La tasa de inoculacién influye tanto en la velocidad
de fermentacién como en el grado de crecimiento de la levadura (Chris Boulton &

David Quain, Brewing Yeast and Fermentation, Blackwell Science Ltd, 2001, p. 424).

2.2.6.5. Presion.

Durante la fermentacidn, los efectos de la presion pueden manifestarse de tres formas.
Todos tienen el potencial de influir en el rendimiento. Primero, hay una presién
hidrostatica debido a la altura del recipiente de fermentacion. En segundo lugar, las
células de levadura estdn sujetas a una presion osmotica, o actividad de agua variable,
que estd relacionada con la composiciéon del mosto. En tercer lugar, en recipientes
cerrados es posible restringir la salida de didéxido de carbono y permitir que el
fermentador se presurice. Los extremos de presion tienen el potencial de ejercer
efectos nocivos sobre las células de levadura. Sin embargo, las fermentaciones pueden
realizarse bajo una presion superior moderada sin ningin efecto sobre la levadura
(Chris Boulton & David Quain, Brewing Yeast and Fermentation, Blackwell Science

Ltd, 2001, p. 430).

2.2.6.6. Concentracion del producto de sintesis P.

Es un hecho bien conocido que, en particular las fermentaciones, el producto de
sintesis también puede inhibir el crecimiento de biomasa. Ejemplos tipicos son las
fermentaciones alcohdlicas o etandlicas sobre glucosa para las que se han sugerido los
siguientes modelos (G. Bastin and D. Dochain, On-Line Estimation and Adaptive

Control of Bioreactors, Elsecier Science Publishers, 1990, p. 15):

Kp

u(P) = e

u(P) =exp (—Kp P)

Con Kp constante
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2.2.6.7. pH.

El crecimiento de la biomasa solo puede tener lugar realmente si el pH y la temperatura
se encuentran dentro de rangos (generalmente pequefios) de valores admisibles. En la
digestion anaerdbica, por ejemplo, se sabe que el proceso funciona correctamente solo
para pH casi neutro (= 7). Para este proceso, Rozzi propone tratar la influencia del pH
mediante una ley parabdlica derivada de datos experimentales (G. Bastin and D.
Dochain, On-Line Estimation and Adaptive Control of Bioreactors, Elsecier Science

Publishers, 1990, p. 15).

u(pH) = apH? + bpH + ¢

Con a, b, ¢ constantes.

2.2.7 Metabisulfito de potasio (K2S205)

El sulfito es usado para proteger el deterioro del mosto contra las levaduras malas y
bacterias. El oxigeno del aire causa una reaccidn enzimdtica con las oxidasas
(polifenoloxidasa), por lo cual se produce la oxidacion de compuestos aromaticos y

pigmentos.

El SO, es muy reactivo y se encuentra en el mosto tanto en forma libre como en forma
combinada: la forma libre es el SO> molecular o no ionizado, y las formas combinadas
estdn bajo las formas del anion bisulfito y anidn sulfito. Las proporciones de cada una
de estas tres formas dependen del pH del mosto: en mostos mas acidos, hay mas SO2
no disociado, la cual es la mas germicida. El SO2 es la forma mas especifica del dioxido
de azufre libre que provee el efecto antioxidante y preservante. Se ha determinado que
la concentracién molecular de SO de 0,8 g/L provee una adecuada proteccion. La
efectividad de la concentraciéon molecular del SO2, sin embargo, es afectada por la
concentracion de SOz libre y por el pH; asi, para obtener 0,8 g/ de SO2 molecular, se

necesitaran diversas cantidades de SO2 libre con diferentes valores de pH.



CAPITULO III: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Hipétesis de la investigacion

Hipétesis 1

Es posible lograr rendimientos mayores al 90 % del valor tedrico, en el proceso de
hidrdlisis de los polisacdridos presentes en el jugo de la cabuya azul (Agave americana
L.), si el mismo se realiza en un rango de temperatura de 90 °C a 110 °C y pH de 2,5

a 35,5, durante un periodo de 2 h a 10 h.

Hipotesis 11

Es posible lograr rendimientos mayores a 90 % del valor tedrico del proceso de
fermentacion alcohdlica del jugo de cabuya azul (Agave americana L.), empleando
cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae, D 47 — Lalvin, y si este se realiza en
condiciones de temperatura de 24 °C, 28 °C, 32 °C; a concentraciones de nutriente
fosfato diaménico (DAP) de 1 g/l y 2,0 g/L; a pH de 3,5 y 4,5 y concentraciones de
sustrato de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L durante un tiempo de proceso de 26 h.

3.2 Variables

En la siguiente tabla, se presentan las variables dependientes e independientes

consideradas para la investigacion.

Variables Independientes del Proceso de Hidrdlisis
N° Definicion Indicadores Instrumentos

Influencia de
temperatura en
hidr6lisis de
polisacéridos

Autoclave con
°C controlde T, Py
tiempo

1 Temperatura
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Influencia de
acidez en

2 H Cy o Potenciometro
p hidrdlisis de
polisacaridos
Variacion Control
3 Tiempo hidrélisis con el h o
. automatico
tiempo

Variables independientes del proceso de fermentacion alcohdlica

Influencia de Biorreactor con
temperatura en control
1 Temperatura P - °C Lo
fermentacion automatico de
alcohdlica temperatura
Influencia de
2 pH acidez en Potenciémetro
fermentacion
Influencia de
fosfato
3 Nutriente diamoénico g Balanza analitica
(DAP) en
fermentacion
Influencia de
concentracion Espectrofotémetro
4 Sustrato P mg/mL p
azucares uv
reductores (AR)
Variacién
. < Control
5 Tiempo fermentacion h L
. automatico
con el tiempo
Variables dependientes del proceso de hidrolisis
Concentracién Variacion de
1 AR con el mg/mL Espectrofotometro
de AR :
tiempo uv
Variables dependientes del proceso de fermentacion alcohélica
Concentracion Influencia conc. Centrifuga alta
1 levadura S. levadura en g velocidad, estufa,
cerevisiae fermentacion balanza analitica
.. Variacion conc. .
Concentracion Espectrofotémetro
2 etanol con el mg/mL

de etanol uv

tiempo




CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1 Tipo y diseiio de la investigacion

Segtn la clasificacion propuesta por Herndndez Sampieri, Ferndndez y Baptista
(2014), la presente investigacion es de tipo descriptiva-explicativa. Su disefio
experimental comprende dos etapas: la primera etapa es la hidrdlisis térmica de los
polisacéridos (principalmente, fructanos) presentes en el jugo de cabuya y la segunda

es la fermentacion alcohdlica del jugo de cabuya hidrolizado.

4.1.1 Diseiio del experimento de hidrolisis de polisacaridos (principalmente,
fructanos) presentes en el jugo de cabuya

El disefio del experimento es factorial de 3?
Pruebas experimentales realizadas con dos repeticiones
Factores: temperatura, pH
Niveles: temperatura: 90 °C, 100 °Cy 110 °C
pH: 2,5,45y5,5

Variables de respuesta: fructosa, glucosa, azicares reductores

En la tabla 6, se aprecia el disefio experimental del proceso de hidrdlisis térmico de los

polisacéridos presentes en el jugo de cabuya azul, en las condiciones mencionadas.
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Tabla 6
Matriz experimental del proceso de hidrolisis de los polisacdridos presentes en el jugo
de cabuya azul

Temperatura (°C) pH Tiempo de hidrélisis
90 2,5 10 h
4,5
5.5 Muestreo de las
100 2.5 propiedades del jugo a:
4,5 2,4,6,8y 10hde
5,5 hidrélisis, para cada
110 25 una de las 9 pruebas
45 experimentales.
5,5

4.1.2 Diseiio experimental de la fermentacion alcohdlica del jugo de cabuya azul

El disefio experimental se va a realizar en dos etapas:

Primera etapa

El disefio experimental con arreglo factorial de 3 x 2 x 2
Pruebas experimentales realizadas con dos repeticiones
Factores: pH y concentracion de nutriente

Temperatura con tres niveles: 24 °C, 28 °C y 32 °C

pH con dos niveles: 3,5y 4,5

Concentracion de nutriente con dos niveles: 1 g/L'y 2 g/

Variables de respuesta: etanol

En la tabla 7, se muestra el disefio experimental de la primera etapa del proceso de
fermentacion alcohdlica del jugo de cabuya azul, a diferentes condiciones de
temperaturas, pH y concentracién de nutriente (fosfato diamoénico, DAP), para

concentracion de sustrato de 60 g/L, segtn lo publicado por Arellano et al. (2007).
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Diserio experimental de la primera etapa de la fermentacion alcohdlica del jugo de
cabuya azul, a concentracion de sustrato de 60 g/L

Temperatura - Nutriente DAP  Conc. Etanol en
(°C) P (g/L) la fermentacién
1 Muestreo para
medir la
35 ’ concentracion de
’ etanol en el
24 1 mosto, cada:
4,5 2 2,4,6,8,10
1 12, 14, 16, 18, 20
3,5 2 22,24,y 26 hde
28 1
4,5 2 fermentacion
1 alcohdlica, para
cada una de las
33 2 12 pruebas
32 1
4.5 2 experimentales
Segunda etapa

Disefio experimental completamente aleatorizado de un factor con tres niveles

Pruebas experimentales con dos repeticiones

Factor: concentracion de sustrato
Niveles: 10 g/L, 30 g/L, y 90 g/L
Temperatura 28 °C, pH 3,5 y concentracion de nutriente de 2 g/L son constantes

Variable de respuesta: etanol

En la tabla 8, se muestra el disefio experimental de la segunda etapa de la fermentacion,

a condiciones de la primera etapa, en la que se obtiene el midximo rendimiento de

producto, y a concentraciones de sustrato de 10 g/L, 30 g/L y 90 g/L.
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Tabla 8

Diserio experimental de la segunda etapa del proceso de fermentacion alcohdlica a
concentraciones de AR de 10 g/L, 30 g/L y 90 g/L (a condiciones de temperatura y pH
de la primera etapa, en la que se obtiene el mayor rendimiento de producto)

Sustrato  Temperatura  pH Nutriente Conc. de etanol en
(AR), °O) DAP (g/L) la fermentacién
(g/L) alcohdlica

10 T pH1 N

Muestreo de las propiedades del
30 Ti pH1 Ny mosto a:

2,4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20,
22,24,y 26 h de fermentacion

90 T pHi Ni

alcohdlica, para cada una de las

4 corridas experimentales

4.2. Poblacion y muestra de la investigacion

4.2.1. Poblacién
Poblacioén es la coleccion de unidades experimentales (unidad experimental: Planta de

agave americana); por tanto, la poblacién es la colecciéon de plantas de agave

americana.

4.2.2. Muestra

La muestra es un subconjunto de unidades experimentales (plantas de agave
americana), que son sometidas al proceso de fermentacién alcohdlica, mediante el

proceso de hidrélisis de los fructanos bajo condiciones experimentales.

4.3. Procedimiento experimental
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4.3.1. Obtencion del jugo de cabuya

Los pobladores del distrito de La Merced, provincia de Churcampa, departamento de
Huancavelica, se dedican a la produccién artesanal de chancaca a partir del jugo de
cabuya azul; por ello, tienen experiencia en determinar cudndo la planta estd madura
y apta para la extraccién del jugo. La elaboracién artesanal de chancaca a partir de
jugo de la cabuya azul se observa en la figura 7 (del anexo 2): figura 7a: ollas utilizadas
en el proceso, calentadas con fogatas a lefia; figura 7b: jugo concentrado; y figura 7c:

muestra el producto obtenido.

Como sucede con la mayoria de los productos vegetales, el desarrollo de las
propiedades organolépticas —como dulzor, acidez, aromas, sabores, etcétera— tiene
lugar en el estado de completa madurez; por tanto, es importante realizar la extracciéon
del jugo cuando la planta se encuentra en el estado de Optima madurez. Una
caracteristica distintiva de la planta de cabuya es que después de florecer, cumple su
ciclo de vida; entonces, hay que realizar la extraccion del jugo de la planta, antes de

que le salga el escapo floral (Garcia-Herrera, Méndez y Talavera, 2010).

A continuacién, se describen algunas caracteristicas fisicas que indican que la planta
se encuentra madura segin Garcia Herrera et al. (2010) y segin la experiencia y
conocimientos ancestrales de los pobladores del distrito de Chincho y de la provincia
de Angaraes, ambas provincias pertenecientes al departamento de Huancavelica:

- Las hojas de la planta se vuelven mds gruesas.

- Las hojas externas de la planta se inclinan hacia abajo.

- El tronco de la planta es mas voluminoso.

- Las hojas que hay alrededor de la parte superior del tronco son mas delgadas y

erguidas.

En la figura 8 (del anexo 2), se comparan plantas de cabuya azul, completamente
maduras y sin madurar. En la figura 8a, se aprecia la planta madura con las hojas mds
gruesas e inclinadas hacia abajo (provincia de Hudnuco, departamento de Hudnuco), y
en la figura 8b, se muestran plantas atin no maduras, con las hojas delgadas y
orientadas hacia arriba (distrito de La Merced, provincia de Churcampa, departamento

de Huancavelica).
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Seleccionada la planta madura, se cortan las hojas externas, de tal manera, que se tenga
acceso libre al tronco, dejando el resto de este con sus respectivas hojas. Luego, se
hace un hoyo en la parte superior de la pifia o tronco (Avila, Galicia, Rodriguez, Olvera
y Lépez, 2011) de, aproximadamente, 30 centimetros (cm) de profundidad y de 20 cm

a 25 cm de didmetro, para acumular el jugo.

Segun el tamaiio de las plantas maduras, la recoleccién del jugo se realiza durante dos
a tres meses, siendo mayor el tiempo de recoleccién en las plantas mds grandes. La
recoleccidn se efectua dos a tres veces al dia, segin el tamaiio de la planta: la primera
extraccion se realiza entre las 4 y 5 de la mafiana; la segunda, al mediodia; y la tercera
extraccion, entre las 3 y 5 de la tarde. En cada extraccion, se obtiene unos tres litros.
Después de cada extraccion de jugo, se raspan las paredes del hoyo para que no se
sellen y no se impida el flujo del jugo de la planta hacia el interior del hoyo, a la vez

que se lo limpia para que el jugo no se fermente.

En la figura 9 (del anexo 2), se aprecia la preparacion del hoyo en la parte superior del
troco de la planta. En la figura 9a, se muestra el corte de las hojas externas para acceder
al tronco y hacer el hoyo, y en la figura 9b, se muestra el hoyo hecho en la parte

superior del tronco de la planta, para acumular el jugo.

4.3.2. Determinacion de las propiedades fisico-quimicas del jugo de cabuya azul

Se analizaron las siguientes propiedades fisico-quimicas del jugo: °Brix, densidad, pH
y viscosidad, con los siguientes instrumentos de andlisis: portable refractémetro, serie
X0015RURCN; picnémetro; potencidémetro marca Milwaukee, MW 102, pH/Meter,
USA, y viscosimetro QUIMIS, Brasil, respectivamente.

4.3.3. Métodos de analisis de aziicares

Las mediciones de los diferentes carbohidratos que se encuentran en el jugo de la

cabuya azul se realizaron mediante el espectrofotometro ultravioleta visible 6

posiciones, marca Thermo Modelo GENESYS™ 10S UV/Vis, cuantificando las
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concentraciones de los aziicares por medio de una curva de calibracion y utilizando el
método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), el cual se basa en la reduccién del DNS
(color amarillo) en presencia de calor debido a los azicares reductores que entran en
contacto con este, a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, desarrollandose un cambio de
color parecido al café (con variaciones de amarillo hasta café). El cambio de color
puede, entonces, determinarse por lecturas leidas por espectrofotometria a 540 nm

(Miller, 1959).

HO . .0 GHO COoH
Lo HO .0 Ln
Ho oy HOT— OH  , HO——

% n° T o T

i I —OH ™ NH 1 oH

0 0 CHOH 4 CH,OH

Acido 3,5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro Acido D-glucénico

{amarilla) saliciico ([l

Para la determinacion de glucosa, se usé el método enzimatico, GLUCOSA (GOD —
PAP), el cual es un reactivo liquido utilizado para la determinacién fotométrica de

glucosa (Trinder, 1969).

GOD
D-Glucosa — Acido D-Glucoénico + H20;

POD
H>0; + p-HBA + 4-AAP — 4 H>0 + Quinoneimina (complejo coloreado)

Determinacion de aziicares totales: se emple6 el método fenol-sulfirico para la
determinacion de carbohidratos totales (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers y Smith,

1956).
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Determinacion de sacarosa: este ensayo pone de manifiesto la presencia de aziicares
reductores (aldosas: glucosa, ribosa, eritrosa, etcétera). Para dichos andlisis, se utilizd

la Norma técnica peruana, NTP 211.045).

Determinacion de fructanos tipo inulina-FOS: tanto la inulina como las
oligofructanos, bajo condiciones 4cidas, pueden hidrolizarse liberando moléculas de

fructuosa a pH bajos. (Madrigal y Sangronis, 2007; Franck y Levecke, 2012).

La determinacién de FOS e inulina se realizan a partir de la hidrdlisis enzimética y/o
dcida, y se cuantifica determinando la cantidad de glucosa y fructosa liberada (Barclay,

Ginic, Cooper y Petrovsky, 2010).

En la figura 10 (del anexo 2), se presentan el espectrofotémetro y las muestras con
DNS para la determinaciéon de azucares reductores. La figura 10a muestra el
espectrofotometro ultravioleta visible 6 posiciones, marca Thermo Modelo
GENESYS™ 10S UV/Vis, utilizado para la determinacién de azicares reductores
presentes en el jugo de cabuya azul (Laboratorio de Investigaciéon 523 A,
Departamento de Quimica Analitica — Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica —
UNMSM). La figura 10b, se presentan las muestras tratadas con DNS para su

respectiva lectura en el espectrofotémetro.

En la tabla 9, se resumen los diferentes métodos de analisis de azucares y fructanos

presentes en el jugo de cabuya azul.

Tabla 9
Meétodos de andlisis de aziicares y fructanos presentes en el jugo de cabuya azul
Compuesto Método analitico

Azicares Método de Miller (1959)
reductores

directos

Glucosa Método enzimatico,

glucosa (GOD —PAP)
kit reactivo liquido para
la determinacién
espectrofotométrica de
glucosa.
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Trinder (1969).

Azicares totales Método fenol — sulfiirico
para la determinacion de
carbohidratos totales.
Dubois et al. (1956)

Sacarosa Norma técnica peruana,
NTP 211.045;

Fructanos Combinacién de técnicas

(Inulina—FOS), de Franck y Levecke
(2012) y de Barclay et al.
(2010).

4.4. Proceso de hidrolisis térmica

El proceso de hidrdlisis de los polisacaridos que se hallan en el jugo de la cabuya azul
(sacarosa y fructanos) se efectud por el método de hidrdlisis térmica, a diferentes
condiciones de temperatura, 90 °C, 100 °C y 110 °C y a valores de pH de 2,5; 4,5 y

5,5, durante 10 h de proceso, tomando muestras cada 2 h (tabla 6).

El pH del jugo de cabuya azul, en condiciones normales, es de 4,5 = 0,1. Para llevar a
cabo la prueba experimental a diferentes pH, se procedi6 de la siguiente manera: para
pH de 2,5, a 1 L de jugo se le agregd 1,2 mL de H>SOy4, 9,4 M, para evitar diluir la
concentracion de azucares de la muestra. De igual manera, para llevarel pH a 5,5,a 1

L de jugo de cabuya, se agregd 1 mL de NaOH 0,1 N.

Las pruebas experimentales de hidroélisis se realizaron de la siguiente manera: 100 mL
de la muestra con pH 2,5 se agregé a cada uno de los cinco frascos pirex; luego, se
procedio a taparlos herméticamente y se aplico el tratamiento térmico de 90 °C en un
equipo esterilizador marca Fagor — USA, durante 10 h, retirando un frasco cada 2 h
para su respectivo andlisis de azdcares reductores. Luego, al mismo pH de 2,5, se
realizo6 el tratamiento térmico a temperaturas de 100 °C y 110 °C. De igual manera, se

procedi6 con las muestras a pH de 4,5y 5,5.
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En la figura 11 (del anexo 2), se presenta el esterilizador y las muestras utilizadas en
el proceso de hidrélisis de los polisacaridos que se encuentran en el jugo de cabuya
azul. La figura 11a muestra la autoclave utilizada para la hidr6lisis de los polisacdridos
del jugo de cabuya azul, y en la figura 11b, se aprecian los frascos pirex con el jugo

que se iba a hidrolizar.

4.5. Mediciones realizadas durante el proceso de hidroélisis

4.5.1. Propiedades fisico-quimicas del jugo de cabuya azul

Las propiedades fisico-quimicas del jugo de cabuya azul del distrito de La Merced,

medidas con los instrumentos indicados en el acdpite 4.3.2 se presentan en la tabla 10.

Tabla 10
Propiedades fisico-quimicas del jugo de cabuya azul
Fructanos °Brix Densidad Viscosidad
(mg/mL) (g/mL) (cp)
(g/100 mL sol.)
37,34 14,4 1,29 1,58

La figura 12 (del anexo 2) muestra la medicién de la densidad del jugo de cabuya azul,

utilizando un densimetro de triple uso: densidad, % de azucar y temperatura en °C.

4.5.2. Curvas de calibracion para la determinacion de azicares

4.5.2.1 Determinacion de aziicares reductores directos y aziicares reductores

totales.

El promedio de tres mediciones de absorbancia para determinar las concentraciones

iniciales de glucosa (antes del proceso de hidrdlisis) en el jugo de cabuya azul,
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utilizando para su medicion el espectrofotémetro GENESYS™ 10S UV/Vis, a 540 nm
de longitud de onda, se aprecia en la tabla 11. En la figura 6, se observa la grafica con
los valores de absorbancia versus concentracién de glucosa para obtener la

concentracion de azicares reductores directos y azicares reductores totales.

Tabla 11
Absorbancia y concentracion de glucosa para la determinacion de aziicares
reductores directos y aziicares reductores totales

Concentracion % Error % Error
glucosa Absorbancia
(g/L)
0,02 + 0,0002 1,00 0,000 + 0,000 0,00
0,10 + 0,001 1,00 0,050 + 0,001 2,00
0,50 + 0,002 0,40 0,377 + 0,001 0,26
0,80 + 0,001 0,12 0,524 + 0,001 0,19
1,00 £ 0,01 1,00 0,662 + 0,003 0,45
1,50 £ 0,02 1,30 0,929 + 0,002 0,22
2,00 + 0,03 1,50 1,275 £ 0,003 0,24
1.4
1.2
©
-G 1
c y = 0.633x + 0.0099
8 0.8 R2=0.9961
o 06
38 04
20
0.2
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Concentracion de glucosa (g/L)

Figura 6: Curva de calibracion para determinar azicares reductores directos y
azucares reductores totales.

En la figura 14 (del anexo 2), se observa la preparacion de las muestras para los andlisis
de azucares reductores que se hallan en el jugo de cabuya azul. En la figura 14a, se

aprecia la adicion de DNS, para los andlisis de azicares reductores; la figura 14b
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muestra las soluciones hidrolizadas tratadas con DNS para los andlisis de azicares

reductores en el espectrofotometro UV/Vis.

4.5.2.2 Determinacion de aziicares totales.

Enlatabla 12, se indica el promedio de tres mediciones de absorbancia para determinar
las concentraciones de azucares totales durante el proceso de hidrolisis, mediciones
realizadas con un maximo de absorcién de 490 nm, en el espectrofotémetro UV/Vis.
En la figura 7, se muestra un grifico de los valores de absorbancia versus
concentracion de azucares totales con el fin de obtener la curva de calibracion para la

determinacion de azucares totales.

Tabla 12
Absorbancia y concentracion de aziicares totales para obtener la curva de
calibracion, para determinar aziicares totales

Concentracion % Error % Error
Azucares Totales
g/L. Absorbancia
0,02 + 0,001 5,00 0,203 + 0,001 0,50
0,05 £ 0,001 2,00 0,281 = 0,001 0,40
0,10 + 0,001 1,00 0,255 + 0,001 0,40
0,20 £ 0,001 0,50 0,345 + 0,002 0,60
0,30 + 0,002 0,70 0,354 + 0,001 0,30
0,40 £ 0,002 0,50 0,460 + 0,002 0,40
0,60 + 0,003 0,50 0,507 = 0,001 0,20
0,80 = 0,003 0,40 0,577 £ 0,002 0,40
1,00 + 0,003 0,30 0,655 + 0,002 0,30
2,00 £ 0,01 0,50 1,087 £ 0,003 0,30

5,00 £ 0,02 0,40 2,366 + 0,004 0,20
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2.5

y =0.4255x + 0.2395
R?=0.9983

Absorbancia

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion aztcares totales g/L

Figura 7: Curva de calibracion para la determinacion de aziicares totales.

4.5.2.3 Determinacion de fructanos tipo inulina-FOS.

La tabla 13, expone el promedio de tres mediciones de absorbancia para determinar
las concentraciones de fructanos. La absorbancia se midi6 en un espectrofotometro a
una longitud de onda de 540 nm. La figura 8 muestra la grifica de la absorbancia

versus concentracion de fructosa para determinar fructanos (inulina-FOS).

Tabla 13
Absorbancia y concentracion de fructosa para hallar la curva de calibracion, para la
determinacion de fructanos (inulina — FOS)

Fructosa % Error Absorbancia % Error
(9/L)

4,0 £0,03 0,75 1,472 + 0,002 0,14

2,0 £ 0,01 0,50 0,762 + 0,003 0,40

1,0 £ 0,01 1,00 0,388 + 0,001 0,26

0,7 £ 0,01 0,14 0,268 + 0,001 0,37

0,6 £ 0,01 1,70 0,204 + 0,001 0,50

0,4 +0,01 2,50 0,140 = 0,001 0,70
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o y =0.3701x + 0.0024
0.5 R2=0.999

Absobancia

0 1 2 3 4 5
Concentracion fructosa g/L

Figura 8: Curva de calibracion para la determinacion de fructanos (inulina-FOS).

4.5.2.4 Determinacion de sacarosa por el método de Fehling (Norma Técnica

Peruana, NTP 211.045).

El método de analisis denota la presencia de azucares reductores (glucosa, fructosa,
aldosas, etcétera) y consiste en una reaccion redox, en la que el grupo aldehido
(reductor) de los aziicares es oxidado a grupo 4cido por el Cu**, que se reduce a Cu*

(en presencia de solucién de Fehling A y Fehling B).

Determinacion del factor estandar: (Norma técnica peruana, NTP 211.045)

F, =25x10°x V;

Donde:

F; : factor estdndar equivalente a gramos de glucosa que reacciona con 1 mL de

solucién Fehling

V; : volumen de solucién de azdcar hidrolizada gastado en la titulacién

Determinacidon de azucares reductores directos, de la muestra inicial antes de ser
hidrolizada:
Fg Fsx20xFg

G de sacarosa (expresados en g/L de producto) = x 1000 x —
Vix g 360
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P;v : factor estdndar en g/mL de la solucién de Fehling
20: volumen en mL de la solucién de Fehling A + B

F; : factor de dilucién de la muestra en g/mL

V; : volumen en mL de muestra utilizado en la titulacion.

g: peso de la muestraen g
342 y 360 son los pesos moleculares de la sacarosa y de la glucosa, respectivamente,

para convertir el resultado obtenido como azucares invertidos en sacarosa.

Para la muestra hidrolizada, se utiliz6 el mismo procedimiento e igual férmula para la

determinacion de azucares reductores totales.

4.6 Proceso de fermentacion alcoholica

4.6.1. Métodos de analisis de biomasa, aziicares reductores y etanol

En la figura 17 (del anexo 2), se aprecia el biorreactor utilizado en la fermentacién
alcohdlica del jugo de cabuya azul. En la figura 17a, se observa el biorreactor de 120
L; la figura 17b muestra el control automético de temperatura del biorreactor; la figura
17c muestra la toma de muestra del biorreactor para los diferentes controles del
proceso de fermentacién alcohdlica y la figura 17d muestra 20 L de jugo de cabuya

azul, cantidad minima con la que opera el biorreactor de 120 L.

4.6.1.1 Medicion de la produccion de biomasa.

La medicién de la reproduccion de las levaduras durante la etapa de fermentacion
alcohdlica se realiza deshidratando a sequedad, de la siguiente manera: se centrifuga
10 mL del caldo de crecimiento a 4000 rpm durante 15 minutos. El sedimento se
deposita en un crisol y se agrega 10 mL de solucion alcalina de NaCl al 0,85 % w/v;
luego, esta solucion se deshidrata en la estufa a temperatura de 80 °C, durante 6 h hasta
alcanzar un peso constante. La cantidad de biomasa se determina por diferencia de

peso entre el crisol con biomasa seca y el crisol sin muestra.
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En la figura 18 (del anexo 2), se ve la secuencia del proceso para la determinacion de
la cantidad de biomasa. La figura 18a muestra la centrifuga utilizada para la separacién
de biomasa de la solucién (mosto). En la figura 18b, se aprecia la biomasa
centrifugada, la figura 18c muestra la estufa con control automatico de temperatura y
tiempo, mientras que la figura 18d presenta la biomasa deshidratada para su

determinacion por peso seco.

4.6.1.2 Determinacion de aziicares reductores (AR).

Se evaluaron mediante el método de Miller con uso del acido 3,5-Dinitro Salicilico
(DNS). Un mL de muestra (el sobrenadante de la solucion centrifugada para el anélisis
de biomasa) se coloca en un tubo de prueba y se agrega 1 mL del reactivo DNS; luego,
se calienta a 100 °C durante 10 minutos, se enfria a temperatura ambiente en bafio con
hielo, se adiciona 10 mL de agua destilada, y se mide las concentraciones de azicares

a absorbancia a 540 nm en el espectrofotometro UV/Vis.

En la figura 19 (del anexo 2), se observa el tratamiento del liquido sobrenadante de la
solucion centrifugada para el andlisis de biomasa, En la figura 19a, se aprecia la
preparacion del liquido sobrenadante para su tratamiento con DNS, y en la figura 19b,
se presentan las muestras tratadas con DNS para el andlisis de azicares reductores en

el espectrofotometro UV/Vis.

4.6.1.3 Determinacion de alcohol etilico.

La determinacién de alcohol etilico se realiz6 por espectrofotometria utilizando
dicromato de potasio, el cual es un agente oxidante de color anaranjado, que es
reducido por el alcohol y se transforma en sulfato de cromo de color verde azulado.
Este puede cuantificarse en el espectrofotdmetro mencionado anteriormente, a
longitud de onda maxima de 580 nm. A continuacién, se muestra la reaccién quimica

que ocurre entre el alcohol etilico con el dicromato de potasio en medio acido:

3CH3CH20H +2K>Cr207 + 8H2SO4™» 3CH3COOH + 2 Cr2(SO4) + 2K2S04 + 11H20

Anaranjado Verde azulado
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En la tabla 14, se indican los datos de absorbancia con sus respectivas concentraciones

de alcohol etilico (en g/mL y en % en peso). En las figuras 9 y 10, se grafican estos

valores para hallar las concentraciones de alcohol etilico.

Tabla 14

Absorbancia y concentraciones de alcohol etilico (en g/mL 'y en % en peso)

Conc. alcohol

Conc. alcohol Absorbancia

(g/mL) (% en peso)
0,01 1,20 0,253
0,05 6,20 0,289
0,10 12,50 0,326
0,20 24,90 0,407
0,30 37,36 0,488
0,40 49,81 0,560

60

50

40

30

20

Absorbancia

10

0.1

0.2

y =124.59x - 0.0158
R?Z=1

0.3 0.4 0.5

Concentracion etanol g/mL

Figura 9: Curva de calibracion para determinar la concentracion de etanol en g/mL.
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Figura 10: Curva de calibracion para determinar la concentracion de etanol en
% en peso.

4.6.1.4 Obtencion del inoculo.

Para llevar a cabo el proceso de fermentacion alcohdlica, se utiliz6 la levadura
Saccharomyces cerevisiae variedad Ellipsoideus, D 47 — LALVIN — Canada. Esta
levadura se encuentra en estado deshidratado y viene en sobres de 5 g, por lo que fue
necesario su reproduccion hasta la concentracion necesaria para inocular los 20 L de

jugo de cabuya utilizado en las pruebas experimentales.

El procedimiento para obtener el indculo fue el siguiente: a 3 L de jugo de cabuya azul,
se adicioné 6 g de fosfato diaménico (DAP) como nutriente para llegar a una
concentracion de 2 g DAP/L de jugo. Posteriormente, se esterilizd la solucion a
110 °C, y se trasvas6 a un matraz de 5 L, al cual se instal6 el sistema de aireacion. La
solucién se enfrié a la temperatura de incubacion de 24 °C, se le agregé las cepas de
levadura S. cerevisiae D-47 y se le suministré aire estéril a un flujo de 1 vvm durante
24 h, hasta llegar a la concentracion de 1,15 g de biomasa/L. Esta concentracion de
biomasa equivale a 2,875 x 107 células/mL. Segin Godinez (2012), la concentracién
es de 2,0 x 107 a 3,0 x 107 células de levaduras/mL vy, segiin Fermentis by Lesaffre
(2017), 1,0 g de células = 1,4 x 107 células, se encuentran en el rango de cantidad de

células/mL para la produccién de tequila.
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La figura 22 (del anexo 2) muestra la imagen de los insumos utilizados en la
fermentacion alcohdlica. La figura 22a muestra el nutriente DAP utilizado en la

investigacion, y en la 22b, se observa la levadura S. cerevisiae D 47.

La figura 23 (del anexo 2) muestra la secuencia de cultivo del inéculo de levaduras
Saccharomyces cerevisiae. La figura 23a muestra un momento de preparacion del jugo
de cabuya para el cultivo del indculo, y en la figura 23b, se observa el suministro de

aire estéril al indculo.

4.6.2 Proceso de fermentacion alcohoélica

Las pruebas experimentales de fermentacion alcohdlica se llevaron a cabo en el
laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la UNMSM. Se utilizé un biorreactor de 120 L con las siguientes
caracteristicas de funcionamiento: control automdtico de temperatura, velocidad del
agitador de 90 RPM, motor de 0,5 HP, con una alimentacién de aire estéril con flujo

volumétrico variable de 20 L/min. a 60 L/min.

Para cada prueba experimental se utilizaron 20 L de jugo de cabuya (cantidad minima
de operacion del biorreactor). La figura 24 (del anexo 2) muestra el biorreactor

utilizado en las pruebas experimentales del proceso de fermentacion alcohdlica.

La fermentacién alcohdlica del jugo de la cabuya es la etapa mds importante de la
investigacion, pues durante esta, se va a estudiar como influyen en el proceso la
temperatura, el pH y la concentraciéon de DAP para obtener el mdximo rendimiento de

alcohol etilico.

Antes de llevar a cabo las pruebas experimentales del proceso de fermentacion
alcohdlica a diferentes condiciones de temperatura, pH y concentraciéon de DAP, se
esterilizo el jugo de cabuya a 110 °C en el biorreactor. El estudio del proceso de

fermentacion se realiz6 en dos etapas:
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Primera etapa: el objetivo fue determinar el mayor rendimiento de etanol y biomasa
a diferentes condiciones experimentales de temperatura, pH y concentracién de
nutriente (DAP). En la tabla 7, se ha presentado el disefio experimental de la primera
etapa de la fermentacién alcohdlica del jugo de cabuya azul, a concentracién de

sustrato (AR) de 60 g/L, segin Arellano et al. (2007).

Segunda etapa: la finalidad fue determinar el mayor rendimiento de alcohol etilico a
diferentes concentraciones de AR: 10 g/L, 30 g/L y 90 g/L (tabla 8), manteniendo
constantes las condiciones experimentales de la prueba con mayor rendimiento de

etanol y biomasa de la primera etapa.

Procedimiento de fermentacion alcohélica aplicado en la primera etapa: las
diferentes pruebas experimentales de esta etapa se llevaron a cabo a concentracién de
AR de 60 g/L, pH de 3,5 y 4,5; segun lo publicado por Liu et al. (2015), Bautista et al.
(2001) y Moran-Marroquin et al. (2009); a temperatura de 24 °C, 28 °C y 32 °C, asi
como a concentracién de DAP de 1 g/L y 2 g/L.

Se utilizé 20 L de jugo de cabuya, previamente esterilizado, al cual se adicion¢ el
indculo de levadura S. cerevisiae D 47 a una concentracion de 1,15 g/L (base seca). Se
suministré aire estéril al flujo de 1vvm durante las primeras 8 h del proceso, la
velocidad de agitacion fue de 90 rpm. El proceso se monitoreé tomando muestras cada
2 h, durante 26 h para los respectivos analisis de produccion de biomasa, consumo de

azucares y produccion de etanol.

En la figura 25 (del anexo 2), se aprecia la inoculacién de los 20 L de jugo de cabuya

con la levadura S. cerevisiae, para iniciar el proceso de fermentacion alcohdlica.

Segin el estudio experimental realizado en la primera etapa del proceso de
fermentacidon alcohdlica, la prueba 8 fue la de mayor rendimiento de biomasa y etanol,
a condiciones de: temperatura de 28 °C, pH 3,5, concentracion de DAP de 2 g/L y
concentracion de AR de 60 g/L.

Procedimiento aplicado para la segunda etapa de fermentacion alcohélica: a las

condiciones de la prueba 8, en la que se obtuvo el mayor rendimiento de biomasa y
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etanol (temperatura de 28 °C, pH 3,5; concentraciéon de DAP de 2 g/L. y concentracién
de AR de 60 g/L), se realiz6 el estudio experimental variando las concentraciones de
sustrato (AR), de 10 g/L, 30 g/L. y 90 g/L, de acuerdo con lo publicado por Arellano
et al. (2007) y Herrera et al. (2009), y como se indica en la tabla 8.

En las pruebas experimentales, se utilizaron 20 L de jugo de cabuya, previamente
esterilizado, al cual se adiciond el inoculdé de levadura S. cerevisiae D 47 a la
concentracion de 1,15 g/L. Se le suministré aire estéril al flujo de 1vvm durante las
primeras 8 h del proceso, la velocidad de agitacion fue de 90 rpm. El proceso de
fermentacion se monitore6 tomando muestras cada 2 h, durante la 26 h para los
respectivos andlisis de produccion de biomasa, consumo de azucares y produccion de

etanol, asi como el consumo de Oz y produccion de COx.



CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados del proceso de hidrdlisis de los polisacaridos presentes en el
jugo de cabuya azul

A continuacién, se detallan los resultados del proceso de hidrélisis a diferentes
condiciones de los diferentes aziicares presentes en el jugo de cabuya: temperatura,

90 °C, 100 °Cy 110 °C; pH 2,5,4,5 y 5,5; y tiempo de proceso de 10 h.

5.1.1 Proceso de hidrolisis de fructanos

La tabla 15 presenta el promedio de las mediciones realizadas por duplicado en el
proceso de hidrdlisis de fructanos a diferentes condiciones, a temperatura de 90 °C,
100 °C y 110 °C; pH 2,5, 4,5, y 5,5; durante 10 h de proceso. Se observa una mayor
hidrdlisis de fructanos del 90,55 %, a pH de 2,5, temperatura de 110 °C, durante 10 h
de proceso (la concentracion inicial de fructanos para las diferentes condiciones

experimentales de temperatura y pH es igual a 37,342 mg/mL).

Tabla 15
Datos del proceso de hidrdlisis de fructanos (valores en mg/mL)

Fructanos  %Hidrolisis

Tiempo Temperatura Fructanos Fructanos Fructanos hidrolizado  Fructanos
h pH °C Inicial Final Hidrolizados acumulado
2 2,5 90 37,342 30,773 6,570 6,570 17,59
4 2,5 90 30,773 23,768 7,004 13,574 36,35
6 2,5 90 23,768 17,684 6,084 19,658 52,64
8 2,5 90 17,684 11,681 6,004 25,662 68,72

10 2,5 90 11,601 7,413 4,188 29,850 79,93
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2 4,5 90 37,342 32,352 4,990 4,990 13,36
4 4,5 90 32,352 26,010 6,342 11,332 30,35
6 4,5 90 26,010 20,156 5,854 17,186 46,02
8 4,5 90 20,156 14,603 5,554 22,740 60,90
10 4,5 90 14,603 10,121 4,482 27,222 72,90
2 5,5 90 37,342 33,291 4,052 4,052 10,85
4 5,5 90 33,291 27,766 5,525 9,577 25,65
6 5,5 90 27,766 22,826 4,940 14,517 38,88
8 5,5 90 22,826 17,988 4,838 19,355 51,83
10 5,5 90 17,988 14,734 3,254 22,609 60,54
2 2,5 100 37,342 29,451 7,892 7,892 21,13
4 2,5 100 29,451 21,510 7,940 15,832 42,40
6 2,5 100 21,510 14,705 6,805 22,637 60,62
8 2,5 100 14,705 8,253 6,452 29,089 77,90
10 2,5 100 8,253 3,872 4,381 33,471 89,63
2 4,5 100 37,342 31,088 6,254 6,254 16,75
4 4,5 100 31,088 24,520 6,569 12,823 34,34
6 4,5 100 24,520 17,879 6,640 19,463 52,12

4,5 100 17,879 11,867 6,012 25,475 68,22
10 4,5 100 11,867 8,381 3,486 28,961 77,56
2 5,5 100 37,342 32,705 4,638 4,638 12,42
4 5,5 100 32,705 25,300 7,404 12,042 32,25
6 5,5 100 25,300 21,265 4,035 16,078 43,05
8 5,5 100 21,265 18,225 3,040 19,118 51,20
10 5,5 100 18,225 12,603 4,622 23,740 63,57
2 2,5 110 37,342 27,921 9,421 9,421 25,23
4 2,5 110 27,921 20,045 7,876 17,297 46,32
6 2,5 110 20,045 13,398 6,647 23,944 64,12
8 2,5 110 13,398 6,749 6,649 30,593 81,93
10 2,5 110 6,749 3,527 3,222 33,815 90,55
2 4,5 110 37,342 30,471 6,871 6,871 18,40
4 4,5 110 30,471 23,806 6,665 13,537 36,25
6 4,5 110 23,806 16,703 7,102 20,639 55,27
8 4,5 110 16,703 9,747 6,957 27,596 73,90
10 4,5 110 9,747 6,724 3,022 30,618 81,99
2 5,5 110 37,342 32,280 5,062 5,062 13,56
4 5,5 110 32,280 24,173 8,107 13,169 35,27
6 5,5 110 24,173 18,533 5,641 18,810 50,37
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8 5,5 110 18,533 14,092 4,440 23,250 62,26
10 5,5 110 14,092 10,990 3,102 26,353 70,57
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Figura 11: Comparacion del proceso de hidroélisis de fructanos a temperatura de
90 °C, 100 °C, 110 °C y a pH 2,5; 4,5; y 5,5 (-- 2,5; -- 4,5; -- 5,5).

5.1.2 Proceso de hidrolisis de la sacarosa presente en el jugo de cabuya azul

En la tabla 16, se aprecian los datos de las mediciones realizadas por duplicado en el
proceso de hidrolisis de sacarosa a diferentes condiciones de: temperatura de 90 °C,
100°C y 110 °C; pH 2,5, 4,5, y 5,5 durante 10 h de proceso. Se observa un mayor
grado de hidrdlisis de la sacarosa igual al 90,04 %, a pH de 2,5 y temperatura de
110 °C, durante 10 h de proceso (la concentracién inicial de sacarosa para las

diferentes condiciones experimentales de temperatura y pH es igual a 9,294 mg/mL).

Tabla 16
Datos del proceso de hidrolisis de sacarosa (mg/mL)
Sacarosa %

Tiempo pH Temperatura Sacarosa Sacarosa Sacarosa hidrolizada Hidrdlisis
h °C Inicial final hidrolizada acumulada sacarosa
2 2,5 90 9,294 6,791 2,503 2,503 26,93
4 2,5 90 6,791 4,820 1,970 4,473 48,13
6 2,5 90 4,820 3,565 1,256 5,729 61,64
8 2,5 90 3,565 2,409 1,156 6,885 74,08
10 2,5 90 2,409 1,530 0,879 7,764 83.54

2 4,5 90 9,294 7,115 2,179 2,179 23,44



4 4,5 90 7,115 5,592 1,523 3,702 39,83
6 4,5 90 5,592 4,219 1,372 5,074 54,60
8 4,5 90 4,219 3,215 1,004 6,078 65,40
10 4,5 90 3,215 2,616 0,599 6,677 71,85
2 5,5 90 9,294 7,568 1,726 1,726 18,57
4 5,5 90 7,568 6,024 1,544 3,269 35,18
6 5,5 90 6,024 4,955 1,069 4,339 46,68
8 5,5 90 4,955 3,990 0.965 5,304 57,07
10 5,5 90 3,990 3,049 0,941 6,244 67,19
2 2,5 100 9,294 6,685 2,609 2,609 28,07
4 2,5 100 6,685 5,049 1,636 4,245 45,67
6 2,5 100 5,049 3,613 1,436 5,680 61,12
8 2,5 100 3,613 2,354 1,260 6,940 74,67
10 2,5 100 2,354 1,377 0,976 7,916 85,18
2 4,5 100 9,294 7,497 1,796 1,796 19,33
4 4,5 100 7,497 5,597 1,900 3,697 39,78
6 4,5 100 5,597 4,112 1,485 5,182 55,76

4,5 100 4,112 2,844 1,267 6,449 69,39
10 4,5 100 2,844 1,822 1,023 7,472 80,40
2 5,5 100 9,294 7,562 1,732 1,732 18,63
4 5,5 100 7,562 5,629 1,932 3,664 39,43
6 5,5 100 5,629 4,350 1,279 4,944 53,19
8 5,5 100 4,350 3,498 0,852 5,796 62,36
10 5,5 100 3,498 2,942 0,556 6,352 68,35
2 2,5 110 9,294 6,055 3,239 3,239 34,85
4 2,5 110 6,055 4,560 1,496 4,734 50,94
6 2,5 110 4,560 2,986 1,574 6,308 67,87

2,5 110 2,986 1,584 1,402 7,710 82,96
10 2,5 110 1,584 0,926 0,658 8,368 90.04
2 4,5 110 9,294 6,945 2,349 2,349 25,28
4 4,5 110 6,945 5,167 1,777 4,126 44,40
6 4,5 110 5,167 4,065 1,102 5,228 56,26
8 4,5 110 4,065 2,965 1,100 6,329 68,10
10 4,5 110 2,965 1,986 0,979 7,307 78,63
2 5,5 110 9,294 7,471 1,822 1,822 19,61
4 5,5 110 7,471 5,346 2,125 3,947 42,47
6 5,5 110 5,346 4,194 1,153 5,100 54,88
8 55 110 4,194 3,172 1,021 6,121 65,87
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10 5,5 110 3,172 2,420 0,753 6,874 73,96

La figura 12 muestra la comparacion de los procesos de hidrdlisis de la sacarosa, a
temperatura de 90 °C, 100 °C y 110 °C, durante 10 h de proceso y apH de 2,5,4,5 y
5,5; logrando el 90,04 % de hidrdlisis de sacarosa a pH de 2,5 y temperatura de 110 °C
(datos de la tabla 16).
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Figura 12: Comparacion del proceso de hidrolisis de sacarosa a temperatura de
90 °C, 100 °C, 110 °Cy a pH 2,5; 4,5; y 5,5 (-- 2,5; -- 4,5; -- 5,5).

5.1.3 Incremento de glucosa en el proceso de hidrolisis de los polisacaridos
presentes en el jugo de cabuya azul

La tabla 17 presenta los datos de las mediciones por duplicado del incremento de
glucosa en el jugo de cabuya, a temperatura de 90 °C, 100 °Cy 110 °C; pH 2,5; 4,5 y
5,5; durante el tiempo de proceso de 10 h. Observiandose un mayor incremento de
glucosa del 27,36 %, a pH de 2,5, temperatura de 110 °C y tiempo de proceso de 10 h
(la concentracion inicial de glucosa para las diferentes condiciones experimentales de

temperatura y pH es igual a 16,108 mg/mL).



Tabla 17
Incremento de glucosa en el proceso de hidrélisis (mg/mL)

Tiempo pH Temperatura fsliufosa G.Iucosa Incremento '";E::;—:a‘m Incre:f\ento
h inicial final glucosa et lucosa
2 2,5 90 °C 16,108 17,016 0,907 0,907 5.63
4 2,5 90 °C 17,016 17,913 0,897 1,805 11.20
6 2,5 90 °C 17,913 18,647 0,734 2,538 15.76
8 2,5 90 °C 18,647 19,565 0,918 3,457 21.46
10 2,5 90 °C 19,565 20,046 0,481 3,938 24.45
2 4,5 90 °C 16,108 16,825 0,717 0,717 4.45
4 4,5 90 °C 16,825 17,612 0,786 1,503 9.33
6 4,5 90 °C 17,612 18,334 0,722 2,226 13.82
8 4,5 90 °C 18,334 18,890 0,556 2,781 17.27
10 4,5 90 °C 18,890 19,405 0,515 3,296 20.46
2 5,5 90 °C 16,108 16,686 0,578 0,578 3.58
4 5,5 90 °C 16,686 17,393 0,707 1,285 7.97
6 5,5 90 °C 17,393 17,994 0,601 1,886 11.70
8 5,5 90 °C 17,994 18,622 0,628 2,513 15.60
10 5,5 90 °C 18,622 18,958 0,336 2,850 17,69
2 2,5 100 °C 16,108 17,158 1,050 1,050 6,52
4 2,5 100 °C 17,158 18,116 0,958 2,008 12,46
6 2,5 100 °C 18,116 18,760 0,644 2,652 16,46
8 2,5 100 °C 18,760 19,358 0,598 3,249 20,17
10 2,5 100°C 19,358 19,903 0,545 3,794 23,56
2 4,5 100 °C 16,108 16,914 0,805 0,805 5,00
4 4,5 100 °C 16,914 17,760 0,847 1,652 10,26
6 4,5 100 °C 17,760 18,573 0,813 2,465 15,30
8 4,5 100 °C 18,573 19,195 0,622 3,087 19,16
10 4,5 100°C 19,195 19,634 0,439 3,526 21,89
2 5,5 100 °C 16,108 16,745 0,637 0,637 3,95
4 5,5 100 °C 16,745 17,679 0,934 1,571 9,75
6 5,5 100 °C 17,679 18,591 0,912 2,483 15,41
8 5,5 100 °C 18,591 19,092 0,500 2,983 18,52
10 5,5 100 °C 19.092 19,404 0,312 3,295 20,46
2 2,5 110°C 16,108 17,374 1,266 1,266 7.86
4 2,5 110°C 17,374 18,312 0,938 2,204 13.68
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6 2,5 110°C 18,312 19,230 0,918 3,122 19.38
8 2,5 110°C 19,230 20,128 0,898 4,020 24.96
10 2,5 110°C 20,128 20,516 0,388 4,408 27.36
2 4,5 110°C 16,108 17,030 0,922 0,922 5,72
4 4,5 110°C 17,030 17,875 0,844 1,766 10,96
6 4,5 110°C 17,875 18,859 0,984 2,750 17,07
8 4,5 110°C 18,859 19,774 0,916 3,666 22,76
10 4,5 110°C 19,774 20,071 0,297 3,963 24,60
2 5,5 110°C 16,108 16,797 0,688 0,688 4,27
4 5,5 110°C 16,797 17,820 1,023 1,712 10,63
6 5,5 110°C 17,820 18,705 0,885 2,596 16,12
8 5,5 110°C 18,705 19,251 0,546 3,143 19,51
10 5,5 110 19,251 19,637 0,386 3,528 21,90

La figura 13 presenta los datos de incremento de glucosa (tabla 17): se observa el mayor

incremento de glucosa del 27,36 %, a pH de 2,5 y temperatura de 110 °C.
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Figura 13: Comparaciéon de incremento de glucosa a temperatura de 90 °C,
100°C,110 °Cy a pH 2,5; 4,5; y 5,5 (-- 2,5; -- 4,5; -- 5,5).

5.1.4 Incremento de fructosa en el proceso de hidrolisis de los polisacaridos
presentes en el jugo de cabuya azul
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Los datos de incremento de fructosa en el jugo de cabuya azul durante el proceso de
hidrdlisis se muestran en la tabla 18, a temperatura de 90 °C, 100 °Cy 110 °C; pH 2,5;
4,5y 5,5; durante 10 h de proceso. Se observa un mayor incremento de fructosa, del
66,48 %, a pH 2,5, temperatura de 110 °C y tiempo de proceso de 10 h (la
concentracion inicial de fructosa para las diferentes condiciones experimentales de

temperatura y pH es igual a 54,713 mg/mL).

Tabla 18
Incremento de fructosa durante el proceso de hidrdlisis (mg/mL)

%

Tiempo Temperatura Fructosa Fructosa Incremento fructosa .
pH rendimiento

h °C inicial final de fructosa acumulado

fructosa
2 2,5 90 °C 54,713 62,878 8,165 8,165 14,92
4 2,5 90°C 62,878 70,956 8,077 16,243 19,69
6 2,5 90°C 70,956 77,561 6,606 22,848 41,43
8 2,5 90°C 77,561 83,802 6,241 29,089 53,17
10 2,5 90 °C 83,802 88,133 4,330 33,420 61,08
2 4,5 90 °C 54,713 61,165 6,452 6,452 11,79
4 4,5 90 °C 61,165 68,244 7,079 13,531 24,73
6 4,5 90 °C 68,244 74,747 6,503 20,034 36,62
8 4,5 90 °C 74,747 80,750 6,002 26,037 47,59
10 4,5 90 °C 80,750 85,015 4,266 30,303 55,38
2 5,5 90 °C 54,713 59,912 5,199 5,199 9,50
4 5,5 90 °C 59,912 66,275 6,362 11,562 21,13
6 5,5 90°C 66,275 71,683 5,408 16,970 31,02
8 5,5 90 °C 71,683 76,858 5,175 22,145 40,48
10 5,5 90 °C 76,858 80,615 3,756 25,902 47,34
2 2,5 100 °C 54,713 64,164 9,451 9,451 17,27
4 2,5 100 °C 64,164 72,782 8,618 18,069 33,02
6 2,5 100 °C 72,782 80,379 7,597 25,666 46,91
8 2,5 100 °C 80,379 87,493 7,114 32,780 59,91
10 2,5 100 °C 87,493 92,306 4,813 37,593 68,71
2 4,5 100 °C 54,713 61,958 7,245 7,245 13,24
4 4,5 100 °C 61,958 69,581 7,622 14,868 27,17

6 4,5 100 °C 69,581 76,893 7,313 22,180 40,54
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8 4,5 100 °C 76,893 83,551 6,657 28,838 52,71
10 4,5 100 °C 83,551 87,620 4,070 32,907 60,14
2 5,5 100 °C 54,713 60,445 5,732 5,732 10,48
4 5,5 100 °C 60,445 68,848 8,403 14,135 25,84
6 5,5 100 °C 68,848 73,251 4,403 18,538 33,88
8 5,5 100 °C 73,251 76,643 3,392 21,930 40,08
10 5,5 100 °C 76,643 81,510 4,866 26,796 48,98
2 2,5 110°C 54,713 66,107 11,394 11,394 20,82
4 2,5 110°C 66,107 74,541 8,434 19,828 36,24
6 2,5 110°C 74,541 81,844 7,303 27,131 49,59
8 2,5 110°C 81,844 86,897 5,053 32,184 58,82
10 2,5 110 °C 86,897 91,089 4,192 36,376 66,48
2 4,5 110°C 54,713 63,011 8,298 8,298 15,17
4 4,5 110°C 63,011 70,610 7,598 15,897 29,05
6 4,5 110°C 70,610 77,830 7,220 23,117 42,25
8 4,5 110°C 77,830 84,972 7,142 30,259 55,30
10 4,5 110°C 84,972 88,676 3,704 33,962 62,07
2 5,5 110°C 54,713 60,909 6,196 6,196 11,32
4 5,5 110°C 60,909 70,118 9,208 15,405 28,16
6 5,5 110°C 70,118 76,026 5,909 21,314 38,96
8 5,5 110°C 76,026 80,942 4,916 26,229 47,94
10 5,5 110°C 80,942 84,412 3,469 29,698 54,28

La comparacion de los incrementos de fructosa se muestra en la figura 14, también se

observa un mayor incremento del 66,48 %, a pH de 2,5 y temperatura de 110 °C.
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Figura 14: Comparacion de incrementos de fructosa a temperatura de 110°Cy a
diferentes condiciones de pH 2,5; 4,5; y 5,5 (-- 2,5; -- 4,5; -- §,5).

5.1.5 Incremento de azicares reductores directos (ARD) en el proceso de
hidrdlisis de los polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul

La tabla 19, presenta los datos por duplicado de los resultados del incremento de
azucares reductores directos (ARD) de la hidrdlisis, a temperaturas de 90 °C, 100 °C
y 110 °C; pH 2,5; 4,5 y 5,5; durante 10 h de proceso. Se observa un mayor incremento
de ARD del 119,13 %, a pH 2,5; temperatura de 110 °C y tiempo de proceso de 10 h
(la concentracion inicial de azidcares reductores directos para las diferentes

condiciones experimentales de temperatura y pH es igual a 70,822 mg/mL).

Tabla 19
Incremento de aziicares reductores directos en el proceso de hidrolisis (mg/mL)
ART - ARD %
Tiempo pH T ARD inicial  ART final ARD hidrolizado rendimiento
h acumulado ARD
2 25 90°C 70.822 88.968 18.146 18.146 25.62
4 2,5 90 °C 88.968 106.918 17.950 36.096 50.97
6 25 90°C 109.421 124.100 14.679 50.774 71.69
8 25 90°C 128.573 142.892 14.319 65.093 91.91
10 25 90°C 148.763 158.641 9.878 74.972 105.86

2 4,5 90 °C 70.822 85.160 14.338 14.338 20.24
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4 4,5 90°C 85.160 100.891 15.731 30.069 42.46
6 4,5 90 °C 103.069 117.521 14.452 44,521 62.86
8 4,5 90 °C 121.223 134.339 13.116 57.636 81.38
10 4,5 90 °C 139.413 149.274 9.861 67.497 95.30
2 5,5 90 °C 70.822 82.376 11.554 11.554 16.31
4 5,5 90 °C 82.376 96.514 14.138 25.692 36.28
6 5,5 90 °C 98.240 110.258 12.018 37.711 53.25
8 5,5 90 °C 113.528 125.134 11.606 49.317 69.64
10 5,5 90 °C 129.473 137.760 8.287 57.604 81.34
2 2,5 100°C 70.822 91.823 21.002 21.002 29.65
4 2,5 100°C 91.823 110.975 19.152 40.154 56.70
6 2,5 100°C 110.975 127.456 16.481 56.635 79.97
8 2,5 100°C 127.456 142.880 15.424 72.059 101.75
10 2,5 100°C 142.880 153.596 10.716 82.775 116.88
2 4,5 100°C 70.822 86.923 16.101 16.101 22.73
4 4,5 100°C 86.923 103.861 16.938 33.039 46.65
6 4,5 100°C 103.861 120.112 16.251 49.290 69.60
8 4,5 100°C 120.112 134.671 14.559 63.849 90.15
10 4,5 100 °C 134.671 143.688 9.017 72.866 102.89
2 55 100°C 70.822 83.560 12.739 12.739 17.99
4 55 100°C 83.560 102.234 18.674 31.413 44.35
6 55 100°C 102.234 112.864 10.630 42.043 59.36
8 55 100°C 112.864 120.649 7.785 49.827 70.36
10 55 100 °C 120.649 131.006 10.357 60.184 84.98
2 2,5 110°C 70.822 96.142 25.320 25.320 35.75
4 2,5 110°C 96.142 114.884 18.742 44.062 62.22
6 2,5 110°C 114.884 131.327 16.443 60.506 85.43
8 2,5 110°C 131.327 147.428 16.101 76.606 108.17
10 2,5 110°C 147.428 155.189 7.761 84.367 119.13
2 4,5 110°C 70.822 89.263 18.441 18.441 26.04
4 4,5 110°C 89.263 106.149 16.886 35.327 49.88
6 4,5 110°C 106.149 122.558 16.409 51.735 73.05
8 4,5 110°C 122.558 138.672 16.114 67.850 95.80
10 45 110°C 138.672 146.673 8.001 75.851 107.10
2 55 110°C 70.822 84.592 13.770 13.770 19.44
4 55 110°C 84.592 105.055 20.463 34.233 48.34
6 55 110°C 105.055 118.642 13.587 47.820 67.52



60

8 55 110°C 118.642 129.566 10.924 58.744 82.95
10 55 110°C 129.566 137.276 7.710 66.454 93.83

En la figura 15, se comparan los datos de incremento de azticares reductores directos
de la tabla 19 y se observa un mayor rendimiento del 59,56 %, a pH de 2,5 y
temperatura de 110 °C.

INCREMENTO DE AZUCARES REDUCTORES
125
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115
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TEMPERATURA °C

% AZUCARES REDUCTORES

Figura 15: Comparacion de incrementos de azicares reductores directos a
temperatura de 90 °C, 100 °C, 110 °C y pH 2,5; 4,5; y 5,5 (-- 2,5; -- 4,5; -- 5,5).

5.1.6 Rendimiento del proceso de hidrolisis de los polisacaridos presentes en el
jugo de cabuya azul

Los rendimientos del proceso de hidrdlisis de los polisacdridos que se hallan en el jugo
de cabuya se presentan en la tabla 19, a temperaturas de 90 °C, 100 °C y 110 °C; pH
3,5;4,5y 5,5, durante 10 h de proceso.

(Sacarosa + Fructano)o — (Sacarosa+Fructano)r

Rendimiento Hidrolisis = x 100

(Sacarosa+Fructano)o

Como se observa en la tabla 20, se obtiene un rendimiento de hidrdlisis del 90,45 %, a

temperatura de 110 °C y pH de 2,5, durante 10 h de proceso (la concentracién inicial
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de polisacéridos para las diferentes condiciones experimentales de temperatura y pH

es igual a 46,6361 mg/mL).

Tabla 20

Rendimiento del proceso de hidrolisis de los polisacdridos presentes en el jugo de

cabuya (mg/mlL)

Sacarosa Sacarosa
inicial + final +
Tiempo Temperatura Fructano  Fructano Hidrélisis %
(h) pH °C inicial final Hidrdlisis Acumulado Hidrdlisis
2 2.5 90 46,6361 37,5633 9,0728 9,073 19,45
4 2.5 90 37,5633 28,5884 8,9749 18.048 38,70
6 2.5 90 28,5884 21,2489 7,3395 25,387 54,44
8 2.5 90 21,2489 14,0895 7,1594 32,546 69,79
10 2.5 90 14,0095 8,9425 5,0671 37,614 80,65
2 4.5 90 46,6361 39,4671 7,1690 7,169 15,37
4 4.5 90 39,4671 31,6017 7,8654 15,034 32,24
6 4.5 90 31,6017 24,3758 7,2259 22,260 47,73
8 4.5 90 24,3758 17,8179 6,5579 28,818 61,79
10 4.5 90 17,8179 12,7374 5,0806 33,899 72,69
2 5.5 90 46,6361 40,8589 5,7772 5,777 12,39
4 5.5 90 40,8589 33,7897 7,0691 12,846 27,54
6 5.5 90 33,7897 27,7806 6,0091 18,855 40,43
8 5.5 90 27,7806 21,9774 5,8032 24,658 52,87
10 5.5 90 21,9774 17,7829 4,1945 28,853 61,87
2 2.5 100 46,6361 36,1353 10,5008 10,500 22,52
4 2.5 100 36,1353 26,5593 9,5760 20,077 43,05
6 2.5 100 26,5593 18,3186 8,2407 28,318 60,72
8 2.5 100 18,3186 10,6068 7,7118 36,029 77,26
10 2.5 100 10,6068 5,2490 5,3578 41,387 88,74
2 4.5 100 46,6361 38,5855 8,0506 8,050 17,26
4 4.5 100 38,5855 30,1164 8,4691 16,520 35,42
6 4.5 100 30,1165 21,9912 8,1253 24,645 52,84
8 4.5 100 21,9912 14,7117 7,2795 31,924 68,45
10 4.5 100 14,7117 10,2032 4,5085 36,433 78,12
2 5.5 100 46,6361 40,2669 6,3692 6,369 13,66
4 5.5 100 40,2669 30,9300 9,3369 15,706 33,68
6 5.5 100 30,9299 25,6150 5,3149 21,021 45,07
8 5.5 100 25,6150 21,7226 3,8924 24,913 53,42
10 5.5 100 21,7226 16,5441 5,1785 30,092 64,52
2 2.5 110 46,6361 33,9761 12,6600 12,660 27,15
4 2.5 110 33,9761 24,6049 9,3711 22,031 47,24
6 2.5 110 24,6050 16,3833 8,2217 30,253 64,87
8 2.5 110 16,3833 8,3330 8,0503 38,303 82,13
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10 2.5 110 8,3330 4,4527 3,8803 42,183 90,45
2 4.5 110 46,6361 37,4158 9,2203 9,220 19,77
4 4.5 110 37,4158 28,9730 8,4428 17,663 37,87
6 4.5 110 28,9730 20,7686 8,2044 25,868 55,47
8 4.5 110 20,7686 12,7114 8,0572 33,925 72,74
10 4.5 110 12,7114 8,7107 4,0007 37,925 81,32
2 5.5 110 46,6361 39,7513 6,8848 6,885 14,76
4 5.5 110 39,7513 295197 10,2317 17,116 36,70
6 5.5 110 29,5196 22,7262 6,7934 23,910 51,27
8 5.5 110 22,7262 17,2643 5,4619 29,372 62,98
10 5.5 110 17,2643 13,4095 3,8548 33,226 71,25

Los rendimientos totales del proceso de hidrélisis se aprecian en la figura 16, a

temperatura de 90 °C, 100 °C y 110 °C, y pH 2,5; 4,5 y 5,5; durante 10 h de proceso.

Se observa el mayor rendimiento total de hidrdlisis del 90,45 %, a pH 2,5 y temperatura

de 110 °C (datos de la tabla 20).
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Figura 16: Comparacion de rendimiento del proceso de hidroélisis de polisacaridos
en % a 90 °C, 100 °C, 110°C, y a pH 2,5; 4,5; y 5,5 (-- 2,5; -- 4,5; -- 5,5).

5.1.7 Cinética del proceso de hidrdlisis de los polisacaridos del jugo de cabuya

Segun el modelo matematico utilizado por Michel-Cuello et al. (2015) para la cinética

de hidrélisis de fructanos, la reaccion es de primer orden; por tanto, el tratamiento de
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los datos de la tabla 20 (columnas 1 y 4) son para una cinética de primer orden con la

finalidad de hallar el coeficiente de velocidad del proceso de hidrélisis de los

polisacéridos.
Polisacaridos = Fructanos + Sacarosa (1)
. .. Hidrdlisis
Polisacaridos ——= Fructosa + Glucosa (2)
Hidrdélisis
— B + C 3)
Donde:

A = (Polisacdridos + sacarosa), B = Fructosa y C = Glucosa.

Para una reaccién de primer orden:

TA=K1CA (4)
dCy
—4 =K. C

dt 1 %A

dc
fC_A = [- K, dt

A

Ln CA = Ln CAO_ Klt (5)

Graficando Ln C4 vs t se obtiene una linea recta con pendiente m = - K;, la linea recta

indica que el proceso de hidrdlisis es una reaccion de primer orden.

Las figuras 17, 18 y 19 presentan graficas que indican los valores de K; = 0,1487,
K, =0,1821 y K; = 0,2087, a pH 2,5; a temperatura de 90 °C, 100 °C y 110 °C
respectivamente. Siendo la ecuacién cinética para la temperatura de 110 °C la

siguiente:

ra = K, C, =0,2087 C,
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Figura 17: Grafica de Ln Ca vs. tiempo a pH 2,5 y temperatura de 90 °C.

Ln(C,) vs. tiempo a 100°C
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Figura 18: Grafica de Ln Ca vs. tiempo a pH 2,5 y temperatura de 100 °C.
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Ln(C,) vs. tiempo a 110 °C

Ln(Cy)
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y =-0.2087x + 4.3496
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Figura 19: Grafica de Ln Ca vs. tiempo a pH 2,5 y temperatura de 110 °C.

Obtenidos los valores de Ki, Koy K3 a las respectivas concentraciones de polisacaridos
y temperatura, se hall6 la constante de Arrhenius o Factor de frecuencia y la energia

de activacion de la ecuacion de Arrhenius.

K=A e F/RT
E
LnK=LnA-—
RT

Graficando Ln K vs. 1/T se obtiene una linea recta con una pendiente m = - E/R.

De la grafica (figura 35, Ln K vs. 1/T):

-E
m=— =-2361.8
R

K
E=8314——x2361.8K =1963x 10* —2— =19,63 L
mol K mol mol
Ln A = 4,607
A =100,18

Ecuacion de Arrhenius:

K =100,18 e~ 1963/RT
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Figura 20: Graficade Ln K vs. I/T a pH 2,5 y temperaturas de 90 °C, 100 °Cy 110 °C.

5.1.8 Tratamiento estadistico de los resultados del proceso de hidrdlisis de los
polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos en las pruebas experimentales del
proceso de hidrolisis, se realizé mediante el software Statgraphics Centurion XVI,

Version 16.1.15 (32 - bits).

5.1.8.1 Tratamiento estadistico del proceso de hidrélisis de fructanos presentes

en el jugo de cabuya azul.

A continuacidn, se presenta los andlisis de varianza de hidrdlisis de fructanos.

Tabla A.

Error Estadistico
Pardmetro Estimacion  Estdindar T Valor-P
CONSTANTE -45.625 26.7734  -1.70412 0.0998

TEMP (°C)  0.510941 0.279702 1.82673 0.0788
TIEMP (h) 7.34577 0.494448 14.8565 0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 13146.3 2  6573.14 112.03  0.0000

Residuo 1584.23 27 58.675

Total (Corr.) 14730.5 29
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R-cuadrada = 89.2453 %
R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 88.4486 %

De la tabla B
Ho: Todos los coeficientes son iguales a cero. Versus, H1: por lo menos algunos de
los coeficientes son cero. Es decir, la temperatura y/o el tiempo influye en % Hidr6lisis

de fructanos.

Sia < p —valor, entonces, norechazo H,

Sia >p —valor, entonces, Rechazar H,

De la tabla A

Ho: La temperatura no influye al % Hidr6lisis de fructanos

H1: La temperatura influye al % Hidrdlisis de fructanos

El valor de 0.0787 comparado con alfa = no hay evidencia para rechazar Ho, no es

posible concluir que la temperatura no influye en el % Hidrdlisis de fructanos

Asimismo,

Ho: El tiempo no influye al % Hidr6lisis de fructanos

HI: El tiempo influye al % Hidrélisis de fructanos

El valor 0.0000 comparado al alfa 0.05--> rechazar Ho, esto para concluir que el

tiempo influye al % Hidrdlisis de fructanos

La ecuacion del modelo ajustado de regresion lineal multiple para describir la relacion

entre % hidrolisis de fructanos y dos variables independientes es:

% HIDROLISIS = - 45.625 + 0.510941 *temperatura (°C) + 7.34577*tiempo (h)
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Figura 21: Grafico de superficie de respuesta del proceso de hidrélisis de
fructanos.

5.1.8.2 Tratamiento estadistico del proceso de hidrdélisis de la sacarosa presente

en el jugo de cabuya azul.

Los andlisis de varianza de hidrdlisis de sacarosa se presentan a continuacion.

Tabla A

Error Estadistico
Pardmetro Estimacion Estindar T Valor-P
CONSTANTE -13.3817 12.1407 -1.10222 0.2766
TEMP (°C)  0.273195 0.119241 2.29112 0.0270
TIEMPO (h) 6.68288 0.344219 19.4146 0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 16301.8 2 815091 191.09  0.0000

Residuo 1791.52 42  42.6553

Total (Corr.) 18093.3 44

R-cuadrada = 90.0985 %
R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 89.627 %

De la tabla B
Ho: Todos los coeficientes son iguales a cero. Versus, H1: por lo menos algunos de
los coeficientes son cero. Es decir, la temperatura y/o el tiempo influye en % Hidr6lisis

de sacarosa
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De la tabla A

Ho: La temperatura no influye al % Hidrdlisis de sacarosa

H1: La temperatura influye al % Hidrdlisis de sacarosa

El valor 0.0270 comparado al alfa = rechazar Ho, se concluye que la temperatura

influye en el % Hidrdlisis de sacarosa

Asimismo,

Ho: El tiempo no influye al % Hidrdlisis de sacarosa

HI: El tiempo influye al % Hidr6lisis de sacarosa

El valor 0.0000 comparado al alfa 0.05--> rechazar Ho, esto para concluir que el

tiempo influye al % Hidrdlisis de sacarosa

La ecuacion del modelo de regresion lineal multiple que describe la relacion entre

hidroélisis de sacarosa y las dos variables independientes es:

HIDROL SAC =-13.3817 + 0.273195*temperatura (°C) + 6.68288*tiempo (h)
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Figura 22: Diagrama de superficie de respuesta del proceso de hidroélisis de
sacarosa.

5.1.8.3 Tratamiento estadistico del incremento de glucosa en el proceso de

Hidraolisis de los polisacdridos presentes en el jugo de cabuya azul.

A continuacion, se presenta los andlisis de varianza del incremento de glucosa.
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Tabla A

Error Estadistico
Pardmetro Estimacion Estindar T Valor-P
CONSTANTE -13.7896 3.62922  -3.79961 0.0005
TEMP 0.154609 0.0356446 4.33752  0.0001

TIEMPO 2.18825  0.102897 21.2664  0.0000

Tabla B; Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 1795.54 2 897.772 235.54  0.0000

Residuo 160.088 42 3.81161

Total (Corr.) 1955.63 44

R-cuadrada =91.814 %
R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 91.4242 %

De la tabla B
Ho: Todos los coeficientes son iguales a cero. Versus, H1: por lo menos algunos de
los coeficientes son cero. Es decir, la temperatura y/o el tiempo influye en %

Incremento de glucosa

De la tabla A

Ho: La temperatura no influye al % Incremento de glucosa

HI1: La temperatura influye al % Incremento de glucosa

El valor 0.0001 comparado al alfa = rechazar Ho, se concluye que la temperatura

influye en el % Incremento de glucosa

Asimismo,
Ho: El tiempo no influye al % Incremento de glucosa

HI: El tiempo influye al % Incremento de glucosa

El valor 0.0000 comparado al alfa 0.05--> rechazar Ho, esto para concluir que el

tiempo influye al % Incremento de glucosa

La ecuacién del modelo ajustado de regresion lineal multiple para describir la relacion

entre el incremento de glucosa y dos variables independientes es:



INC GLUC = -13.7896 + 0.154609*temperatura (°C) + 2.18825*tiempo (h)

% INCREMENTO DE GLUCOSA

ooonEeim

% INCREMENTO GLUCOSA
-
o

90 94 08

2 TIEMPO (h)

102 106 110 O
TEMPERATURA (C)

Figura 23: Diagrama de superficie de respuesta del incremento de glucosa.
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5.1.8.4 Tratamiento estadistico del incremento de fructosa en el proceso de

hidrolisis de los polisacdridos presentes en el jugo de cabuya azul.

Datos de analisis de varianza del incremento de fructosa.

Tabla A

Error Estadistico
Pardmetro Estimacion Estindar T Valor-P
CONSTANTE -27.6015 10.5253 -2.62238 0.0121
TEMP (°C)  0.323327 0.103375 3.1277 0.0032
TIEMPO 5.61008  0.298419 18.7994  0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 11643.9 2  5821.96 181.60  0.0000

Residuo 1346.49 42 32.0593

Total (Corr.) 12990.4 44

R-cuadrada = 89.6347 %
R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 89.1411 %

De la tabla B
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Ho: Todos los coeficientes son iguales a cero. Versus, H1: por lo menos algunos de
los coeficientes son cero. Es decir, la temperatura y/o el tiempo influyen en %

Incremento de fructosa

De la tabla A

Ho: La temperatura no influye al % Incremento de fructosa

HI1: La temperatura influye al % Incremento de fructosa

El valor de 0.0032 comparado al alfa = rechazar Ho, es posible concluir que la

temperatura influye en el % Incremento de fructosa

Asimismo,

Ho: El tiempo no influye al % Incremento de fructosa

HI: El tiempo influye al % Incremento de fructosa

El valor 0.0000 comparado al alfa 0.05--> rechazar Ho, esto para concluir que el

tiempo influye al % Incremento de fructosa

La ecuacion del modelo que describe la relacion entre el incremento de fructosa y las

dos variables independientes es la siguiente:

INC DE FRUCT = -27.6015 + 0.323327*temperatura )°C) + 5.61008*tiempo (h)
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Figura 24: Diagrama de superficie de respuesta del incremento de fructosa en el
proceso de hidrolisis.
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5.1.8.5 Tratamiento estadistico del incremento de aziicares reductores directos

(ARD) en la hidrdlisis de los polisacdridos presentes en el jugo de cabuya azul.

Analisis de regresion: % incremento AR vs. tiempo h; temperatura °C

Analisis de varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Regresion 5 351246 702493 81.87  0.000
TIEMPO h 1 2483 248.28 289  0.097
TEMP °C 1 1.9 1.86 0.02 0.884
TIEMPO h*TIEMPO h 1 431.8 431.83 5.03 0.031
TEMP °C*TEMP °C 1 0.8 0.76 0.01 0.926
TIEMPO h*TEMP °C 1 421 42.10 0.49 0.488

Error 39 3346.5 85.81
Falta de ajuste 9 336 3.73 0.03 1.000
Error puro 30 3313.0 110.43

Total 44 384712

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

9.26329 91.30% 90.19% 88.35%

Ho: Todos los coeficientes son iguales a cero. Versus, H1: por lo menos algunos de
los coeficientes son cero. Es decir, la temperatura y/o el tiempo influye en %

Incremento de azucares reductores directos.

Ho: El tiempo no influye al % Incremento de azicares reductores directos
HI: El tiempo influye al % Incremento de azucares reductores directos
El valor 0.097 comparado con alfa 0.05-> no hay evidencia para rechazar Ho, no es

posible concluir que el tiempo no influye al % Incremento de ARD.

La ecuacién de regresion lineal multiple que describe la relacién entre el

RENDIMIENTO ARD y las dos variables independientes es:
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Ecuacion de regresion

INCREMENTO = -64 + 11.04 TIEMPO h + 0.86 TEMP °C - 0.463 TIEMPO h*TIEMPO h
- 0.0028 TEMP °C*TEMP °C + 0.0419 TIEMPO h*TEMP °C

Gréfica de superficie de INCREMENTO vs. TEMP °C; TIEMPO h
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30
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Figura 25: Diagrama de superficie de respuesta del incremento de ARD en el
proceso de hidrolisis.

5.1.8.6 Tratamiento estadistico del rendimiento del proceso de hidrélisis de los

polisacdridos presentes en el jugo de cabuya azul.

Datos del andlisis de varianza de hidrdlisis de polisacaridos.

Tabla A

Error Estadistico
Pardmetro Estimacion Estindar T Valor-P
CONSTANTE -36.598 13.4575 -2.71953 0.0095
Temp °C 0.426719 0.132173 3.22848  0.0024
Tiempo h 7.35321 0.381552 19.2719  0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 20011.3 2 10005.7 190.91  0.0000

Residuo 2201.19 42  52.4094

Total (Corr.) 22212.5 44
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R-cuadrada = 90.0903 %
R-cuadrado (ajustado para g. 1.) = 89.6184 %

De la tabla B
Ho: Todos los coeficientes son iguales a cero. Versus, H1: por lo menos algunos de
los coeficientes son cero. Es decir, la temperatura y/o el tiempo influye en % Hidr6lisis

de polisacaridos

De la tabla A

Ho: La temperatura no influye al % Hidrdlisis de polisacaridos

H1: La temperatura influye al % Hidrdlisis de polisacaridos

El valor de 0.0024 comparado al alfa = rechazar Ho, es posible concluir que la

temperatura influye en el % Hidrdlisis de polisacédridos

Asimismo,

Ho: El tiempo no influye al % Hidr6lisis de polisacaridos

HI: El tiempo influye al % Hidr6lisis de polisacéridos

El valor 0.0000 comparado al alfa 0.05--> rechazar Ho, esto para concluir que el

tiempo influye al % Hidrdlisis de polisacaridos

La ecuacion del modelo ajustado de regresion lineal multiple para describir la relacion

entre % rendimiento total de hidrdlisis y dos variables independientes es:

% HIDROL = -36.598 + 0.426719*temperatura (°C) + 7.35321*tiempo (h)
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Figura 26: Diagrama de superficie de respuesta del rendimiento de hidrélisis de
los polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul.

5.2 Resultados del proceso de fermentacion alcohélica de la primera etapa

Segin los estudios experimentales, se concluyé que la prueba 8, realizada a
temperatura de 28 °C, pH 3,5; concentracion de nutriente fosfato diamonico (DAP) de
2 g/L. y concentracion de sustrato (AR) de 60 g/L proporcioné el mayor rendimiento

de etanol y biomasa, Yp|s = 0,4739 y Yx|s = 0,166 respectivamente.

5.2.1 Rendimiento de biomasa y etanol de las pruebas experimentales de la
primera etapa

Los valores de las concentraciones de biomasa y alcohol etilico, asi como los
respectivos rendimientos durante el proceso de fermentacion alcohdlica (prueba 1), a
condiciones de pH 4,5; temperatura de 28 °C y a la concentracion de nutriente difosfato

amoénico (DAP) de 1 g/L, se presentan en la tabla 21. Se obtuvieron rendimientos

totales de biomasa y etanol de, Yx /s = 0,1224 y Yp /s = 0,4555 respectivamente.
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Tabla 21
Prueba 1: A las condiciones de pH 4,5; temperatura de 28 °C y concentracion de
(DAP) de 1 g/L

Prueba 1
Horas Biomasa AR EtanolL Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L
0 1,14 58,560 0,000 0,0178 0,5591
2 1,27 51,272 4,075 0,1202 0,4475
4 2,64 39,876 9,176 0,1104 0,4387
6 3,75 29,820 13,583 0,1206 0,4279
8 4,82 20,948 17,384 0,1414 0,4600
10 6,94 5,953 24,282 0,1265 0,4667
12 7,13 4,451 24,983 0,1057 0,5095
14 7,18 3,978 25,224 0,1222 0,4928
16 7,24 3,487 25,466 0,0889 0,4200
18 7,28 3,037 25,655 0,1060 0,4275
20 7,34 2,471 25,897 0,1143 0,4457
22 7,36 2,296 25,975 0,1144 0,4493
24 7,43 1,684 26,25 0,1224 0,4555
26 7,61 0,213 26,92
Yx/s =0.1224 Yp/s =0,4555

La figura 27 muestra el grafico de los datos de la tabla 21. Se observan producciones

de biomasa y etanol de 7,6 g/L 'y 26,92 g/L respectivamente.



78

PRUEBA 1

70
< 60 @
oo
Z 50 o
Q
Q 40 '
< @ BIOMASA
E 30 )
& @ SUSTRATO
S 20 1
o BIOETANOL
© 10 03¢ 0 90000

0 8@ o® t.‘. 0 ®-.0..q

0 5 10 15 20 25 30
TIEMPO (h)

Figura 27: Concentraciones de: AR, biomasa y etanol durante el proceso de
fermentacion (prueba 1)

En la tabla 22, se muestran los valores de concentraciéon de biomasa y concentracién
de etanol, asi como los respectivos rendimientos de biomasa y etanol, en el proceso de
fermentacion alcohodlica, a condiciones de pH 4,5; temperatura de 28 °C y

concentracion de DAP de 2 g/L (prueba 2). Se obtuvieron rendimientos totales de

biomasa y etanol de, Y, /s=0,1124y Yp /s = 0,4337, respectivamente.

Tabla 22
Prueba 2: pH 4,5, temperatura de 28 °C y concentracion de DAP de 2 g/L
Prueba 2
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L

0 1,15 62,140 0,000 0,0254 0,6826
2 1,28 57,020 3,495 0,4601 0,4354
4 2,26 54,890 4,422 0,1158 0,4094
6 3,64 42,980 9,299 0,1135 0,4134
8 5,47 26,860 15,964 0,1142 0,4138
10 7,17 11,980 22,122 0,1154 0,4201
12 8,27 2,444 26,128 0,1153 0,4149
14 8,31 2,097 26,272 0,1093 0,4207
16 8,33 1,914 26,349 0,1172 0,4220
18 8,34 1,829 26,385 0,1150 0,4227
20 8,38 1,481 26,532 0,1084 0,4318
22 8,44 0,928 26,771 0,1103 0,4303
24 8,48 0,565 26,927 0,1124 0,4337

26 8,53 0,120 27,120
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/5 =0.4337

Los rendimientos de biomasa de 8,53 g/L y etanol de 27,12 g/L se grafican en la figura

28 (datos de la tabla 22).
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Figura 28: Variacion de la concentracion de AR, biomasa y etanol durante el

proceso de fermentacion de la segunda prueba.

La tabla 23, presenta la concentracion de biomasa, etanol y los respectivos

rendimientos durante el proceso de fermentacion alcohdlica (prueba 3), a condiciones

de pH 4,5; temperatura de 32 °C y concentraciéon de DAP de 1 g/L. Se obtuvieron los

respectivos rendimientos totales de ¥y /s =0,1149y Y, /¢ = 0,4437.

Tabla 23
Prueba 3 a las condiciones de: pH 4,5; temperatura de 32 °C'y concentracion de DAP
de 1 g/L
Prueba 3
Horas Biomasa AR Etanol Yy /s Yp /s
g/L g/L g/L

0 1,17 60,300 0,000 0,0368 0,9277

2 1,25 58127 2,016 0,1553 0,4420

4 2,36 50,982 5,174 0,1127 0,4043

6 3,60 39,985 9,620 0,1087 0,4289



8 4,92 27,846 14,827 0,1068 0,4329
10 6,72 10,998 22,121 0,1108 0,4331
12 7,52 3,776 25,249 0,1108 0,4352
14 7,78 1,430 26,270 0,1071 0,4357
16 7,81 1,150 26,392 0,1111 0,4333
18 7,82 1,060 26,431 0,1099 0,4395
20 7,83 0,969 26,471 0,1169 0,4386
22 7,85 0,798 26,546 0,1099 0,4432
24 7,88 0,525 26,667 0,1149 0,4437
26 7,93 0,090 26,860
Y, /s=0,1149 Y, /s = 04437
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En la figura 29, se grafican la produccién de biomasa y etanol, cuyos valores son 7,93

g/Ly 26,86 g/L respectivamente (datos de la tabla 23).
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Figura 29: Concentracion de AR, biomasa y etanol vs. tiempo de los datos de la

tabla 23.

En la tabla 24, se aprecian los valores de las concentraciones de: biomasa, AR y etanol,

y los rendimientos de biomasa y etanol en la fermentacién alcohdlica (prueba
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4), a condiciones de pH 4,5; temperatura 32 °C y concentracién de DAP de 2 g/L. Los
rendimientos obtenidos fueron: ¥ /s = 0,109y Y, /¢ = 0,4359.

Tabla 24
Prueba 4: pH 4,5; temperatura de 32 °C y concentracion de DAP de 2 g/L
Prueba 4
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L
0 1,14 61,340 0,000 0,0571 0,7013
2 1,32 58,186 2,212 0,1169 0,4736
4 2,64 46,897 7,559 0,1037 0,3998
6 3,46 38,992 10,720 0,0968 0,4020
8 5,01 22,978 17,158 0,1020 0,4105
10 6,87 4,747 24,643 0,1016 0,4107
12 7,18 1,696 25,896 0,0974 0,4188
14 7,21 1,388 26,025 0,0990 0,4208
16 7,23 1,186 26,110 0,0926 0,4259
18 7,24 1,078 26,156 0,1010 0,4242
20 7,25 0,979 26,198 0,1027 0,4315
22 7,28 0,687 26,324 0,1024 0,4334
24 7,31 0,394 26,451 0,1099 0,4359
26 7,34 0.121 26,570
Yx/s =0,1099 Yp/s =0,4359

La gréafica de concentracion (biomasa, sustrato y etanol) vs. tiempo de los datos de la
tabla 24, se representan en la figura 30. Se observé una produccién de biomasa y etanol

de 7,34 g/L 'y 26,57 g/L respectivamente.
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Figura 30: Variacion de las concentraciones de AR, biomasa y etanol durante el
proceso de fermentacion de la cuarta prueba.

La tabla 25, indica la variacién de biomasa, etanol y los rendimientos respectivos
durante el proceso de fermentacion alcohdlica (prueba 5), a condiciones de pH 3,5;

temperatura de 28 °C y concentracion de DAP de 1 g/L. Se obtuvieron rendimientos

totales de: ¥ /s =0,1036 y Y, /s = 0,4197.

Tabla 25
Prueba 5: pH 3,5, temperatura de 28 °C y concentracion de DAP de 1 g/L
Prueba 5
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L

0 1,15 58,360 0,000 0,0231 0,6247
2 1,25 54,030 2,705 0,0922 0,3982
4 2,36 41,997 7,497 0,0978 0,4042
6 3,44 30,960 11,958 0,0979 0,4020
8 4,32 21,970 15,572 0,1080 0,4084
10 5,86 7,715 21,394 0,0903 0,4007
12 6,37 2,067 23,657 0,0914 0,4039
14 6,43 1,411 23,922 0,0968 0,4097
16 6,46 1,101 24,049 0,0990 0,4109
18 6,48 0,899 24,132 0,1015 0,4112
20 6,50 0,702 24,213 0,0971 0,4077
22 6,51 0,599 24,255 0,0993 0,4106
24 6,54 0,297 24,379 0,1036 0,4197

26 6,56 0,104 24,460
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Y, /s =0,1036 Y, /s =0.4197

La figura 31, muestra la produccién de biomasa y etanol, siendo estos valores de: 6,56

g/L'y 24,46 g/L respectivamente (datos de la tabla 25).
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Figura 31: Consumo de AR, produccion de biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacion de la prueba 5.

La produccién de biomasa, etanol y el consumo de sustrato y los rendimientos de

biomasa y etanol se muestran en la tabla 26, a condiciones de pH 3,5; temperatura de

32 °C y concentracién de DAP de 2 g/L. Siendo los rendimientos de biomasa Y /s =

0,1245 y etanol de Yp /s = 0,4509.

Tabla 26
Prueba 6: pH 3,5; temperatura de 32 °C y concentracion de DAP de 2 g/L
Prueba 6
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L

0 1,13 59,740 0,000 0,0880 0,7714
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2 1,36 57,128 2,015 0,1266 0,4195
4 3,15 42,991 7,946 0,1283 0,4405
6 4,82 29,980 13,677 0,1237 0,4406
8 6,55 16,001 19,836 0,1194 0,4409
10 7,76 5,866 24,305 0,1201 0,4450
12 8,07 3,284 25,454 0,1205 0,4458
14 8,08 3,201 25,491 0,1207 0,4431
16 8,15 2,621 25,748 0,1153 0,4448
18 8,22 2,014 26,018 0,1183 0,4497
20 8,24 1,845 26,094 0,1199 0,4498
22 8,32 1,178 26,394 0,1201 0,4504
24 8,36 0,845 26,544 0,1245 0,4509
26 8,45 0,122 26,870
Y, /s =0,1245 Y /s = 0,4509

En la figura 32, se muestra el grafico de los datos de la tabla 26. Se observa una

produccién de biomasa y etanol de 8,45 g/l y 26,87 g/L respectivamente.
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Figura 32: Concentracion de biomasa, AR y etanol vs. tiempo de los datos de la
prueba 6.

La tabla 27 presenta las concentraciones de biomasa, etanol y rendimientos respectivos

en el proceso de fermentacion alcohdlica para la prueba 7, a condiciones de pH 3,5;
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temperatura de 32 °C y concentracion de DAP de 1 g/L. Se obtuvieron rendimientos

totales de: ¥, /g =0,1242 y Y}, /¢ = 0,4534.

Tabla 27
Prueba 7: pH 3,5; temperatura de 32 °C y concentracion de DAP de 1 g/L
Prueba 7
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L
0 1,12 60,860 0,000 0,0838 0,5342
2 1,61 55,012 3,124 0,1514 0,4451
4 3,34 43,587 8,209 0,1218 0,4460
6 4,56 33,571 12,676 0,1247 0,4464
8 6,84 15,287 20,838 0,1248 0,4449
10 7,50 10,000 23,191 0,1254 0,4452
12 8,43 2,581 26,493 0,1203 0,4452
14 8,54 1,667 26,900 0,1205 0,4458
16 8,57 1,418 27,011 0,1213 0,4490
18 8,62 1,006 27,196 0,1219 0,4512
20 8,67 0,596 27,381 0,1227 0,4478
22 8,69 0,433 27,454 0,1234 0,4506
24 8,71 0,271 27,527 0,1242 0,4534
26 8,73 0,110 27,600
Yx/s =0,1242 Yp/s =0,4534

La produccion de etanol de 27,60 g/L, producciéon de biomasa de 8,73 g/L, y el

consumo de sustrato de la prueba 7 se observa en la figura 33 (datos de la tabla 27).
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Figura 33: Produccion de etanol, biomasa y consumo de AR de la prueba 7.

A continuacién, se presenta en la tabla 28, las concentraciones de biomasa, etanol y
sus rendimientos respectivos de biomasa y etanol durante el proceso de fermentacion
alcohdlica (prueba 8), a condiciones de pH 3.5; temperatura de 28 °C y concentracion

de DAP 2 g/L. Se obtuvieron rendimientos totales de: Y, ;s =0,1606 y ¥, /s = 0,4739.

Tabla 28
Prueba 8: pH 3,5, temperatura de 28 °C y concentracion de DAP de 2 g/L
Prueba 8
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L

0 1,126 60,450 0,000 0,0826 0,5374
2 1,431 56,756 1,985 0,2530 0,4676
4 2,520 52,451 3,998 0,1571 0,4746
6 3,699 44,944 7,561 0,1581 0,4738
8 6,697 25,976 16,548 0,1753 0,4747
10 10,289 5,482 26,276 0,1533 0,4757
12 11,100 0,192 28,792 0,1547 0,4613
14 11,111 0,121 28,825 0,1538 0,4615
16 11,112 0,114 28,828 0,1562 0,4688
18 11,113 0,108 28,831 0,1600 0,4720
20 11,115 0,096 28,837 0,1579 0,4737
22 11,118 0,076 28,846 0,1587 0,4762
24 11,120 0,064 28,852 0,1606 0,4739

26 11,124 0,039 28,864
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Y, /s = 0,1606 Y, /s =0.4739

La produccién de biomasa y etanol de 11,12 g/L y 28,86 g/L, respectivamente, se
grafican en la figura 34 (datos de la tabla 28).
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Figura 34: Consumo de AR, concentraciones de biomasa y etanol durante el
proceso de fermentacion de la prueba 8.

Las concentraciones de biomasa, etanol y los rendimientos respectivos de biomasa y
etanol durante la fermentacion alcohdlica de la prueba 9, se muestran en la tabla 29, a

condiciones de pH 3,5; temperatura de 24 °C y concentraciéon de DAP de 1 g/L. El

rendimiento de biomasa es de ¥ /¢ = 0,081 y el de etanol fue de ¥}, /5 = 0,324.

Tabla 29
Prueba 9: pH 3,5, temperatura de 24 °C y concentracion de DAP de 1 g/L
Prueba 9
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L
0 1,14 58,530 0,000 0,0439 0,6655
2 1,27 55,567 1,972 0,0809 0,3050

4 1,64 50,997 3,366 0,0963 0,3153



6 2,75 39,467 7,001 0,0795 0,3015
8 3,82 26,002 11,061 0,0798 0,3108
10 4,94 11,975 15,421 0,0801 0,3115
12 5,33 7,108 16,937 0,0802 0,3198
14 5,48 5,238 17,535 0,0807 0,3203
16 5,54 4,495 17,773 0,0793 0,3205
18 5,61 3,612 18,056 0,0808 0,3212
20 5,65 3,117 18,215 0,0800 0,3240
22 5,69 2,617 18,377 0,0802 0,3250
24 5,77 1,620 18,701 0,0814 0,3244
26 5,84 0,760 18,980
Y, /s =0,081 Y, /s =0,3244
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En la figura 35, se muestra el grafico de los datos de la tabla 29. Se observa una

produccion de biomasa y etanol de 5,84 g/L 'y 18,98 g/L respectivamente.
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Figura 35: Grafica del consumo de AR y concentraciones de biomasa y etanol
durante el proceso de fermentacion de la prueba 9.

En la tabla 30 se aprecian los valores de concentraciones de biomasa, etanol y los

rendimientos de biomasa y etanol en el proceso de fermentacion alcohdlica para la

prueba 10, a condiciones de pH 3,5; temperatura de 24 °C y concentracion de DAP de

2 g/L. Se obtuvo rendimientos totales de: ¥ /s =0,0999 y ¥}, /5 = 0,3374.
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Tabla 30
Prueba 10: pH 3,5; temperatura de 24 °C y concentracion de DAP de 2 g/L
Prueba 10
Horas Biomasa AR Etanol Y, /s Yp /s
g/L g/L g/L

0 1,15 55,480 0,000 0,0966 0,9926
2 1,28 54,134 1,336 0,1113 0,3160
4 1,98 47,847 3,323 0,0969 0,3211
6 3,64 30,724 8,822 0,0970 0,3208
8 4,47 22,171 11,566 0,0975 0,3212
10 5,17 14,996 13,871 0,0988 0,3224
12 6,27 3,860 17,461 0,0964 0,3277
14 6,31 3,445 17,597 0,0969 0,3295
16 6,37 2,826 17,801 0,0971 0,3301
18 6,41 2,414 17,937 0,0979 0,3370
20 6,48 1,699 18,178 0,0980 0,3235
22 6,49 1,597 18,211 0,0985 0,3325
24 6,53 1,191 18,346 0,0999 0,3374
26 6,62 0,290 18,650

Yx/s =0,0999 Yp/s =0,3374

La produccion de biomasa de 6,62 g/L y etanol de 18,65 g/L se grafican en la figura
36 (datos de la tabla 30).
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Figura 36: Concentraciones de AR, biomasa y etanol durante el proceso de
fermentacion de la prueba 10.
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Las concentraciones de cé€lulas de levadura, etanol y sus respectivos rendimientos
durante el proceso de fermentacion alcohdlica para la prueba 11, se muestran en la

tabla 31, a condiciones de pH 4,5; temperatura de 24 °C y concentracién de DAP de 1

g/L. Se obtuvo rendimientos totales de: ¥ /g = 0,085y ¥, /s = 0,3345.

Tabla 31
Prueba 11: pH 4,5, temperatura de 24 °C y concentracion de DAP de 1 g/L
Prueba 11
Horas  Biomasa AR Bioetanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L
0 1,12 56,330 0,000 0,0273 0,8560
2 1,16 54,865 1,254 0,0961 0,3203
4 2,11 44,976 4,422 0,0841 0,3206
6 3,46 28,929 9,567 0,0841 0,3201
8 3,92 23,462 11,317 0,0844 0,3204
10 4,72 13,989 14,352 0,0845 0,3209
12 5,52 4,520 17,391 0,0844 0,3228
14 5,56 4,046 17,544 0,0846 0,3196
16 5,64 3,101 17,846 0,0839 0,3204
18 5,69 2,505 18,037 0,0837 0,3222
20 5,71 2,266 18,114 0,0838 0,3324
22 5,74 1,908 18,233 0,0840 0,3333
24 5,77 1,551 18,352 0,0842 0,3345
26 5,84 0,720 18,630
Yx/s = 0,085 Yp/s =0,3345

En la figura 37, se muestra la grafica de los datos de la tabla 31. Se puede apreciar la

produccion de biomasa y etanol de 5,84 g/L 'y 18,63 g/L respectivamente.
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Figura 37: Produccion de biomasa, etanol y consumo de AR en la fermentacion
de la prueba 11.

La tabla 32 muestra las concentraciones de biomasa, etanol y sus respectivos
rendimientos en la fermentacion alcohdlica para la prueba 12, a condiciones de pH

4,5; temperatura de 24 °C y concentracion de DAP de 2 g/L. Se obtuvo rendimientos

totales de: ¥ /¢ = 0,079 y Y}, /5 = 0,3166.

Tabla 32
Prueba 12: pH 4,5; temperatura de 24 °C y concentracion de DAP de 2 g/L
Prueba 12
Horas  Biomasa AR Bioetanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L

0 1,14 58,250 0,000 0,0592 0,8929
2 1,28 55,887 2,110 0,0858 0,2287
4 2,36 43,308 4,987 0,0772 0,3269
6 3,20 32,423 8,546 0,0772 0,3103
8 3,92 23,101 11,439 0,0779 0,3105
10 4,72 12,841 14,625 0,0779 0,3107
12 5,38 4,368 17,258 0,0779 0,3117
14 5,41 3,983 17,378 0,0780 0,3121
16 5,48 3,086 17,658 0,0781 0,3125
18 5,51 2,702 17,778 0,0782 0,3128
20 5,58 1,807 18,058 0,0783 0,3133

22 5,61 1,424 18,178 0,0781 0,3125
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24 5,63 1,168 18,258 0,0784 0,3166
26 5,68 0,530 18,460
Y5 =0,0784 Y, /s =0,3166

En la figura 38, se observa la grifica de los datos de la tabla 32. Se aprecia una

produccién de biomasa y etanol de 5,68 g/L y 18,46 g/L respectivamente.
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Figura 38: Consumo de AR, concentraciones de biomasa y etanol durante la
fermentacion de la prueba 12.
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Tabla 33
Produccion de biomasa de las pruebas experimentales realizadas en la primera etapa de la fermentacion alcohdlica. Se observa que en
la prueba 8, a condiciones de temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracion de DAP de 2 g/L, se obtiene el mayor rendimiento de biomasa

Yy/s = 0161
BIOMASA (g/L)
PRUEBAS
Horas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 1,14 1,15 1,17 1,14 1,15 1,13 1,12 1,120 L14 1,15 1,12 1,14
2 127 128 125 132 125 136 1,61 1430 127 128 1,16 1728
4 2,64 226 236 2,64 236 3,15 334 2520 1,64 198 2,11 2,36
6
8

3,75 3,64 3,60 346 344 482 456 3,700 2,75 3,64 346 320
4,82 547 492 501 432 655 684 6,697 3,82 447 3,92 392
10 694 7,17 6,72 687 586 7,76 7,50 10,289 4,94 517 472 472
12 7,13 827 7,52 7,18 637 8,07 843 11,100 533 627 552 538
14 7,18 831 7,78 721 643 808 854 11,111 548 631 556 541
16 724 833 781 723 646 8,15 857 11,112 554 637 564 548
18 7,28 834 7,82 724 648 822 862 11,113 561 641 569 5,51
20 734 838 7.83 725 650 824 867 11,115 565 648 571 5,58
22 736 844 785 728 651 832 869 11,118 569 649 574 561
24 743 848 7,88 731 654 836 871 11,120 5,77 653 577 5,63
26 7,61 8,53 793 734 656 845 873 11,124 584 662 584 5,68
Yy 0.1120.112 0.115 0.109 0.1050.124 0.124 0.161 0.081 0.099 0.085 0.078
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El rendimiento de biomasa durante la fermentacion alcohdlica se muestra en la figura 39. Se observa que, a condiciones de la prueba 8, se

obtiene la concentracion més alta de biomasa de 11,124 g/L (datos de la tabla 33).
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TIEMPO (h)

—&—PRUEBA 12

Figura 39: Produccion de biomasa en las pruebas experimentales de la primera etapa del proceso de fermentacion alcohélica.
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Logaritmo Neperiano de la Biomasa, para determinar la cinética microbiana de las pruebas experimentales de la primera etapa de la

Jermentacion alcohdlica. También se indican los valores de velocidad media de crecimiento: u (1/h)

LN DE LA BIOMASA PARA DETERMINAR LA CINETICA MICROBIANA

PRUEBAS
Horas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 0,1310 0,1398 0,1570 0,1310 0,1398 0,1222 0,1133 0,1187 0,1310 0,1398 0,1133 0,1310
20,2390 0,2469 0,2231 0,2776 0,2231 0,3075 0,4762 0,3584 0,2390 0,2469 0,1484 0,2469
4 0,9708 0,8154 0,8587 0,9708 0,8587 1,1474 1,2060 0,9243 0,4947 0,6831 0,7467 0,8587
6 1,3218 1,2920 1,2809 1,2413 1,2355 11,5728 1,5173  1,3081 1,0116 1,2920 1,2413 1,1632
8 15728 11,6993 1,5933 1,6114 1,4633 1,8795 11,9228 1,9017 1,3403 1,4974 1,3661 1,3661
10 11,9373 11,9699 1,9051 1,9272 1,7681 12,0490 2,0149 2,3311 1,5974 11,6429 1,5518 1,5518
12 1,9643 2,1126 12,0176 1,9713 1,8516 12,0882 12,1318 2,4069 1,6734 1,8358 1,7084 1,6827
14 11,9713 2,1175 2,0516 1,9755 1,8610 2,0894 2,1448  2,4079 1,7011 1,8421 1,7156 1,6882
16 1,9796 2,1199 2,0554 1,9782 1,8656 2,0980 2,1483  2,4080 1,7120 1,8516 1,7299 1,7011
18 11,9851 2,1211 2,0567 1,9796 1,8687 2,1066 2,1541 2,4081 1,7246 1,8579 1,7387 1,7066
20 1,9933 2,1258 12,0580 1,9810 1,8718 12,1090 2,1599  2.4083 1,7317 11,8687 1,7422 1,7192
22 1,9961 2,1330 2,0605 1,9851 1,8733 2,1187 2,1622  2,4086 1,7387 11,8703 1,7475 1,7246
24 12,0055 2,1377 2,0643 1,9892 1,8779 12,1235 2,1645 2,4087 1,7527 1,8764 1,7527 1,7281
26 12,0295 2,1436 2,0707 1,9933 1,8810 2,1342 2,1668 2,4091 1,7647 1,8901 1,7647 1,7370
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En la figura 40, se aprecia la cinética microbiana de las pruebas experimentales de la primera etapa de la fermentacion alcohélica (datos
de la tabla 34). Se observa que la cinética es mayor, para las condiciones de temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracién de DAP de 2

g/L (prueba 8).
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Figura 40: Cinética microbiana de las pruebas experimentales de la primera etapa de la fermentacion alcohdlica.
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La velocidad media de crecimiento de la biomasa (i) se observa en la figura 41. La figura 41a, muestra la curva de crecimiento microbiano

de la prueba 8 (tabla 28). La figura 41b, representa la pendiente de la fase exponencial, en la cual p = 0.2461 (1/h).

CURVA DE CRECIMIENTO: PRUEBA 8 REGRESION LINEAL DE LA FASE
3 LOGARITMICA: PRUEBA 8
25 : 25
PRCR KR ¥ N ) >
g ﬁ 2
o) 1.5 ‘ ® PRUEBAS % 1.5 y=0.2461x - 0.1122
; . .". 8 1 R? =0.9964 —@— Seriesl
3 e e e s s s e e s LA LI Polinémica > . i
05 .:. (PRUEBA 8) MWos 1 A e Lineal (Series1)
0 @ A
< 0
0 10 20 30 A P 0 5 10 15 B
TIEMPO (h) 4 TIEMPO h
(41a) (41b)

Figura 41. Obtencion de p de las pruebas experimentales del proceso de fermentacion: (41a) Curva de crecimiento microbiano de
la prueba 8, y (41b) Pendiente de la fase exponencial de la prueba 8 (u = 0.2461 (1/h).

Valores de p de las pruebas de la primera etapa del proceso de fermentacion alcohdlica.

u= 0.1999  0.2165 0.2049 0.187 0.1847 0.2108 0.1897 0.2461 0.1781 0.1803 0.1713 0.1559
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Tabla 35

Unidad formadora de colonia (UFC/mL x 107), de las pruebas experimentales realizadas en la primera etapa de la fermentacion
alcohdlica

UNIDAD FORMADORA DE COLONIA (UFC/mL) * E+07
Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba
Horas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Prueba 12
0 2,850 2,875 2,925 2,850 2,875 2,825 2,800 2,815 2,850 2,875 2,800 2,850
2 3,175 3,200 3,125 3,300 3,125 3,400 4,025 3,578 3,175 3,200 2,900 3,200
4 6,600 5,650 5,900 6,600 5,900 7,875 8,350 6,300 4,100 4,950 5,275 5,900
6
8

9,375 9,100 9,000 8,650 8,600 12,050 11,400 9,248 6,875 9,100 8,650 8,000
12,050 13,675 12,300 12,525 10,800 16,375 17,100 16,742 9,550 11,175 9,800 9,800

10 17,350 17,925 16,800 17,175 14,650 19,400 18,750 25,722 12,350 12,925 11,800 11,800
12 17,825 20,675 18,800 17,950 15,925 20,175 21,075 27,750 13,325 15,675 13,800 13,450
14 17,950 20,775 19,450 18,025 16,075 20,200 21,350 27,778 13,700 15,775 13,900 13,525
16 18,100 20,825 19,525 18,075 16,150 20,375 21,425 27,780 13,850 15,925 14,100 13,700
18 18,200 20,850 19,550 18,100 16,200 20,550 21,550 27,782 14,025 16,025 14,225 13,775
20 18,350 20,950 19,575 18,125 16,250 20,600 21,675 27,788 14,125 16,200 14,275 13,950
22 18,400 21,100 19,625 18,200 16,275 20,800 21,725 27,795 14,225 16,225 14,350 14,025
24 18,575 21,200 19,700 18,275 16,350 20,900 21,775 27,800 14,425 16,325 14,425 14,075

26 19,025 21,325 19,825 18,350 16,400 21,125 21,825 27,810 14,600 16,550 14,600 14,200
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En la figura 42, se aprecia el grafico de los valores de la tabla 35 (Curva de crecimiento microbiano), de las pruebas experimentales de
la primera etapa de la fermentacion, se observa que la UFC/mL es mayor a condiciones de temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracién

de DAP 2 g/L (prueba 8).

CURVA DE CRECIMIENTO MICROBIANO
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Figura 42: Crecimiento microbiano de las pruebas experimentales realizadas en la fermentacion alcohdlica de la primera etapa.



Tabla 36

Ln de las UFC/mL, de las pruebas experimentales realizadas en la primera etapa de la fermentacion alcohdlica

100

LN de UFC/mL

Horas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 17,1654 17,1741 17,1914 17,1654 17,1741 17,1566 17,1477 17,153 17,1654 17,1741 17,1477 17,1654
2 17,2734 17,2812 17,2575 17,3120 17,2575 17,3419 17,5106 17,393 17,2734 17,2812 17,1828 17,2812
4 18,0052 17,8498 17,8930 18,0052 17,8930 18,1818 18,2404 17,959 17,5291 17,7175 17,7811 17,8930
6 18,3561 18,3264 18,3153 18,2757 18,2699 18,6072 18,5517 18,342 18,0460 18,3264 18,2757 18,1975
8 18,6072 18,7337 18,6277 18,6458 18,4976 18,9139 18,9572 18,936 18,3746 18,5318 18,4005 18,4005
10 18,9717 19,0043 18,9395 18,9616 18,8025 19,0834 19,0493 19,365 18,6318 18,6773 18,5862 18,5862
12 18,9987 19,1470 19,0520 19,0057 18,8860 19,1225 19,1662 19,441 18,7077 18,8702 18,7428 18,7171
14 19,0057 19,1518 19,0859 19,0099 18,8954 19,1238 19,1791 19,442 18,7355 18,8765 18,7500 18,7226
16 19,0140 19,1542 19,0898 19,0126 18,9000 19,1324 19,1827 19,442 18,7464 18,8860 18,7643 18,7355
18 19,0195 19,1554 19,0911 19,0140 18,9031 19,1410 19,1885 19,443 18,7589 18,8922 18,7731 18,7410
20 19,0277 19,1602 19,0923 19,0154 18,9062 19,1434 19,1943 19,443 18,7660 18,9031 18,7766 18,7536
22 19,0304 19,1674 19,0949 19,0195 18,9077 19,1530 19,1966 19,443 18,7731 18,9046 18,7818 18,7589
24 19,0399 19,1721 19,0987 19,0236 18,9123 19,1578 19,1989 19,443 18,7871 18,9108 18,7871 18,7625
26 19,0638 19,1780 19,1050 19,0277 18,9154 19,1686 19,2012 19,443 18,7991 18,9245 18,7991 18,7713
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La figura 43 muestra la grifica de los valores de la tabla 36, de las pruebas experimentales de la primera etapa de la fermentacion
alcoholica. Se observa que la cinética de crecimiento microbiano es mayor a condiciones de temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracion

de DAP de 2 g/L.
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Figura 43: LN de las UFC/mL vs. tiempo (h), (cinética de crecimiento microbiano de las pruebas experimentales de la primera
etapa de la fermentacién alcohélica).
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Tabla 37
Consumo de AR de las pruebas experimentales realizadas en la primera etapa de la fermentacion alcohdlica. Se aprecia una mayor
rapidez de consumo de AR para la prueba 8.

CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES

PRUEBAS

Horas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L
0 58,560 62,140 60,300 61,340 58,360 59,740 60,860 60,450 58,530 55,480 56,330 58,250
2 51,272 57,020 58,127 58,186 54,030 57,128 55,012 56,756 55,567 54,134 54,865 55,887
4 39,876 54,890 50,982 46,897 41,997 42,991 43,587 52,451 50,997 47,847 44,976 43,308
6 29,820 42,980 39,985 38,992 30,960 29,980 33,571 44,944 39,467 30,724 28,929 32,423
8 20,948 26,860 27,846 22,978 21,970 16,001 15,287 25,976 26,002 22,171 23,462 23,101
10 5953 11,980 10,998 4,747 7,715 5866 9,998 5482 11,975 14,996 13,989 12,841
12 4451 2,444 3,776 1,696 2,067 3,284 2,581 0,192 7,108 3,860 4,520 4,368
14 3,978 2,097 1,430 1,388 1,411 3201 1,667 0,121 5238 3,445 4,046 3,983
16 3,487 1,914 1,150 1,18 1,101 2,621 1,418 0,114 4,495 2,826 3,101 3,086
18 3037 1,829 1,060 1,078 0,899 2,014 1,006 0,108 3,612 2,414 2,505 2,702
20 2,471 1,481 0,969 0,979 0,702 1,845 0,596 0,096 3,117 1,699 2,266 1,807
22 2,296 0,928 0,798 0,687 0,599 1,178 0,433 0,076 2,617 1,597 1,908 1,424
24 1,684 0,565 0,525 0,394 0,297 0,845 0,271 0,064 1,620 1,191 1,551 1,168

26 0,213 0,120 0,090 0,121 0,104 0,122 0,110 0,039 0,760 0,290 0,720 0,530
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El consumo de AR de las pruebas experimentales de la fermentacion alcohdlica se aprecia en la figura 44. Se observa que la velocidad de

consumo de AR es mayor a condiciones de la prueba 8 (datos de la tabla 37).

CONSUMO DE AR EN LA PRIMERA ETAPA
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Figura 44: Consumo de azicares reductores de las pruebas de la primera etapa de la fermentacion alcohdlica.



Tabla 38

Produccion de etanol en las pruebas experimentales realizadas en la primera etapa del proceso de la fermentacion alcoholica

PRODUCCION DE ETANOL (g/L)

PRUEBAS
Horas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 4,075 3,495 2,016 2,212 2,705 2,015 3,124 1,985 1,972 1,336 1,254 2,110
4 9,176 4,422 5,174 7,559 7,497 7,946 8,209 3,998 3,366 3,323 4,422 4,987
6 13,587 9,299 9,620 10,720 11,958 13,677 12,676 7,561 7,001 8,822 9,567 8,546
8 17,384 15,964 14,827 17,158 15,572 19,836 20,838 16,548 11,061 11,566 11,317 11,439
10 24,282 22,122 22,121 24,643 21,394 24,305 23,191 26,276 15,421 13,871 14,352 14,625
12 24,983 26,128 25,249 25,896 23,657 25,454 26,493 28,792 16,937 17,461 17,391 17,258
14 25,224 26,272 26,270 26,025 23,922 25,491 26,900 28,825 17,535 17,597 17,544 17,378
16 25,466 26,349 26,392 26,110 24,049 25,748 27,011 28,828 17,773 17,801 17,846 17,658
18 25,655 26,385 26,431 26,156 24,132 26,018 27,196 28,831 18,056 17,937 18,037 17,778
20 25,897 26,532 26,471 26,198 24,213 26,094 27,381 28,837 18,215 18,178 18,114 18,058
22 25,975 26,771 26,546 26,324 24,255 26,394 27,454 28,846 18,377 18,211 18,233 18,178
24 26,250 26,927 26,667 26,451 24,379 26,544 27,527 28,852 18,701 18,346 18,352 18,258
26 26,920 27,120 26,860 26,570 24,460 26,870 27,600 28,864 18,980 18,650 18,630 18,460

104
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En la figura 45, se aprecian los valores de la tabla 38, de las pruebas experimentales de la primera etapa de la fermentacion alcohdlica.

Se logra la mayor concentracién de etanol a condiciones de la prueba 8
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Figura 45: Produccion de etanol durante las pruebas experimentales realizadas en la primera etapa del proceso de fermentacion

alcoholica.
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5.2.2 Pruebas experimentales de la segunda etapa de la fermentacion alcohélica
con el fin de determinar la concentracion 6ptima de sustrato para obtener el
maximo rendimiento de etanol

Segtn el estudio experimental de la primera etapa, se concluy6 que la prueba realizada
a condiciones de temperatura de 28 °C, pH 3,5, concentracién de DAP de 2 g/L y

concentracion de sustrato de 60 g/L (prueba 8) proporciond el mayor rendimiento de

etanol: Yp/s = 0,477 y biomasa, Yx/s =0,165.

A las condiciones mencionadas en el parrafo anterior, se realizaron pruebas
experimentales para determinar el maximo rendimiento de alcohol etilico a las

concentraciones de AR de: 10 g/L, 30 g/L, y 90 g/L.

La tabla 39, muestra las concentraciones de células de levadura, AR y alcohol etilico a

concentracion de sustrato de 10 g/L, a condiciones de temperatura de 28 °C; pH 3,5 y

concentracion de DAP de 2 g/L. El rendimiento de etanol fue de Yp /s = 0,429

Tabla 39
Consumo de sustrato, produccion de biomasa, etanol, rendimiento de biomasa y
etanol, a concentracion de AR de 10 g/L en la fermentacion alcohdlica

TIEMPO BIOMASA AR ETANOL  Yx/s Yp/s
h g/L g/L g/L
0 1,099 10,340 0,000 0,042 0,283
2 1,152 9,090 0,354 0,280 0,227
4 1,732 7,015 0,825 0,740 0,203
6 3,685 4,375 1,362 0,324 0,319
8 4,201 2,781 1,871 0,760 0,197
10 5,130 1,558 2,112 0,888 0,207
12 6,285 0,258 2,381 0,846 0,178
14 6,378 0,148 2,401 0,797 0,545
16 6,402 0,118 2,417 0,533 0,333
18 6,410 0,103 2,422 0,407 0,407
20 6,421 0,076 2,433 0,875 0,375
22 6,428 0,068 2,436 0,529 0,412
24 6,437 0,051 2,443 0,714 0,429
26 6,442 0,044 2,446

Yy/s =0714 Y, /s = 0,429
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La figura 46 muestra los valores de la tabla 39. Se observa que la produccién de

biomasa es de 9,5 g/L y la de etanol es de 5,5 g/L.
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Figura 46: Consumo de AR, produccion de biomasa y etanol, para concentraciéon
de AR de 10 g/L.

Las variaciones de las concentraciones de biomasa, AR y etanol en la fermentacién

alcohdlica, se indica en la tabla 40, para la concentracion de AR de 30 g/L, a

condiciones de temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracion de DAP de 2 g/L.

Obteniéndose un rendimiento de etanol de Yp /s = 0,4769.

Tabla

40

Datos experimentales de las concentraciones de AR, biomasa y etanol; rendimiento

de biomasa y etanol, para concentracion de AR de 30 g/L durante la fermentacion

AR 30g/L
TIEMPO  BIOMASA AR ETANOL Yx/s Yp/s

h g/L g/L g/L

0 1,216 29,340 0,000 0,1962 0,7063
2 1,683 26,960 1,681  0,4097 0,4900
4 3,330 22,940 3,651  0,2955 0,4904
6 5,130 16,849 6,638  0,2993 0,4908
8 6,380 12,673 8,687  0,2981 0,4911



10 9,270 2,978 13,449 0,3033 0,4913
12 10,010 0,538 14,648 0,2970 10,4921
14 10,040 0,437 14,697 0,2941 0,4912
16 10,050 0,403 14,714  0,2985 10,4925
18 10,070 0,336 14,747  0,2941 10,5000
20 10,080 0,302 14,764  0,3030 0,5051
22 10,110 0,203 14,814 0,3061 0,5000
24 10,140 0,105 14,863  0,3077 10,5077
26 10,160 0,040 14896
Y./s = 0305 Y, /s = 0,508
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La figura 47 muestra los valores de la tabla 40. Se puede observar que la produccion

de biomasa es de 10,16 g/L y la de etanol es de 14,896 g/L.
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Figura 47: Consumo de AR, produccion de biomasa y etanol, para la

concentracion de AR de 30 g/L.

En la tabla 41, se presentan las concentraciones de biomasa, AR, etanol, de la prueba

8, en la primera etapa del proceso fermentacién alcohdlica, para la concentracién de

AR de 60 g/L, a condiciones de temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracién de DAP

de 2 g/L. Se obtuvo un rendimiento total de etanol de Yp /s 0,508.
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Tabla 41
Concentracion de AR, biomasa, etanol y los respectivos rendimientos de biomasa y
etanol durante la fermentacion alcoholica, para concentracion de AR de 60 g/L

AR 60 g/L
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L

0 1,126 60,450 0,000 0,0826 0,5374
2 1,431 56,756 1,985 0,2530 0,4676
4 2,520 52,451 3,998 0,1571 0,4746
6 3,699 44,944 7,561 0,1581 0,4738
8 6,697 25,976 16,548 0,1753 0,4747
10 10,289 5,482 26,276 0,1533 0,4757
12 11,100 0,192 28,792 0,1547 0,4613
14 11,111 0,121 28,825 0,1538 0,4615
16 11,112 0,114 28,828 0,1562 0,4688
18 11,113 0,108 28,831 0,1600 0,4720
20 11,115 0,096 28,837 0,1579 0,4737
22 11,118 0,076 28,846 0,1587 0,4762
24 11,120 0,064 28,852 0,1606 0,4739
26 11,124 0,039 28,864

Yx/s =0,1606 Yp/s =0,4739

En la figura 48, se muestra el grafico de los valores de la tabla 41. Se observa que la

produccién de biomasa es de 11,12 g/L y la de etanol, de 28,86 g/L.
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Figura 48: Datos graficados de consumo sustrato, produccion de biomasa y etanol,
para concentracion de AR inicial de 60 g/L.

En la tabla 42 aprecian las variaciones de las concentraciones de biomasa, AR, etanol, los
rendimientos de biomasa y etanol en el proceso de fermentacién alcohdlica, para la

concentracién de AR de 90 g/L, a condiciones de temperatura 28 °C, pH 3,5 y concentracién

de DAP de 2 g/L. Obteniéndose un rendimiento total de etanol de Yp /s OATTO.

Tabla 42
Valores de las concentraciones de AR, biomasa, etanol y los rendimientos de biomasa y
etanol en el proceso de fermentacion alcoholica, para concentracion de AR de 90 g/L

AR 90 g/L
Horas Biomasa AR Etanol Yx/s Yp/s
g/L g/L g/L
0 1,486 89,560 0,000 0,0007 0,7930
2 1,488 86,830 2,165 0,1261 0,4577
4 2,493 78,860 5,813 0,1340 0,4670
6 4,353 64,978 12,296 0,1164 0,4699
8 7,377 38,989 24,509 0,1280 0,4707
10 11,000 10,689 37,829 0,1109 0,4711
12 12,012 1,563 42,128 0,1124 0,4719
14 12,042 1,296 42,254 0,1120 0,4720
16 12,056 1,171 42,313 0,1132 0,4654
18 12,074 1,012 42,387 0,1142 0,4626
20 12,132 0,504 42,622 0,1151 0,4676

22 12,148 0,365 42,687 0,1154 0,4712
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24 12,172 0,157 42,785 0,1176 0,4779
26 12,188 0,021 42,850
Y,/s=0.1176 Yy /s = 04779

La produccién de biomasa (12,19 g/L) y la produccién de etanol (42,85 g/L), se
observan en la figura 49 (datos de la tabla 42).
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Figura 49: Consumo de AR, formacion de biomasa y etanol, para concentracion
inicial de AR de 90 g/L..

5.2.3 Comparacion del consumo de AR, produccion de biomasa y etanol, en las
pruebas experimentales del proceso de fermentacion alcohélica, a
concentraciones de AR de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L.

La produccién de biomasa para concentraciones de AR de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90
g/L. se indica en la tabla 43, a condiciones de temperatura de 28 °C, pH, 3,5 y
concentracion de DAP de 2 g/L. Se observa una mayor produccién de biomasa de

12,188 g/L, para concentracion de AR de 90 g/L.
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Tabla 43
Produccion de biomasa para concentraciones de AR de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90
g/L, en la fermentacion alcoholica

BIOMASA
HORAS  10G/L 30G/L  60G/L 90 G/L
0 1,099 1,216 1,126 1,486
2 1,152 1,683 1,431 1,488
4 1,732 3,330 2,520 2,493
6 3,685 5,130 3,699 4,353
8 4,201 6,380 6,697 7,377
10 5,130 9,270 10,289 11,000
12 6,285 10,010 11,100 12,012
14 6,378 10,040 11,111 12,042
16 6,402 10,050 11,112 12,056
18 6,410 10,070 11,113 12,074
20 6,421 10,080 11,115 12,132
22 6,428 10,110 11,118 12,148
24 6,437 10,140 11,120 12,172
26 6,442 10,160 11,124 12,188

La mayor produccién de biomasa de 12,18 g/L a concentracion de AR de 90 g/L se

observa en la figura 50 (datos de la tabla 43).
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Figura 50: Produccion de biomasa en el proceso de fermentacion alcohoélica para
concentraciones de AR de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L. y 90 g/L.
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El consumo de AR a concentraciones de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L, se muestran
en la tabla 44, a condiciones de temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracién de DAP
de 2 g/L. Se observa una mayor rapidez de consumo de AR para la concentracion de

90 g/L.

Tabla 44
Consumo de AR en la segunda etapa del proceso de fermentacion alcoholica para
concentraciones de AR de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L

AR
HORAS 10 G/L 30G/L 60G/L 90 G/L
0 10,340 29,340 60,450 89,560
2 9,090 26,960 56,756 86,830
4 7,015 22,940 52,451 78,860
6 4,375 16,849 44,944 64,978
8 2,781 12,673 25,976 38,989
10 1,558 2,978 5,482 10,689
12 0,258 0,538 0,192 1,563
14 0,148 0,437 0,121 1,296
16 0,118 0,403 0,114 1,171
18 0,103 0,336 0,108 1,012
20 0,076 0,302 0,096 0,504
22 0,068 0,203 0,076 0,365
24 0,051 0,105 0,064 0,157
26 0,044 0,040 0,039 0,021

En la figura 51, se aprecian los valores de la tabla 44, del consumo de AR. Se aprecia

una mayor rapidez de consumo de AR a concentracion de 90 g/L.
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Figura 51: Consumo de AR a concentracion de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L,
durante el proceso de fermentacion alcohdlica.

La produccién de etanol en la fermentacion alcohdlica a concentraciones de AR de 10
g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L y a condiciones de temperatura de 28 °C; pH, 3,5 y
concentracion de DAP de 2 g/L, se aprecia en la tabla 45. Se observa una mayor

produccioén de etanol de 42,85 g/L. a concentracién de AR de 90 g/L.

Tabla 45
Produccion de alcohol etilico para concentraciones de AR de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y
90 g/L, durante el proceso de fermentacion alcohdlica

ETANOL
HORAS 10 G/L 30G/L 60G/L 90 G/L
0 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,354 1,681 1,985 2,165
4 0,825 3,651 3,998 5,813
6 1,362 6,638 7,561 12,296
8 1,871 8,687 16,548 24,509
10 2,112 13,449 26,276 37,829
12 2,381 14,648 28,793 42,128
14 2,401 14,697 28,825 42,254
16 2,417 14,714 28,828 42,313
18 2,422 14,747 28,831 42,387
20 2,433 14,764 28,837 42,622
22 2,436 14,814 28,846 42,687
24 2,443 14,863 28,852 42,785

26 2,446 14,896 28,864 42,850
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En la figura 52, se aprecian los valores de produccién de etanol en la segunda etapa
del proceso de fermentacion alcohdlica (datos de la tabla 45). Se obtiene una mayor

produccién de etanol de 42,85 g/L para una concentracion inicial de AR de 90 g/L.

PRODUCCION DE ETANOL
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30 G/L

CONCENTRACION g/L

0 9 0 @ Q0 @009

Figura 52: Produccion de etanol de la segunda etapa del proceso de fermentacion
alcoholica, para concentraciones de AR de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L.

5.2.4 Formacion de biomasa, CO2z, consumo de O2 y el pH del mosto durante el
proceso de fermentacion alcohélica, para concentraciones iniciales de AR de 10

g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L

La tabla 46, muestra la produccion de biomasa, CO», concentracion de Oz y el pH durante
la fermentacion alcohdlica, para concentracién de AR de 10 g/L.. Las mediciones de O>
se realizaron con el medidor de la marca Milwaukee MW600 Dissolved Oxygen DO
Meter with 5 Membrane Caps y la concentracion de COz, con el medidor Thermo-

Higro-NDIR COz Meter TES-1370.

Tabla 46
Produccion de biomasa, CO>, concentracion de O2 y el pH, en la segunda etapa del
proceso de fermentacion alcohdlica, para concentracion de AR de 10 g/L
SUSTRATO 10 g/L
HORAS BIOMASA Co2 CO2 Acum 02 pH
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g/L ppm ppm %
0 1,099 0 0 98450 3,5
2 1,152 421 421 95,470 3,4
4 1,732 508 929 75430 3,4
6 3,685 575 1504 44,260 3,2
8 4,201 704 2208 17,530 3,3
10 5,130 839 3047 4,630 3,0
12 6,285 900 3947 0,650 3,1
14 6,378 912 4859 0,315 3,2
16 6,402 939 5798 0,264 3,3
18 6,410 976 6774 0,232 3,4
20 6,421 1007 7781 0,135 3,3
22 6,428 1011 8792 0,126 3,2
24 6,437 1020 9812 0,123 3,4
26 6,442 1030 10842 0,107 3,3

La produccion de Biomasa y CO», en la fermentacion alcoholica, para concentracion

de AR de 10 g/L se grafica en la figura 53 (datos de la tabla 46).
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Figura 53: Produccion de biomasa y COz, para concentracion de AR de 10 g/L,
durante la fermentacion alcohdlica.

La produccién de biomasa y CO> acumulado, durante la fermentacién alcohdlica a

concentracion de AR de 10 g/L se aprecia en la figura 54 (datos de la tabla 46).
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Figura 54: Produccion de biomasa y COz acumulado, para concentracion de AR
de 10 g/L, en la fermentacion alcohdlica.

La figura 55 muestra la produccién de biomasa, concentracion de Oz y el pH del mosto
en el proceso de fermentacion alcohdlica, para concentracion de AR de 10 g/L (datos

de la tabla 46).
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Figura 55: Produccion de biomasa, concentracion de Oz y el pH durante el proceso
de fermentacion alcohélica, para concentracion de AR de 10 g/L.
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Enla tabla 47, se presentan la produccion de biomasa, CO», concentracién de Oz y el pH

durante la fermentacion alcohdlica, para concentracion de AR de 30 g/L.

Tabla 47
Produccion de biomasa, CO2, concentracion de O2 y el pH durante el proceso de
fermentacion alcoholica, para concentracion de AR de 30 g/L

AR 30g/L
Horas Biomasa CO; (CO,acum. 0, pH
g/L ppm Ppm %
0 1,22 0] 0 96,27 3,5
2 1,68 500 500 91,42 3,5
4 3,33 622 1122 52,34 3,4
6 5,13 741 1863 40,42 3,4
8 6,38 864 2727 26,13 3,3
10 9,27 902 3629 12,34 3,0
12 10,01 952 4581 0,76 3,3
14 10,04 973 5554 0,40 3,4
16 10,05 1002 6556 0,24 3,3
18 10,07 1090 7646 0,14 3,4
20 10,08 1120 8766 0,13 3,3
22 10,11 1141 9907 0,12 3,4
24 10,14 1171 11078 0,12 3,3
26 10,16 1173 12251 0,11 3,3

En la figura 56, se aprecian los valores de la tabla 47, de produccién de biomasa y CO>

en la fermentacion alcohdlica, para concentracion de sustrato de 30 g/L.
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Figura 56: Produccion de biomasa y CO: durante el proceso de fermentacion
alcohélica, para concentracion de AR de 30 g/L.

Los valores de la tabla 47, de produccién de biomasa y CO2 acumulado, durante la

fermentacion alcohdlica, para concentracién de AR de 30 g/L se indican en la figura 57.
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Figura 57: Produccion de biomasa y CO2 acumulado, durante el proceso de la
fermentacion alcohdélica, para concentracion de AR de 30 g/L
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La gréfica de los datos de la tabla 47, de produccién de biomasa, concentracion de Oz

y el pH del mosto en la fermentacién alcohdlica se aprecia en la figura 58.
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Figura 58: Produccion de biomasa, concentracion de Oz y el pH durante la
fermentacion alcohdélica, para concentracion de AR de 30 g/L.

En la tabla 48 se muestra los datos de produccion de biomasa, CO>, concentracion de

Oy y el pH durante la fermentacién alcohdlica, para concentracién de AR de 60 g/L

Tabla 48
Produccion de biomasa, CO>, concentracion de O,y el pH durante la fermentacion
alcohdlica, para concentracion de AR de 60 g/L

AR 60 g/L
Horas Biomasa CO; C0; acum. 0, pH
g/L ppm ppm %
0 1,126 0 0 98,450 3,5
2 1,431 461 461 95,470 3,4
4 2,520 548 1009 75,430 3,4
6 3,699 615 1624 44,260 3,2
8 6,697 744 2368 27,530 3,3
10 10,289 879 3247 4,630 3,0
12 11,100 953 4200 0,650 3,1
14 11,111 984 5184 0,315 3,2

16 11,112 1021 6205 0,264 3,3
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18 11,113 1042 7247 0,232 3,4
20 11,115 1083 8330 0,135 3,3
22 11,118 1109 9439 0,131 3,2
24 11,120 1113 10552 0,127 3,4
26 11,124 1119 11671 0,118 3,3

La produccién de biomasa y COz, para concentracion de AR de 60 g/L, en la segunda

etapa de fermentacion alcohdlica se observa en la figura 59 (datos de la tabla 48).
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Figura 59: Produccion de biomasa y COz, para concentracion de AR de 60 g/L,
durante el proceso de fermentacion alcohélica.

La figura 60, muestra la grafica de concentracion de biomasa y CO; acumulado, para
concentracion de AR de 60 g/L, en el proceso de fermentacion alcohdlica (datos de la

tabla 48)
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Figura 60: Produccion de biomasa y COz acumulado, para concentracion de AR
de 60 g/L, durante el proceso de fermentacién alcohoélica.

Los datos de la tabla 48, de concentracion de biomasa, concentracién de Oz y el pH,
durante la fermentacién alcohdlica, para concentracién de AR de 60 g/L. se grafican

en la figura 61.
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Figura 61: Produccion de biomasa, concentracion de Oz y el pH durante el proceso
de la fermentacion alcohélica, para concentracion de AR de 60 g/L.
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En la tabla 49, se aprecia la produccion de biomasa, CO>, concentracion de Oy el pH

del mosto durante la fermentacién alcohdlica, para concentracion de AR de 90 g/L.

Tabla 49
Produccion de biomasa, CO:, concentracion de Oz y el pH durante la fermentacion
alcohdlica, para concentracion de AR de 90 g/L

AR90g/L
Horas Biomasa CO; CO; acum. 0, pH
g/L ppm ppm %
0 1,486 0 0 96,790 3,5
2 1,488 569 569 95,340 3,4
4 2,493 623 1192 83,430 3,4
6 4,353 672 1864 62,320 3,5
8 7,377 780 2644 15,340 3,3
10 11,000 938 3582 5,340 3,3
12 12,012 1021 4603 0,670 3,1
14 12,042 1102 5705 0,316 3.2
16 12,056 1129 6834 0,307 3,3
18 12,074 1145 7979 0,267 3,4
20 12,132 1183 9162 0,113 3,5
22 12,148 1209 10371 0,019 3,5
24 12,172 1212 11583 0,015 3,5
26 12,188 1237 12820 0,011 3,3

En la figura 62, se muestran los valores de la tabla 49, de produccién de biomasa y CO»,

para concentracion de AR de 90 g/L, durante el proceso de fermentacién alcohdlica.
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Figura 62: Produccion de biomasa y CO2, para concentracion de AR de 90 g/L,
durante el proceso de fermentacion alcohdlica.

Los datos de la tabla 49, de concentracién de biomasa y CO; acumulado, para
concentracion inicial de AR de 90 g/L, en la fermentacion alcohdlica se aprecian en la

figura 63.
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Figura 63: Produccion de biomasa y CO:2 acumulado, para concentracion de AR
de 90 g/L, durante el proceso de fermentacion alcohélica.
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La figura 64 muestra la concentraciéon de biomasa, concentraciéon de O: y el pH,

durante la fermentacion alcohdlica, para concentraciéon de AR de 90 g/L (tabla 49).
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Figura 64: Produccion de biomasa, concentracion de Oz y el pH, en el proceso de
fermentacion alcohélica, para concentracion de AR de 90 g/L.

5.2.5 Modelo matematico del proceso de fermentacion alcohélica en lote, para
concentracion de AR de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L

A continuacion, se presentan las graficas obtenidas empleando el Software MAT LAB
(licenciado — UNMSM) para desarrollar el modelo matemético de un cultivo en lote
del proceso de fermentacion alcohdlica del jugo del jugo de cabuya azul para la
produccion de tequila, propuesto por Herrera et al. (2009), dicho modelo considera la

inhibicion por sustrato y por la formacién del producto.

Lalevadura Saccharomyces cerevisiae, en ausencia de oxigeno, consume los sustratos
(S) del medio del cultivo para formar mediante una reaccion reductiva etanol (E),
biomasa (X) y biéxido de carbono (C0,) tal como se muestra en la siguiente reaccion.

(Herrera, et al., 2009, p. 2).

u
S > X +CO2 + E (D)
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El modelo no lineal de un cultivo en continuo para la produccién de etanol se puede

representar por el siguiente conjunto de ecuaciones diferenciales.

X1 =@—=D)x (2)
352 = _(Yxs+ Yps).uxl_ mg xl_(_SO+x2)D (3)
x'3 = auxq — ng (4)

donde x; es biomasa (g/L), x, es sustrato (g/L), x3 es etanol (g/L), Y,.s (2 X/gS)y Yp s

(g P/g S) son factores de rendimiento de biomasa y producto a partir del sustrato, S,
(g/L) es la concentracion de sustrato de alimentacién, my (g/L) es el coeficiente de
mantenimiento celular, o es un término asociado al crecimiento y D (h!) es la tasa de
dilucion. En este caso p (h'!) es la velocidad especifica de crecimiento que depende

del sustrato y el etanol presente en el medio del cultivo. (Herrera, et al., 2009, p. 2).

UmaxX2 (1 — X3 kp) (5)

Ot ) =ik

donde kg (g/L) es un término de saturacion de sustrato, k; (g/L) y k, (g/L) son

pardmetros de inhibicién por sustrato y producto respectivamente. Cuando en el

sistema (2-4) D = 0 se obtiene un cultivo por lote. (Herrera, et al., 2009, p. 2).

Podemos definir a x = (x4, X5, x3)" como un vector de estados en R3, asimismo x = f
(x) es el conjunto de ecuaciones diferenciales lineales donde f(x) =
[f1(x), f2(x), f3(x)] representa el campo vectorial cuyas componentes estan dadas por
la parte derecha de (ecuaciones 2 - 4). Los puntos de equilibrio de x = f(x) se pueden

obtener haciendo f(x) = 0 y solucionando el sistema, con lo que se obtiene. (Herrera,

et al., 2009, p. 2).

_ D(— X+ SO )
xl_qu o YD+ms (6)
_ —vEJyi-4o 7
Xoleq = = gk @)
= D(ks+ x2+ x5 k;)
X3 Jeq = 1 xgky (8)
Donde:

Y = HmaxMs + (.umax (Y - akpSO) — DY + myq ) D
@ = D?ks (WY + kimZ — & pmayx kpyms)
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K =Da pyay ky — D?k; Y — D kymg

En la figura 65, se muestra la grafica del modelo matemaético del proceso de fermentacion

alcohdlica en lote del jugo de cabuya azul, para concentracién de AR de 10 g/L. (datos

de la tabla 39)

12

©  Biomasa-exp
O  Sustrato-exp
< Etanolexp
Biomasa
Sustrato
Etanol

0 5 10 15 20 25

Figura 65: Modelo matematico de la fermentacion alcohdlica en lote del jugo de
cabuya, para concentracion de AR de 10 g/L.. o Biomasa, o Sustrato y A Etanol.

La gréfica del modelo matemético de la fermentacion alcohdlica en lote del jugo de

cabuya azul, para concentracion de AR de 30 g/L se presenta en la figura 66.
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Sustrato 30 g/l

1 Biomasa-exp
O Sustrato-sxp
<] Etand-exp
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Figura 66: Modelo matematico de la fermentacion alcohdlica en lote, para
concentracion de AR de 30 g/L. o Biomasa, © Sustrato y A Etanol.

La figura 67 muestra el modelo matemaético de la fermentacion alcohdlica en lote, del

jugo de cabuya azul, para concentracién de AR de 60 g/L (datos de la tabla 41).
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Sustrato 60 g/l
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Figura 67: Modelo matematico de la fermentacion alcohdélica en lote, del jugo de
cabuya azul, para concentracion de AR de 60 g/L. (o) Biomasa, (o) Sustrato y (A)
Etanol.

El modelo matemaético del proceso de fermentacion alcohdlica en lote, del jugo de
cabuya azul, para la concentracién de AR de 90 g/L (datos de la tabla 42), se aprecia en

la figura 68.
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Figura 68: Modelo matematico de la fermentacion alcohdlica en lote, del jugo de
cabuya azul, para concentracion de AR de 90 g/L. (o) Biomasa, (0) Sustrato y (A)
Etanol.

En la tabla 50, se indican los valores de los parametros del modelo matematico de la
fermentacion alcohdlica en lote, del jugo de cabuya azul, para concentraciones de AR
de: 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L. En donde umax (h™1) es la velocidad especifica
de crecimiento maximo; Ks (g/L) es un término de saturacién de sustrato, Ki (g/L)
parametro de inhibicién por sustrato, Kp (g/L) pardmetro de inhibicién por producto,
mg (g/L) coeficiente de mantenimiento celular, o es un término asociado al

crecimiento y R es el coeficiente de determinacion.

Tabla 50
Pardametros del modelo matemdtico del proceso de fermentacion alcohdlica en lote
Lote Lote Lote Lote
Parametro 10g/L 30 g/L 60 g/L 90 g/L
pmax 0,180 0,558 0,626 0,588
Ks 2,261 6,442 234,228 16,007
Ki -0,051 0,040 -0,015 0,019
Kp 0,047 0,040 -0,184 0,014
Yx/s -20,956 10,270 -14,857 5,539
Yp/s 23,116 -7,002 21,078 2,447

ms -0,010 0,004 -0,016 0,007
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o} 0,474 1,678 2,888 3,413

R2 0,992 0,996 0,999 0,945
Nota: los pardmetros (Yps', Yxs !, Ki'y K, ! fueron representados en el modelo (2 -5) como
Yps, Yxs, Kp ¥ Ki por conveniencia algebraica (Herrera et al., 2009).

5.2.6 Balance de materia, calculo de rendimientos maximos de biomasa y etanol

Las actividades de las células microbianas en biorreactores también pueden expresarse
mediante la ecuacién de equilibrio para los elementos quimicos, considerando la
conservacion de las especies atomicas (carbono: C, hidrégeno: H, oxigeno: O,

nitrégeno: N), (Moser, 1988).
¥s (Ca Ho OcNa) + y¢ (O2) + ¥y (NH3) =y x(Co Hp OrNs) +yp (Cx Hy Oz Ne) + ¥ (CO2)
+Yw (H20)
Ec. (1)

Considerando el sustrato como glucosa (C¢H1206) y como la formacion del producto
extracelular al etanol [C2HsOH, (C2HsO)] durante el crecimiento celular (cepas de

levadura S. cerevisiae), se tiene la Ec. (2), (Doran, 1995).

¥s (Ce H12 Og) + ¥ (02) + Yy (NH3) == 7y (CHyea Oos2Nos16) + ¥p (C2 He O) + y¢ CO2) +
Yw (H20)

Ec. (2)

Célculo del peso molecular de la levadura:

12+1,64 + 0,52 x 16+0,16 x 14
X 0,95

= 25,47

Rendimiento experimental (tabla 42):

Yx/s exp.=0,1176 g biomasa/g glucosa

Yp/s exp. =0,4779 g etanol/ g glucosa
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Concentraciéon de CO2, Y:

Solubilidad de CO; a 28 °C es de 7,75 mg/L (Bain y Stevenson, 1999),
concentracién en 20 L mosto = 0,16 g CO»

Conc. CO, =12820 ppm =1282 g CO, + 0,16 g CO = 1282,16 g CO;

1282,16g CO2
" 44 g c02/mol

Yc = 29,14 moles CO

Moles de glucosa (CsH120s):

90 g glucosa mol glucosa
—— x 20 L mosto x
L mosto 180 g glucosa

= 10 moles glucosa

Sobre la base de la ecuacion estequiométrica general del crecimiento microbiano, dada
en la Ec. (2), se pueden escribir las siguientes ecuaciones de balance para cada uno de

los elementos principales [C, H, 0, N, ignorando S, P y ceniza], (Moser, 1988):

g atom. C: 6Ys = yYx+2yp+yc
gatm.H: 12ys+3yy = 1,64 yx+6yp+2yy

gatm.O: 6ys+27, 0,52 yx +Yp+2Vc+Yw

0,16 yx

gatm.N:  yn

Del rendimiento de biomasa:

__ (PM Sustrato) Yx/s 180 x0,1176

= = — = 1
Yx PM célula 25,47 0.83

Del rendimiento del producto:

__ (PM Sustrato) yp;s _ 180 x 0.4779

Yp - PM producto 46

= 1,87

Resolviendo el sistema de ecuaciones se tiene:

Levadura
5,62 (Cs H12 Os) + 27,24 02+ 0,13 (NH3) ——= 0,85 C H1,64 Oo,52 No,16 + 1,87

C2 Hs O + 29,14 CO;, + 27,62 H,0
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Célculo del grado de reducciéon Y del sustrato, biomasa y producto (El grado de

reducciodn, y, es el nimero de equivalentes de electrones disponibles en esa cantidad

de material que contiene 1 g de 4tomo de carbono).
Vs =(4(6)+1(12)-2(6))/6 = 4
Yx =(4(1)+1(1,64)-2(0,52)-3(0,16) = 4,12

Yp =(4(2)+1(6)-2(1))/2 = 6

_ays _6x4 582
Vmax - yx - 412 - 9
Y _582x2547 )
x/s Max = 180 =08

Yo max = % =(aYs—2zYx) =i(6x4—0,78x4,12)=5,19

ays 6x4
yP max = — = =
hyp 2x6
6x4x46
YP/S max = m —0,51
PMs 180
Y, = Y. =——x0,120 = 0,1125
02/s = ¢pMy, XIS “6x32" ' ’
PMop,
Y, = X
02/s = Yo PM,
mol 02

180
Yo = 0,1125— = 0,63 ————
32 mol sustrato

moles de 02 consumido
moles sustrato consumido

El valor obtenido de rendimiento méximo de etanol de 0,51 g etanol/g glucosa coincide

con el valor dado por Shou Hu (2017).

5.2.7 Tiempo de generacion t

Iy =0,588 (Tabla 50)
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In2 0,693
t = = d = 1 195 h
d i, 0588h1

5.2.8 Eficiencia de la fermentacion

__ Yp/s (experimental)

e x100

Yp/s (tedrico)

_ 0479

x100 =93,7 %
0,511

5.2.9 Productividad de la fermentacion

g etanol

Produccion de etanol: 42,8 — (de la gréifica 64 para 90 g AR)

42,8 g etanol/L 1,64 g etanol
26 h B L. h

Productividad =

5.2.10 Determinacion de los compuestos volatiles de la bebida alcohdlica obtenida
por destilacion del mosto de cabuya azul, en destilador de vidrio de torre rellena

A continuacioén, se detallan los compuestos voldtiles mayoritarios presentes en el licor
de cabuya azul, obtenido por destilacion del mosto de jugo de cabuya en un destilador
de vidrio, de torre rellena. El proceso de destilacion se realizé en el laboratorio del

ambiente N° 124 de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la UNMSM.

En la figura 84 (del anexo 2), se muestra el destilador de vidrio de torre rellena,
empleado en el proceso de destilacion. En la figura 84a, se aprecia el destilador de

vidrio de torre de rellena y en la figura 84b, se muestra el relleno de vidrio utilizado.
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En el anexo (3) se presenta el informe de los andlisis de los compuestos volétiles
caracteristicos del licor obtenido, realizado por La Molina Calidad Total Laboratorios
— Instituto de Certificacion, Inspeccién y Ensayos - Universidad Nacional Agraria La
Molina. En la tabla 51 se presenta los principales compuestos volatiles analizados por

La Molina Calidad Total Laboratorios.

Tabla 51
Compuestos voldtiles del licor de cabuya obtenido por destilacion en un destilador de
torre rellena

Compuestos voldtiles Cantidad

Grado alcohdlico 41,5 % v/v a 20 °C/20 °C

Acidez volatil (expresado 5,7 mg/100 mL alcohol anhidro

como acido acético)

Metanol 74,1 mg/100 mL alcohol anhidro
Alcoholes superiores totales 292,4 mg/100 mL alcohol anhidro
Acetaldehido 56,6 mg/100 mL alcohol anhidro
Esteres (como acetato de etilo) 41,8 mg/100 mL alcohol anhidro
Extracto 0,8 g/LL muestra original

Furfural 0,8 mg/100 mL alcohol anhidro
Acetato de iso Amilo No detectable

Formiato de etilo 0,6 mg/100 mL alcohol anhidro
Iso Teramilico 216,0 mg/100 mL alcohol anhidro
Butanol 3,0 mg/100 mL alcohol anhidro
Iso Butanol No detectable

Iso Propanol No detectable

Propanol 73,4 mg/100 mL alcohol anhidro

5.2.11 Tratamiento estadistico del proceso de fermentacion alcohélica para
concentracion de sustrato de 90 g/L

El tratamiento estadistico del proceso de fermentacidn alcohdlica de la segunda etapa se

realiz6 mediante el software Statgraphics Centurion XVI, Version 16.1.15 (32 - bits).

5.2.11.1 Tratamiento estadistico de produccion de etanol.

A continuacién, se presenta el andlisis estadistico del proceso de fermentacidon

alcohdlica para la concentraciéon de AR de 90 g/L.
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Analisis de regresion: ETANOL(g/L) vs. BIOMASA(g/L); SUSTRATO(g/L)

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Regresion 2 391518  1957.59 141568.71 0.000
BIOMASA(g/L) 1 0.32 0.32 23.04  0.001
SUSTRATO(g/L) 1 293 293 211.55  0.000

Error 11 0.15 0.01

Total 13 391533

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0.117592 100.00%  100.00% 99.98%

Ecuacion de regresion

ETANOL(g/L) = 66.18 - 1.910 BIOMASA(g/L) - 0.7050 SUSTRATO(g/L)

Grafica de superficie de ETANOL(g/L) vs. SUSTRATO(g/L); BIOMASA(g/L)

60

oy
“h;
.
ETANOL(g/L) 30 T
h...__
v 75
50
. L5 SUSTRATO(g/L)
4 g 0
BIOMASA(g/L) i

Figura 69: Diagrama de superficie de respuesta de rendimiento de etanol para
concentracion de sustrato de 90 g/L.
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De la tabla anterior, Ho: Todos los coeficientes son iguales a 0,00; Versus, H1: por lo
menos algunos de los coeficientes son cero. Es decir, el sustrato y/o la biomasa

influyen en la produccién de etanol

De la tabla

Ho: El sustrato no influye en la produccién de etanol

H1: El sustrato influye en la produccién de etanol

El valor de 0.000 comparado con alfa = rechazar Ho, es posible concluir que el

sustrato influye en la produccién de etanol

Asimismo,

Ho: La biomasa no influye en la produccion de etanol

H1: La biomasa influye en la produccion de etanol

El valor 0.001 comparado con alfa 0.05--> rechazar Ho, esto para concluir que la

biomasa influye en la produccién de etanol.

5.2.11.2 Tratamiento estadistico de produccion de CO, para concentracion de
sustrato de 90 g/L.

Analisis de regresion de produccién de CO2(ppm) vs. biomasa(g/L);
sustrato(g/L)

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. Valor F Valor p

Regresion 2 1528161 764081 96.73  0.000
BIOMASA(g/L) 1 160462 160462  20.31 0.001
SUSTRATO(g/L) 1 178024 178024 2254  0.001

Error 11 86893 7899

Total 13 1615055

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

88.8786 94.62% 93.64% 84.99%

Coeficientes
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EE del
Término Coef  coef. ValorT Valorp FIV
Constante 17689 3669 4.82 0.001

BIOMASA(g/L)  -1355 301 -4.51 0.001 2981.15
SUSTRATO(g/L)  -173.9 36.6 -4.75 0.001 2981.15

Ecuacion de regresion

CO2 (ppm) = 17689-1355 biomasa (g/L)- 173.9 sustrato (g/L)

Grafica de superficie de Co2(ppm) vs. SUSTRATO(g/L); BIOMASA(g/L)

20000

10000
Co2(ppm)

~10000 75

50
0 25 SUSTRATO(g/L)

4 5 0
BIOMASA(g/L) 12

Figura 70: Diagrama de superficie de respuesta de produccion de CO2 para
concentracion de AR de 90 g/L.

Ho: Todos los coeficientes son iguales a cero. Versus, H1: por lo menos algunos de los

coeficientes son cero. Es decir, el sustrato y/o biomasa influye en la produccion de CO,

Ho: El sustrato no influye en la produccién de CO,

H1: El sustrato influye al en la produccién de CO,
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El valor de 0.001 comparado al alfa = rechazar Ho, es posible concluir que el

sustrato influye en la produccién de CO,

Asimismo,

Ho: La biomasa no influye en la produccion de CO,

H1: La biomasa influye en la produccién de CO,

El valor 0.001 comparado al alfa 0.05 - rechazar Ho, esto para concluir que la

biomasa influye en la produccién de CO,.

5.3 Discusion de resultados

5.3.1 Analisis e interpretacion de resultados

1.

En Tamaulipas, México se han identificado veinte especies de agave, y gran
parte de la superficie cosechada corresponde a especies del grupo de las
Americanae; de las cuales la mayor parte se aprovechan para la produccion de
bebidas alcohdlicas, principalmente tequila, que tiene denominacién de origen

(Garcia-Herrera et al., 2010).

Entre las pocas variedades de cabuya existentes en el Pert, solo dos crecen en
grandes extensiones de terrenos rurales: la cabuya azul (Agave americana L.,
figura 88a, anexo 2), la cual se distingue por la forma y color verde azulado de
sus hojas, y es utilizada principalmente para la produccién de chancaca; y la
otra variedad es el linefio (cabuya verde), que pertenece al complejo A.
angustifolia Haw (figura 88b, anexo 2) y se emplea mayormente en la
fabricacion de sogas en las zonas rurales, mientras que en México es
aprovechada para producir una bebida destilada que pertenece a la familia del

mezcal (Rodriguez, 2007).

A pesar de que la cabuya azul crece de forma silvestre en grandes extensiones
de terrenos en los valles interandinos con climas templados, (departamentos de

Cajamarca y Hudnuco), no se aprovecha este recurso por desconocimiento en
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lo que respecta a su explotacion. En los departamentos del sur del pais, como
Huancavelica, Ayacucho y Apurimac, se aprovecha para la produccion
artesanal de chancaca y el comercio del jugo como bebida. Mientras que, en

México, se cultivan en forma intensiva unas 120 000 hectareas de agave azul
(Montanez-Soto et al., 2011), con un promedio de 2500 a 2800 plantas por
hectarea (Bautista et al., 2001), y en el afio 2018, segtin el Consejo Regulador
del Tequila (CRT), se utilizaron 1 138 800 toneladas de cabuya tequilana para

producir 309,1 millones de litros de tequila al 40 % en volumen de alcohol.

. Debido alas diferencias climdticas, composicién de los terrenos y la ubicacién
geografica en la que crece la cabuya azul en el Peru, las propiedades fisico-
quimicas, fisiologicas, metabdlicas y morfoldgicas de esta planta difieren de
las de las plantas mexicanas. Una de las principales diferencias es el tiempo de
maduracion de la planta: en nuestro pais, demora de 5 a 10 afos, madurando
en menor tiempo en los valles interandinos con climas templados y 1luviosos,
que se encuentran entre 1500 a 2200 metros sobre el nivel del mar. En México,
la planta madura en un promedio de 8 afios (Gil et al., 2006). Por tanto, este
menor tiempo de maduraciéon de la cabuya azul es una ventaja para su

explotacion agroindustrial en nuestro pais.

. En México, la cabuya tequilana se explota a gran escala, por lo que la pifia de
la planta es tratada generalmente en hornos para la hidrdlisis de los
polisacdridos presentes en el jugo (Waleckx et al., 2008), agregando luego agua
para la extraccion del jugo en la molienda, a la relacién de 1 L a 2,5 L por kg

de pulpa de pifia, para obtener unos 120 L jugo por pifia.

Mientras que la explotacion del jugo de cabuya azul en el Peru se realiza de
forma artesanal, en la cual, el jugo se extrae tres veces al dia, en un promedio
de 3 L a4 L por cada recoleccion, durante dos a tres meses, segtin el tamafio
de la planta; por lo que se recolecta un promedio de 270 L de jugo al mes por
planta, Constituyendo una ventaja para su explotacion a pequefia escala para la

produccion de licor tipo tequila.
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5. El disefio experimental del proceso de hidrélisis es factorial de 3*1a cual es un
disefio factorial cuadratica en la que la temperatura central de 100 °C coincide
con el disefio factorial, y el pH central segtn el disefio deberia ser de 4,0; pero

se trabajo co el pH central de 4,5 por el pH natural del jugo de cabuya azul.

6. Para hidrolizar los fructanos, muchas compaiias utilizan el método tradicional
de elaboracién de tequila o mezcal, en la que las pifias, enteras o cortadas, se
cocinan en hornos de ladrillos durante 36 h a 48 h o en autoclaves durante 12 h
(Gonzélez-Hernandez et al., 2012). En ambos casos, se alcanzan temperaturas

de proceso por encima de los 100 °C.

La eficiencia de la hidrdlisis en hornos es muy baja, ya que la transferencia de
calor no es uniforme, por lo que algunas partes de la pifia se carbonizan, mientras
que, en otras, la hidrolisis es incompleta; ademas, se ha encontrado que, a estas
condiciones, los fendmenos desfavorables de la coccidon —reacciones de
Maillard o formacién de compuestos como fenoles, furfural e
hidroximetilflufural— se benefician con la degradacion térmica de pentosas y

hexosas (Mancilla-Margalli y Lopez, 2002; Waleckx et al., 2008).

7. Una alternativa para mejorar el proceso de hidrélisis y obtener Sptimos
rendimientos de azicares reductores es aumentar la eficiencia de la
transferencia de calor y el control de la acidez del medio en el que se realiza la
hidrdlisis térmica. Por ello, para investigar el efecto de la temperatura y el pH
en la hidrélisis de los fructanos del jugo de cabuya azul, se tom6é como
referencia el estudio realizado por Michel-Cuello et al. (2015), quien comparé
el efecto de la temperatura: 90 °C, 100 °Cy 110 °C; apH: 2,5,4,5y 5,5; durante

10 h de proceso, para la hidrdlisis de fructanos.

8. En la figura 16 y en la tabla 20, se observa el rendimiento total de hidrdlisis
igual a 90,45 % a las condiciones de: pH 2,5 y temperatura de 110 °C.
Resultado que concuerda con lo obtenido por Garcia-Soto et al. (2011), quienes
encontraron que la mayor eficiencia térmica de la hidrdlisis de fructanos de
agave estd en un rango de temperatura de 106 °C a 116 °C. El mayor

rendimiento también se puede explicar debido a que los dcidos funcionan como
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catalizadores en la hidrélisis de polimeros y que tienen la capacidad de romper
los enlaces de los mondmeros heterociclicos en las cadenas de polimeros
(Saeman, 1945; Laopaiboon, P., Thani, Leelavatcharamas y Laopaiboon, L.,
2010). La tabla 52, presenta el resumen de los rendimientos de glucosa y
fructosa en la hidrdlisis de los polisacdridos que se encuentran en el jugo de

cabuya azul.

Tabla 52

Resumen del incremento de glucosa y fructosa, a temperatura de 90 °C, 100 °C y
110°CyapHde 2,5; 4,5y 5,5; en el proceso de hidrolisis de polisacdridos del jugo
de cabuya azul

Temperatura pH Incremento Incremento Incremento
°C glucosa % fructosa % total %
90 2,5 24,45 61,08 52,75
90 4,5 20,46 55,38 47,44
90 5,5 17,69 47,34 40,60

100 2,5 23,56 68,71 58,44
100 4,5 21,89 60,14 51,44
100 5,5 20,46 48,98 42,49
110 2,5 27,36 69,04 59,56
110 4,5 24,60 62,07 53,55
110 5,5 21,90 54,28 46,92

9. Al graficar Ln C4 vs t, (datos de la tabla 20), se obtiene una linea recta con
pendiente m = - K (K; = 0,1487, K, = 0,1821 y K3 = 0,2087). La linea
recta indica que el proceso de hidrdlisis es una reaccion de primer orden,
concordando con lo reportado por Michel-Cuello et al. (2015), quienes
determinaron que la reacciéon de hidrdlisis de los fructanos es un proceso
irreversible de primer orden:

. .. Hidroélisis
Polisacaridos ——— Fructosa + Glucosa

Siendo la ecuacién cinética de primer orden a 110 °C y pH 2,5 la siguiente:

Ty = Kl CA = 0,2087 CA
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La influencia de la temperatura sobre la velocidad de reaccion se determiné
mediante la ecuaciéon de Arrhenius; con los valores K;, de la grafica Ln K vs.
1/T (figura 20) se halla la constante de Arrhenius o Factor de frecuencia y la

energia de activacion para la temperatura de 110 °C.

K =100,18 e "1963/RT

Los valores P del rendimiento de hidrdlisis indican la significancia estadistica
de cada uno de los factores. Puesto que cinco valores P son menores que 0,05;
estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el
rendimiento de hidrélisis con un 95,0 % de nivel de confianza con valores de
P =0,0348 para la relacion temperatura — tiempo y de P = 0.000 para la relacién
temperatura — pH, y un valor de R? (ajustado) = 89,62 %. El andlisis estadistico
indica también que el maximo rendimiento del proceso de hidrdlisis es de

aproximadamente 90,00 %, a las condiciones de 110 °Cy pH 2,5 durante 10 h.

El rendimiento obtenido en la investigacion es del 90,45 %, mientras que el
rendimiento en el estudio de Michel-Cuello et al. (2015) es del 92,1 %; esta
diferencia se debe a muchos factores, una de la mds importante es que Michel-
Cuello hidrolizé el jugo del Agave “Salmiana”, mientras que en el presente
estudio se hidroliz6 el jugo de cabuya azul, con propiedades fisico-quimicas

diferentes.

Las industrias que elaboran bebidas alcohdlicas se basan en el hecho de que,
bajo condiciones adecuadas de fermentacién, el azicar se transforma en
alcohol. La caracteristica organoléptica del producto terminado depende de la
materia prima que proporciona el azicar y de las condiciones de

transformacion del azdcar en alcohol.

En la investigacion, se examinaron los factores que afectan el proceso de
fermentacién alcoholica del jugo de cabuya azul, proceso que se realizé en dos

etapas: la primera etapa tuvo como finalidad determinar a concentracion
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constante de sustrato de 60 g/L, las condiciones de temperatura, pH y
concentracién de fosfato diaménico en la que se obtiene el mayor rendimiento
de etanol. Para ello, se realizaron pruebas experimentales a temperatura de 24 °C,
28 °C y 32°C; pH 3,5 y 4,5, y concentracién de nutriente de 1 g/l y 2 g/L,
durante 26 h de proceso, con suministro de aire con flujo de 1 vvm, durante las

primeras 8 h del proceso.

En la segunda etapa, a las condiciones de la prueba de la primera etapa (prueba
8, tabla 28) en la que se obtuvo el mayor rendimiento de etanol (28,86 g
etanol/L, a temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentraciéon de DAP de 2 g/L), se
procedid a investigar el efecto de la concentracién de nutriente en el
rendimiento de etanol (10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L); durante 26 h de
proceso, con suministro de aire de 1 vvm durante las primeras 8 h del proceso

de fermentacidn.

El tiempo del proceso de fermentacién alcohdlica concuerda con lo planteado
por Garcia, Suarez, Domenech, Blanco, y Santiesteban (2000) y el estudio de
los factores, con los estudios de Agu, Bringhurst, Brosnan y Jack (2008),
Arrizon y Gschaedler (2002), CIATEJ (2004), Shuler y Kargi (2001).

El proceso de fermentacion alcohdlica se realiz6 inoculando al mosto cepas de
levadura S. cerevisiae, género D 47 — Lalvin, a concentracion de 1,15 g/L (4,3
x 107 células/ mL), esta concentracién de levaduras se encuentra en el rango de
la cantidad de células/mL para la produccién de tequila (2,0 x 107 a 3,0 x 10’
levaduras/mL) segtn lo especificado por Godinez (2012). Se utiliz6 este género
de levadura por su propiedad de fermentar mostos blancos y tintos, ademds de

tener buen rendimiento a temperaturas de fermentacion bajas y altas.

Para la presente investigacion, se tom¢ como referencia el modelo matematico del

cultivo en lote de fermentacion del tequila llevado a cabo por Herrera et al. (2009).

Se observa en las pruebas experimentales de la primera y segunda etapa de la
fermentacion alcohdlica que no se cumple el balance de materia, esto se debe en

parte a que no se determind la cantidad formada de glicerina y también a que el
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medio de fermentacién es un ambiente cambiante y hostil que requiere una
readaptacion continua para las nuevas condiciones, con cada aminodcido que
toma la levadura, también toma un i6n de hidrégeno (H™). La concentracién
de iones de hidrégeno en un medio dado estd relacionada con el pH del medio.
El mosto tiene un pH de 3,5; el interior de una célula de levadura tiene un pH
de 6-7. Para que la levadura funcione correctamente durante la fermentacion,

debe permanecer en este pH. Como resultado del aumento de las
concentraciones de etanol, la membrana de la célula de levadura se vuelve cada
vez mds permeable a los iones H +, es decir, tiene "fugas". En términos
practicos, se vuelve muy exigente desde el punto de vista energético que las
células de levadura mantengan el pH interno correcto. Cuando el grado
alcohdlico aumenta, se produce una entrada de protones masiva a favor de
gradiente, y las ATPasas de membrana deben trabajar a pleno rendimiento para
evitar la acidificaciéon del medio e implica gasto de energia. Este gasto de
energia para mantener el pH de la célula explicaria en parte el desbalance de
materia en los procesos de fermentacion de las diferentes pruebas

experimentales realizadas.

La prueba 8 de la primera etapa del proceso de fermentacién (temperatura de
28 °C, pH 3,5 y concentracién de sustrato de 2 g/L) es la que da el mayor
rendimiento de etanol (28,86 g/L, tabla 28 y figura 34, tabla 38 y figura 45).

En la tabla 34 y la figura 40, se aprecia que la cinética microbiana es mayor
para la prueba 8. También se observa en la tabla 37 y la figura 44, que la
velocidad de consumo de azucares reductores es mayor para la prueba 8. Estos
valores nos indican que la prueba 8 tiene el mayor rendimiento de biomasa y

etanol: Y, ;s = 0,106y Yp,s =0,4739 (92,72 %) respectivamente.

A las condiciones de la prueba 8, para la cual se obtuvo el mayor rendimiento
de etanol (temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracion de DAP de 2 g/L); se
procedio a realizar la segunda etapa de las pruebas experimentales del proceso
de fermentacion alcohdlica, a diferentes concentraciones de sustrato: 10 g/L,

30 g/L, 60 g/L'y 90 g/L para determinar el mdximo rendimiento total de etanol.
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Se obtuvo el mayor rendimiento de etanol de 47,779 % (42,85 g/L) a la
concentracion de sustrato de 90 g/L (tabla 42 y figura 49). En la tabla 44 y
figura 51, se aprecia la mayor rapidez de consumo de azicares a concentracion

de sustrato de 90 g/L.

De acuerdo con los datos experimentales obtenidos, el mayor rendimiento de
producto se logra en las siguientes condiciones: concentracion de sustrato de 90
g/L, temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracion de nutriente DAP de 2 g/L.

En la tabla 53, se muestran los rendimientos Yp /s para las concentraciones de

10 g/L, 30 g/L, 60 g/Ly 90 g/L.

Tabla 53
Produccion de biomasa, etanol y rendimiento del producto, a concentracion de
sustrato (AR) de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L

Sustratog/L Biomasag/L Etanolg/L Yp/s

10 6,44 2,45 0,4290
30 10,16 14,88 0,4769
60 11,12 28,86 0,4739
90 12,19 42,85 0,4779

La cantidad de etanol obtenida es de 42,85 g/L, con rendimiento Yp /5 =
0,4779 (93,50 %).

15. En la tabla 54 se aprecian los parametros del modelo matematico del proceso
de fermentacion alcohdlica en lote obtenidos por Herrera et al. (2009) (tabla
3), y los pardmetros experimentales hallados, aplicando el mismo modelo al
proceso de fermentacion alcohdlica en lote del jugo de cabuya azul (modelo

aplicado a los datos de la tabla 42, para concentracion de sustrato de 90 g/L).

Se observa que el valor experimental de la velocidad especifica de 0,588 es
ligeramente superior al valor tedrico de 0,537. La constante de saturacion
experimental ks = 16,007 es un poco menor del valor tedrico de ks = 20,413. El
valor experimental de la constante de inhibicién por sustrato ki = 0,019, es

ligeramente superior al valor teérico de 0,0089. El valor experimental de constante
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de inhibicion por el producto kp = 0,014, es ligeramente inferior al valor tedrico de

0,0267. El valor experimental de rendimiento de biomasa Yy /s = 5,539 difiere del
valor tedrico Yy /s = 17,98; el valor experimental del rendimiento de producto Yp /g

= 2,447 es casi igual al valor tedrico de Yp s =2,54.

La diferencia de valores de Ki y Yp /s podria ser a diversos factores: un factor
podria ser que al inicio de la fermentacién se suministré aire durante mds
tiempo (8 h con flujo de aire de 1 vvm), dado que en la fermentacién aerobia
desarrolla mayor biomasa; otro factor importante es la diferencia de
propiedades fisico-quimicas entre el jugo de cabuya azul experimental y el
empleado en el estudio que se tomé como referencia. El coeficiente de
correlacién del modelo matematico es de R* = 94,50 %, lo que indica que los
errores en las mediciones son bajos. En la tabla 53, se comparan los pardmetros
del modelo matemédtico del proceso de fermentacién alcohdlica en lote,
obtenidos por Herrera et al. (2009) y los valores experimentales de la

investigacion.

Tabla 54
Pardmetros del modelo matemdtico del proceso de fermentacion alcohdlica en lote
obtenidos en la investigacion y por Herrera et al. (2009)

Parametro Lote 90 g/L (valores Lote 90 g/L
experimentales) (Herrera et al. 2009)
Umax 0,588 0,5372
K, 16,007 20,4131
K; 0,019 0,0089
Kp 0,014 0,0267
Yass 5,539 17,9800
Yp/s 2,447 2,5400
mg 0,007 0,0053
o 3,413 8,7053
R? 0,945

Nota: los pardmetros (Y{ﬁ., Yx_/i, K, K 1) fueron representados en el modelo
(2 -5) como Yp s, Yy /s, Kp, y K; por conveniencia algebraica.
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En las figuras 65, 66, 67 y 68 se grafic el modelo matematico del proceso de
fermentacion alcohdlica en lote del jugo de cabuya, mediante el programa MAT
LAB, para las concentraciones de sustrato de 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L y 90 g/L. Se
obtuvo una tendencia parecida a la del modelo matematico aplicado por Herrera

et al. (2009), y el mayor rendimiento de etanol a concentracién de sustrato de

90 g/L.

16. Los valores-P de produccién de etanol y CO, en la tabla ANOVA son menores
que 0,05, indica que hay una relacién estadisticamente significativa entre las
variables con un nivel de confianza del 100,0 % para la produccién de etanol y
del 94,62 % para la producciéon de CO2. A continuacién, se presentan las
ecuaciones de los modelos de regresion lineal multiple de produccion de

alcohol etilicoy CO,, respectivamente:

ETANOL(g/L) = 66.18 - 1.910 BIOMASA(g/L) - 0.7050 SUSTRATO(g/L)

CO2(ppm) = 17689 - 1355 BIOMASA(g/L) - 173.9 SUSTRATO(g/L)

17. En la tabla 55, se aprecian algunos compuestos volatiles principales del licor
obtenido en la investigacion (andlisis realizados por La Molina Calidad Total
Laboratorios, ver anexo 3), los resultados sugieren que el destilado obtenido
posee menor cantidad de compuestos voldtiles que le atribuyen al licor
caracteristicas organolépticas poco deseables: Tenemos que el isobutanol no es
detectable comparado con los 30 mg obtenido por Lopez et al. 2012; el metanol
obtenido es de 74,1 mg, mientras que el obtenido por Lopez es de 314,9 mg; el
butanol obtenido es de 3,0 mg, mientras que el obtenido por Lépez es de 12,0
mg; también se aprecia que la cantidad de furfural en el licor es bajo con un
vslor de 0,8 mg; mientras que el compuesto iso teramilico, relacionado con
destilados ricos en aromas Yy consistencia agradable tiene un valor
relativamente alto, con lo que se puede afirmar que el licor obtenido en el

investigacion es de buena calidad y apta para el consumo humano.

Tabla 55
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Compuestos voldtiles del destilado de las pruebas experimentales y los obtenidos por
Lopez et al. 2012

Compuestos segun

Compuestos volatiles Compuestos experimentales Lopez
et al. (2012)
Alcohol etilico 41,5 % v/v -—-
Metanol 74.1 mg/100 mL alc anhid. 314,0 mg/100 mL
Iso teramilico 216 mg/100mL
Butanol 3 mg/100 mL 12 mg/100 mL
Iso Butanol No detectable 30 mg/mL
Acetato de Etilo 41,3 mg/100 mL 15 mg/100 mL
Propanol 73,4 mg/100 mL 20 mg/100 mL

5.4 Prueba de hipdétesis

5.4.1 Hipotesis especifica I

El rendimiento experimental del proceso de hidrélisis de los polisacaridos presentes
en el jugo de cabuya azul es del 90,45 % a condiciones de 110 °C y pH 2,5 durante 10

h de proceso (tabla 20 y figura 16). Por tanto, la hipdtesis propuesta es correcta.

La cinética del proceso de hidrdlisis de los fructanos presentes en el jugo de cabuya
azul, es una reaccién de primer orden siendo el coeficiente de velocidad igual a K; =
0,2087, alas condiciones de pH 2,5 y temperatura de 110 °C, obteniéndose la siguiente

ecuacion cinética:

Ty = Kl CA :0,2087 CA

Concordando con la determinacién de Michel et al. (2015), en la que la hidrélisis de

fructanos es una reaccidn irreversible de primer orden.

Los cinco valores-P de la tabla ANOVA son menores que 0,05, estos factores tienen
un efecto estadisticamente significativo sobre el rendimiento del proceso de
hidrélisis, con un 95,0 % de nivel de confianza. Con un valor de R? = 90,09 % a

condiciones de temperatura de 110°C y pH 2,5 durante 10 h de proceso.
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5.4.2 Hipotesis especifica I1

A las condiciones experimentales de operacion: concentracion de sustrato de 90 g/L,
temperatura de 28 °C, pH 3,5; concentracion de nutriente de 2 g/L y tiempo de proceso

de 26 h, se logra un rendimiento de etanol de Yp /s = 04779 (93,50 %), por lo que se

demuestra que la hipétesis propuesta es correcta.

El modelo matematico aplicado al proceso de fermentaciéon alcohdlica en lote con
concentracion inicial de sustrato de 90 g/L proporciona los siguientes valores
experimentales: ., = 0,588, K = 16,007, K; = 0,019, Kp = 0,014, Yp/s = 2,447y R?
= 94,49 % (ver tabla 50 y figura 68). Estos valores se aproximan a los obtenidos segin
el modelo matematico propuesto por Herrera et al. (2009) (tabla 3 y figura 1). El valor-
P obtenido de la tabla ANOVA es menor que 0.05, indicando una relacién
estadisticamente significativa con un nivel de confianza del 100 % entre las variables:

sustrato, biomasa y rendimiento de etanol.
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CONCLUSIONES

En el proceso de hidrélisis de los polisacdridos se logré un rendimiento del
90,45 %, mientras que el rendimiento obtenido por Michel et al. (2015) fue de
92,1 %. Esta diferencia se debe principalmente a que en la investigacion se
empled como materia prima jugo de cabuya azul (Agave tequilana Weber var.
azul) a pH 2,5 y Michel-Cuello et al. (2015) emple6 Agave salmiana a pH 4,6.
La hidrolisis es catalizada por el medio 4cido que tiene la capacidad de romper
los enlaces de los polimeros formado por los mondémeros heterociclicos
(Saeman, 1945; Laopaiboon et al., 2010). Debido al cambio climatico atribuido
a muchos factores, como el uso de insumos quimicos, estaria bien realizar
estudios de hidrdlisis de los polisacaridos presentes en el jugo de cabuya
utilizando enzimas para degradar dichos polisacaridos, evitando el tratamiento

drastico con 4cido para bajar el pH a 2,5.

La cinética de la reaccion del proceso de hidrélisis de los polisacdridos
presentes en el jugo de cabuya azul es de primer orden y concuerda con el
estudio de Michel-Cuello et al. (2015). Las constantes de velocidad halladas
son: K; =0,1487, K, = 0,1821 y K3 = 0,2087; a temperatura de 90 °C,
100 °Cy 110 °C respectivamente.

El rendimiento de etanol en el proceso de fermentacion alcohdlica del jugo de
cabuya azul es del 47,8 %, y segiin Shou Hu (2017), el rendimiento maximo
tedrico de una fermentacién alcohdlica es del 51,0 %. Entonces, como el
rendimiento minimo que exige una industria de fermentacion es del 45,0 %, el

rendimiento obtenido en la investigacion es aceptable.

El modelo matematico aplicado para la concentracion de sustrato de 90 g/L y
temperatura de 28°C, da un coeficiente de correlacion de 0,945 y un
rendimiento de 40,87 %, siendo el valor experimental de 47,80 %. El modelo

matematico difiere poco de los valores experimentales, lo cual se debe a que
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las propiedades del jugo de cabuya azul (composicion del terreno, temperatura
del medio ambiente, nivel del mar de la zona en el cual se desarrolla, etcétera)
utilizado en el experimento difieren de las propiedades de la cabuya azul
mexicana; por ello, este modelo puede ser similar al del proceso de
fermentacion alcohdlica del tequila, pero serd necesario tener en cuenta
posteriormente mejorar el modelo matematico utilizando otros modelos

cinéticos.

Los tratamientos de fermentacién para la primera etapa es que se realizaron
para ver el mayor rendimiento a las condiciones de pH, temperatura y
concentracion de DAP para concentracion constante de AR de 60 g/L y en la
segunda etapa, una vez determinada los pardmetros de mayor rendimiento de
etanol de etanol, se realizaron pruebas a estas condiciones variando las
concentraciones de AR (10 g/L, 30 g/L y 90 g/L), obteniéndose el mayor
rendimiento para la concentracion de AR de 90 g/L, Yp ;s = 47,79.
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RECOMENDACIONES

Debido a los multiples productos que se puede obtener de la cabuya azul y la
trascendencia que puede adquirir desde el punto de vista socioeconémico y
agroecoldgico por los beneficios que generaria a las poblaciones rurales donde
crece, se recomienda difundir los conocimientos técnicos para su cultivo y

explotacién a nivel piloto: semiindustrial e industrial.

Se recomienda investigar el método de hidrdlisis enzimdtica de los

polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul.

Se debe realizar investigaciones del proceso de fermentacién alcohdlica con
otras cepas de levadura, como con levaduras nativas aisladas del jugo de
cabuya azul de la zona en donde crece esta planta, asi como el de utilizar

diferentes tipos de nutrientes y momentos de agregarlos.

Se recomienda realizar tratamientos quimicos de neutralizacion de la vinaza
para su aprovechamiento como abono debido a los componentes orgdnicos que

tiene y como riego para el cultivo agricola.
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ANEXO 1

1. Tratamiento estadistico del proceso de hidrélisis de fructanos presentes
en el jugo de cabuya azul

ANOVA Multifactorial - HIDROLISIS DE FRUCTANOS

Variable dependiente: HIDROLISIS DE FRUCTANOS (%)

Factores:
TEMPERATURA (°C)
pH
TIEMPO (h)
Numero de casos completos: 45
La siguiente tabla indica el andlisis de varianza del proceso de hidrdlisis de los

fructanos presentes en el jugo de cabuya azul.

Andlisis de varianza para hidrdlisis de fructanos - Suma de cuadrados tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES
A: TEMPERATURA 1105.9 2 552951 13.79 0.0003
B: pH 1256.45 2 628.223 15.66 0.0002
C:.TIEMPO 19368.2 4 4842.05 120.73  0.0000

INTERACCIONES
AB 261.871 4 654678 1.63 0.2147
AC 415.645 8 51.9556 1.30 0.3128
BC 351.615 8 43.9519 1.10 0.4146

RESIDUOS 641.719 16 40.1074

TOTAL (CORREGIDO) 23401.4 44

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de hidrélisis de fructanos en
contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de
cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando
los efectos de los demads factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de

cada uno de los factores. Puesto que tres valores-P son menores que 0,05, estos
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factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre hidrdlisis de fructanos

con un 95,0 % de nivel de confianza.

Regresién Miiltiple - % HIDROLISIS DE FRUCTANOS

Variable dependiente: % Hidrdlisis de fructanos

Variables independientes:

TEMP °C
TIEMP (h)
Tabla A
Error Estadistico
Pardmetro Estimacion  Estdandar T Valor-P
CONSTANTE -45.625 26.7734 -1.70412 0.0998

TEMP (°C)  0.510941 0.279702 1.82673 0.0788
TIEMP (h) 7.34577 0.494448 14.8565 0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 13146.3 2  6573.14 112.03  0.0000

Residuo 1584.23 27 58.675

Total (Corr.) 14730.5 29

R-cuadrada = 89.2453 %

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 88.4486 %

Error estdndar del est. = 7.65996

Error absoluto medio = 5.83734

Estadistico Durbin-Watson = 0.512229 (P=0.0000)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.667446

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresién lineal miltiple para

describir la relacion entre % hidroélisis de fructanos y dos variables independientes.

La ecuacién del modelo ajustado es la siguiente:

% HIDROLISIS = -45.625 + 0.510941*TEMPERATURA (°C) + 7.34577+*TIEMPO (h)
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La siguiente figura muestra la relacion miltiple del proceso de hidrdlisis de fructanos.
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Griéfico de relacion multiple del proceso de hidrélisis de fructanos.

En la siguiente figura, se presenta el grafico de superficie de respuesta y de contorno

respectivamente, del proceso de hidrolisis de fructanos.
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Grifico de superficie de respuesta del proceso de hidrdlisis de fructanos.

2. Tratamiento estadistico del proceso de hidroélisis de la sacarosa presente
en el jugo de cabuya azul
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Atributos del Diseiio Multifactor Categérico

Clase de disefio: Multifactor categdrico

Nombre del archivo: HIDROLISIS DE SACAROSA

Disefio Base

Numero de factores experimentales: 3
Nuimero de respuestas: 1

Numero de corridas: 45

Grados de libertad para el error: 16

Aleatorizar: Si

Factores Niveles Unidades
TEMPERATURA 3 oC

pH 3

TIEMPO 5 h
Respuestas Unidades

HIDROLISIS SACAROSA PORCENTAIJE

ANOVA Multifactorial - HIDROLISIS SACAROSA

Variable dependiente: HIDROLISIS SACAROSA (%)
Factores:
TEMPERATURA (°C)
Ph
TIEMPO (h)
Nuimero de casos completos: 45
En la siguiente tabla se indica el andlisis de varianza del proceso de hidrolisis de la

sacarosa.

Andlisis de varianza para la hidrdlisis de sacarosa — Suma de cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:TEMPERATURA 232.343 2 116.172 27.49 0.0000

B:Ph 1264.86 2 632429 149.66  0.0000

C: TIEMPO 16407.2 4  4101.79 970.68  0.0000
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INTERACCIONES

AB 39.3578 4 9.83944 2.33 0.1005
AC 25.0567 8 3.13209 0.74 0.6558
BC 57.0262 8  7.12827 1.69 0.1776
RESIDUOS 67.6112 16 4.2257

TOTAL (CORREGIDO) 18093.4 44

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de hidrélisis de sacarosa en
contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de
cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando
los efectos de los demads factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de
cada uno de los factores. Puesto que tres valores-P son menores que 0,05, estos
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre hidroélisis de sacarosa

con un 95,0 % de nivel de confianza.

Regresién Miltiple - HIDROLISIS DE SACAROSA
Variable dependiente: HIDROLISIS DE SACAROSA

Variables independientes:

TEMP C
TIEMPO
Tabla A
Error Estadistico
Pardmetro Estimacion Estindar T Valor-P

CONSTANTE -13.3817 12.1407 -1.10222  0.2766
TEMP (°C)  0.273195 0.119241 2.29112  0.0270
TIEMPO (h) 6.68288  0.344219 19.4146  0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 16301.8 2 815091 191.09  0.0000

Residuo 1791.52 42  42.6553

Total (Corr.) 18093.3 44

R-cuadrada = 90.0985 %
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R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 89.627 %

Error estandar del est. = 6.5311

Error absoluto medio = 5.14726

Estadistico Durbin-Watson = 0.829877 (P=0.0000)

Autocorrelacién de residuos en retraso 1 = 0.558138

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresién lineal multiple para
describir la relacion entre hidroélisis de sacarosa y dos variables independientes. La

ecuacion del modelo ajustado es la siguiente:

HIDROL SAC =-13.3817 + 0.273195*TEMPERATURA (°C) + 6.68288*TIEMPO (h)

En la siguiente figura, se muestra el grafico de correlacion multiple del proceso de

hidrdlisis de sacarosa.
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Grifico de correlacion miiltiple del proceso de hidrélisis de sacarosa.

A continuacion, se presenta el grafico de superficie de respuesta y de contorno,

respectivamente, del proceso de hidrélisis de sacarosa.
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Grifico de superficie de respuesta del proceso de hidrélisis de sacarosa.

3. Tratamiento estadistico del incremento de glucosa en el proceso de
hidrdlisis de los polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul

Atributos del Diseiio Multi-factor Categorico

Clase de disefio: Multi-factor Categdrico

Nombre del archivo: INCREMENTO DE GLUCOSA
Disefio Base

Numero de factores experimentales: 3

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 45

Grados de libertad para el error: 16

Aleatorizar: Si

Factores Niveles Unidades
TEMPERATURA 3 oC

pH 3

TIEMPO 5 H
Respuestas Unidades

INCREMENTO GLUCOSA PORCENTAJE

ANOVA Multifactorial - INCREMENTO DE GLUCOSA

Variable dependiente: INCREMENTO DE GLUCOSA (%)

Factores:
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TEMPERATURA (°C)
pH
TIEMPO (h)

Numero de casos completos: 45

En la siguiente tabla, se muestra andlisis de varianza del incremento de glucosa en el

proceso de hidrdlisis de los polisacdridos presentes en el jugo de cabuya azul.

Andlisis de varianza para el incremento de glucosa - Suma de cuadrados tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: TEMPERATURA 110.584 2 55292 0.86 0.4438

B: pH 82.1933 2 41.0967 0.64 0.5425

C:-TIEMPO 99.2829 4  24.8207 0.38 0.8170

INTERACCIONES

AB 31.5855 4 7.89638 0.12 0.9725

AC 266.004 8 33.2505 0.51 0.8287

BC 331.361 8 41.4201 0.64 0.7335

RESIDUOS 1034.64 16 64.6653

TOTAL (CORREGIDO) 1955.65 44

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de incremento de glucosa, en
contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de
cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucion de cada factor se mide eliminando
los efectos de los demads factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de
cada uno de los factores. Puesto que ningtn valor-P es menor que 0,05, ninguno de los
factores o interacciones tiene un efecto estadisticamente significativo sobre

incremento de glucosa con un 95,0 % de nivel de confianza.

Regresion Miltiple — INCREMENTO DE GLUCOSA
Variable dependiente: INCREMENTO DE GLUCOSA

Variables independientes:
TEMPERATURA
TIEMPO
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Tabla A

Error Estadistico
Pardmetro Estimacion Estindar T Valor-P
CONSTANTE -13.7896 3.62922  -3.79961 0.0005
TEMP 0.154609 0.0356446 4.33752  0.0001

TIEMPO 2.18825  0.102897 21.2664  0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 1795.54 2 897.772 235.54  0.0000

Residuo 160.088 42 3.81161

Total (Corr.) 1955.63 44

R-cuadrada =91.814 %

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 91.4242 %

Error estdndar del est. = 1.95233

Error absoluto medio = 1.50111

Estadistico Durbin-Watson = 0.819713 (P=0.0000)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.554214

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresion lineal multiple para
describir la relacién entre incremento de glucosa y dos variables independientes. La

ecuacion del modelo ajustado es la siguiente:

INC GLUC =-13.7896 + 0.154609*TEMPERATURA + 2.18825*TIEMPO

En la siguiente figura, se muestra el grafico de correlacién multiple del incremento de

glucosa en el proceso de hidrolisis.
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A continuacion, se presenta el grafico de superficie de respuesta y de contorno

respectivamente, del incremento de glucosa en el proceso de hidrélisis.
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4. Tratamiento estadistico del incremento de fructosa en el proceso de
hidrdlisis de los polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul

Atributos del Diseiio Multifactor Categorico

Clase de disefio: Multifactor Categorico



Nombre del archivo: INCREMENTO DE FRUCTOSA
Disefio Base

Numero de factores experimentales: 3

Nuimero de respuestas: 1

Numero de corridas: 45

Grados de libertad para el error: 16

Aleatorizar: Si

Factores Niveles Unidades
TEMPERATURA 3 oC

pH 3

TIEMPO 5 h
Respuestas Unidades

INCREMENTO FRUCTOSA PORCENTAIJE

ANOVA Multifactorial —- INCREMENTO DE FRUCTOSA

Variable dependiente: INCREMENTO DE FRUCTOSA (%)

Factores:

TEMPERATURA (°C)
pH
TIEMPO (h)

Numero de casos completos: 45
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En la tabla siguiente se observa el anélisis de varianza del incremento de fructosa en

el proceso de hidrolisis de los polisacaridos presente en el jugo de cabuya azul.

Andlisis de varianza para incremento de fructosa - Suma de cuadrados tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:TEMPERATURA 314.53 2 157.265 117.65  0.0000

B:pH 1022.44 2 511.221 382.45 0.0000

C:TIEMPO 11476.2 4 2869.06 2146.35 0.0000

INTERACCIONES

AB 16.7233 4  4.18082 3.13 0.0444
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AC 20.8757 8 2.60946 1.95 0.1213
BC 118.194 8 14.7742 11.05 0.0000
RESIDUOS 21.3874 16 1.33671

TOTAL (CORREGIDO) 12990.4 44

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de incremento de fructosa en
contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de
cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando
los efectos de los demads factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de
cada uno de los factores. Puesto que cinco valores-P son menores que 0,05, estos
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre incremento de fructosa

con un 95,0 % de nivel de confianza.

Regresion Miiltiple - INCREMENTO DE FRUCTOSA
Variable dependiente: INCREMENTO DE FRUCTOSA

Variables independientes:

TEMPERATURA (°C)
TIEMPO
Tabla A
Error Estadistico
Pardmetro Estimacion Estindar T Valor-P

CONSTANTE -27.6015 10.5253 -2.62238 0.0121
TEMP (°C)  0.323327 0.103375 3.1277 0.0032
TIEMPO 5.61008  0.298419 18.7994  0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 11643.9 2  5821.96 181.60  0.0000

Residuo 1346.49 42  32.0593

Total (Corr.) 12990.4 44

R-cuadrada = 89.6347 %

R-cuadrado (ajustado para g.1.) =89.1411 %
Error estdndar del est. = 5.6621

Error absoluto medio = 4.46194



172

Estadistico Durbin-Watson = 0.679917 (P=0.0000)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.622682

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresion lineal miltiple para
describir la relacion entre Incremento de fructosa y 2 variables independientes. La

ecuacion del modelo ajustado es la siguiente:

INC DE FRUCT = -27.6015 + 0.323327*TEMPERATURA + 5.61008*TIEMPO

En la siguiente figura, se observa el gréifico de correlacion miltiple del incremento de

fructosa en el proceso de hidrolisis.

Grafico de REND FRUCT

=]
o

60

40

observado

20

0 1 L I I 1 I L I 1 I L L 1
0 20 40 60
predicho

=]
(=]

Griéfico del incremento de fructosa en el proceso de hidrolisis.

La siguiente figura muestra el grafico de superficie de respuesta y de contorno

respectivamente, del incremento de fructosa en el proceso de hidrélisis.
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5. Tratamiento estadistico del incremento de aziicares reductores directos
(ARD) en el proceso de hidrdlisis de los polisacaridos presentes en el jugo

de cabuya

Analisis de regresion: % incremento AR vs. tiempo h; temperatura °C

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. Valor F Valorp
Regresion 5 351246 702493 8187  0.000
TIEMPO h 1 2483 248.28 289  0.097
TEMP °C 1 1.9 1.86 0.02 0.884
TIEMPO h*TIEMPO h 1 4318 431.83 5.03  0.031
TEMP °C*TEMP °C 1 0.8 0.76 0.01 0.926
TIEMPO h*TEMP °C 1 421 42.10 049  0.488
Error 39 3346.5 85.81
Falta de ajuste 9 336 3.73 0.03 1.000
Error puro 30 3313.0 110.43
Total 44 384712
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
9.26329 91.30% 90.19% 88.35%
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La ecuacién de regresion lineal muiltiple que describe la relaciéon entre el

RENDIMIENTO ARD vy las dos variables independientes es:

Ecuacion de regresion

INCREMENTO = -64 + 11.04 TIEMPO h + 0.86 TEMP °C - 0.463 TIEMPO h*TIEMPO h
- 0.0028 TEMP °C*TEMP °C + 0.0419 TIEMPO h*TEMP °C

Grafica de superficie de INCREMENTO vs. TEMP °C; TIEMPO h
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Diagrama de superficie de respuesta del incremento de ARD en el proceso de

hidrolisis.

6. Tratamiento estadistico del rendimiento del proceso de hidroélisis de los
polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul

ANOVA Multifactorial - RENDIMIENTO DEL PROCESO DE HIDROLISIS

Variable dependiente: % RENDIMIENTO DE HIDROLISIS
Factores:

temperatura CC)

pH

Tiempo (h)

Numero de casos completos: 45
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En la tabla siguiente se observa el andlisis de varianza del rendimiento total de

hidrélisis de los polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul.

Andlisis de varianza para el rendimiento del proceso de hidrolisis - Suma de

Cuadrados tipo 111
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:temperatura 546.596 2 273.298 165.88  0.0000
B:pH 1684.96 2 842.482 511.35 0.0000
C:Tiempo 19714.8 4  4928.7 2991.53 0.0000
INTERACCIONES

AB 15.4904 4  3.87259 2.35 0.0981
AC 37.7652 8  4.72065 2.87 0.0348
BC 186.588 8 23.3235 14.16 0.0000
RESIDUOS 26.3608 16 1.64755

TOTAL (CORREGIDO) 22212.6 44

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de rendimiento total de hidrélisis en
contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de
cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucion de cada factor se mide eliminando
los efectos de los demads factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de
cada uno de los factores. Puesto que cinco valores-P son menores que 0,05, estos
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre rendimiento total de

hidrolisis con un 95,0 % de nivel de confianza.

Regresion Multiple - % Hidrolisis Total

Variable dependiente: % Rendimiento total de hidrélisis
Variables independientes:

Temperatura (°C)

Tiempo (h)
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Tabla A

Error Estadistico
Pardmetro Estimacion Estindar T Valor-P
CONSTANTE -36.598 13.4575 -2.71953  0.0095
Temp °C 0.426719 0.132173 3.22848  0.0024
Tiempo h 7.35321 0.381552 19.2719  0.0000

Tabla B. Andlisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 20011.3 2 10005.7 190.91  0.0000

Residuo 2201.19 42 52.4094

Total (Corr.) 22212.5 44

R-cuadrada = 90.0903 %

R-cuadrado (ajustado para g. 1.) = 89.6184 %

Error estdndar del est. = 7.23943

Error absoluto medio = 5.73507

Estadistico Durbin-Watson = 0.684718 (P=0.0000)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.61946

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresién lineal miltiple para
describir la relacién entre % rendimiento total de hidrdlisis y dos variables

independientes. La ecuacion del modelo ajustado es la siguiente:

% Hidrol = -36.598 + 0.426719*Temperatura (°C) + 7.35321*Tiempo (h)

A continuacion, se muestra el grafico de correlaciéon multiple del rendimiento total del

proceso de hidrolisis de los polisacdridos presentes en el jugo de cabuya azul.
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Grafico de correlacion maultiple del % de rendimiento del proceso de
hidrdlisis de los polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul.

Las siguientes figuras muestran la superficie de respuesta y de contorno del
rendimiento del proceso de hidrdlisis de los polisacdridos presentes en el jugo de

cabuya azul.
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Grafico de superficie de respuesta del rendimiento de hidroélisis de los
polisacaridos presentes en el jugo de cabuya azul.

7. Tratamiento estadistico del proceso de fermentacion alcohdlica de la
segunda etapa, para concentracion de sustrato de 90 g/L
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El tratamiento estadistico del proceso de fermentacion alcohdlica de la segunda etapa,

se realiz6 mediante el software Minitab (licenciado — UNMSM)

Analisis de regresion: etanol(g/L) vs. biomasa(g/L); sustrato(g/L)

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Regresion 2 391518  1957.59 141568.71 0.000
BIOMASA(g/L) 1 0.32 0.32 23.04  0.001
SUSTRATO(g/L) 1 293 293 211.55  0.000

Error 11 0.15 0.01

Total 13 391533

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0.117592 100.00%  100.00% 99.98%

Coeficientes

EE del
Término Coef  coef. ValorT Valorp FIV
Constante 66.18 4.85 13.63 0.000

BIOMASA(g/L) -1.910  0.398 -4.80 0.001 2981.15
SUSTRATO(g/L) -0.7050 0.0485 -14.54  0.000 2981.15

Ecuacion de regresion

ETANOL(g/L) = 66.18 - 1.910 BIOMASA(g/L) - 0.7050 SUSTRATO(g/L)
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Grafica de superficie de ETANOL(g/L) vs. SUSTRATO(g/L); BIOMASA(g/L)
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Griéfico de superficie de respuesta del rendimiento de etanol del proceso
de fermentacion alcohélica de la segunda etapa.
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8. Tratamiento estadistico de produccion de CO: durante la fermentacion
alcohdlica, para concentracion de sustrato de 90 g/L

Analisis de regresion de produccion de CO2(ppm) vs. biomasa(g/L);
sustrato(g/L)

Analisis de varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Regresion 2 1528161 764081  96.73  0.000
BIOMASA(g/L) 1 160462 160462  20.31 0.001
SUSTRATO(g/L) 1 178024 178024 2254  0.001
Error 11 86893 7899

Total 13 1615055

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

88.8786 94.62% 93.64% 84.99%

Coeficientes

EE del
Término Coef  coef. ValorT Valorp FIV
Constante 17689 3669 482  0.001

BIOMASA(g/L)  -1355 301 -4.51 0.001 2981.15
SUSTRATO(g/L) -173.9 36.6 -4.75 0.001 2981.15

Ecuacion de regresion

Co2(ppm) = 17689 - 1355 BIOMASA(g/L) - 173.9 SUSTRATO(g/L)
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Grafica de superficie de Co2(ppm) vs. SUSTRATO(g/L); BIOMASA(g/L)
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Grifico de superficie de respuesta de produccion de CO:2 en el proceso de
fermentacion alcohélica de la segunda etapa.

9. Tratamiento estadistico de produccion de CO2 acumulado en la
fermentacion alcohdlica, para concentracion de sustrato de 90 g/L

Analisis de regresion de produccién de CO2acum vs. biomasa(g/L);
sustrato(g/L)

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F Valor p

Regresion 2 161360873 80680436 12.15  0.002
Biomasa(g/L) 1 1991017 1991017 030  0.595
Sustrato(g/L) 1 2696196 2696196 0.41 0.537

Error 11 73052480 6641135

Total 13 234413353

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

2577.04 68.84% 63.17% 50.65%
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Coeficientes

EE del
Término Coef coef. ValorT Valorp FIV

Constante 66445 106387 0.62 0.545
Biomasa(g/L) -4774 8719 -0.55 0.595 2981.15
Sustrato(g/L) -677 1062 -0.64 0.537 2981.15

Ecuacion de regresion

CO2acum = 66445 —4774 Biomasa(g/L) — 677 Sustrato(g/L)

Grafica de superficie de CO2acum vs. Sustrato(g/L); Biomasa(g/L)
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Grifico de superficie de respuesta de produccion de COz acumulado en
el proceso de fermentacion alcohélica de la segunda etapa.
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ANEXO 2

" (la) - p—

Figura 1: Plantas de cabuya azul de diferentes zonas del Peru: (1a) plantas de
cabuya azul en las zonas rurales de la provincia de Ambo, departamento de
Huanuco; (1b) plantas de cabuya azul de las zonas rurales del distrito de La
Merced, provincia de Churcampa, departamento de Huancavelica.

7a) (7b)
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Figura 7: Proceso de elaboracion artesanal de chancaca del jugo de cabuya azul:
(7a) Ollas utilizadas en el proceso de elaboracion, (7b) Jugo concentrado y (7¢)
Producto obtenido.

(8a) (8b)
Figura 8: Plantas de cabuya azul, (8a) Plantas de cabuyas maduras, (8b) Plantas
de cabuyas sin madurar.
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(9a)

Figura 9: (9a) Corte de las hojas de la planta de cabuya azul para acceder al
tronco, (9b) Hoyo practicado en la parte superior del tronco para la acumulacion
del jugo.

(10a)

(10b)

Figura 10: (10a) Espectrofotometro Thermo Modelo GENESYS™ 10S UV/Vis,
(10b) Muestras con el reactivo DNS, para la determinacion de azucares en el
espectrofotometro.
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(11a) (11b)
Figura 11: (11a) Autoclave utilizada en la hidrélisis del jugo de cabuya azul,
(11b) Muestras para hidrolizar.

Figura 12: Determinacion de la densidad del jugo de cabuya con densimetro de
medida triple (densidad, % de azicar y temperatura).
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(14a)

Figura 14: (14a) Adicion de DNS a las muestras del proceso de hidrdlisis, (14b)
Soluciones hidrolizadas, tratadas con DNS, para los analisis de azicares
reductores en el espectrofotometro UV/Vis.

(17a) (17b)
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(17¢) (17d)
Figura 17: (17a) Biorreactor de 120 L, (17b) Control automatico de temperatura,
(17¢) Toma de muestra para los diferentes controles del proceso de fermentacion
alcohdlica, y (17d) 20 L de jugo de cabuya azul, utilizado en el proceso de
fermentacion alcohdlica.

(1 éa) ‘» (18b)
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(18c) (18d)

Figura 18: Medicion de biomasa: (18a) Centrifuga utilizada para separar la
biomasa, (18b) Biomasa centrifugada, (18c) Estufa con controles de tiempo y
temperatura, y (18d) Biomasa deshidratada.

(19a)

Figura 19: (19a) Tratamiento del liquido sobrenadante con DNS, (19b) Solucion
tratada con DNS para la medicion de azucares reductores en el espectrofotometro UV.
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(22a) (22b)

Figura 22: (22a) Nutriente fosfato diamonico (DAP), (22b) Levadura S. cerevisiae
—D 47, LALVIN - Canada.

(23a) | (23b)

Figura 23: (23a) Preparacion del jugo de cabuya para el cultivo del inéculo, (23b)
Obtencion del indculo de levadura S. cerevisiae.
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Figura 24: Biorreactor utilizado en las pruebas experimentales del proceso de
fermentacion alcoholica.

Figura 25: Inoculacion del jugo con levaduras S. cerevisiae para iniciar el proceso
de fermentacion alcohélica.
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(84a) (84b)

Figura 84: (84a) Destilador de vidrio de torre rellena, (84b) relleno de vidrio.

(88a)

Figura 88: Variedades de agave: (88a) A. americana L. (cabuya azul, provincia de
Churcampa, departamento de Huancavelica), (88b) A. angustifolia Haw. (cabuya
verde, provincia y departamento de Huanuco).
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ANEXO 3

1. Reporte de los ensayos fisicoquimicos del licor del mosto de cabuya Azul,
destilado en un destilador de vidrio de torre rellena

Analisis realizado por La Molina Calidad Total Laboratorios — Instituto de

Certificacion, Inspeccidn y Ensayos - Universidad Nacional Agraria La Molina.
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UNIVE

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS

RSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

SOLICITANTE
DIRECCION LEGAL

PRODUCTO

NUMERO DE MUESTRAS
IDENTIFICACION/MTRA.
CANTIDAD RECIBIDA

MARCA(S)

FORMA DE PRESENTACION :

SOLICITUD DE SERVICIO
REFERENCIA

FECHA DE RECEPCION

ENSAYOS SOLICITADOS
PERIODO DE CUSTODIA

RESULTADOS :

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N° 007370 - 2019

: ROBERTO ROBLES CALDERON

CALLE LA ESPERANZA N° 721- LIMA- LIMA - LIMA
: RUC: 06078749 Teléfono: -
: LICOR DE CABUYA AZUL
: Uno
s S.L
: 03 botellas de 1250 ml de muestra proporcionada por el solicitante.

: SM.
Envasado, la muestra ingresa en botella de vidrio sellada

: S/S N°EN-004810 -2019
: PERSONAL
11/09/2019

. Fisico/Quimico
: No aplica

ENSAYOS FiSICOS/QUIMICOS :

ALCANCE : N.A,

ENSAYOS RESULTADO

1.- Acetato de Etilo (mg / 100 mL alcohol anhidro) 413

2.- Acidez Volatil (mg / 100 mL alcohol anhidro) (Expresado 27

como acido acético)

3.- Alcohol Metilico 0 Metanol(mg / 100 mL alcohol anhidro) 74,1

4 - Alcoholes Superiores Totales(mg / 100 mL alcohol anhidro) 2924

S.- Aldehido Acético o Acctaldehido(mg / 100 mL alcohol 56,6
anhidro)

6.- Esteres (Como Acetato de Etilo) 41,8

7.- Extracto(g / L de muestra original) 0,8

8.- Furfural{mg / 100 mL alcohol anhidro) 0,8

9.- Acetato de Iso Amilo (*){mg / 100 mL alcohol anhidro) No detectable

10.- Formiato de Etilo(mg / 100 mL alcohol anhidro) 0.6

11.- Iso Teramilico(mg / 100 mL alcohol anhidro) 216.0

12.- Butanol(mg / 100 mL alcohol anhidro) 3.0

13 - Iso Butanol (*)(mg / 100 mL alcohol anhidro} No detectable
14.- Iso Propanol (*)(mg / 100 mL alcohol anhidro) No detectable
15.- Propanol(mg / 100 mL alcohol anhidro) 73.4

16.- Grado Alcohdlico(% v/v a 20 °C /20 °C) 41,5
METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO :
1.- NTP 211.035:2003
2.-NTP 211.035 2003
3.-NTP 211,035:2003
4.- NTP 211.035:2003
5.-NTP 211.035:2003
CONTINUA INFORME DE ENSAYOS N° 007370 - 2019

Av. La Malina SIN (frente a la puerta principal de la Universidad A

E-mail: mktg@

492507 Fax: (511

Telf.: (511) 34956

amolina.edu.pe - Pagina V I¢

HOMINEM

RE CUDIO -+

<2

Pag 172

amolina.edu.pe/calidadtotal - 'i la molina calidad total
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+ HOMINEM

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS

N° 007370 - 2019
6.- NTP 211.035:2003
7.- AOAC 920.47 Cap. 26, Pag. 7, 20th Edition 2016
8.- NTP 211.035:2003
9.- NTP 211.035:2003
10.- NTP 211.035:2003
11.- NTP 211.035:2003
12.- NTP 211.035:2003
13.- NTP 211.035:2003
14.- NTP 211.035:2003
15.- NTP 211.035:2003
16.- AOAC 942,06 Cap. 26, Pag. 3, 20th Edition 2016

Observaciones: (*) Limite de deteccién: Acetato de Iso Amilo: 0,0373(pAxS): Iso Butanol: 0,1115 (pAxS); Iso Propanol:
0,3734 (pAxS).
FECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 11/09/2019 Al 20/09/2019.

ADVERTENCIA :

1.- El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento y transporte de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios
son de responsabilidad del Solici

2.- Se prohibe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacion de La Molina Calidad Total - Laboratorios.

3. Vilido solo para la cantidad recibida, No es un Certificado de Conformidad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

La Molina, 20 de Setiembre de 2019

LAHOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS-UNALY

DIRECTORA TECNICA
C.Q.P.N°635

Pég 272

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - L.a Molina - Lima - Peru
Telf.: (511) 349¢ 34 )7 Fax: (511) 3495794
E-mail: mktg( nolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu pelcalidadtotal -ﬂia molina calidad total
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mple Name: 6235

Acq. Operator : LMCTL-FQ-9 Seq. Line : 4
Sample Operator : LMCTL-FQ-9
Acq. Instrument : INTUVO 9000 FQT1A Location : 103  (F)
Injection Date : 19-Sep-19 12:42:55 PM Inj : 1
Inj Volume : 1 pl
Acg. Method . C:\Users\Publ i c\Documents\ChemStati on\1\Data\ALC2019\ALC 19-09-2019 2019-09
=19 11-22-10\ALCLMCTL. M
Last changed : 19-Sep-19 12:38: 05 PM by LMCTL-FQ-9

Analysis Method : C:\Users\Publ i c\Documents\ChemStation\1\Data\ALC2019\ALC 19-09-2019 2019-09
-19 11-22-10\ALCLMCTL. M (Sequence Method)

Last changed : 19-Sep-19 3:51:09 PM by LMCTL-FQ-9
(modi fied after |oading)

Addi tional Info : Peak(s) manual ly integrated

FID1 A, Detector 1 Signal (ALC2019\ALC 19-09-2019 2019-09-19 11-22-10\F-004-103-6235.D)
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Area Percent Report
Sorted By g Si gnal
Calib. Data Modified : Tuesday, December 4, 2018 7:54:06 PM
Mul tiplier ” 1. 0000
Dilution : 1. 0000

Use Mul tiplier & Dilution Factor with 1STDs

Signal 1: FID1 A, Detector 1 Signal

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [pA*s] %
B i [ s e s e ———
1 4.097 BV R 0.0785 23.74057 9.97188 Acetal dehido
2 4.635 VB E 0.0608 5.32037e-1 0.22347 Formiato de Etilo
3 5.160 BY 0.0427 14.29362 6.00382 Acetato de Etilo
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mple Name: 6235

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [pA*s] %
e R R |==mnmmev |
4 5278 VB 0.0922 16.68770 7.00942 Metanol
5 5703 0. 0000 0.00000 0.00000 |sopropanol
6 7.957 MM 0.1055  31.36300 13.17357 Propanol
7 10.099 0. 0000 0.00000 0.00000 Isobutanol
8 10.657 MM 0.0686 29.32148 12. 31605 3-pentanol
9 11.218 0. 0000 0. 00000 0.00000 Acetato de isoamilo
10 12.459 BB 0.0771 1. 45441 0.61090 1-butanol
11 14.306 BB 0.0295 116.42706 48.90347 isoteramilico
12 15.773 BB 0.0201 9.39265e-1 0.39452 ?
13 16.459 MM 0.0152 7.43868e-1 0.31245 Acido acetico
14 16.574 MM 0.0165 2.63110e-1 0.11052 Furfural
15 18.498 BB 0.0181 2.30913 0.96992 ?
Totals : 238. 07525

2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***



