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RESUMEN.

El presente trabajo estudia el efecto de las variaciones de la concentracion del cloro
residual en el agua de proceso, sobre la actividad fermentativa de la levadura
Saccharomyces cerevisiae empleada en la planta de destileria del ingenio
Mayaguiez S.A. Los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos realizados al agua de
produccion utilizada en la fermentacion alcohdlica evidenciaron una influencia en la
produccién de etanol, que fluctda entre un 90.56 % y 85.84 % de rendimiento. Estos
resultados son correspondientes con los obtenidos a partir de la viabilidad y tincion
diferencial de la levadura. El estudio permiti6é establecer que 1.5 ppm es la
concentracion de cloro residual adecuada, que ejerce el menor efecto sobre la
viabilidad y productividad de etanol en comparacién con el control y el balance
tedrico esperado.

INTRODUCCION.

El etanol es considerado un recurso energético sostenible, puesto que ofrece
diversas ventajas sobre los derivados del petréleo, como son: la disminucién en la
produccion de gases invernadero, disminucion del costo del combustible, mayor
seguridad energética y apoyo a producciones agricolas (Pérez Avila, 2012; Ramirez
Nieto & Pedroza Flérez, 2001). La produccién de etanol en Colombia represento el
0,7% de la oferta mundial del afio 2015, con 1.72 mmba (274 millones litros),
producidos por 5 ingenios azucareros del valle geografico del rio Cauca, cuya
capacidad instalada es de 2.4 mmba (1.050.000 l/dia). Estas plantas son
abastecidas con 3.8 millones de toneladas de cafia de azlcar, equivalentes al 16%
de la produccién del pais (Quintero Dallos, 2009).

El proceso de obtencion de etanol a partir de cafia de azUcar comprende la
extraccion del jugo de cafia (rico en azucares) ademas de su acondicionamiento
para hacerlo mas asimilable por las levaduras durante la fermentacion. Del caldo
resultante de la fermentacion debe separarse la biomasa, para dar paso a la
concentracion del etanol mediante diferentes operaciones unitarias y su posterior
deshidratacion, forma en que es utilizado como aditivo oxigenante (Cardona,
Sanchez, Montoya, & Quintero, 2005; Zabed et al., 2014). El etanol ha sido obtenido
por fermentacion de diversos sustratos, principalmente de la industria agro-
azucarera tales como la melaza, un sustrato de alto interés ya que es considerado
un subproducto de la fabricacion del azdcar crudo y debido a su bajo costo y
composicién, es ideal para la obtencién de alcohol por medio de vias fermentativas.
Esta melaza estd conformada principalmente de diversos azucares los cuales
pueden ser fermentados por levaduras o bacterias. Las principales responsables de
la fermentacién de estos sustratos han sido levaduras como Saccharomyces
cerevisiae, aunque existen estudios que demuestran produccion de alcohol
empleando bacterias como Zymomona mobilis (Fajardo Castillo & Sarmiento
Forero, 2007; Garzén Castafio & Hernandez Londofio, 2009).
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Durante el proceso de fermentacidon de los subproductos de la cafia de azlcar, se
deben brindar condiciones especiales para que las levaduras puedan llevar a cabo
el proceso fermentativo estas condiciones son: Aireacion durante la fase aerobia o
de propagacioén, pH, Temperatura, macro y micronutrientes y lo mas importante el
alimento, como son melazas o mieles, provenientes de la industria azucarera. Las
melazas son altamente viscosas, y su manipulacion es dificil en estas condiciones.
Por estas razones es necesario diluir las melazas, para ello se les agrega agua
hasta obtener diluciones de 25° Brix (Mayaguez, 2007). El agua con la cual se
prepara la mezcla o el alimento para la levadura, debe someterse a un tratamiento
fisicoquimico para eliminar o reducir carga microbiana e impurezas que puedan
influenciar negativamente en la fermentacion. Uno de los tratamientos principales,
utilizado en la industria es la cloracion. El uso de este como agente desinfectante
empezd a principios del siglo XX y es la préactica universal empleada para la
desinfecciébn del agua por su economia y manejabilidad. La experiencia ha
demostrado que el cloro y sus compuestos son activos desinfectantes para la
destruccion de la flora bacteriana. La desinfeccion se consigue al provocar una
alteracion en los mecanismos celulares de los organismos mediante la destruccién
o0 alteracion de la organizacion estructural (dafios en la pared celular), interferencia
con el metabolismo energético (inhibicién de la actividad enzimatica), interferencia
con la biosintesis y el crecimiento (alterando la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos) todo ello conllevando a la pérdida de viabilidad del microorganismo. Para
llevar a cabo la actividad germicida sobre el microorganismo, el agente oxidante del
cloro debe atravesar la membrana plasmatica, que es de naturaleza fosfolipidica y
oxidar enzimas respiratorias que contengan grupos sulfhidrilo (-SH), tales como la
succinato deshidrogenasa que interviene en el ciclo de Krebs, frenando asi los
mecanismos celulares de obtencién de energia (Estrela, Ribeiro, Estrela, Pécora, &
Sousa-Neto, 2003; Junli, Li, Nangi, Fang, & Juli, 1997).

Actualmente en Colombia no existen normas que regule la calidad fisicoquimica y
microbiolégica de aguas industriales o de proceso, estos valores deben ser
establecidos internamente segun la actividad y necesidad de la empresa, y tampoco
existen estudios concretos que indiguen la concentracion de cloro residual ideal en
el agua de proceso y que no ejerza un efecto negativo sobre la levadura. Por lo
anterior, el presente proyecto tiene como finalidad realizar un seguimiento sobre el
efecto de diferentes concentraciones de cloro residual en el estado morfoldgico,
viabilidad y produccion de etanol de la levadura alcohdlica utilizada en el proceso
fermentativo de Mayagiiez S.A.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo General.

Estudiar el efecto de la concentracién del cloro residual presente en el agua de
proceso en la actividad fermentativa de S. cerevisiae utilizada en la destileria de
Mayaguez S.A.

1.2. Objetivos Especificos.

e Evaluar la calidad fisicoquimica y microbiologica del agua de proceso
utilizada en el sistema de fermentacion.

e Evaluar el efecto de la concentracion del cloro residual en la morfologia y
viabilidad celular de la levadura alcohdlica.

e Determinar el efecto de la concentracion del cloro residual en la produccion
de etanol por S. cerevisiae.

2. JUSTIFICACION.

El creciente interés por el desarrollo de sistemas de fermentacidén que tengan altas
rendimientos de productividad encuentra su origen en dos preocupaciones: el
calentamiento global y el potencial desabastecimiento de petrdleo. Varios paises
del mundo industrializado han visto en los biocombustibles una fuente de energia
alternativa, que los avances de la biotecnologia pueden desarrollar y transformarlos
en energias mas limpias y confiables. Asi el etanol se perfila como un recurso
energético potencialmente sostenible, de alta viabilidad técnica, que puede ofrecer
ventajas medioambientales y econdmicas a largo plazo. Para a obtencién de alcohol
es necesario que la levadura desdoble los azucares presentes en medio en etanol
y otros sub- productos, para llevar a cabo este desdoblamiento es necesario brindar
condiciones nutricionales y fisicoquimicas a la levadura.

Actualmente el ingenio Mayaguez tiene una capacidad de producciéon de alcohol
entre los 250.000 L a 300.000 L diarios, por lo gue hace necesario que el sistema
de fermentacion se lleve a cabo con éxito, diversos factores deben ser controlados
en el proceso de fermentacion tales como: temperatura, pH, aireacién,
concentracion de azucares, factores nutricionales. Sin embargo, el tipo de agua
(agua tratada quimicamente con cloro) empleada es un factor que se encuentra
inmerso a lo largo de la preparacion de la fermentacién alcohdlica, aqui esta misma
es empleada en la dilucién de las mieles provenientes de fabrica, preparaciones de
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insumos (urea y antiespumante y antibiéticos) e hidratacion de la levadura. El
ingenio Mayaguez S.A., cuenta con la infraestructura necesaria que brinda las
condiciones anteriormente mencionadas , cuenta con dos propagadores para la
etapa aerobia (R-303-R304), 4 fermentadores (R-311, R-312, R-313 y R-314) y un
sedimentador de crema de levadura (S-331 ).Normalmente el sistema empieza con
la recepcion de la miel y la dilucion de la misma con el agua de proceso , a esta
dilucion final se le llama alimento e ingresa a los propagadores, seguidamente de la
adicion de macro y micronutrientes, ademas de brindar condiciones adecuadas de
pH, temperatura y aeracion. A lo largo de la propagacion se ha evidenciado que,
en esta etapa la levadura experimenta cambios en su morfologia pasando de células
redondas a células alargadas y agrupadas, segun estudios reportados
Saccharomyces cerevisiae puede sufrir cambios morfolégicos producto de las
variaciones ambientales. Por ende, es importante detectar cuales son los factores
gue provocan estos cambios morfolégicos ya que, en los procesos industriales, la
rapida proliferacion de levadura es potencialmente un factor limitante en la
produccion del metabolito, ademas de que estos cambios impiden la floculacion
adecuada en el final de la fermentacion (Barrales, Jiménez-Martinez, & lbeas,
2009).

Una variable poco estudiada en los sistemas de fermentacion es la exposicion de la
levadura a las concentraciones de cloro residual presentes en las aguas de proceso.
Segun estudios reportados, las levaduras presentan cambios de morfologia cuando
estan expuestas a concentraciones de dioxido de cloro de 50mg /I (Meneghin, Reis,
De Almeida, & Ceccato-Antonini, 2008). El cloro en una solucién acuosa, incluso en
cantidades pequenias, presenta una rapida accién biocida. Aunque se desconoce el
mecanismo de accién exacto del cloro, se ha demostrado que el acido hipocloroso
(HCIO) es el responsable de la destruccion de los microorganismos. Se postula que
el mecanismo de accién se basa en la inhibicion de reacciones enziméaticas claves
por la accion oxidativa del cloro sobre los grupos SH de las enzimas, ademas de su
interaccidn con componentes de la membrana celular. Por lo anterior se hace
necesario establecer cual es la concentracion de cloro residual adecuado en el
sistema de fermentacién de la planta de destileria de Mayagiez S.A., gue no tenga
ningun efecto negativo sobre la levadura alcohodlica que pueda influir sobre su
viabilidad, estado morfologico y rendimiento de etanol.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En los sistemas de fermentacion las etapas de propagaciéon y fermentacion son los
puntos se han utilizado para monitorear la fermentacion industrial, debido a que en
estas etapas se lleva a cabo el desarrollo celular de la levadura alcohélica para la
produccion de etanol (Bleoanca & Bahrim, 2013).Para el desarrollo de la levadura

17



en estas etapas se deben brindar condiciones especiales a lo largo de toda la
fermentacién como: Concentracion de sustrato, pH, presion osmética, temperatura,
oxigeno, etc., esto con el fin de asegurar que el sistema sea eficiente y productivo,
se ha demostrado a lo largo de diversas investigaciones que la presion osmatica y
la aireacion ejercen estrés oxidativo sobre la levadura generando alteraciones en
su morfologia celular debido a que se producen cambios en el entono celular de la
levadura (Pratt, Bryce, & Stewart, 2003; Vian, Carrascosa, & Gonzalez, 2005). Una
variable inmersa dentro de las condiciones que se debe brindar al sistema de
fermentacion es el tratamiento del agua que se utiliza para la preparacion del mismo.
El ingenio Mayaguez incorpora en su sistema el agua de proceso para la
preparacion del alimento (mezcla) que tiene como finalidad servir de sustrato para
el desarrollo celular de la levadura ,ademéas de la preparacion de insumos e
hidratacion de la levadura en las etapas de propagacion y fermentacion, debido a
que esta se utiliza en todo el sistema de fermentacion el ingenio establece ciertas
condiciones que debe cumplir, para ello debe ser sometida a tratamientos
fisicoquimicos y biologicos con la finalidad de cambiar las caracteristicas de la
misma y poder hacerlas asimilables dentro del sistema asegurando asi que no
tengan un efecto negativo en la fermentacion, un proceso basico en el tratamiento
del agua es la cloracion con la incorporacion de agentes quimicos desinfectantes
tales como el cloro ,esto se realiza con el fin de lograr una desinfeccion o eliminacion
de impurezas en el agua. Una vez tratada el agua esta ingresa al sistema de
fermentacién donde esta misma entra en contacto con la levadura y en este punto
se evidencia como la levadura experimenta cambios morfologicos que afectan la
viabilidad celular y por ende la productividad de etanol. No existe valores de cloro
residual exactos que deban usarse dentro del sistema de fermentaciébn que no
ejerzan efectos negativos sobre la fermentacion alcohdlica, estos valores deben ser
establecidos segun la necesidad por cada organismo competente. Por ende, es
importante establecer la concentracion de cloro residual idonea para que el sistema
de fermentacion pueda llevarse a cabo sin afectar la capacidad fermentadora de la
levadura e igualmente no comprometa el producto final.

4. FORMULACION DEL PROBLEMA.

¢ La concentracién de cloro residual del agua de proceso utilizada en el sistema de
fermentacion, presenta un efecto sobre la viabilidad, estado morfolégico y
productividad de etanol en la levadura alcohdlica utilizada en el proceso
fermentativo del ingenio Mayagiez S.A?
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5. MARCO TEORICO.
5.1. GENERALIDADES DE LA CANA DE AZUCAR.

La cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es una planta monocotiledénea que
pertenece a la familia de las podceas o gramineas, es una planta originaria de las
islas del pacifico sur y nueva Guinea, extendida también en la india y otros paises
intertropicales de Asia, esta crece rapidamente en todas las regiones tropicales y
subtropicales de la tierra. En Colombia se cultiva en forma productiva desde el nivel
del mar hasta alturas superiores a los 2.000 metros en las mas variadas condiciones
de temperatura, luminosidad, precipitacion y calidad de suelos y actualmente su
cultivo se ha extendido por todo el mundo, hasta convertirse en uno de los
principales cultivos. La cafia de azucar tiene el tallo macizo, que puede llegar a
medir hasta 6 metros de altura, y de 2 a 8 centimetros de didmetro. Este tallo esta
lleno por dos partes diferenciadas: Un tejido esponjoso y dulce en la parte central
(medula), del que se extrae un jugo rico en sacarosa (azucar); y una parte periférica,
rica en fibra, que en el proceso de extraccion del azucar construira el “bagazo”. El
namero de tallos de la planta, el color y el habito de crecimiento dependen de la
variedad de la planta (Pérez Avila, 2012). Asi la cafia de azlcar constituye el cultivo
de mayor importancia desde el punto de vista de la produccion azucarera, ademas
representa una actividad productiva y posee varios subproductos, entre ellos la
produccion de energia eléctrica derivada de la combustion del bagazo, alcohol de
diferentes grados como carburante o farmacéutico.

La clasificacion taxonémica de la cafia de azlcar es la siguiente: (Pérez Avila,
2012).

Reino: Vegetal

Division: Magnoliophyta
Clase: Angiospermae
Sub-clase: Monocotyledoneae
Super Orden: Commelinidae
Orden: Commelinales
Familia: Poaceae

Género: Saccharum

Especie: officinarum L.

5.2. LA FERMENTACION ALCOHOLICA.

El alcohol se ha producido en grandes cantidades durante siglos. Su produccién
estd asociada a bebidas alcoholicas, pero actualmente ademas de la enorme
industria de las bebidas alcohdlicas, el alcohol se ha producido en grandes
cantidades como solvente industrial como aditivo para la gasolina. En términos
generales la fermentacion se describe como un proceso de oxidacién en donde se
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puede evidenciar la transformacién de moléculas complejas a moléculas simples, lo
que conlleva a la generacién de un producto final organico, con liberacion de
energia. A diferencia de los procesos de oxidaciéon comunes, donde el oxigeno o
cualquier compuesto inorganico oxidado es el que actia como aceptor final, la
energia quimica en la fermentacion deriva de un proceso quimico de fosforilacion,
por el que se da una transferencia de electrones que conduce a la generacién de
un compuesto organico oxidado (Garzon Castafio & Hernandez Londofio, 2009).

La fermentacion alcohdlica, es un proceso anaerdbico realizado por levaduras y
algunas clases de bacterias. Donde el sustrato celular; mono y di sacaridos en su
mayoria, son transformados principalmente en alcohol etilico y didxido de carbono;
con la generacion de equivalentes de reduccion de los compuestos NADH/NAD+ y
NADHP/NADP+ y enlaces de alta energia de fosfato (ATP) (Montoya, Cardona, and
Quintero 2004).

Los procesos catabdlicos inician luego de que los azucares son transformados en
glucosa-6-fosfato (G6P) o fructosa-6-fosfato (F6P). A partir de alli se desarrolla la
glucdlisis y el metabolismo del piruvato. La glucdlisis, contempla una serie de
reacciones intermedias dentro la ruta ‘Embden-Meyerhof-Parnas’ (EMP) y la via
fosfato-pentosa (PP). En procesos aerdbicos, el piruvato es oxidado dentro del ciclo
de los acidos tri-carboxilicos - TCA; sin embargo, en procesos anaerobios, es la
forma reducida de la coenzima NAD, la que se oxida, generando simultaneas
reducciones del piruvato a acetato, acido lactico o etanol, en el caso del
metabolismo de fermentacion alcoholica. Luego de la glicolisis, en las levaduras, el
piruvato se descarboxila a aldehido para la generacién de etanol, sin la intervencion
de Acetil-CoA, ver ilustracion 1.

COz
. NADH NAD+
Piruvato Acetaldehido___S.0_~, Etanol
piruvato descarbaxilasa ) deshidrogenasa
Cdeshidmgenasa 4 E||1E_=dE'HdE|'II:|D
NAD+ eshidrogenasa NAD(F)
NADH .
NADF)
Aneti-cof
Acetil-CoA £ S22 Acido acético
AMP ATF

CeH, 0, +2 F +2 ADFP —» 2 C.H,OH + 2 00, + 2 H.O + 2 ATF
Glucosa — Etanol + Didxido de carbono + Agua + Energia

llustracién 1. Estequiometria de la fermentacion alcohdlica. Fuente: (Quintero
Suarez, 2011).
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Segun esta reaccion, de 100 kg de glucosa se obtienen 51,1 kg de etanol y 48,9 kg
de di6xido de carbono. En la préctica, el rendimiento real en etanol es menor que el
valor teorico, ya que aproximadamente un 5% de glucosa es utilizado por el
microorganismo para producir nuevas ceélulas y otros productos de su
metabolismo(Mariscal Moreno, 2011; Nieto Galarza, 2009).

5.3. USO DE LA LEVADURA EN EL PROCESO FERMENTATIVO.

5.3.1. Generalidades de Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levaduras utilizada por excelencia para
la obtencion de etanol a nivel industrial puesto que es un microorganismo de facil
manipulacion y recuperacion, no es exigente en cuanto a su cultivo, no presenta alto
costo , tolera altas concentraciones de etanol , en la fermentacion produce bajos
niveles de subproductos, es osmotolerante, capaz de utilizar altas concentraciones
de azucares, presenta alta viabilidad celular para el reciclado y caracteristicas de
floculacion y sedimentacién para el procesamiento posterior (Fajardo Castillo &
Sarmiento Forero, 2007 ).

5.3.1.1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

Saccharomyces cerevisiae es una levadura cuya colonia es color crema o blanco,
apariencia humeda y brillante de bordes irregulares, ver ilustracion 2A. La
temperatura 6ptima de crecimiento es de 25 a 30 °C. Puede producir ascosporas
cuando hay requerimientos nutricionales adecuados (Fajardo Castillo & Sarmiento
Forero, 2007 ).Sus dimensiones son: 2.5-10 micras de ancho y 4.5-21 micras de
largo. Microscopicamente se observan redondas y ovoides, elipsoides a veces
cilindricas y filamentosas, ver ilustracion 2B (Fajardo Castillo & Sarmiento Forero,
2007).

llustracion 2. Morfologias de Saccharomyces cerevisiae. A) Aspectos
macroscopicos; B) Aspectos microscoépicos (tincion con azul de metileno 1 %,
objetivo de 40 X).Fuente: http://www.uwyo.edul/virtual _edge/labl3/fungi_results.htm
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5.3.1.2. Taxonomiay ciclo bioldgico de division celular de
Saccharomyces cerevisiae.

Pertenece a los ascomicotas, aunque son unicelulares, se encuentran ubicadas
dentro de este grupo porque se reproducen sexualmente por somatogamia y
generan la formacion de ascos, en los cuales se desarrollan ascosporas. El ciclo de
vida de la levadura S. cerevisiae alterna dos fases, una haploide y otra diploide. Las
células haploides presentan dos posibilidades en su ciclo biolégico: un ciclo de
reproduccion vegetativo, por el que la célula se divide para dar dos células iguales,
y un ciclo sexual, en el que dos células de tipo sexual opuesto se fusionan para dar
lugar a una célula diploide que entra de nuevo en un ciclo de division vegetativo
(Mariscal Moreno, 2011).

A continuacion, se muestra la clasificacion taxonémica de S. cerevisiae, y su ciclo
de division celular (Garzon Castafio & Hernandez Londofio, 2009).

Reino: Hongo

Division: Amastogomycota

Clase: Ascomycetes

Sub-clase: Hemiascomycetidae
Orden: Endomycetales

Familia: Sacchaomycetaceae
Sub-Familia: Saccharomycetaidae
Género: Saccharomyces

Especie: cerevisiae
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llustracién 3. Esquema del ciclo biolégico de S. cerevisiae. Fuente: (Mariscal
Moreno, 2011).

Durante el ciclo de vida vegetativo, la levadura se divide por gemacion. La célula
hija inicia su crecimiento formando una yema en la célula madre hasta que alcanza
un tamafo similar a ésta, teniendo lugar en este momento la citoquinesis, septacion
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y separacion de las dos células. Este ciclo esta organizado en periodos de division
celular bien definidos, coordinados e irreversibles (mitosis), separados por periodos
de gran actividad metabdlica (interfase). La mitosis es el proceso celular que
asegura el reparto equitativo del material hereditario, duplicado durante la interfase,
y culmina con la citoquinesis, responsable de la division de los organulos y otros
componentes citoplasmaticos entre las dos células.

Las células diploides pueden reproducirse vegetativamente por gemacion si el
medio en el que se encuentran tiene los nutrientes apropiados para ello o pueden
esporular en condiciones ambientales de limitacion de nutrientes, como pueden ser
la falta de nitrogeno y la ausencia de una fuente de carbono fermentable en el medio.
Durante la esporulacion, la célula diploide se divide por meiosis, dando lugar a
cuatro células hijas haploides con una dotacion cromosdémica que sera la mitad de
la célula madre, las cuales quedan contenidas dentro de un saco denominado asca.
Las ascas poseen una pared gruesa capaz de proteger a las células de las
adversidades del medio ambiente durante largos periodos de tiempo. Si las
condiciones del medio lo permiten, la pared del asca se degrada y se liberan los
productos haploides (ascosporas), que germinarian y comenzaria un ciclo mitético
haploide, dividiéndose por gemacion (Mariscal Moreno, 2011).

5.3.1.3. Requerimientos nutricionales.

Saccharomyces cerevisiae requiere ciertos nutrientes y condiciones ambientales
para su apropiado crecimiento y reproduccion. Algunos elementos son basicamente
necesarios como por ejemplo carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y fésforo.

El carbono sirve como fuente de energia y como material constitutivo de la masa
celular. El nitr6geno se encuentra en la célula formando parte esencial de las
proteinas, aminoacidos y acidos nucleicos; el fosforo se encuentra en los acidos
nucleicos en la lecitina y en diversos compuestos fosforilados que participan
activamente en los procesos de degradacion oxidativa y de intercambio energético
(ATP, ADP, AMP, NADP) (Fajardo Castillo & Sarmiento Forero, 2007 ).

5.3.1.4. Requerimientos fisicoguimicos.

El crecimiento de Saccharomyces cerevisiae se ve favorecido por un pH aproximado
de 4.0 a 5.0. A pesar de la tolerancia bastante amplia de la levadura para las
variaciones de pH, a partir de los sustratos habitualmente usados en los medios de
cultivo forman productos en especial acidos que influyen en el crecimiento celular,
produccion enzimatica y utilizacion de glucosa (Fajardo Castillo & Sarmiento Forero,
2007).
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5.3.1.5. Ruta metabdlica de Saccharomyces cerevisiae.

Tradicionalmente, los microorganismos mas empleados en la obtencion de etanol
son las levaduras, aunque existen varios tipos de bacterias y hongos que también
son capaces de sintetizarlo en cantidades considerables. La fermentacidn
alcohodlica se realiza en ausencia de oxigeno, excepto durante el tiempo de
inoculacién, durante el cual se proporciona una pequefia cantidad para permitir un
crecimiento limitado de los microorganismos, para que estos superen su fase de
latencia inicien la fermentacion (Nieto Galarza, 2009). En el caso de las levaduras,
cuando éstas toman el azucar del medio, se inicia toda una serie de reacciones
intermedias, conocidas como la ruta glicolitica o ruta Embden-Meyerhof. A través
de este proceso bioquimico, las levaduras rompen los azucares en energia,
intermediarios Utiles para el crecimiento de las células, y una gran cantidad de
productos finales (etanol, dioxido de carbono y calor), los cuales son excretados por
las mismas. Las levaduras empleadas para llevar a cabo el proceso de fermentacion
alcohdlica, requieren, que la glucosa sea catabolizada mediante la glucolisis o ruta
de Embden-Meyerhof, para obtener el piruvato, el cual posteriormente por la accién
de enzimas especificas, se convierte anaerébicamente en etanol y dioxido de
carbono, ver ilustracion 4 (Bai, Anderson, & Moo-Young, 2008). Posteriormente, el
piruvato se descarboxila, debido a la presencia de la enzima piruvato descarboxilasa
gue se encuentra en todos los organismos que metabolizan alcohol, para formar
acetaldehido el cual se reduce a etanol por la presencia de NADH como agente
reductor, a través de la accion de la enzima alcohol deshidrogenasa, la cual esta en
todos los organismos capaces de dar lugar a la fermentacion alcohdlica (Bai,
Anderson, & Moo-Young, 2008).

Glucose Yeast Cell
Membrane
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= - = =
- ATP . ==
= HK =
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llustraciéon 4. Via metabdlica de S. cerevisiae para la produccién de etanol
Abreviaturas: HK: hexoquinasa, PGI: fosfoglucoisomerasa, PFK:
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Fosfofructoquinasa, FBPA: fructosa bisfosfato aldolasa, TPI: triosa fosfato
isomerasa, GAPDH: gliceraldehidos-3-fosfato deshidrogenasa, PGK: fosfoglicerato
quinasa, PGM: fosfogliceromutasa, ENO: Enolasa, PYK: piruvato quinase, PDC:
piruvato descarboxilasa, ADH: Alcohol deshidrogenasa. Fuente: (Bai, Anderson, &
Moo-Young, 2008).

5.3.1.6. Factores que inducen al estrés de S. cerevisiae durante la
fermentacién.

Durante la fermentacion de etanol, las células de levadura sufren varios tipos de
estrés, algunos son de caracter ambiental, tales como la deficiencia o agotamiento
de nutrientes indispensables, las altas temperaturas y la contaminacién, mientras
que los otros son del metabolismo de la célula de levadura, tales como la
acumulacion de etanol y la formacion de sustancias inhibitorias tras la fermentacion
(Nieto Galarza, 2009).

e Concentracion de azucares: Para la multiplicacion inicial de la levadura, la
concentracion de azucares debe mantenerse a niveles bajos, ya que la
respiracion del microorganismo puede verse afectada con grandes
cantidades de azlcar.

e Oxigeno: En la fermentacion, la presencia de oxigeno se traduce en una
menor produccion de alcohol, debido a que la levadura puede pasar a oxidar
carbohidratos por medio de la respiracion para obtener energia, generando
un crecimiento celular acelerado pero minima produccion de etanol.

e Agitacion: Es un factor que actua disminuyendo la sedimentacion de células,
propiciando un contacto eficiente de los microorganismos con el sustrato.

e Temperatura: Influye directamente en el crecimiento de las levaduras y por
tanto en la duracion de la fermentacidn y en el metabolismo de las levaduras,
que es el que determina la composicién quimica del producto y la aparicion
0 no de sustancias no deseadas. La temperatura durante la fermentacién
alcohdlica se debe mantener entre 28 y 34°C. Como la fermentacion
alcohdlica es un proceso exotérmico, es decir, se desprende energia en
forma de calor, es necesario controlar el aumento de temperatura, ya que
temperaturas mayores a 37°C aumentan el efecto inhibitorio del etanol,
favorecen el desarrollo bacteriano y las levaduras comenzarian a morir
deteniéndose el proceso fermentativo.

e pH: Considerando que la levadura se desenvuelve perfectamente en medios

acidos, el mosto debe mantenerse a un pH éptimo de 4.5 para evitar el
crecimiento de bacterias. Pero hay que tener cuidado porque a un pH por
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debajo de 4.2, alcohol etilico aumenta su tendencia a oxidarse hacia acido
acetico.

e Calidad de la levadura: El éxito o fracaso de un proceso fermentativo esta
relacionado con el microorganismo utilizado. Para los procesos de
fermentacion a escala industrial generalmente se busca que la cepa a utilizar
sea genéticamente estable, con velocidad de crecimiento alta, que lleve a
cabo el proceso fermentativo en un tiempo corto, entre otros.

e Contenido de alcohol: EI maximo contenido de alcohol que se puede alcanzar
en la fermentacion es de 12% en volumen, ya que a concentraciones mas
altas ejerce un efecto antibacteriano contra la levadura.

e Otros nutrientes: Ademas de los azucares, es de vital importancia que el
medio disponga de una base nutricional adecuada para poder llevar a cabo
la fermentacion. Este debe contar con una buena concentracion de nitrégeno,
fésforo, carbono, azufre, potasio, magnesio, calcio y vitaminas. El nitrégeno,
por ejemplo, es un factor clave para la multiplicacion y la actividad fisiolégica
de la levadura, pues forma parte de la composicién de los aminoacidos, de
las proteinas estructurales y de las enzimas que intervienen en las
reacciones metabdlicas. El fosforo también es necesario porque hace parte
de las moléculas de ADN, ARN y de los fosfolipidos en las membranas
lipidicas de la levadura; ademas de ser utilizado para almacenar y transportar
la energia mediante el ATP (Fajardo y Sarmiento, 2007).

5.4. MECANISMO DE ACCION DEL CLORO.

El hipoclorito de sodio (NaOCI) es el desinfectante mas utilizado en la industria a
pesar de la disponibilidad creciente de otros desinfectantes. El hipoclorito de sodio
cumple muchos requisitos como el desinfectante ideal y, ademas, tiene una
excelente accién de limpieza. La eficacia del hipoclorito de sodio en los procesos de
limpieza y desinfeccion depende de la concentracién de cloro disponible y del pH
de la solucion. El acido hipocloroso (HOCI) es un &cido débil y se disocia al ion
hipoclorito (-OCl) y proton (H +) dependiendo del pH de la solucién. Se cree
generalmente que HOCI es la especie activa en la accion germicida, mientras que
la concentracion de -OCI es un factor clave que determina la eficiencia de limpieza.
Tanto el acido hipocloroso (HOCI) como el ion hipoclorito (-OCI) son agentes
oxidantes fuertes. Se ha informado que HOCI y -OCI reaccionan con una amplia
variedad de moléculas biolégicas tales como proteinas, aminoacidos, péptidos,
lipidos y ADN a condiciones de pH fisiol6gicas. Entre las moléculas biolégicas, el
doble enlace C = C, el enlace peptidico (enlace amida), los grupos amino y los
grupos tiol son susceptibles al ataque electrofilico de Cl- (Estrela et al., 2002).
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El hipoclorito de sodio tiene un amplio espectro antimicrobiano, la actividad
germicida de una solucién diluida de hipoclorito de sodio depende de la
concentracion de HOCI. Esto se atribuye a la penetracion de HOCI en la célula
microbiana a través de la pared celular y la membrana. Se cree que el mecanismo
de la actividad germicida de HOCI o -OCl se debe a la inhibicion de la actividad
enzimatica esencial para el crecimiento, dafio a la membrana y al ADN. El HOCI
también puede generar especies oxidativas deletéreas comunes que pueden dahar
componentes celulares (Fukuzaki 2006).

Un modelo para la accién germicida de HOCI y —OCI est& basado en su capacidad
para penetrar en la célula microbiana como se muestra en la ilustracion 5. Este
modelo explica la actividad germicida de HOCI y -OCI para difundir a través de la
membrana celular microbiana. Por lo tanto, -OCI sélo ejerce una accion oxidante
fuera de la célula (A). En el primer paso de la desinfeccion con -OCI, se produce la
rotura o la desintegracion de la pared y de la membrana celular microbiana, -OCI
inactiva las proteinas funcionales localizadas en la membrana plasmatica. Por otra
parte, el HOCI puede penetrar en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica por
difusion pasiva. La penetracion de HOCI se debe a su neutralidad eléctrica ya que
su tamafo molecular es comparable al del agua. Como resultado, el HOCI puede
atacar la célula microbiana no sélo desde fuera de la célula (A '), sino también dentro
de la célula (B y C). Los estudios sobre la inactivacion de microorganismos por
desinfectantes indican que la concentracién de desinfeccion y el tiempo de contacto
son las dos variables clave que determinan la eficiencia de la desinfeccion (Estrela
et al. 2003).

Plasma membrane

Cell wall

H,O., + Fe2* — "OH + OH + Fe3*
HOCI + Fe?* — "OH + Cl~ + Fe3*

llustracién 5. Esquema que ilustra los mecanismos de las acciones germicidas de
HOCI y -OCI en base a su capacidad para penetrar la membrana en la célula
microbiana. El -OCI ionizado tiene una pobre actividad germicida debido a su
incapacidad para difundirse a través de la membrana plasmatica microbianay ejerce
una accioén oxidante sélo desde fuera de la célula (A). HOCI puede penetrar la
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bicapa lipidica en la membrana plasmatica por difusion pasiva debido a su
neutralidad eléctrica. HOCI puede atacar la célula microbiana tanto desde el exterior
(A") y dentro de la célula (B y C), que es responsable de la potente actividad
germicida de HOCI; Fuente: (Fukuzaki 2006).

5.5. PROCESO DE PRODUCCION DE ETANOL.

5.5.1. Descripcion general del proceso.

El sector azucarero colombiano se encuentra ubicado en el valle geografico del rio
Cauca, que abarca 47 municipios desde el norte del departamento del Cauca, la
franja central del Valle del Cauca, hasta el sur del departamento de Risaralda. En
esta region hay 225.560 hectareas sembradas en cafia para azucar, de las cuales,
el 25% corresponde a tierras propias de los ingenios y el restante 75% a mas de
2.750 cultivadores de cafia. Dichos cultivadores abastecen a 13 ingenios de la
region (Cabafa, Carmelita, Manuelita, Maria Luisa, Mayaguez, Pichichi, Risaralda,
San Carlos, Tumaco, Riopaila-Castilla, Incauca y Providencia). Desde 2005, cinco
de los trece ingenios tienen destilerias anexas para la produccién de alcohol
carburante (Incauca, Manuelita, Providencia, Mayagiez vy Risaralda).
El valle geogréfico del rio Cauca ofrece condiciones excepcionales para este cultivo,
las cuales han permitido obtener un rendimiento de conversion a etanol de
aproximadamente 56,61 bb/ha/afio (9.000 I/ha/afio), siendo posiblemente la regién
mas productiva del mundo, por ello los datos de gastos agrondmicos fueron basados
en esta regién del pais. Cinco destilerias en diferentes locaciones en el pais estan
en funcionamiento, como se muestra en la siguiente tabla (Cardona, Sanchez ,
Montoya, & Quintero, 2005).

Tabla 1.Capacidad de produccién de alcohol a base de cafia de azucar.

DESTILERIA | CAPACIDAD | Fecha de

(I/dia) Funcionamiento
Incauca 300,000 Octubre 2005
Providencia 250000 Octubre 2005
Manuelita 250000 Marzo 2006
Mavaguez 150.000 Marzo 2006
Risaralda 100000 Marzo 2006
TOTAL 1.050.000

Fuente: (Pérez Avila, 2012).

Actualmente el ingenio Mayaguez tiene una capacidad de produccién de alcohol
entre los 250 0O00OL a 300 000 L diarios.
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La produccién de etanol tiene 5 procesos basicos que son, ver ilustracion 6: materia
prima e insumos, propagacion y fermentacion, destilacion, deshidratacién y
finalmente una etapa de compostaje para el tratamiento de efluentes y subproductos
de la produccion de etanol (vinaza). El proceso de fermentacion propiamente dicho,
arranca cuando los azucares fermentables presentes en la materia prima, se ponen
en contacto con la levadura, la cual los transforma a etanol y gas carbonico. Al
producto de la fermentacion se le conoce como ‘Vino’ que es un material rico en
alcoholes, especialmente el etanol.

El alcohol es obtenido por fermentacion de un mosto como resultado de un proceso
bioquimico. El mosto es, en este caso el resultado de la mezcla diluida con agua de
proceso o de jugo clarificado, meladura y miel A, miel B o de miel final. El mosto se
recibe en un tanque de almacenamiento a partir del cual se alimentan los
fermentadores para hacer la conversion de los azucares invertidos contenidos en la
miel en etanol a través de reacciones bioguimicas ocasionadas por una cepa
especial de levadura.

El vino asi obtenido (7-10% v/v etanol) se envia a un proceso de destilacion que
emplea cuatro columnas de platos trabajando en serie con el objetivo de alcanzar
un producto de cabeza con 45% v/v de etanol en la segunda columnay 96 % v/v de
etanol en la dltima columna.

El flujo de cabeza de la ultima columna se envia a un sistema de dos torres de
deshidratacion, una operando y la otra en regeneracion, equipadas con tamices
moleculares tipo 3A, los cuales retienen las moléculas de agua cuyo tamafio es de
2,8 angstrom y dejan pasar las moléculas de etanol cuyo tamafio es de 4,4 angstrom
El objetivo que se persigue con esta operacion es retirar el agua presente en el
alcohol hasta alcanzar una concentracion de 99.6 % v/v de etanol (alcohol
carburante o anhidro) (Mayaguez, 2007).

| 1. materia prima e insumos |

¥

|’ 2. Propagacion y Fermentacion |

¥

| 3. Destilacién |

9 —— | 5. Tratamiento de vinaza

| 4. Deshidratacion |

llustracidon 6. Diagrama de bloques del proceso de obtencion de etanol anhidro.
Fuente: (Mayagiez, 2007).
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5.5.1.1. Materia prima e insumos.

Las materias primas utilizadas como sustrato en el proceso de produccién de
alcohol, juegan un papel fundamental en el proceso de fermentacion, por lo cual,
sus condiciones fisicas, quimicas y microbiolégicas deben tenerse en cuenta
cuando se habla de rendimiento de etanol (Mayaguez, 2007). Las materias primas
utilizadas en el ingenio Mayaguez S.A. son: Miel A, Miel B, estas materias primas
provenientes de fabrica, son diluidas con agua de proceso tratada quimicamente
con desinfectantes (Cloro); ademas de la preparacion de insumos tales como: Urea,
antiespumante, antibiéticos e hidratacion de levadura seca, son diluidos con este
tipo de agua que ingresa al sistema de fermentacion.

5.5.1.1.1. Miel Ay B.

Las mieles son el subproducto mas importante del proceso de extraccion de azlUcar
debido a que pueden ser utilizadas como materia prima para la obtencion de varios
productos de interés industrial (Mayaguez, 2007).

El jarabe o meladura obtenida por evaporacion es sometido a un proceso de
cristalizacion y centrifugacion con el fin de separar los cristales de azucar. La miel
A es el resultado de la primera fase de este proceso al extraer alrededor 75% del
azucar recuperable, sin embargo, este jarabe todavia tiene un alto contenido de
azucar, razén por la cual posteriormente se repite el proceso de cristalizacion y
forma la masa B, la cual se vuelve a separar en las centrifugas. La miel resultante
(miel B), se obtiene al extraer alrededor del 86% del azlcar recuperable (Mayagiez,
2007).

5.6. PRODUCCION DE ALCOHOL EN EL INGENIO MAYAGUEZ S.A.

El etanol (C2H50H) también conocido como alcohol etilico es el alcohol mas
ampliamente utilizado en el sector transporte a nivel mundial. Su uso masivo como
fuente energética es reciente, mientras que las aplicaciones como bebida, solvente,
antiséptico, etc. son muy antiguas. Por esta razén, los avances investigativos
concernientes a la produccion de este compuesto quimico son muy amplios y tienen
enfoques hacia cada una de las partes que componen la cadena productiva,
estimulado actualmente por su aplicacion como combustible y justificado en los
beneficios ambientales que su uso conlleva (Mayaguez, 2007).
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5.6.1. Propagacién y fermentacion de la levadura alcohdlica.

En el ingenio Mayagiez la obtencién del alcohol, consta de varias etapas:
propagacion de la cepa de levadura a escala laboratorio, activacion de la levadura,
fermentacion, destilacion y deshidratacion a escala industrial.

5.6.1.1. Propagacion.

La propagacion de la levadura tiene como objetivo, la multiplicacion o division de la
levadura bajo condiciones aerébicas. En esta etapa se produce el crecimiento inicial
de la levadura a pequefia escala con volimenes de 600 ml, 1200 mly 12000 ml. En
esta etapa es de vital importancia tener un inéculo de buena calidad, brindando
todas las condiciones apropiadas para que la cepa pueda realizar division celular
sin ningun problema y cumplir con el %OH esperado.

La propagacion de la levadura en planta, inicia en el Reactor R 303, con un volumen
de inéculo de 12000 ml producido en el laboratorio, Esta propagaciéon tarda un
tiempo de 16 horas, a una temperatura de 30-31°C, con aireacion constante, con
Micro y Macronutrientes, alimentado con la miel A o B diluida con agua de proceso
(a esta mezcla se le llama alimento y debe cumplir con un Brix de 8- 10) y
antibioticos diluidos, para control de contaminacion. Es importante anotar que esta
fase durard mientras la levadura tenga oxigeno y los nutrientes necesarios para su
desarrollo (Mayaguez, 2007).

5.6.1.2. Fermentacion.

La produccion de etanol por parte de la levadura tiene lugar en cuatro fermentadores
(tanques R- 311, R -312 y R- 313 y R-314), con volumenes efectivos de trabajos de
913 000 L. Estos tanques son operados bajo condiciones de anaerobiosis, donde la
sacarosa contenida en el mosto se desdobla a azucares simples o invertidos
asimilables por la levadura mediante hidrolisis quimica ocasionada con adicién de
H2S0O4 e hidrolisis enzimatica, a través de la enzima Invertasa, metabolizada por la
levadura. Los azucares invertidos (glucosa y fructuosa) contenidos en el mosto son
transformados principalmente en etanol y CO2, también se presentan reacciones
colaterales que originan alcoholes superiores (amilico, isoamilico, butilico,
aldehidos, glicerina) y &cidos organicos: acido lactico, acido acético, acido
succinico, etc., cuyas cantidades generalmente no pasan el 0.5 % del etanol. Es de
destacar que la fermentacion es un proceso anaeroébico, con liberacion de energia,
lo cual implica que los fermentadores deben ser enfriados para mantener la
temperatura del proceso en un rango de 30 a 32 °C, esto se logra con agua de
refrigeracion (Mayaguez, 2007).
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5.7. DESTILACION.

La destilacion consiste en la separacion de los componentes del vino provenientes
de la fermentacion con una concentracion alcoholica de 7-10 % v/v por evaporacion
fraccionada del mismo; los constituyentes mas volatiles de la mezcla inicial se
obtienen en mayor concentracion en los gases y los menos volétiles en el residuo
liquido. Esta operacion unitaria se lleva a cabo con el fin de obtener un producto de
cabeza cuya concentracion de etanol corresponda al 95 % v /v. Para obtener tal
producto de esta especificacion, se requieren de cuatro columnas de destilacion
trabajando en serie, estas columnas estan compuestas por bandejas provistas de
elementos de contacto entre fase liquida y vapor. La primera la columna,
denominada destiladora o0 mostera, recibe el alimento proveniente del tanque, esta
columna opera bajo vacio y su calentamiento es proporcionado por vapor que sale
por el tope de la siguiente columna de rectificacion, a través de un intercambiador
de calor. El vapor que sale como producto de cabeza de la columna destrozadora,
tiene una concentracién de 43,4 % v/v en etanol. El producto condensado se envia
hacia la columna de rectificacion con el objetivo de obtener un producto de 95 % v/v
en etanol y a continuacién esto se envia a la seccion de deshidratacion (Mayaguez,
2007).

5.8. DESHIDRATACION.

Esta operacion unitaria se realiza con el objetivo de retirar el agua que aun contiene
el alcohol, para lo cual se emplean dos torres de tamices moleculares en paralelo
que trabajan alternadamente; cuando una esta en deshidratacién la otra esta en
regeneracion. El objetivo es obtener el etanol anhidro con una concentracién del
99,8 % (v/v) (Mayaguez, 2007).

5.9. TRATAMIENTO DE VINAZA.

La vinaza es el principal efluente en la produccion de etanol, y es producida durante
el proceso de destilacién. Se obtiene en una proporcion superior a los 10:1, con
relacion al etanol producido. La vinaza se caracteriza por tener valores de pH bajos
(menores a 4.5) y por presentar altos contenidos de materia orgénica en
suspension, expresados en términos D.Q.O y D.B.O, y alto contenido de minerales,
lo cual la hace un alto contaminante e impide su descarga directa en fuentes hidricas
(Olguin, et al.1995). Varias estrategias han sido sugeridas para el tratamiento de
vinazas como lo son la digestion anaerobia, 0smosis inversa y electrodialisis. Estos
tratamientos no presentan un grado de desarrollo suficiente para tratar los altos
volimenes producidos. Otra estrategia es su recirculacion al proceso de
fermentacién, permitiendo la reduccibn en el consumo de agua y el
aprovechamiento de los nutrientes presentes en este efluente, factores que se
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traducen al final en incrementos de la eficiencia global del proceso (Mayaglez,
2007).

A continuacién, en la ilustracién 7 se muestra el diagrama de produccién de alcohol
anhidro por parte del ingenio Mayaguez S.A.
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llustracién 7. Diagrama del proceso de produccion de alcohol anhidro en el ingenio
Mayaguez S.A. Fuente: (Mayagiiez, 2007).
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6. MARCO LEGAL.

En Colombia no existe una normatividad que contemple las concentraciones de
cloro residual ideales para un sistema de aguas de proceso o industriales que tienen
como finalidad ingresar a un sistema de fermentacién, lo contrario sucede con aguas
potables destinadas para el consumo humano. En la resolucién 2115 del 22 de junio
de 2007 establece que el valor aceptable del cloro residual libre en cualquier punto
de la red de distribucion del agua para consumo humano debera estar comprendido
entre 0,3y 2,0 mg/L. Debido a esta carencia en ingenio Mayaguez S.A., establece
unos limites internos de cloro residual en su agua de proceso que van desde los 0.5
y 2.0 ppm, mediante el manual DES-pos-018: PREPARACION DE SOLUCIONES
PLANTA PTAR DESTILERIA DE MAYAGUEZ S.A.



7. ANTECEDENTES

Para el monitoreo de la eficiencia de fermentacion se han impuesto una variedad de
ambientes que deben ser controlados, dado que la fermentacion es el proceso por
el cual las levaduras obtienen etanol de interés industrial por medio del
desdoblamiento de sustratos ricos en azucares. Gracias a las diversas
investigaciones se han establecido condiciones apropiadas para llevar a cabo un
proceso fermentativo de alto rendimiento. La presion osmotica y la acumulacion de
etanol intracelular en las levaduras son las variables mas estudiadas ya que tienen
efectos negativos sobre la tasa de crecimiento y capacidad fermentativa de la
misma, asi lo aseguran los autores (Amore, Russell, & Stewart, 1988) en su estudio
Osmotic pressure effects and intracellular accumulation of etanol in yeast during
fermentation, donde expresan que la acumulacion intracelular de etanol en la
levadura se debe al aumento de la presién osmética del medio rico en glucosa o
sorbitol provocando un incremento en la concentracién intracelular de etanol,
ademas de la acumulacion de glicerol lo que genera finalmente un retardamiento en
el desarrollo celular por parte de la levadura ; (Pratt, Bryce, & Stewart, 2003; Vian,
Carrascosa, & Gonzalez, 2008) en su estudio The effects of Osmotic Pressure and
Ethanol on Yeast Viability and Morphology indican que la presion osmaética es uno
de los factores que mas compromete la actividad fermentativa de la levadura ,segun
los autores a presiones osmoticas muy altas, tales como las que se encuentran en
los medios de fermentacion, puede distorsionar el metabolismo de la levadura o
disminuir su viabilidad afectando el rendimiento de fermentacion. Existen otros
factores diferentes de la presion osmoética que también tienen efectos adversos
sobre la viabilidad y actividad fermentativa de las levaduras como: pH, CO2 disuelto,
etc., asi lo expresa (Ohnuki, Enomoto, Yoshimoto, & Ohya, 2014) en su estudio
Dynamic changes in brewing yeast cells in culture revealed by statistical analyses
of yeast morphological data. Por otro lado, existen pocos estudios que relacionen el
cloro residual como una variable que afecte la viabilidad y productividad de etanol
pero (Meneghin, Reis, De Almeida, & Ceccato-Antonini, 2008) en su estudio
Chlorine dioxide against bacteria and yeasts from the alcoholic fermentation reporta
que concentraciones de 50 mg /I de Di6xido de cloro afecta la viabilidad y morfologia
celular de la levadura. Por lo anterior es de vital importancia determinar cual es la
concentracion de cloro ideal que no afecta la actividad fermentativa de la levadura
utilizada en el ingenio Mayaguez S.A.

34



8. METODOLOGIA.

El objetivo que se establecié en el presente trabajo fue estudiar el efecto del cloro
residual presente en el agua de proceso sobre la actividad fermentativa de la
levadura alcohdlica en el ingenio Mayagiez S.A. Para estudiar este efecto se
tomaron volumenes de 3000 ml de agua de proceso que ingresa al reactor R 305
en balones de destilacion PYREX fondo plano con capacidad de 6000 ml, esta
misma se llevo a destilacion y esterilizacion con el fin de reducir el cloro presente
en ella y a partir de esta se prepararon las concentraciones de trabajo de cloro
residual 1.5, 2.0 y 2.5 ppm evaluando asi el posible efecto del cloro residual en la
actividad fermentativa de la levadura.

8.1. UNIDAD EXPERIMENTAL

El siguiente trabajo fue realizado en dos etapas que corresponden a: EVALUACION
DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA Y FISICOQUIMICA DEL AGUA DE
PROCESO y EFECTO DEL CLORO RESIDUAL PRESENTE EN EL AGUA DE
PROCESO SOBRE LA ACTIVIDAD FERMENTATIVA EN LAS ETAPAS DE
PROPAGACION Y FERMENTACION. Cada unidad experimental consta de dos
variables: Microbioldgicas y fisicoquimicas. Para la primera unidad experimental se
realizé un total 7 ensayos para cada variable (ver tablas 2 y 3) donde se aplicé una
media de los siete ensayos, estadistica descriptiva ( Desviacion estandar y
Varianza) y una prueba ANOVA con nivel de confianza del 95 % , para la segunda
unidad experimental se realizé un total de 6 ensayos siendo 3 ensayos en la etapa
de propagacion evaluando variables microbiol6gicas y fisicoquimicas , 3 ensayos
en la etapa de fermentacién evaluando variables microbiol6gicas y fisicoquimicas
(ver tablas 4,5,6 y 7) se aplicd una media de los 3 ensayos en cada etapa (
propagacion y fermentacion ) , estadistica descriptiva ( Desviacion estandar y
Varianza) y una prueba ANOVA con nivel de confianza del 95 % .

Se aplicé un disefio al azar que consistié en las siguientes etapas.

1) EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA Y FISICOQUIMICA
DEL AGUA DE PROCESO. Donde la evaluacibn microbiolégica
correspondio a: (Aerobios mesdfilos, Coliformes totales y fecales, Mohos y
levaduras); evaluacion fisicoquimica (pH, temperatura, conductividad,
dureza, alcalinidad y cloro residual), para ello se tomaron los siguientes
puntos de muestreo: Agua de pozo (PZ), Agua clorada (TK 903), y Agua de
proceso que ingresa al tanque reactivador (R 305), Se realizaron 7 ensayos
para cada evaluacion del agua.
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Tabla 2. Unidad experimental evaluacién microbiolégica del agua de proceso.

Evaluacion microbioldgica
Variable a medir

Aerobios mesofilos
Coliformes totales y fecales
Mohos y Levaduras

Blanco (Agua Destilada)

Medio de

PC,VRB,YGC

cultivo

PC

VRB

YGC

Unidades

Ufc/ml

(Log)
Ufc/ml

(Log)
Ufc/ml
(Log)
Ufc/ml
(Log)

Numero
de
ensayos
7
7
7

7

Puntos de
muestreo

PZ, TK 903,
R 305
PZ, TK 903,
R 305
PZ, TK 903,
R 305
Agua
destilada

Tabla 3. Unidad experimental evaluacién fisicoquimica del agua de proceso.

Evaluacion fisicoquimica
Variable a medir

pH
Temperatura
Conductividad
Dureza
Alcalinidad
Cloro residual

Blanco (Agua destilada)

2) EFECTO DEL CLORO RESIDUAL PRESENTE EN EL AGUA DE
PROCESO SOBRE LA ACTIVIDAD FERMENTATIVA EN LAS ETAPAS DE

Medio Unidades
de

cultivo
N.A pH
N.A °C
N.A ps/cm
N.A CaCO3,mg/litro
N.A CaCO3,mg/litro
N.A ppm
N.A pH, °C, us/cm, CaCO3,

mg/litro, ppm
N.A: No aplica

Numero
de
ensayos
7
7

7

7

Puntos de
muestreo

Pz, TK
903, R 305
Pz, TK
903, R 305
Pz, TK
903, R 305
PZ, TK
903, R 305
PZ, TK
903, R 305
PZ, TK
903, R 305
(Agua
destilada)

PROPAGACION Y FERMENTACION: En cada etapa se evaluaron variables

microbiolégicas (Viabilidad celular y estado morfolégico) y variables
fisicoquimicas (Azucares fermentables iniciales, °Brix, pH, %OH y Azucares
residuales) en total se realizaron 6 ensayos (3 ensayos para la etapa de
propagacion evaluando las siguientes concentraciones de cloro residual en
el agua 1.5, 2.0 y 2.5 ppm), (3 ensayos para la etapa de fermentacion
evaluando las siguientes concentraciones de cloro residual en el agua 1.5,

2.0y 2.5 ppm).
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Tabla 4. Unidad experimental efecto del cloro en la actividad fermentativa (ETAPA
DE PROPAGACION) variables microbiologicas.

ETAPA DE PROPAGACION Medio de Unidades Numero [cloroa Tiempos

Variables microbiolégicas cultivo de evaluar, (Horas)

Variable a medir ensayos  ppm]

Viabilidad celular Propagacion Cel /ml 3 15,20 TO,T8y
y2.5 T24
ppm

Estado morfolégico Propagacion *% Células 3 15,20 T24
(Segun y25
coloracion) ppm

*Coloracién de células: Blancas rosadas, marrones y rojas

Tabla 5. Unidad experimental efecto del cloro en la actividad fermentativa (ETAPA
DE PROPAGACION) variables fisicoquimicas.

ETAPA DE PROPAGACION Medio de Unidades Numero [cloroa Tiempos
Variables fisicoquimicas cultivo de evaluar, (Horas)
Variable a medir ensayos ppm]
Propagacién  %AzUcar 3 15,20 TO
Azucares fermentables iniciales fermentable y 2.5
ppm
°Brix Propagacion °Brix 3 15,20 TO,T8,T24
y 2.5
ppm
pH Propagacién pH 3 15,20 TO,T8,T24
y 2.5
ppm
% de grado alcohdlico (OH) Propagacién  %v/v OH 3 15,20 TO,T8,T24
y25
ppm
Azlcar Residual Propagacién  %AzUcar 3 15,20 T8,T24
residual y 2.5

ppm

Tabla 6. Unidad experimental efecto del cloro en la actividad fermentativa (ETAPA
DE FERMENTACION) variables microbiolégicas.

ETAPA DE FERMENTACION Medio de Unidades Numero [cloroa Tiempos

Variables microbioldgicas cultivo de evaluar, (Horas)
Variable a medir ensayos ppm]
Viabilidad celular | Fermentacién Cel /ml 3 15,20 TO,T8,T24

y 2.5 y T48
ppm

Estado morfoldgico = Fermentacion *% Células 3 15,20 T48
(Segun y2.5
coloracion) ppm
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*Coloracién de células: Blancas rosadas, marrones y rojas

Tabla 7. Unidad experimental efecto del cloro en la actividad fermentativa (ETAPA
DE FERMENTACION) variables fisicoquimicas.

ETAPA DE FERMENTACION Medio de Unidades Numero [cloroa Tiempos
Variables fisicoquimicas cultivo de evaluar, (Horas)
Variable a medir ensayos  ppm]
Fermentacion  %Azlcar 3 15,20 TO
Azucares fermentables iniciales fermentable y 2.5
ppm
°Brix Fermentacion °Brix 3 15,2.0 TO0,T8,T24,T48
y2.5
ppm
pH Fermentacion pH 3 15,20 TO,T8,T24,T48
y25

ppm

% de grado alcohdlico (OH) Fermentacion  %v/v OH 3 15,2.0 TO,T8,T24,T48
y25

ppm

Azucar Residual Fermentacion %AzUcar 3 15, 2.0 T8,T24,T48
residual y 2.5
ppm

Las variables de estudio a medir fueron las siguientes:

1) EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA Y FISICOQUIMICA
DEL AGUA DE PROCESO. Evaluacion fisicoquimica (Dureza, alcalinidad y
cloro residual).

2) EFECTO DEL CLORO RESIDUAL PRESENTE EN EL AGUA DE
PROCESO SOBRE LA ACTIVIDAD FERMENTATIVA EN LAS ETAPAS DE
PROPAGACION Y FERMENTACION. Etapa de propagacion y fermentacion:
variables microbioldgicas (Viabilidad celular y estado morfolégico), Etapa de
fermentacion: variables fisicoquimicas (Porcentaje de grado alcohdlico %OH)

Con los valores obtenidos de las variables de estudio se llevd a cabo un analisis de
varianza ANOVA empleando un intervalo de confianza 95%.
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8.2. TOMA DE MUESTRA.

8.2.1. Toma de muestra para analisis microbiolégico.

Para la toma de muestras del analisis microbiol6gico de agua clorada se adiciono
0.1 ml de tiosulfato de sodio 4%, a recipientes previamente esterilizados (con el fin
de neutralizar el cloro) continuandose con el protocolo descrito en el manual CCA-
pos-052: MUESTREO, IDENTIFICACION Y ANALISIS MICROBIOLOGICO
LABORATORIO DESTILERIA DE MAYAGUEZ S.A.

8.2.2. Toma de muestra para analisis fisicoquimico.

Para la toma de muestras del analisis fisicoquimico de agua clorada, se emplearon
recipientes limpios y se procedid a seguir con el protocolo descrito por el manual
CCA-p0s-052: MUESTREO, IDENTIFICACION Y ANALISIS MICROBIOLOGICO
LABORATORIO DESTILERIA DE MAYAGUEZ S.A.

8.3. EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA Y
FISICOQUIMICA DEL AGUA DE PROCESO.

8.3.1. EVALUACION MICROBIOLOGICA.

Para el analisis microbiologico de las muestras de agua, se emplearon las técnicas
establecidas en el manual CCA-pos-052: MUESTREO, IDENTIFICACION Y
ANALISIS MICROBIOLOGICO LABORATORIO DESTILERIA DE MAYAGUEZ S.A.
Se empled la técnica de recuento en placa siembra profundidad, evaluando los
parametros microbiolégicos: Recuento total de Aerobios mesofilos, Recuento de
coliformes totales y fecales y Recuento de mohos y levaduras.

8.3.1.1. Determinacion de Aerobios mesoéfilos.

Siembra en profundidad, empleando dilucién 10! en Agar Plate Count (Merck
Millipore), incubando a 35 + 2 °C / 24- 48 horas.

8.3.1.2. Determinaciéon de Coliformes totales y fecales.
Siembra en profundidad, empleando dilucién 10! en VRB - Agar violeta-rojo neutro-

bilis (Merck Millipore) medio selectivo para la investigacion presuntiva y recuento de
Coliformes totales, incubando a 35 = 2 °C / 24- 48 horas. Para la confirmacion de
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coliformes fecales se examiné la fluorescencia de las colonias presuntivas con
lampara luz U.V

8.3.1.3. Determinacién de mohos y levaduras.

Siembra en profundidad, en diluciéon 10! en YGC- Agar Cloranfenicol glucosa
(Merck Millipore), medio selectivo recomendado para el recuento genérico de mohos
y levaduras. Incubando a 30 + 2°C /3 a 5 dias

8.3.2. EVALUACION FISICOQUIMICA.

Para el andlisis de las variables fisicoquimicas de las muestras de agua, se
emplearon las técnicas establecidas en los manuales DES-pos-018:
PREPARACION DE SOLUCIONES PLANTA PTAR DESTILERIA DE MAYAGUEZ
S.A; CCA-pos-062: ANALISIS DE CALDERA ALTA PRESION DE MAYAGUEZ S.A.

8.3.2.1. Determinacion de pH.

En un Beaker de 250 ml se midieron aproximadamente 200 ml de las muestras de
agua a analizar, se prosigui6 a introducir el electrodo de vidrio del pH-metro en cada
muestra. Cuando se estabilizo el equipo, se realizo la lectura y se registr6 el valor
del pH obtenido.

8.3.2.2. Determinacion de Conductividad.

Se enjuagaron las celdas de conductividad con una o mas porciones de la muestra
a medir. Evitando burbujas de aire en la celda. Se realiz6 la lectura en el
Conductimetro y se registro el valor dado por el equipo.

8.3.2.3. Determinacion de Dureza.

Para determinar la dureza del agua en términos de carbonatos de calcio, se
midieron 50 ml de la muestra de agua en un frasco Erlenmeyer, ajustando el pH a
10. Seguidamente se adiciono 1 ml de solucién Buffer y 1 a 2 gotas de indicador
negro de ericromo. Posteriormente, se titulé6 con EDTA 0,02 N desde una bureta,
hasta obtener un cambio de color de rojo vino a azul. La dureza se expresd como
los mg de carbonato de calcio/ ml de agua con la siguiente expresion:

AxNx50x1000
ml de muestra

Dureza (EDTA) como CaCO3, mg/ litro =

(Ecuacion 1)

Dénde:

A: ml de titulante usado para la muestra (EDTA)
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N: Normalidad del EDTA

8.3.2.4. Determinacién de Alcalinidad.

Para la determinacion de alcalinidad en agua, se midieron 50 ml de la muestra de
agua en un frasco Erlenmeyer, se adicionaron 1 a 2 gotas de indicador mixto de
verde de bromo cresol-rojo de metilo. Posteriormente se titul6 con H2SO4 0,20 N
desde una bureta hasta obtener un cambio de color a rojo. La alcalinidad se expresé
como los mg de Carbonato de calcio/ ml de agua con la siguiente expresion:

AxNx50x1000

ml de muestra

Alcalinidad (H2SO4) como CaCO3, mg/ litro= = (Ecuacion 2)

Dénde:

A: ml de titulante usado para la muestra (Acido Sulfarico) N: Normalidad del
Acido Sulfarico.

8.3.2.5. Determinacién de cloro residual.

Se empleo el Kit para medir el cloro residual libre DPD (dietil-para-fenil-diamina), se
enjuagaron las celdas del kit varias veces con la muestra de agua a analizar, a
continuacion, se agregaron 0.5 ml (10 gotas) del reactivo de DPD en la celda,
seguidamente se adicionaron 5 ml de la muestra de agua a analizar. Se compararon
con los patrones de color para obtener la concentracion de cloro residual. La
intensidad del color se compar6 con una tabla de colores estandar para determinar
la concentracién de cloro en el agua. Entre mas intenso el color, mayor es la
concentracion de cloro en el agua.

8.4. EFECTO DEL CLORO RESIDUAL PRESENTE EN EL AGUA DE
PROCESO SOBRE LA ACTIVIDAD FERMENTATIVA EN LAS
ETAPAS DE PROPAGACION Y FERMENTACION.

Para evaluar el efecto del cloro residual presente en el agua de proceso se partio
de una solucién stock de 1000 ppm de cloro y a partir de este stock se realizaron
las diluciones para las concentraciones de cloro de 1.5, 2.0 y 2.5 ppm y con estas
diluciones de cloro se prepararon los medios de propagacion y fermentacion
segun la cantidad de agua necesitada ver tablas 2y 3

El volumen a adicionar en la muestra se calculé segun la siguiente ecuacion:

V1*Cl=V2*C2. (Ecuacioén 3)
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Dénde:

C1: Concentracion de la solucion stock.

V1: Volumen a tomar para preparar la solucién de trabajo
C2: Concentracion de trabajo

V2: Volumen efectivo de trabajo

8.4.1. EFECTO DEL CLORO EN LA ETAPA DE PROPAGACION.

En un balon de 2000 ml se prepararon 1000 ml de medio de cultivo de propagacion:
(miel B, + Agua de proceso con las diferentes concentraciones de cloro residual
(1.5, 2.0 y 2.5 ppm) y un control de medio de cultivo con agua sin cloro residual
(Agua destilada).

El medio de cultivo de propagacion debia asegurar las siguientes caracteristicas:
°Brix de la mezcla entre 6.0 — 8.0, pH del medio entre 4.0 - 4, 5, fuente de nitrégeno
y fésforo (10%), Micronutrientes (10 ppm), macronutrientes (100 ppm), mas el (20
%) una suspension de la levadura alcohdlica estandarizada en la escala de
Macfarlan 6 (1,8 x 10° Células / ml). La propagacion se llevé a cabo por 24 horas
con aireacion constante.

Tabla 8. Componentes del medio de propagacion.

Volumen
Mezcla (Miel B + Agua) | 104.6 ml
*Agua de proceso 697 ml
Inoculo (Mc Farland 6) | 200 ml
Acido sulfarico 1ml
Urea 1lg
Acido pentatonico 0.1g
Sulfato de zinc 0.1g
Sulfato de cobalto 0.1g
Sulfato de manganeso 0.1g
Sulfato de magnesio 0.1g
Antibidtico 1lg

*Agua de proceso evaluado las concentraciones de cloro residual (1.5, 2.0y 2.5
ppm) y un control de medio de cultivo con agua sin cloro residual (Agua destilada)
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8.4.1.1. Seguimiento de las variables fisicoquimicas y microbiol6gicas
en la etapa de propagacion.

Con el fin de evaluar el efecto del cloro residual sobre la levadura en esta etapa, se
realiz6 un monitoreo de las variables microbiolégicas: Viabilidad celular y
estado morfolégico de la levadura alcohdlica, y variables fisicoquimicas:
Azucares fermentables iniciales, °Brix, pH, %OH y azucares residuales. Este
monitoreo se llevo a cabo a las 0, 8 y 24 horas de incubacion.

8.4.1.2. Seguimiento de variables microbiolégicas.

8.4.1.2.1. Viabilidad celular de la levadura mediante recuento en camara
de Neubauer.

El recuento de viabilidad celular se llevé a cabo en los tiempos mencionados (0, 8
y 24 horas de incubacion), para el recuento de la levadura, se tomé 1 ml de
muestra + 3 gotas del colorante azul de metileno, en un bal6én de 100 ml
adicionando agua destilada, con la finalidad de diferenciar células vivas de
muertas. Se realizé el conteo de las células en los 25 cuadrantes de la camara de
Neubauer; en donde se determind: Poblacion celular, %viabilidad, Numero de
células viables/ml teniendo en cuenta las siguientes formulas:

Poblacion celular: Numero de Células en 25 cuadrados x muestra en 0.1 mm?3
(i.e. 10%) x factor de dilucion. (Ecuacion 4)

Porcentaje de viabilidad: recuento total de células- células muertas/ recuento
total x 100%
(Ecuacion 5)

Numero de células viables: Poblacion celular x Porcentaje de viabilidad / 100
(Ecuacioén 6)

8.4.1.2.2. Estado morfoldgico.
El seguimiento del estado morfolégico de la levadura se realiz6 al final de la
propagacion (T 24 horas). Para ello se empled la técnica de coloracion diferencial

de levadura propuesto por (Prada & Castro, 1995) el cual consiste en preparar dos
soluciones:
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Solucion A: (0.25 g de azul de metileno; 0.42 g KCI; 0.48 g CaCl2.6H20; 9.0 g NaCl;
0.2 g NaHCOgs; 10 g Glucosa; 1000 ml agua destilada)

Solucion B: (0.25 g safranina; 9.0 g NaCl; 0.42 g KCI; 0.48 g CaCl2.6H20; 0.2 g
NaHCOs; 10 g Glucosa; 990 ml agua destilada; 10 ml alcohol etilico)

Estas dos soluciones se unificaron de la siguiente manera: dos partes de la solucion
B por cada una de la solucion A, ajustado el pH a 9.5. Seguidamente se prosigui6 a
realizar el montaje en camara de Neubauer de la siguiente manera:

Se tomaron 1ml de la muestra de propagacion T 24 horas y se llevo al aforo en un
balon de 100 mly a partir de esta misma se tomaron un volumen de 5 ml y se diluyo
en un volumen 2.5 ml de la solucion de cloracion anteriormente preparada. A partir
de esta mezcla se realizdé el montaje en cdmara de Neubauer para realizar el
recuento celular

En el microscopio Optico, se realizé el recuento y se observo la coloracion de las
células de levadura:

Coloracion azul clara o blanca: Células en excelente estado
Coloracion rosa claro: Células en bajo estado de deterioro
Coloracion marron: Células en alto estado de deterioro
Coloracion roja: células muertas

8.4.1.3. Seguimiento de variables fisicoquimicas.

8.4.1.3.1. Determinacion de azlcares fermentables iniciales.

Este procedimiento se realizd por el método estandarizado CCA-POS-052, con el
fin de determinar el porcentaje de azucares fermentables presente en el alimento,
y se llevé a cabo al tiempo 0 horas, es decir al inicio de la propagacion : en un
Beaker de 250 ml se pesaron 10g de la muestra (Mezcla de miel B + Agua), se
adicionaron 90 ml de agua destilada, esto se diluyo y se transfirié a un balén aforado
de 200 ml, asegurandose de pasar cuantitativamente la muestra y completar el
volumen a la marca de 200 ml. Se pipetearon 25 ml de la solucion anterior, y se
llevaron a un bal6on de 250 ml, se adicionaron 5ml de HCI 6.34 N, agitando
vigorosamente. Esto se llevd a bafio seroldgico, y cuando se alcanzaron los 65°C
se agito fuertemente por 3 minutos, se dejo en reposo el balén con la muestra dentro
del bafio seroldgico por 12 minutos. A continuacion, se retiré el balén y se dejo en
refrigeracion. Seguidamente la solucion se diluyo en aproximadamente 125 ml con
agua destilada, se adicionaron 3 gotas de fenolftaleina al 1%, y se adiciono NaOH
2mol/L hasta que la solucion tomo un color rojo brillante. Se prosiguio a adicionar 4
ml de solucion EDTA al 4% y se llevé al aforo a 250 ml con agua destilada. La
solucion anterior se transfirid en una bureta de 50 ml. En un Erlenmeyer se
adicionaron 20 ml de agua destilada, 10ml de solucién de Fehling A, 10 ml de
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solucion de Fehling B y se mezcl6é con ayuda de un magneto. Se adicionaron a la
mezcla del Erlenmeyer 10 ml de la solucién de la bureta, la solucion se llevé a la
plancha de calentamiento hasta el punto de ebullicibn. Cuando empezé a ebullir se
cronometraron 2 minutos y se agregaron 5 gotas de azul de metileno al 1%. La
solucion tomo una coloracion azul. Se coloco la bureta aproximadamente 2 cm
sobre el cuello del Erlenmeyer, mientras el contenido se calentaba, se tituld
adicionando gota a gota la solucion hasta que la coloracion desaparecio
completamente y tomo a un color rojo ladrillo.

La cantidad de Azucares fermentables se expreso con las siguientes formulas:

1000

0, — -z
YAzucares fermentables TituloxFactor de dilucion+Factor de Fehling (ECU&CIO” 7)

Peso de la muestra * 25

Factor de dilucién= x 100 (Ecuacion 8)
200 * 250

8.4.1.3.2. Determinacién de °Brix.

La determinacion del °Brix, se llevd a cabo en los tiempos mencionados
anteriormente (0, 8 y 24 horas de incubacion). Se realizé el andlisis teniendo en
cuenta el método estandarizado CCA-pos-024 ° BRIX' Y POL DETERMINACION EN
PRODUCTOS DE TACHOS MELADURAS Y MIELES DE MAYAGUEZ S.A.

8.4.1.3.3. Determinacion de pH.

La determinacion del pH, se llevé a cabo en los tiempos mencionados anteriormente
(0, 8y 24 horas de incubacion). Se siguid el protocolo estandarizado CCA-pos-018
DETERMINACION DE pH EN SOLUCIONES AZUCARADAS DE MAYAGUEZ S.A.

8.4.1.3.4. Determinacion del contenido de etanol.

El porcentaje de alcohol se llevo a cabo a las 8 y 24 horas de incubacién y la
cantidad de alcohol se determind a partir de 50 ml de la muestra + 3 gotas de
Antiespumante, destilandose en el equipo Alcotest Raypa un volumen de 50 ml en
un balon aforado. Posteriormente se llevo al Densitdmetro DE 40 para obtener el %
de etanol presente en la muestra y expresando como contenido de etanol en % v/v
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8.4.1.3.5. Determinacion de azlcares residuales.

Para establecer la cantidad de azucares residuales se llevo a cabo a las 8 y 24
horas de incubacion, es decir finalizando la propagacion y fermentacion, para la
determinacion de ello se midié 50 ml de la muestra (mosto de propagacion) en una
bureta. Posteriormente en un vaso de precipitado, se agregaron 20 ml de Agua
destilada + 5 ml de Solucion Fehling B + 5 ml de Soluciéon Fehling A, ademas de
adicionar 5 ml de la muestra directamente de la bureta, esta mezcla se llevo a una
plancha de calentamiento a 480°C. Se dej6 hervir durante 2 minutos y
posteriormente se tituld lentamente con la muestra, utilizando como indicador azul
de metileno hasta obtener un color rojo ladrillo.

Una vez obtenido el titulo gastado, se realizé el calculo por medio del software del
laboratorio, en donde se tiene en cuenta la siguiente formula:

5.127

—_— (Ecuacion 9)
BRxF.FxD.F

% (w/v) Azucares Residuales =

Donde:

B.R: Lectura Bureta
F.F: Factor Fehling
D.F: Factor dilucién
5.127: Constante (Estandar)

8.4.2. EFECTO DEL CLORO EN LA ETAPA DE FERMENTACION.

Se preparé el medio, teniendo en cuenta el balance del proceso de fermentacion,
para simular las condiciones reales del proceso ver tabla 3 componentes del medio
de fermentacién, e incubando a 30 °C, con agitacién de 70 rpm, durante 48 horas
para simular el proceso fermentativo.

Tabla 9. Componentes del medio de fermentacion.

Volumen
Mezcla (Miel B + Agua) 260 ml
Vinaza 345,60 ml
Inoculo (propagacion) 100ml
*Agua de proceso 294,40 ml
Urea 1g
Antibiotico 0.1g

*Agua de proceso evaluado las concentraciones de cloro residual (1.5, 2.0y 2.5
ppm) y un control de medio de cultivo con agua sin cloro residual (Agua destilada).
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8.4.2.1. Seguimiento de las variables fisicoquimicas y microbiolégicas
en la etapa de fermentacion.

Con el fin de evaluar el efecto del cloro residual sobre la levadura en esta etapa, se
realizd un monitoreo de las variables microbioldgicas: Viabilidad celular y
estado morfologico de la levadura alcohdlica, y variables fisicoquimicas:
Azucares fermentables iniciales, °Brix, pH, %0OH y azucares residuales.

Este monitoreo fue llevado a cabo, teniendo en cuenta la metodologia descrita
anteriormente en la etapa de propagacion, con la diferencia que el estado
morfologico de la levadura se realizé en el tiempo T 48 horas. EI monitoreo se llevo
acabo alas 0, 8, 24 y 48 horas de incubacion.

8.5. ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico de datos se realiz6 en Excel mediante la prueba de ANOVA
empleando un intervalo de confianza 95%. Se tomaron como parametros para
evaluar el efecto del cloro en la actividad fermentativa: Numero de células viables,
estado morfoldgico y porcentaje de grado alcohdlico en las etapas de propagacion
y fermentacion, partiendo de tres repeticiones para cada etapa.

9. PLAN DE TRABAJO Y CRONOGRAMA DE EJECUCION DEL
PROYECTO DE PASANTIA.

El proyecto presentado se llevd a cabo durante 4 meses (Tabla 10). Es de
destacarse que, juntamente con la prioridad académica, la revision bibliogréafica
inherente al proyecto se llevo a cabo durante todo el periodo.

Tabla 10. Cronograma de actividades a ser desarrolladas en la ejecucion del
proyecto.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Meses
Actividades

MARZO

ABRIL

MAYO

JUNIO

Semanas

1. Revision Bibliografica

1011 |12 | 13

14 |1 15| 16 | 17
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2. Muestreo del agua de
proceso en cada uno de los
puntos de muestreo

3. Evaluacion de calidad
fisicoquimica y
microbiol6gica del agua de
proceso

4. Montaje y monitoreo del
proceso de propagacion

5. Montaje y monitoreo del
proceso de fermentacion

6.Andlisis de resultados,
realizacion de  informe
preliminar, correcciones vy
entrega de informe final

7.Preparacion y
sustentacion final del
proyecto

Observaciones: Ninguna Elaboro: Leidy Albiares Aprobd6: Liliana

Agudelo

10.RESULTADOS.

Este trabajo fue un estudio cuantitativo, exploratorio y experimental que tuvo como
finalidad estudiar el efecto que tiene la concentracién del cloro residual en la
actividad fermentativa de levadura alcohdlica utilizada en el proceso fermentativo
de la destileria de Mayaguez S.A.

10.1. EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA Y
FISICOQUIMICA DEL AGUA DE PROCESO.

10.1.1. Evaluacion microbiolégica.

Para la evaluacion microbiolégica del agua de proceso, se emplearon las técnicas
establecidas en el manual CCA-pos-052: MUESTREO, IDENTIFICACION Y
ANALISIS MICROBIOLOGICO LABORATORIO DESTILERIA DE MAYAGUEZ S.A.
Donde se evaluaron los siguientes parametros para cada uno de los puntos de
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muestreo del agua de proceso establecidos en el capitulo 8 de metodologia:
Recuento total de Aerobios mesofilos, Recuento de mohos y levaduras y Recuento
de Coliformes totales y fecales. Para observar los recuentos ver tabla 33 en anexos.

A continuacion, se muestra limites de los parametros microbiologicos establecidos
por el ingenio en el manual CCA-for-031. Analisis Microbiologicos Destileria:
Recuentos para el Agua de Proceso: Aerobios Mesdfilos: < 100 Ufc /mL (log: 2);
Mohos y levaduras: < 100 Ufc /ml (log: 2); Coliformes totales y fecales: Ausencia.

En la ilustracion 8 se muestra el promedio de las siete (7) repeticiones de cada
parametro microbiolégico de: Recuento total de Aerobios mesdfilos, Recuento de
mohos y levaduras y Recuento de Coliformes totales y fecales en los puntos de
muestreo del agua de proceso que ingresa al sistema de fermentacion.

Seguimiento microbiologico: Aerobios mesofilos, Mohos ,
Levaduras , Coliformes totales y fecales

3,10
2,60
2,10
& 1,60
-
1,10
0,60
0,10 s i R Gk Gk
Aerobios mesofilos Mohos Levaduras Coliformes totales y
fecales
B Agua de Pozo H Agua de proceso ER 305 Tanque 903 M Blanco Agua Destilada
Tipo de analisis
Variable estadistica Agua de pozo Agua proceso ER 305 Tanque 903 Blanco
A.M | Moh | Lev | Col | AM | Moh | Lev | Col | AAM | Moh | Lev | Col | AM | Moh | Lev | Col
Media o promedio (Log) | 2.8 0 3.0 0 3.0 0 3.0 0 2.8 0 2.6 0 0 0 0 0
Desviacién estandar 1.3 0 1.3 0 1.4 0 1.4 0 15 0 1.4 0 0 0 0 0
Varianza 1.7 0 1.7 0 2.0 0 1.9 0 2.3 0 1.9 0 0 0 0 0

A.M: Aerobios mesofilos; Moh: Mohos; Lev: Levaduras; Col: Coliformes totales y fecales

llustracion 8. Promedio de los 7 ensayos realizados evaluando los parametros
microbioldgicos del agua de proceso en cada uno de los puntos de muestro.
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10.1.2. Evaluacion fisicoquimica.

Para la evaluacion fisicoquimica del agua de proceso, se empled las técnicas
establecidas en los manuales DES-pos-018: PREPARACION DE SOLUCIONES
PLANTA PTAR DESTILERIA DE MAYAGUEZ S.A; CCA-pos-062: ANALISIS DE
CALDERA ALTA PRESION DE MAYAGUEZ S.A. Donde se evalud los siguientes
pardmetros para cada uno de los puntos de muestro del agua de proceso
establecidos en el capitulo 8 de metodologia: pH, Temperatura, Conductividad,
Dureza, Alcalinidad y cloro residual. Para observar el seguimiento de estas variables
ver tabla 34 en anexos.

A continuacion, se muestra los limites de los pardmetros fisicoquimicos establecidos
por el ingenio en el manual DES-pos-018: PREPARACION DE SOLUCIONES
PLANTA PTAR DESTILERIA DE MAYAGUEZ S.A: Limites de dureza: Blanda 0-60
mg /L CaCO3, Medianamente dura 60-120 mg /L CaCO3, Dura 120-180 mg /L, Muy
dura > 180 mg /L; Limites de alcalinidad: Baja < 75 mg /L CaCO3, Media 75- 150
mg /L CaCO3, Alta > 150 mg /L CaCO3; Limites de cloro residual: 0.5 -2.0 ppm.
Valores de pH: Deberan estar comprendidos entre 6.5y 8.4. El valor aceptable para
la conductividad debe ser de 300 y 700 microsiemens/cm. Valores de Temperatura:
Deberan estar comprendidos entre 20 y 35 °C

En las ilustraciones 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se muestra el promedio de las siete (7)
repeticiones de cada parametro fisicoquimico de: pH, Temperatura, Conductividad,
Dureza, Alcalinidad y cloro residual en cada uno de los puntos de muestreo

Seguimiento fisicoquimico: pH

Agua de Pozo Agua de proceso ER 305 Tanque 903 Blanco Agua Destilada

Escala de pH
N w & (9] (o)} ~ 0] [(e}

[N

Puntos de muestreo
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Variable estadistica Agua de pozo Agua proceso Tanque 903 Blanco
ER 305
Media o promedio 7.37 8.01 8.05 7.10
Desviacidn estandar 0.13 0.09 0.24 0.48
Varianza 0.01 0.009 0.05 0.23

llustracion 9. Promedio de los 7 ensayos realizados evaluando la variable pH en
cada uno de los puntos de muestreo.

Seguimiento fisicoquimico: Temperatura
25
24,5
24
© 235
(4]
:::, 23
© 22,5
2 22
g
2 21,5
21
20,5
20
Agua de Pozo Agua de proceso ER 305 Tanque 903 Blanco Agua Destilada
Puntos de muestreo
Variable estadistica Agua de pozo Agua proceso Tanque 903 Blanco
ER 305
Media o promedio 23.4 24.1 23.4 22.8
Desviacién estandar 0.85 0.80 0.24 0.71
Varianza 0.72 0.65 0.06 0.51

llustraciéon 10. Promedio de los 7 ensayos realizados evaluando la variable
Temperatura en cada uno de los puntos de muestreo.
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Seguimiento fisicoquimico : Conductividad (uS/cm)

901
801
701
601
501
401
301
201
101

Conductividad (uS/cm)

Agua de Pozo

Agua de proceso ER 305

Puntos de muestro

Tanque 903

Blanco Agua Destilada

Variable estadistica Agua de pozo Agua proceso Tanque 903 Blanco
ER 305
Media o promedio 807.8 702.1 718.0 14.3
Desviacién estandar 17.8 30.9 47.5 104
Varianza 316.9 958.6 2256.5 109.0

llustracién 11. Promedio de los 7 ensayos realizados evaluando la variable
Conductividad en cada uno de los puntos de muestreo.

Seguimiento fisicoquimico: Dureza (CaCO3, mg/ litro)

460
410
360
310
260
210
160
110

60

0 ==
Tanque 903

Puntos de muestro

Dureza CaC0O3, mg /litro

Agua de Pozo Agua de proceso ER 305 Blanco Agua Destilada
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Variable estadistica Agua de pozo Agua proceso Tanque 903 Blanco
ER 305
Media o promedio 418.2 369.1 371.8 55.8
Desviacion estandar 16.4 15.2 23.4 25.8
Varianza 270.3 232.0 547.7 670.4

llustracién 12. Promedio de los 7 ensayos realizados evaluando la variable Dureza
en cada uno de los puntos de muestreo.

Seguimiento fisicoquimico: Alcalinidad (CaCO3, mg/ litro)

o 410
£ 360
oo

E 310
o

] 260
©

e 210
]

3 160
=

5 110
L

< 60

10 —
Agua de Pozo Agua de proceso ER 305 Tanque 903 Blanco Agua Destilada
Puntos de muestro
Variable estadistica Agua de pozo Agua proceso Tanque 903 Blanco
ER 305
Media o promedio 386.3 349.6 347.2 25.1
Desviacion estandar 12.6 25.8 22.8 16.6
Varianza 160.5 669.4 519.9 277.9

llustracién 13. Promedio de los 7 ensayos realizados evaluando la variable
Alcalinidad en cada uno de los puntos de muestreo.
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2,1
1,9
1,7
1,5
1,3

Cloro residual

1,1
0,9
0,7
0,5

Agua de Pozo

Seguimiento fisicoquimico: Cloro residual

Agua de proceso ER 305

Puntos de muestreo

Tanque 903

Blanco Agua Destilada

Variable estadistica Agua de pozo Agua proceso Tanque 903 Blanco
ER 305
Media o promedio 0 2.0 2.0 0
Desviacion estandar 0 0.37 0.37 0
Varianza 0 0.14 0.14 0

llustracién 14. Promedio de los 7 ensayos realizado evaluando la variable Cloro
residual en cada uno de los puntos de muestreo.

10.2. EFECTO DE CLORO RESIDUAL PRESENTE EN EL AGUA DE
PROCESO SOBRE LA ACTIVIDAD FERMENTATIVA EN LAS
ETAPAS DE PROPAGACION Y FERMENTACION.

Para determinar el efecto del cloro residual del cloro sobre la levadura se partié de
un stock de cloro de 1000 ppm y a partir de esta se prepararon las concentraciones
respectivas de 1.5, 2.0 y 2.5 ppm de cloro, es importante anotar que estas
soluciones se prepararon con agua destilada estéril para asegurar que realmente
contuvieran la concentracion real a ensayar de cloro.

A continuacion, en las ilustraciones 15y 16 se muestran las soluciones preparadas
y las mediciones respectivas de cloro.
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llustracién 15. Soluciones de cloro. A) Solucién stock 1000 ppm B) Solucion control
C) Solucién 1.5 ppm D) Solucion 2.0 ppm y E) Solucion 2.5 ppm.

llustracién 16. Mediciones de cloro residual de las soluciones de cloro preparadas
a partir del stock de 1000 ppm, para ser utilizadas en los ensayos. A) Control O ppm
B) 1.5 ppm C) 2.0 ppm, D) 2.5 ppm.

Una limitacion del equipo de medicion de cloro residual, es que tiene una escala de
concentracion de solo hasta 2.0 ppm. Por tal motivo se asumié que la concentraciéon
de 2.5 ppm seria mayor a la de 2.0 ppm en cuanto a la escala de tonalidad.

10.2.1. EFECTO DEL CLORO EN LA ETAPA DE PROPAGACION.

10.2.1.1. Variables iniciales del medio de propagacion.

Se establecieron los valores iniciales de azucares fermentables de la mezcla y del
medio de propagacion para evidenciar gradualmente mediante el paso de las horas
de incubacion el consumo de azucar del sustrato por parte de la levadura y
establecer asi cual concentracién de cloro es la ideal para llevar a cabo el desarrollo
celular.
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Es importante mencionar que para llegar al grado °Brix del medio de propagacion
(8 %) se realiz6 una diluciéon de la mezcla que contaba con un °Brix de (61.80 %)
de azucares fermentables.

Tabla 11. Valores iniciales del alimento para iniciar el proceso de propagacion.

Variable inicial del medio de propagacion Valor
°Brix mezcla 61.80 %
Azucares fermentables iniciales de mezcla 51.93 %
°Brix de medio de propagacion 8.0%
Azucares fermentables iniciales del medio de propagacién 6.40 %
Inoculo escala inicial Mc farland 10 © 100 x 10 6 cel / ml
pH de marcha de propagacion 4.5

Los ajustes del medio se realizaron segun el balance del proceso. Ver balance en
anexos.

10.2.1.2. Seguimiento de las variables fisicoquimicas y microbiolégicas
en la etapa de propagacion.

10.2.1.3. Seguimiento de variables microbioldgicas.

10.2.1.3.1. Viabilidad celular de la levadura mediante recuento en
camara de Neubauer.

Una vez realizado el montaje de la etapa de propagacion con las diferentes
concentraciones de cloro residual presentes en el agua, se realizé el monitoreo de
las variables microbiolégicas de: Viabilidad celular y estado morfolégico en los
tiempos (TO, T8 y T24).

En la tabla 12 se muestra el monitoreo de la variable microbiolégica de: Viabilidad
celular en los tiempos establecidos en la metodologia (capitulo 8).
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Tabla 12. Viabilidad celular en la etapa de propagacion.

VARIABLES MICROBIOLOGICAS PROPAGACION: VIABILIDAD CELULAR

Tiempos y Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
concentracion
de cloro Poblacion % Células | Poblacion % Células | Poblacion % Células
residual celular viabilidad | viables celular viabilidad | viables celular viabilidad | viables
Control 10 90% 9 14 93% 13 27 96 % 26
TO 1.5 ppm 6 90% 5 15 93% 14 25 96% 24
2.0 ppm 8 88% 7 14 92% 14 24 96% 23
2.5 ppm 7 85% 6 13 92% 12 21 95% 20
Control 127 94% 119 100 99% 99 70 99% 69
1.5 ppm 119 92% 109 114 99% 112 71 99% 70
T8 2.0 ppm 192 97% 186 102 99% 100 65 98% 63
2.5 ppm 229 96% 219 106 98% 103 52 98% 50
Control 289 98% 283 352 99% 348 380 97% 368
T24 | 1.5 ppm 236 95% 224 304 99% 300 333 96% 320
2.0 ppm 273 94% 256 300 98% 297 365 97% 354
2.5 ppm 261 93% 242 281 98% 275 280 97% 271

Se realizaron 3 ensayos para la etapa de propagacion, donde se evaluaron 3
tiempos (TO, T8 y T24) en cada uno de estos tiempos se realiz6: Conteo de
poblacién celular en cAmara de neubauer que hace referencia al numero de células
presentes en los 25 cuadrantes y partir de este nimero de células se calcul6 el
porcentaje de viabilidad y nimero de células viables. Ver ecuaciones 4 ,5y 6.

En la ilustracion 17 y 18 se muestra el promedio de las variables microbioldgicas:
(Viabilidad celular y numero de células viables) de los tres (3) ensayos realizados
en esta etapa.
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w
(]
N

Viabilidad celular

B R NN W
o 1 © U O
NN NN R

Numero de celulas viables Cel / ml
N

B Promedio cel viabl (Control)

BURERETTT I

Promedio de los tiempos (T0,T8 y T24 horas) de los tres ensayos realizados

Promedio cel viab (C.R 1.5ppm)

m promedio cel viab(C.R 2.0 ppm) B Promedio cel viab (C.R 2.5 ppm)

Variable estadistica TO T8 T24
Con 1.5 2.0 2.5 Con 1.5 2.0 2.5 Con 1.5 2.0 25
Media o promedio 175|143 | 146 | 126 | 956 | 97.0 116 124 333 281.3 | 302.3 | 262.6
Desviacion estandar | 8.5 7.7 6.5 5.7 20.5 19.1 51.5 70.57 36.2 41.3 40.1 14.7
Varianza 72.2 | 60.2 | 42.8 | 32.8 | 422.2 | 366.0 | 2654.8 | 4980.6 | 1316.6 | 1710.2 | 1614.8 | 216.2

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracién 17. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando Variables
microbioldgicas en la etapa de propagacion: Viabilidad celular en los tiempos TO, T8
y T24 horas.

En la ilustracion 17, se puede observar la variable nimero de células viables con
las diversas concentraciones de cloro residual al cual fueron expuestas, se puede
decir que la concentracién de 2.5 ppm de cloro residual es la que mas afecta la
reproduccion celular, ya que afecta bioquimicamente su metabolismo inactivando
enzimas que son indispensables para la multiplicacién celular segun lo expone los
autores (Estrela et al., 2002; Venkobachar et al., 1977) aseguran que concretamente
es la forma no disociada del cloro la que presenta mayor capacidad germicida . Se
postula que la eficacia antimicrobiana del cloro, esta basado en su alto pH. El alto
pH del cloro interfiere en la integridad de la membrana citoplasmatica con una
inhibicidbn enzimatica irreversible, alteraciones de biosintesis en el metabolismo
celular y degradacién de fosfolipidos.
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Numero final de células viables

360
310

260
210
160
110
60
10

Numero de celulas viables Cel / ml

Inoculo de partida Promedio cel viab Promedio cel viab promedio cel Promedio cel viab
(Control) (C.R 1.5ppm) viab(C.R 2.0 ppm) (C.R 2.5 ppm)
Promedio del tiempo (T24) de los tres ensayos
Variable estadistica T24
Con 1.5 2.0 25

Media o promedio 333.0 281.3 302.3 262.6
Desviacidn estandar 36.2 41.3 40.1 14.7
Varianza 1316.6 1710.2 1614.8 216.2

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracién 18. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
microbiolégicas en la etapa de propagacion: Numero final de células viables
partiendo del inoculo de 100 cel / ml en el tiempo final T24 Horas.

Se evidencia una clara disminucién de las células, donde la muestra control
presenta 333 células viables comprada con la muestra de 2.5 ppm de cloro residual
que al final de la propagacién presenta 262.6 células viables.
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10.2.1.3.2. Estado morfoldgico.

En la ilustracion 19 se puede evidenciar la coloracion de las células segun el estado
morfologico de las mismas.

llustracién 19. Tonalidades de la coloracion diferencial para evidenciar el estadio
morfolégico de la levadura. A) Células Azules o blancas, B y C) Células rojas), D)
Células rosadas.
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El recuento del estado morfolégico de la levadura se realiz6 en cAmara de neubauer contando solo 5 cuadrantes, y
en cada cuadrante se conté el nimero de células segun el color presente (Blanco, rosadas, marrones o rojas) como

se menciona en el apartado metodoldgico.

Tabla 13. Estado morfol6gico de la levadura alcohdlica (ENSAYO 1,2,3).

VARIABLES MICROBIOLOGICAS VARIABLES MICROBIOLOGICAS VARIABLES MICROBIOLOGICAS
PROPAGACION: ESTADO MORFOLOGICO PROPAGACION: ESTADO PROPAGACION: ESTADO
DE LA LEVADURA ALCOHOLICA. MORFOLOGICO DE LA LEVADURA MORFOI'_OGICO DE LA LEVADURA
ALCOHOLICA. ALCOHOLICA.
Ensayo 1
Ensayo 2 Ensayo 3
Tiempo 24 Namero | . ai
horas Coloracién de o porcentaye Tiempo 24 Namero . Tiempo 24 NGmero .
células | 9 celulas horas Coloracion de % porcentaje horas Coloracién de % porcentaje
z de células z de células
Blanco 101 97% células células
Control Rosado 3 3% Blanco 79 100% Blanco 88 98.8%
Control Rosado 0 0% Control Rosado 1 1.12%
Marrén 0 0% p, o
Marrén 0 0% Marron 0%
Rojo 0 0% Rojo 0 0%
Rojo 0 0%
Blanco 72 96% Blanco 97 97%
Cl idual Rosad 3 4% Blanco 88 100% | idual Rosad 9
oro residua osa, [o] 0o Cloro residual Rosado 0 0% Cloro residual osa' o 10An
1.5 ppm Marron 0 0% 1.5 ppm Marron 0 0% 1.5 ppm Marr_on 2%
Rojo 0 0% Rojo 0 0% Rojo 0%
Blanco 74 97% Blanco 83 97% Blanco 82 97%
Cloro residual | Rosado 2 3% Cloro residual | Rosado 3 3.5% Clororesidual | Rosado 3 3.5%
2.0 ppm Marrén 0 0% 2.0 ppm Marrén 0 0% 2.0 ppm Marron 0 0%
Rojo 0 0% Rojo 0 0% Rojo 0 0%
Blanco 65 96% Blanco 63 93% Blanco 73 96%
Cloro residual Rosado 3 4.4% Cloro residual Rosado 5 7.35% Cloro residual Rosado 1.31%
2.5 ppm Marrén 0 0% 2.5 ppm Marron 0 0% 2.5 ppm Marron 2.6%
Rojo 0 0% Rojo 0 0% Rojo 0%
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y para determinar el calculo de porcentaje de células de la tabla 13 este se realizo
de la siguiente manera: Ejemplo.

Recuento cloro residual 1,5 ppm (Ensayo 1)

Recuento total: 72 + 3: 75 células esto corresponde al 100 % (Sumatoria de todas
las células presentes en los 5 cuadrantes)

Recuento de células blancas: 72 esto corresponde al 96 % del 100% del recuento
total

Recuento de células rosadas: 3 esto corresponde al 4 % del 100% del recuento
total

En la ilustracion 20 se muestra el promedio de la variable microbiolégica: Estado
morfolégico de la levadura alcohdlica de los tres (3) ensayos realizados en esta
etapa.

Estado morfologico de la levadura

120%

@ 100%
S
8 8%
[
o
@ 60%
©
g 40%
& 20%
O% A J—— .
CONTROL C.R:1,5 ppm CR:2,0 ppm C.R:2,5ppm
Promedio del T24 Horas de los tres ensayos
H Promedio cel blancas (Control) B Promedio cel rosadas (C.R 1.5ppm)
promedio cel marron(C.R 2.0 ppm) W Promedio cel rojas (C.R 2.5 ppm)
Variable estadistica T24 T24
Células Blancas Células Rosadas

Con 1.5 2.0 25 | Con 15 2.0 2.5

Media o promedio 89.3 | 85.6 | 79.6 | 67.0| 1.33 | 1.33 | 2.66 | 3.0

Desviacidn estandar 9.03 | 10.3 | 4.02 | 432 | 1.24 | 1.24 | 0.47 | 1.63

Varianza 815 | 106.8 | 16.2 | 186 | 1.55 | 1.55 | 0.22 | 2.66

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracion 20. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
microbiolégicas en la etapa de propagacién: Morfologia celular en el tiempo 24
horas.
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Se puede observar que en las concentraciones de cloro residual de 2.0 y 2.5 ppm
hay un aumento de células rosadas (células en bajo estado de deterioro), también
se logra observar una disminucién leve de células blancas en cada concentracion
de cloro residual.

10.2.1.4. Seguimiento de variables fisicoquimicas.

En la tabla 35 (ver anexos) se evidencia las variables fisicoquimicas de la etapa de
propagacion, en cada uno de los tiempos informados en la metodologia (capitulo 8).
Cabe mencionar que el grado alcohdlico en esta etapa no debe ser mayor a 4 % v/v
de etanol, ya que en esta etapa la levadura utiliza los azucares fermentables del
sustrato para realizar desarrollo celular y asi poder contar con un inoculo
considerable para iniciar la fermentacién. En este punto cabe resaltar que se partié
de un azucar fermentable del medio de propagacion del 6.40 % y a partir de este se
medird el efecto del cloro sobre la levadura en la productividad de etanol.

En las ilustraciones 21, 22, 23 y 24 se muestra el promedio de cada una de las
variables fisicoquimicas de los tres (3) ensayos realizados en esta etapa.

Azucares residuales
7,10%

6,40%
6,10%

5,10%

4,10%

3,10%
2,10%
1,10% ‘
0,10%
T8 T24

TO

porcentaje de azucares residuales %w/v

Promedio de los tiempos TO, T8 y T24 de los tres ensayos
W Azucar fermentable inicial Promedio azuc fer (Control) Promedio azuc fer C.R 1.5 ppm)

W promedio azu fer (C.R 2.0 ppm ) HPromedio azuc fer (C.R 2.5 ppm)

Variable estadistica T8 T 24

Con| 15 | 20 | 25 (Con | 15 | 20 | 25

Media o promedio 361 (345|343 356|089 | 1.0 098 | 1.0
Desviacion estandar | 1.36 | 0.81 | 1.12 | 1.38 | 0.31 | 0.53 | 0.50 | 0.34
Varianza 185|066 | 125|192 ) 0.13]|0.28 | 0.25 ] 0.11
Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracién 21. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de propagacion: Azucares residuales en los tiempos T8
y T 24 horas.

63



Se evidencia notoriamente el consumo de azucar por parte de la levadura partiendo
de un 6.40% de azucar fermentable.

°Brix consumidos

=
o

°Brix

= N W bk 1O N 0L

T0 T8 T24
Promedio de los tiempos TO, T8 y T24 de los tres ensayos

W Promedio (Control) ®m Promedio ( C.R 1.5 ppm) M promedio (C.R 2.0 ppm ) B Promedio (C.R 2.5 ppm)

Variable estadistica TO T8 T24

Con |15 |20 |25 |Con |15 20 |25 |Con |15 |20 |25

Media o promedio 9.3 [ 943|930 |930|816|840|8.76|8.80|440|463| 50 | 50
Desviacion estandar | 1.60 | 1.44 | 1.34 | 1.35 | 1.32 | 1.34 | 1.46 | 1.41 | 0.78 | 0.84 | 0.89 | 1.17
Varianza 256 | 208|182 |184 174|182 |214| 20 |0.62|0.72|0.80 | 1.38
Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracién 22. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de propagacion: °Brix en los tiempos TO, T8 y T 24 horas.

A medida que transcurre el tiempo de propagacion los grados Brix deben disminuir
ya que este es una medida indirecta del consumo de azucar por parte de la levadura.
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pH

T0

T8
Promedio de los tiempos TO, T8 y T24 de los tres ensayos

T24

H Promedio (Control) ®m Promedio ( C.R 1.5 ppm) M promedio (C.R 2.0 ppm) B Promedio (C.R2.5ppm)

Variable estadistica TO T8 T24
Con | 15| 20 2.5 Con 1.5 2.0 2.5 Con 1.5 2.0 2.5
Media o promedio 4.4 45 | 45 4.4 4.4 4.4 45 4.4 4.1 4.1 4.1 4.1
Desviacion estandar | 0.04 0 0 0.04 | 0.04 | 0.04 0 0.04 | 0.08 | 0.12 | 0.08 | 0.12
Varianza 0.002 | O 0 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0O | 0.002 | 0.006 | 0.01 | 0.006 | 0.01

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5

ppm)

llustracién 23. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de propagacion: pH en los tiempos TO, T8 y T 24 horas.

El pH es una medida que nos indica el grado de contaminacién en la etapa de
propagacion y fermentacién, a media que desciende el pH nos indica que se estan
produciendo acidos ademas del etanol y estos acidos pueden ser producidos por
bacterias contaminantes o por la misma levadura quien también produce acidos en
su ciclo metabdlico.
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Porcentaje de grado alcoholico

3%

3%

2%
2%
1%
SRARR |11
0%
T8 T24

TO

Grado alcoholico % v/v

Promedio de los tiempos TO, T8 y T 24 de los tres ensayos

H Promedio (Control) ®m Promedio ( C.R 1.5 ppm) M promedio (C.R 2.0 ppm) B Promedio (C.R2.5ppm)

Variable estadistica T8 T24
Con 1.5 2.0 25 Con 1.5 2.0 2.5
Media o promedio 0.96 0.90 0.86 0.83 2.7 2.6 2.6 2.4
Desviacién estandar 0.75 0.72 0.81 0.77 0.74 0.77 0.74 0.65
Varianza 0.57 0.52 0.66 0.59 0.54 0.59 0.54 0.43

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustraciéon 24. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de propagacion: %OH (v/v) en los tiempos T8 y T 24
horas.

Se observa que el grado alcohdlico aumento al finalizar la propagacion, el valor no
paso del 4 % vl/v, lo que indica que la levadura destino todo el azlcar presente en
sustrato para su desarrollo celular.
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10.2.2. EFECTO DE CLORO EN LA ETAPA DE FERMENTACION.

10.2.2.1. Variables iniciales del medio de fermentacion.

Se establecieron los valores iniciales de azucares fermentables de la mezcla y del
medio final de fermentacion para evidenciar gradualmente mediante el paso de las
horas de incubacion el consumo de azucar del sustrato por parte de la levadura y
establecer asi cual concentracién de cloro es la ideal para llevar a cabo el desarrollo
celular y poder asi obtener el OH esperado segun el balance.

Es importante mencionar que para llegar al grado °Brix del medio de fermentacion
(16.17%) se realizé una dilucion de la mezcla que contaba con un °Brix de (61.80
%) de azucares fermentables

Tabla 14. Valores iniciales del alimento para iniciar el proceso de fermentacion.

Variable inicial del medio de fermentacion Valor
°Brix mezcla 61.80 %
Azucares fermentables iniciales de mezcla 51.93 %
°Brix de medio de fermentacion 16.17%
Azucares fermentables iniciales del medio de fermentacion 13.50 %
Inoculo de levadura proveniente de la propagacion 10 %
Recirculacion de vinaza 35%
Agua de proceso 8%
pH de marcha de fermentacion 4.5
Concentracion alcohol - esperada 10.07%

Los ajustes del medio se realizaron segun el balance del proceso. Ver balance en
anexos.

10.2.2.2. Seguimiento de las variables fisicoquimicas y microbioldgicas
en la etapa de fermentacion.

10.2.2.3. Seguimiento de variables microbioldgicas.

10.2.2.3.1. Viabilidad celular de la levadura mediante recuento en
camara de Neubauer.

Una vez realizado el montaje de la etapa de fermentacion con las diferentes
concentraciones de cloro residual presentes en el agua, se realizé el monitoreo de
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las variables microbiolégicas de: Viabilidad celular y estado morfolégico en los
tiempos (TO, T8, T24 y T48).

En la tabla 15 se muestra el monitoreo de la variable microbiolégica de: Viabilidad
celular en los tiempos establecidos en la metodologia (capitulo 8).

Tabla 15. Viabilidad celular en la etapa de fermentacion.

VARIABLES MICROBIOLOGICAS FERMENTACION : VIABILIDAD CELULAR
Tiempos y Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
concentracion

de cloro Poblacion % Células | Poblacién % Células | Poblacién % Células
residual celular | viabilidad | viables celular viabilidad | viables celular viabilidad | viables

Control 166 95% 156 142 94% 133 191 97% 185

TO | 1.5ppm 154 95% 146 120 93% 112 188 98% 184

2.0 ppm 152 94% 142 124 91% 113 181 98% 177

2.5 ppm 130 94% 122 120 90% 108 141 98% 138

Control 148 91% 135 168 92% 155 193 97% 187

1.5 ppm 111 96% 107 170 94% 160 180 98% 176

2.0 ppm 131 91% 119 177 90% 159 173 97% 168

T8 | 2.5pPPM 130 90% 117 165 90% 149 138 97% 134

Control 153 92% 141 166 92% 157 142 97% 137

1.5 ppm 170 93% 158 158 96% 152 130 97% 126

2.0 ppm 168 97% 163 156 93% 145 110 97% 107

T24 | 2.5 ppm 120 94% 113 138 90% 124 105 95% 99

Control 182 93% 169 156 91% 142 154 90% 138

1.5 ppm 189 97% 183 148 89% 132 151 91% 137

2.0 ppm 225 94% 212 173 84% 145 106 96% 102

T48 | 2-5 ppm 214 93% 199 143 7% 110 102 92% 94

Se realizaron 3 ensayos para la etapa de fermentacion, donde se evaluaron 4
tiempos (TO, T8, T24 y T48) en cada uno de estos tiempos se realizd: Conteo de
poblacién celular en cAmara de neubauer que hace referencia al nimero de células
presentes en los 25 cuadrantes y partir de este numero de células se calculd el
porcentaje de viabilidad y nUmero de células viables. Ver ecuaciones 4 5y 6.
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En la ilustracién 25 se muestra el promedio de la variable microbiologica: (Viabilidad
celular) de los tres (3) ensayos realizados en esta etapa.

Viabilidad ceular
180
I 160
>~ 140 1 1 1 L
8 120
w
2 100
s
2 80
8 60
2 40
o
) 20
T
° 0
& TO T8 T24 T48
=]
z Promedio de los tiempos ( TO, T8 ,T24 y T48 Horas) de los tres ensayos realizados
B Promedio cel viab (Control) Promedio cel viab (C.R 1.5 ppm)
B promedio cel viab(C.R 2.0 ppm) B Promedio cel viab (C.R 2.5 ppm)
Variable estadistica TO T8 T24 T 48
Con 1.5 2.0 2.5 Con 1.5 2.0 2.5 Con 1.5 2.0 2.5 Con 1.5 2.0 2.5
Media o promedio 158.0 | 147.3 144 122.6 159 147.6 | 148.6 | 133.3 | 145 | 145.3 | 138.3 112 149.6 | 150.6 153.0 134.3
Desviacion estandar 21.7 29.4 26.1 12.2 21.4 29.4 21.2 13.07 | 8.64 | 13.8 23.3 10.2 13.7 22.9 45.2 46.1
Varianza 452.6 | 864.8 | 684.6 | 150.2 | 458.6 | 869.5 | 453.5 | 170.8 | 74.6 | 192.8 | 544.8 | 104.6 | 189.5 | 526.8 | 2048.6 | 2133.5
Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracién 25. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
microbiolégicas en la etapa de fermentacion: Viabilidad celular en los tiempos TO,
T8, T24 y T48 Horas.

En la etapa de fermentacion el nimero de cuélalas viables se debe mantener
constante es decir aqui la célula no utiliza el azicar disponible para su desarrollo
celular, sino que lo utiliza para realizar fermentacion como una forma de obtencion
de energia ya que esta es en ausencia de oxigeno.
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10.2.2.3.2. Estado morfoldgico.

El recuento del estado morfoldgico de la levadura se realiz6 en camara de neubauer contando solo 5 cuadrantes, y
en cada cuadrante se conto el numero de células segun el color presente (Blanco, rosadas, marrones o rojas) como
se menciona en el apartado metodolégico.

Tabla 16. Estado morfoldgico de la levadura alcohdlica (ENSAYO 1,2,3)

VARIABLES MICROBIOLOGICAS VARIABLES MICROBIOLO(}ICAS VARIABLES M|CROB|QLOG|CAS
FERMENTACION: ESTADO, MORFOLOGICO FERMENTACION: ESTADQ MORFOLOGICO FERMENTACION: ESTADO MORFOLOGICO DE
DE LA LEVADURA ALCOHOLICA. DE LA LEVADURA ALCOHOLICA. LA LEVADURA ALCOHOLICA.
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Tiempo 24 NGmero % Tiempo 24 Namero % Tieigf;szﬂ' col . Nﬂ?ero % porcentaje
horas Coloracion de porcentaje horas Coloracion de porcentaje Roracion A el de células
células | de células células | de células | celn’as -
Blanco 77 94% Blanco 67 93% Blanco 7 87.5%
Control Rosado 3 3.4%
Control Rosado 5 6% Control Rosado 5 7%
Marron 0% Marrén 0 0% Marrén 8 9.1%
R 0 H 0,
Rojo ) 0% Rojo 0 0% Rojo 0 0%
Blanco 69 97% Blanco 59 86% Blanco 70 89%
. H 0,
Cloro residual Rosado 5 8% Cloro residual Rosado 4 5.8% Clolrosre5|dual I:Aosafio 451 2;;
. 9 . m arrén .
1.5 ppm Varron 0 0% 1.5 ppm Marrén 6 8.7% pp! : 0
Rojo ) 0% Rojo 0 0% Rojo 0 0%
Blanco 72 92% Blanco 67 85% Blanco s 86%
Cloro residual Rosado 6 7.7% Cloro residual Rosado 4 5% Cloro residual Rosado 3 3.5%
2.0 ppm Marrén 0 0% 2.0 ppm Marron 8 10.1% 2.0 ppm Marrén 9 10.3%
Rojo 0 0% Rojo 0 0% Rojo 0 0%
Blanco 84 87% Blanco 67 75% Blanco 89 72.3%
Cloro residual Rosado 13 13.4% Cloro residual Rosado 5 5.6% Cloro residual Rosado 10 8.1%
2.5 ppm Marrén 0 0% 2.5 ppm Marron 17 19.1% 2.5 ppm Marrén 24 20%
Rojo 0 0% Rojo 0 0% Rojo 0 0%
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El calculo de morfologia celular de la tabla 16 se realiz6 como en la etapa de

propagacion.

En la ilustracion 26 se muestra el promedio de la variable microbioldgica: Estado
morfologico de la levadura alcohdlica de los tres (3) ensayos realizados en esta

etapa.

100%

Estado morfologico de la levadura

Porcentaje celular

CONTROL

C.R:2,0 ppm

Promedio T48 horas de los tres ensayos realizados

B Promedio cel blancas (Control)

promedio cel marron(C.R 2.0 ppm)

80%
60%
40%
20%
0% | | |  REAAORRNY

C.R:1,5 ppm C.R:2,5 ppm

B Promedio cel rosadas (C.R 1.5 ppm)

B Promedio cel rojas (C.R 2.5 ppm)

Variable estadistica

T 48

T 48

T 48

Células Blancas

Células Rosadas

Células Marrén

Media o promedio
Desviaciéon estandar
Varianza

Con
73.6

4.71
22.2

15 2.0
66.0 | 71.3
496 | 3.29
24,6 | 10.8

2.5

80.0
9.41
88.6

Con
4.33

0.94
0.88

15

3.33
0.94
0.88

2.0

4.33
1.24
155

2.5

9.33
3.29
10.8

Con
2.66

3.77
14.2

15 | 20

3.66 | 5.66
2.62 | 4.02
6.88 | 16.2

2.5

13.6
10.0
101.5

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5

ppm)

llustracién 26. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
microbioldgicas en la etapa de fermentacidén: Morfologia celular en el tiempo final

T48 Horas.

Se observa que en la etapa de fermentacion el nimero de células blancas
disminuyen considerablemente en cada concentracion de cloro residual ensayadas,
en comparacion con la etapa de fermentacién donde la disminucion de células
blancas es menor, ademas de evidenciar un aumento de células en alto y bajo
estado de deterioro segun (Prada & Castro,1995) en la concentracion de cloro
residual de 2.5 ppm.
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10.2.2.4. Seguimiento de variables fisicoquimicas.

En la tabla 36 (ver anexos) se evidencia las variables fisicoquimicas de la etapa de
fermentacién, en cada uno de los tiempos informados en la metodologia (capitulo
8). Cabe mencionar que el grado alcoholico en esta etapa debe ser similar al grado
alcohdlico esperado segun la tabla 14 con un porcentaje de etanol del 10,07%v/v,
ya que en esta etapa la levadura sintetiza etanol debido a las condiciones de
anaerobiosis dadas y segun el grado de alcohol que se obtenga se estipulara cual
es la concentracion de cloro que inciden en la productividad de etanol a lo largo de
esta etapa.

En las ilustraciones 27,28, 29 ,30 y 31 se muestra el promedio de cada una de las
variables fisicoquimicas de los tres (3) ensayos realizados en esta etapa.

Azucares residuales

16,10%

14,10%

12,10%

10,10%

8,10%

6,10%

4,10%

o | | sk AN
| 5 8

TO T8 T24 T48
Promedio de los tiempos (T0,T8,T24 y T48) de los tres enayos realizados

13,50%

Porcentaje de azucares residuales % w/v

W Azucar fermentable inicial Promedio azuc fer (Control) Promedio azuc fer (C.R 1.5 ppm)

B promedio azu fer (C.R 2.0 ppm ) B Promedio azuc fer (C.R 2.5 ppm)

Variable estadistica T8 T24 T 48

Con| 15| 20 | 25 [Con| 15 | 20 | 25 |Con | 15 | 20 | 25

Media o promedio | 437 | 553 | 522 | 48 | 112|102 | 114|111 | 053|054 | 058 | 0.6

Desviacion estandar | 0.17 | 0.44 | 0.44 | 0.55 | 0.51 | 0.43 | 0.53 | 0.48 | 0.11 | 0.12 | 0.08 | 0.10

Varianza 0.03 | 0.00 | 0.19 | 0.30 | 0.26 | 0.18 | 0.28 | 0.23 | 0.01 | 0.01 | 0.00 | 0.01

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracion 27. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de fermentacion: Porcentaje de azucares residuales en
los tiempos T8, T24 y T48 Horas, teniendo en cuenta que se partid de un azucar
fermentable para esta etapa de 13.50 % de azucar disponible en el medio, se
evidencia claramente la reduccién de azucar en el medio de fermentacion.
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°Brix consumidos

19
17
15
13
11

°Brix

= W U N

TO

T8

T24

T48

Promedio de los tiempos (T0,T8,T24 y T48) de los tres ensayos realizados

B Promedio (Control)

Promedio ( C.R 1.5 ppm) H promedio (C.R 2.0 ppm ) B Promedio (C.R 2.5 ppm)

Variable estadistica TO T8 T24 T 48
Con 1.5 2.0 2.5 | Con 1.5 2.0 2.5 | Con 1.5 2.0 2.5 | Con 1.5 2.0 2.5
Media o promedio 169 | 169 | 17.0 | 169 | 13.3 | 14.2 | 13.6 | 14.0 9.9 10.5 | 104 | 10.4 8.7 9.0 9.2 8.9
Desviacién estandar | 0.70 | 0.57 | 0.45 | 0.47 | 0.80 | 0.58 | 0.50 | 0.74 | 0.89 | 0.98 | 0.70 | 0.95 | 0.16 | 0.33 | 0.21 | 0.15
Varianza 0.49 | 0.32 | 0.20 | 0.22 | 0.64 | 0.34 | 0.26 | 0.54 | 0.80 | 0.96 | 0.49 | 0.91 | 0.02 | 0.11 | 0.04 | 0.02

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (2.5 ppm)

llustracién 28. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de fermentacién: °Brix en los tiempos TO, T8, T24 y T48

Horas.

Se puede evidenciar una disminucion notaria en los grados Brix consumidos por
parte de la levadura en el trascurso de la fermentacion, siendo los mayores grados
Brix en las concertaciones de cloro residual de 2.0 ppmy 2.5 ppm.
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pH

4,6

p

Promedio de los tiempos (T0,T8,T24 y T48) de los tres ensayos realizados

H Promedio (Control)

4,5
4,4
43
4,2
4,1
4 L. N  EeEm EH =EEHE EHEHR E=E =E EBE8 |
TO T8 T24 T48

Promedio ( C.R 1.5 ppm) M promedio (C.R 2.0 ppm) HPromedio (C.R2.5ppm)

Variable estadistica TO T8 T24 T 48
Con | 15| 2.0 2.5 Con | 15|20 | 25| Con | 15| 20 2.5 Con | 1.5 2.0 2.5
Media o promedio 45 | 45| 45| 4.4 45 | 45| 45| 45| 45 | 45| 45| 44 45 | 45| 44 4.4
Desviacion estandar | 0.0 | 0.0 | 0.0 | 0.04 00 |0O|0OO|0OO| OO | 00| 0.0 0.04 0.0 | 0.0 | 0.04 0.04
Varianza 00 |00 |00 |0002| 00 |OO|0OO|0O0O| OO |0.0|O0.0]O0.002| 00 | 0.0 0.002 | 0.002
Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracién 29. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de fermentaciéon: pH en los tiempos TO, T8, T24 y T48

Horas.

En la fermentacion ademas del etanol se producen una variedad de subproductos
tales como: alcoholes superiores (amilico, isoamilico, butilico, aldehidos, glicerina)
y acidos organicos: acido lactico, acido acético, acido succinico que generan que el
pH del medio de fermentacion disminuya.
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Porcentaje de grado alcoholico

12%

10%

I I
8%
6%
4% I
2%
0%
T8 T24 T48

T0

Porcemtaje de OH % v/v

Promedio de los tiempos (T0,T8,T24 y T48) de los tres ensayos realizados
H Promedio (Control) m Promedio ( C.R 1.5 ppm) M promedio (C.R 2.0 ppm ) B Promedio (C.R2.5ppm)

Variable estadistica T8 T 24 T 48

Con| 15| 20| 25 [Con| 15 | 20 | 25 |Con | 15 | 20 | 25

Media o promedio 50 | 42 | 42 | 41 | 91 | 89 | 84 | 83 | 99 | 96 | 94 | 9.1

Desviacion estandar | 0.69 | 0.48 | 0.32 | 0.35 | 0.65 | 0.66 | 0.16 | 0.37 | 1.01 | 0.87 | 0.77 | 0.64

Varianza 048 | 0.24 | 010 0.12 | 0.80 | 0.44 | 0.02 | 0.14 | 1.02 | 0.76 | 0.59 | 0.42

Con: Control; 1.5: Cloro residual (C.R 1.5 ppm); 2.0: Cloro residual (C.R 2.0 ppm); 2.5: Cloro residual (C.R 2.5
ppm)

llustracién 30. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de fermentacion: %OH (v/v) en los tiempos TO, T8, T24y
T48 Horas.

En general se evidencia que el menor grado alcohdlico se obtuvo en las
concentraciones de cloro residual de 2.0 ppm y 2.5 ppm con un porcentaje de
alcohol de 9.4 % vivy 9,1 % vlv, con respecto a 1.5 ppm que fue de 9.6 % v/v
respectivamente.
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Eficiencia de rendimiento de alcohol
100,00%

i 0,
§ 80,00%
S 60,00%
S 40,00%
]
-'% 20,00%
o ’ OH esperado por Promedio % OH Promedio % OH promedio % Promedio % OH
2 balance (Control) (1.5ppm) OH(2.0 PPM) (2.5 ppm)
% OH (%v/v) 10,07% 9,90% 9,60% 9,46% 9,10%
% Eficiencia 95% 93,39% 90,56% 89,20% 85,84%

Promdeio de grado alcoholico en el tiempo T 48 de los tres ensayos realizados
M % OH (%v/v) % Eficiencia

llustraciéon 31. Promedio de los tres ensayos realizados evaluando variables
fisicoquimicas en la etapa de fermentacion: Eficiencia final de etanol en el tiempo
final T 48 Horas.

En términos generales se evidencia que las concentraciones de cloro de 2.0y 2.5
ppm si ejercen un efecto negativo sobre la eficiencia de %OH, mostrando que el
menor grado alcohdlico fue en 2.5 ppm de cloro residual con 9.10 % y una eficiencia
del 85,84% comparandolo con el control que fue de 9,9% y una eficiencia de
93,39%.

10.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS VARIABLES DE ESTUDIO.

10.3.1. EVALUACION FISICOQUIMICA DEL AGUA DE PROCESO.

Tabla 17. Andlisis de varianza de un factor VARIBALE DUREZA.

Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
BLANCO 7 3915 55,9 782,2
TK 903 7 2602,7 371,8 639
ER305 7 2585,2 369,3 270,7
Pz 7 29274 418,2 315,4
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Andlisis de varianza
Origen de las Suma de Grados Promedio de Valor
gen de los F Probabilidad  critico
variaciones cuadrados .
libertad cuadrados para F
Entre grupos 584368 7 83481,1 138,6 0 2,5
Dentro de los grupos 12043 20 602,2
Total 596411 27

Tabla 18. Estadistica descriptiva de la VARIABLE DUREZA en cada punto de
muestreo del agua de proceso.

BLANCO TK 903 ER305 PZ

Media 55,9 Media 371,8 Media 369,3 Media 418,2
Error tipico 10,6 Error tipico 9,6 Error tipico 6,2 Error tipico 6,7
Mediana 65,9 Mediana 366,7 Mediana 370,8 Mediana 415,1
Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion

estandar 28,0 estandar 25,3 estandar 16,5 estandar 17,8
Varianza de la Varianza de la Varianza de la Varianza de la

muestra 782,2 muestra 639,0 muestra 270,7 muestra 315,4
Curtosis -0,8 Curtosis -0,8 Curtosis 1,2 Curtosis 2,8
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de

asimetria -0,5 asimetria 0,5 asimetria 1,0 asimetria 1,1
Rango 79,0 Rango 69,1 Rango 49,8 Rango 58,3
Minimo 11,6 Minimo 343,4 Minimo 349,9 Minimo 394.,4
Maximo 90,6 Maximo 412,5 Maximo 399,7 Maximo 4527
Suma 391,0 Suma 2602,7 Suma 2585,2 Suma 2927.,4
Cuenta 7,0 Cuenta 7,0 Cuenta 7,0 Cuenta 7,0
Nivel de Nivel de Nivel de Nivel de
confianza(95,0%) 25,9 confianza(95,0%) 23,4 confianza(95,0%) 15,2 confianza(95,0%) 16,4

Tabla 19. Andlisis de varianza de un factor VARIBLE ALCALINIDAD

Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
BLANCO 7 176,6 25,1 324,3
TK 903 7 2430,5 3472 606,6
ER305 7 2447,4  349,6 781,1
PZ 7 2704,7 386,4 187,3
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Analisis de varianza

: Valor
: o Suma de CIEEES Rl o critico
Origen de las variaciones de de los F  Probabilidad
cuadrados . ara
libertad cuadrados =
Entre grupos 599215,2 7 85602,2 150,2 0 2,5
Dentro de los grupos 113952 20 569.8
Total 610610,4 27

Tabla 20. Estadistica descriptiva de la VARIBALE ALCALINIDAD en cada punto
de muestreo del agua de proceso.

BLANCO TK 903 ER305 Pz
Media 25,1 Media 347,2 Media 349,6 Media 386,4
Error tipico 6,8 Error tipico 9,3 Error tipico 10,6 Error tipico 52
Mediana 21,6 Mediana 349,2 Mediana 344,6 Mediana 390,1
Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion
estandar 18,0 estandar 24,6 estandar 27,9 estandar 13,7
Varianza de la Varianza de la Varianza de la Varianza de la
muestra 324,3 muestra 606,6 muestra 781,1 muestra 187,3
Curtosis 3,4 Curtosis -0,1 Curtosis 1,6 Curtosis 55
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
asimetria 1,5 asimetria 0,0 asimetria 0,6 asimetria -2,2
Rango 58,0 Rango 74,7 Rango 90,8 Rango 39,7
Minimo 3,6 Minimo 310,0 Minimo 309,1 Minimo 356,5
Maximo 61,6 Maximo 384,7 Maximo 399,9 Maximo 396,2
Suma 176,0 Suma 2430,5 Suma 2447,4 Suma 2704,7
Cuenta 7,0 Cuenta 7,0 Cuenta 7,0 Cuenta 7,0
Nivel de Nivel de Nivel de Nivel de
confianza(95,0%) 16,7 confianza(95,0%) 22,8 confianza(95,0%) 25,8 confianza(95,0%) 12,7

Tabla 21. Analisis de varianza de un factor VARIABLE CLORO RESIDUAL.

Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
BLANCO 7 0 0 0
TK 903 7 14 2 0,17
ER305 7 14 2 0,17
Pz 7 0 0 0
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Andlisis de varianza

: Valor
: . Suma de CrEels St . critico
Origen de las variaciones de de los F Probabilidad
cuadrados . para
libertad cuadrados =
Entre grupos 28 5 5,6 61,6 0 2,66
Dentro de los grupos 2 22 0,09
Total 30 27

Tabla 22. Estadistica descriptiva de la VARIABLE CLORO RESIDUAL en cada
punto de muestreo del agua de proceso.

BLANCO TK 903 ER305 Pz

Media 0 Media 2,0 Media 2,0 Media 0
Error tipico 0 Error tipico 0,15 Error tipico 0,15 Error tipico 0
Mediana 0 Mediana 2,0 Mediana 2,0 Mediana 0
Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion

estandar 0 estandar 0,41 estandar 0,41 estandar 0
Varianza de la Varianza de la Varianza de la Varianza de la

muestra 0 muestra 0,17 muestra 0,17 muestra 0
Curtosis 0 Curtosis -1,20 Curtosis -1,20 Curtosis 0
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de

asimetria 0 asimetria 0,0 asimetria 0,0 asimetria 0
Rango 0 Rango 1,0 Rango 1,0 Rango 0
Minimo 0 Minimo 1,5 Minimo 1,5 Minimo 0
Maximo 0 Maximo 2,5 Maximo 2,5 Maximo 0
Suma 0 Suma 14,0 Suma 14,0 Suma 0
Cuenta 7 Cuenta 7,0 Cuenta 7,0 Cuenta 7
Nivel de Nivel de Nivel de Nivel de
confianza(95,0%) 0 confianza(95,0%) 0,38 confianza(95,0%) 0,38 confianza(95,0%) 0

10.3.2.

EFECTO DEL CLORO RESIDUAL PRESENTE EN EL AGUA DE
PROCESO SOBRE LA ACTIVIDAD FERMENTATIVA EN LAS
ETAPAS DE PROPAGACION Y FERMENTACION.

10.3.2.1. ETAPA DE PROPAGACION.

10.3.2.1.1.

Variables microbioldgicas.

10.3.2.1.2.

Viabilidad celular.
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Tabla 23. Analisis de varianza de un factor etapa de propagacion CELULAS

VIABLES.
Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
El 4 1005 251,3 619,6
E2 4 1220 305 946
E3 4 1313  328,3 1862,9
Analisis de varianza
Suma de Grados Promedio (X%:g(r)
Origen de las variaciones de de los F  Probabilidad
cuadrados . para
libertad cuadrados =
Entre grupos 12478,2 2 6239,1 55 0 4,3
10285,5 9 1142,8
Dentro de los grupos
Total 22763,7 11

Tabla 24. Estadistica descriptiva etapa de propagacion CELULAS VIABLES en
cada uno de los tres ensayos realizados.

El E2 E3

Media 251,3 Media 305,0 Media 328,3
Error tipico 12,4 Error tipico 15,4 Error tipico 21,6
Mediana 249,0 Mediana 298,5 Mediana 337,0
Desviacion

estandar 24,9 Desviacion estandar 30,8 Desviacion estandar 43,2
Varianza de la Varianza de la Varianza de la

muestra 619,6 muestra 946,0 muestra 1862,9
Curtosis 0,2 Curtosis 2,3 Curtosis -0,4
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de

asimetria 0,5 asimetria 1,2 asimetria -0,9
Rango 59,0 Rango 73,0 Rango 97,0
Minimo 224,0 Minimo 275,0 Minimo 271,0
Maximo 283,0 Maximo 348,0 Maximo 368,0
Suma 1005,0 Suma 1220,0 Suma 1313,0
Cuenta 4,0 Cuenta 4,0 Cuenta 4,0
Nivel de Nivel de Nivel de

confianza(95,0%) 39,6 confianza(95,0%) 48,9 confianza(95,0%) 68,7

El: Ensayo 1; E2: Ensayo 2; E3: Ensayo 3
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10.3.2.1.3. Estado morfoldgico de la levadura.

Tabla 25. Analisis de varianza de un factor etapa de propagacion ESTADO
MORFOLOGICO.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
El 4 100,1 25 2261
E2 4 101 25,3 2291,6
E3 4 98,6 24,7 2301,7
Suma de Grados  Promedio Valor
Origen de las variaciones de de los F Probabilidad critico
cuadrados .
libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,7 2 0,4 0 1 4,3
20562,9 9 2284.,8
Dentro de los grupos
Total 20563,7 11

Tabla 26. Estadistica descriptiva etapa de propagacion ESTADO MORFOLOGICO
en cada uno de los tres ensayos realizados.

Media 25,0 Media 25,3 Media 24,7
Error tipico 23,7 Error tipico 23,9 Error tipico 23,9
Mediana 1,9 Mediana 2,0 Mediana 1,0
Desviacion

Desviacion estandar 47,5 Desviacion estandar 47,8 estandar 47,9
Varianza de la Varianza de la

muestra 2261,0 Varianza de la muestra 2291,5 muestra 2301,6
Curtosis 3,9 Curtosis 3,9 Curtosis 3,9
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de

asimetria 1,9 asimetria 1,9 asimetria 1,9
Rango 96,3 Rango 97,0 Rango 96,6
Minimo 0 Minimo 0 Minimo 0
Maximo 96,3 Maximo 97,0 Méaximo 96,6
Suma 100,1 Suma 101,0 Suma 98,6
Cuenta 4 Cuenta 4 Cuenta 4
Nivel de Nivel de Nivel de

confianza(95,0%) 75,6 confianza(95,0%) 76,1 confianza(95,0%) 76,3

El: Ensayo 1; E2: Ensayo 2; E3: Ensayo.
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10.3.2.2. ETAPA DE FERMENTACION.

10.3.2.1. Variables microbiologias.

10.3.2.2. Viabilidad celular.

Tabla 27. Analisis de varianza de un factor etapa de fermentacion CELULAS

VIABLES.
Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
El 4 763 190,8 350,9
E2 4 529 132,3 250,9
E3 4 471 117,8 530,9
Andlisis de varianza
Suma de Grados Promedio ;ﬁ:g{;
Origen de las variaciones de de los F Probabilidad
cuadrados . ara
libertad cuadrados =
Entre grupos 11948,7 2 5974,3 15,8 0 4,3
Dentro de los grupos 3398,3 ° 377.6
Total 15346,9 11
Tabla 28. Estadistica descriptiva etapa de fermentaciéon CELULAS VIABLES en
cada uno de los tres ensayos realizados.
El E2 E3
Media 190,8 Media 132,3 Media 117.,8
Error tipico 9,4 Error tipico 7,9 Error tipico 115
Mediana 191,0 Mediana 137,0 Mediana 119,5
Desviacion estandar 18,7 Desviacion estandar 15,8 Desviacién estandar 23,0
Varianza de la Varianza de la
muestra 350,9 Varianza de la muestra 250,9 muestra 530,9
Curtosis -1,7 Curtosis 1,4 Curtosis -5,4
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
asimetria -0,1 asimetria -1,3 asimetria -0,1
Rango 43,0 Rango 35,0 Rango 44,0
Minimo 169,0 Minimo 110,0 Minimo 94,0
Maximo 212,0 Maximo 145,0 Maximo 138,0
Suma 763,0 Suma 529,0 Suma 471,0
Cuenta 4,0 Cuenta 4,0 Cuenta 4,0
Nivel de Nivel de Nivel de
confianza(95,0%) 29,8 confianza(95,0%) 25,2 confianza(95,0%) 36,7

El: Ensayo 1; E2: Ensayo 2; E3: Ensayo.
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10.3.2.3. Estado morfologico de la levadura.

Tabla 29. Analisis de varianza de un factor etapa de fermentacion ESTADO
MORFOLOGICO.

Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
El 4 100 25 2009,3
E2 4 100,5 25,1 1466,1
E3 4 102,6 25,7 1589,6
Analisis de varianza
Suma de Grados Promedio (\:ﬁ:gg
Origen de las variaciones de delos F Probabilidad
cuadrados . para
libertad cuadrados =
Entre grupos 1 2 05 0 1 4,3
Dentro de los grupos 15194.9 9 16883
Total 15195,8 11
Tabla 30. Estadistica descriptiva etapa de fermentacion ESTADO
MORFOLOGICO en cada uno de los tres ensayos realizados.
El E2 E3
Media 25,0 Media 25,1 Media 25,7
Error tipico 22,4 Error tipico 19,1 Error tipico 19,9
Mediana 4,0 Mediana 9,3 Mediana 8,8
Desviacion estandar 44,8 Desviacion estandar 38,3 Desviacion estandar 39,9
Varianza de la
muestra 2009,3 Varianza de la muestra 1466,1 Varianza de la muestra 1589,6
Curtosis 3,9 Curtosis 3,6 Curtosis 3,7
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
asimetria 2,0 asimetria 1,9 asimetria 1,9
Rango 92,0 Rango 82,0 Rango 85,0
Minimo 0,0 Minimo 0,0 Minimo 0,0
Maximo 92,0 Maximo 82,0 Maximo 85,0
Suma 100,0 Suma 100,5 Suma 102,6
Cuenta 4,0 Cuenta 4,0 Cuenta 4,0
Nivel de Nivel de Nivel de
confianza(95,0%) 71,3 confianza(95,0%) 60,9 confianza(95,0%) 63,4

El: Ensayo 1; E2: Ensayo 2; E3: Ensayo.
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10.3.2.4.1.

10.3.2.4. Variables fisicoquimicas.

Porcentaje de grado alcohdlico.

Tabla 31. Analisis de varianza de un factor etapa de fermentacion PORCENTAJE

DE GRADO ALCOHOLICO.

Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
El 4 33 8,3 0,3
E2 4 40 10 0,7
E3 4 41 10,3 0,3
Andlisis de varianza
_ - Suma de Grados Promedio y V::i!or
Origen de las variaciones de de los F Probabilidad  critico
cuadrados |
libertad cuadrados para F
Entre grupos 9,5 2 4,8 12,2 0 4,3
Dentro de los grupos 35 9 0.4
Total 13 11

Tabla 32. Estadistica descriptiva etapa de fermentacion PORCENTAJE DE
GRADO ALCOHOLICO en cada uno de los tres ensayos realizados.

El E2 E3

Media 8,3 Media 10,0 Media 10,3

Error tipico 0,3 Error tipico 0,4 Error tipico 0,3

Mediana 8,0 Mediana 10,0 Mediana 10,0

Desviacion estandar 0,5 Desviacién estandar 0,8 Desviacién estandar 0,5
Varianza de la Varianza de la

Varianza de la muestra 0,3 muestra 0,7 muestra 0,3

Curtosis 4,0 Curtosis 1,5 Curtosis 4.0

Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de

asimetria 2,0 asimetria 0,0 asimetria 2,0

Rango 1,0 Rango 2,0 Rango 1,0

Minimo 8,0 Minimo 9,0 Minimo 10,0

Maximo 9,0 Maximo 11,0 Méaximo 11,0

Suma 33,0 Suma 40,0 Suma 41,0

Cuenta 4,0 Cuenta 4,0 Cuenta 4,0

Nivel de Nivel de Nivel de

confianza(95,0%) 0,8 confianza(95,0%) 1,3 confianza(95,0%) 0,8

El: Ensayo 1; E2: Ensayo 2; E3:
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11. ANALISIS DE RESULTADOS.

El ingenio Mayagiez S.A., incluye dentro de sus procesos de fermentacion
alcohdlica, un control estricto de los parametros ajustandolos a un rango optimo de
produccion, asegurando asi su rendimiento.

Un gran namero de factores pueden reducir el rendimiento de alcohol tales como:
Temperatura, pH, Aireacion; concentracion de azucares, calidad de la levadura, etc.
Dentro de estas variables mencionadas se encuentra inmersa el agua de proceso
que es empleada a lo largo del proceso de fermentacion, por ello es importante
conocer la calidad fisicoquimica y microbiologia de la misma, ya que esta interviene
en muchos puntos del sistema fermentativo (Nieto Galarza, 2009; Pérez, Lopez, &
Ubeda, 2013).

Los resultados de la (ilustracion 8) evaluacion microbiologica del agua de proceso,
demuestran que todos los puntos de muestreo, presentan indices por fuera de la
norma interna en el andlisis de bacterias mesofilas y levaduras, debido
posiblemente, a la deficiencia en el proceso de limpieza del tanque de
almacenamiento de agua clorada (tanque 903) y que las tuberias de la red de
conduccion del agua son de material inadecuado (acero al carbono), favoreciendo
la formacién de biofilms, que su vez, se encuentran relacionados como causa del
deterioro en la calidad organoléptica y microbiol6gica del agua, al actuar como
barrera protectora de las bacterias que hayan sobrevivido a los procesos de
cloracion (Perez, Lopez, & Ubeda, 2013).

La caracterizacion fisicoquimica (ilustraciones 9, 10 ,11 ,12 ,13 y 14) permite
establecer que, en los tres puntos de muestreo, las aguas son duras, alcalinas y de
alta conductividad, lo cual es correspondiente con su origen subterraneo que la hace
rica en iones metalicos divalentes (iones de calcio, estroncio, bario y magnesio en
forma de bicarbonatos o carbonatos) siendo esta, la causa principal de la durezay
aumentando la conductividad del agua. Se ha reportado que aguas excesivamente
duras con concentraciones mayores de 200 ppm de carbonato de calcio son
indeseables porque retardan la fermentacion dado que los iones disueltos impiden
que las proteinas absorban agua, siendo este valor sobrepasado en los diferentes
puntos de muestro del agua de proceso, con concentraciones de dureza promedio
de 386 ppm CaCO3, mg/ litro , comprometiendo asi el proceso fermentativo y por
ende el producto final (Kueck, 2017).

Por otra parte, el pH del agua del proceso es el Gnico valor que no presenta
variaciones extremas que influyan drasticamente en la capacidad fermentativa de la
levadura al observarse valores que flucttan entre 6.0 - 8.0 lo cual es
correspondiente con valores reportados en otros estudios y al no encontrarse
valores superiores a 8.0 no existe el riesgo de neutralizacion de la acidez normal
generada durante la fermentacion, producto de la actividad metabdlica de la
levadura (Venkobachar et al., 1977 , Kueck, 2017).
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En la etapa de propagacion podemos observar como concentraciones de cloro
obtenidas inciden notablemente en el desarrollo y morfologia de la levadura, es asi,
como la concentracion de 2.5 ppm de cloro residual (ver ilustraciones 17-18-19 y
20) ejerce un efecto negativo, provocando alteraciones celulares que se encuentran
relacionadas con modificaciones biosintéticas en el metabolismo, destruccion de
fosfolipidos, la formacion de cloraminas que interfieren en el metabolismo celular e
inactivan enzimas (Estrela et al., 2002; Venkobachar et al., 1977), Cabe resaltar que
es la etapa de fermentacion (ver ilustraciones 25-26-31) la que mas se ve afectada
en las variables de viabilidad ,morfologia celular y porcentaje de grado alcohdlico
cuando se encuentra expuesta a la concentracion de 2.5 ppm lo que indica que esta
concentracion de cloro tienen un efecto negativo en la actividad fermentativa
,evidencidndose una baja produccién de etanol.

Los resultados de recuento celular y estado morfologico obtenidos en la etapa de
propagacion y fermentacion (ilustraciones 18 — 20 y 25 — 26, respectivamente)
demuestran que estas variables microbioldgicas estan relacionadas inversamente
de tal forma que el nimero de células viables disminuye a medida que el estado
morfologico de células rosadas y marrones aumentan (células en bajo y alto estado
de deterioro), condicidon que se encuentra relacionada con la exposicion al cloro
residual, siendo la concentracion de 2.5 ppm la que menos células viables obtuvo
con un aumento de células rosadas y marrones para la etapa de fermentacion. Esta
condicion afecta directamente la produccion de alcohol, como se evidencia en las
contracciones de cloro residual de 2.0 y 2.5 ppm .Teniendo en cuenta que se partid
de un balance de fermentacion, donde se brindaron las condiciones ideales para
alcanzar un grado alcohdlico (OH) de 10.07 % (correspondiente con un rendimiento
del 95%) , podemos evidenciar que la concentracion de 1.5 ppm de cloro residual
fue la mas cerca al OH objetivo, obteniéndose un valor de 9.6 % vlv,
correspondiente a un rendimiento del 90,56% (Prada & Castro, 1995).

Aungque se demuestra una relacién directa entre los cambios de morfologia y la
concentracion de cloro residual, existen cambios normales en la morfologia de la
levadura producto de su crecimiento durante la fermentacion, pero si se ejemplifica,
que segun la concentracion de cloro, hay una disminucion en la capacidad
fermentadora de la levadura (ilustracion 31), de tal forma que las concentraciones
de 2.0 ppmy 2.5 ppm presentaron los menores rendimientos en etanol ( 9.4 % v/v
9.1% v/v) correspondientes a una eficiencia de 89,20 % y 85,85%,
respectivamente, mientras que la concentracion de 1.5 ppm obtuvo un 9,6 % v/v
OH y una eficiencia de 90,56% (Belo, Pinheiro, & Mota, 2005; Vian, Carrascosa, &
Gonza, 2005).

Los resultados obtenidos a partir de los andlisis de azucar residual, pH y °Brix
corroboran la afectacion en la capacidad fermentadora de la levadura por accion de
la concentracién de cloro , al no poder asimilar los azucares, fuente indispensable
en la produccion de alcohol (ilustraciones 21-22-23-27-28 y 29), incidiendo
directamente sobre la viabilidad y morfologia de la levadura, por lo que se
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recomienda una dosificacion de 1.5 ppm de cloro residual en la planta del ingenio
Mayaguez (Estrela et al., 2002; Venkobachar et al., 1977).

12. CONCLUSIONES.

e La calidad microbiolégica y fisicoquimica del agua de proceso empleada en
la fermentacion se encuentra por fuera de los parametros exigidos en la
norma interna CCA-tbl-006, lo cual demuestra que el tratamiento del agua es
deficiente.

e Dado a los resultados obtenidos en las variables de estudio calidad
fisicoquimica del agua (Dureza, Alcalinidad), se puede concluir que estas
variables tienen una notable incidencia en la actividad fermentativa afectando
la viabilidad y morfologia de la levadura alcohdlica, debido a que estas se
encuentran por fuera de los limites establecidos internamente.

e Segun los resultados obtenidos de las viables de estudio de efecto del cloro
residual sobre la actividad fermentativa (Viabilidad celular, estado
morfolégico y porcentaje de grado alcohdlico) en las etapas de propagacion
y fermentacion, se concluye que la etapa de fermentacion es la que mas se
ve comprometida a exposiciones de cloro residual.

e Las concentraciones de cloro residual: 2.0 y 2.5 ppm, afecta la viabilidad y
morfologia celular en la etapa de fermentacidn y por consiguiente la eficiencia
en la produccién de etanol.

e Se puede establecer que la concentracién maxima de cloro residual no debe
ser superior a 1.5 ppm evitandose la afectacién en la actividad fermentativa
de la levadura alcohdlica.

13. RECOMENDACIONES.

e Se recomienda mejorar la calidad fisicoquimica del agua de proceso, ya que
es evidente que se esté trabajando con aguas de deficiente calidad, lo que
conlleva a una disminucién en la productividad de etanol.

e Es recomendable realizar la dosificacion de cloro a 1.5 ppm ya que a esta
concentracion no se vio ningun efecto negativo sobre la vialidad y
productividad de etanol.
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Tabla 33. Resultados de la evaluacion de la calidad microbiolégica del agua de proceso en los diferentes puntos de

muestreo.

15.

ANEXOS

EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA Y FISICOQUIMICA DEL AGUA DE PROCESO

Seguimiento microbioldgico

Aerobios mesofilos

Mohos y Levaduras (Ufc/ml)

Coliformes totales y fecales (Ufc/ml )

Fecha (Ufc/ml)
Mohos Levaduras Coliformes totales CBIITITITES (22 E5
Recuento Log Recuento Log Recuento Log Recuento Log REEI Log
Marzo 8/17 1.0E+03 3.0 0 0 4.7E+03 3.6 0 0 0 0
Marzo 10 /17 2.6E+03 3.4 0 0 2.6E+02 2.4 0 0 0 0
Agua de pozo
Marzo 13/ 17 2.7E+02 2.4 0 0 2.9E+02 2.4 0 0 0 0
Marzo 21/ 17 0.0E+00 0.0 0 0 0.0E+00 0.0 0 0 0 0
Marzo 23/17 3.8E+02 2.5 0 0 1.8E+02 2.2 0 0 0 0
Marzo 28/17 6.3E+02 2.8 0 0 8.2E+02 2.9 0 0 0 0
Marzo 30/ 17 0.0E+00 0.0 0 0 0.0E+00 0.0 0 0 0 0
Promedio 6.9E+02 2.8 0 0 8.9E+02 3.0 0 0 0 0
Marzo 8 /17 2.6E+03 3.4 0 0 3.9E+03 3.5 0 0 0 0
Marzo 10 /17 2.0E+02 2.3 0 0 2.6E+02 2.4 0 0 0 0
Agua de Marzo 13/ 17 2.3E+03 3.3 0 0 1.1E+03 3.0 0 0 0 0
proceso ER Marzo 23/17 4.0E+02 2.6 0 0 3.0E+02 2.4 0 0 0 0
305 Marzo 28/17 0.0E+00 0.0 0 0 0.0E+00 0.0 0 0 0 0
Marzo 30/ 17 0.0E+00 0.0 0 0 0.0E+00 0.0 0 0 0 0
Promedio 9.2E+02 3.0 0 0 9.3E+02 3.0 0 0 0 0

92




Marzo 8 /17 3.0E+03 3.4 0 0 3.0E+02 2.4 0 0 0 0
Marzo 10 /17 2.4E+02 2.3 0 0 1.9E+03 3.2 0 0 0 0
Marzo 13/ 17 0.0E+00 0.0 0 0 0.0E+00 0.0 0 0 0 0
Marzo 21/ 17 1.6E+03 3.2 0 0 6.0E+02 2.7 0 0 0 0
Tanque 903
Marzo 23 /17 0.0E+00 0.0 0 0 0.0E+00 0.0 0 0 0 0
Marzo 28/17 0.0E+00 0.0 0 0 0.0E+00 0.0 0 0 0 0
Marzo 30 / 17 0.0E+00 0.0 0 0 0.0E+00 0.0 0 0 0 0
Promedio 6.9E+02 2.8 0 0 4.0E+02 2.6 0 0 0 0
Marzo 8 /17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Marzo 10 /17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Marzo 13/ 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Slanco (Agua Marzo 21/ 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
destilada) Marzo 23/17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Marzo 28/17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Marzo 30 / 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promedio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Limites establecidos de recuentos para el Agua de Proceso: Aerobios Mesofilos: < 100 Ufc /mL (log: 2); Mohos y levaduras: < 100 Ufc /ml
(log: 2); Coliformes totales y fecales: Ausencia
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Estos limites microbioldgicos fueron establecidos segun los pardmetros de control internos del ingenio y descritos en

el formato CCA-for-031. Analisis Microbiologicos Destileria.

Tabla 34. Resultados de la evaluacién de la calidad fisicoquimica del agua de proceso en los diferentes puntos de

muestreo.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y MICROBIOLOGIACA DEL AGUA DE PROCESO

Seguimiento fisicoguimico

Dureza Alcalinidad
Cloro
Fecha pH Temperatura °C | Conductividad (uS/cm) | (CaCO3, mg/ litro) | (CaCO3, mgl/ litro) |  residual
(ppm)
Marzo 8 /17 7.3 23.5 799 424.8 390.1 0
Marzo 10 /17 7.4 23.2 804 413.7 387.8 0
Agua de pozo Marzo 13/ 17 7.3 24.5 851 394.4 356.5 0
Marzo 21/ 17 7.3 23.1 802 410.6 395.7 0
Marzo 23/17 7.7 22.5 798 415.1 392.0 0
Marzo 28/17 7.3 24.7 804 416.1 386.4 0
Marzo 30 /17 7.3 22.3 797 452.7 396.2 0
Promedio 7.3 23.3 807.8 418.2 386.4 0
Dureza Alcalinidad
Cloro
Fecha pH Temperatura °C | Conductividad (uS/cm) | (CaCO3, mg/ litro) | (CaCO3, mg/ litro) | residual
(ppm)
Marzo 8 /17 8.0 23.2 713 370.8 361.5 2
Agua de Marzo 10 /17 8.2 23.4 766 399.7 399.9 2.5
proceso ER 305 Marzo 13/ 17 8.1 24.2 671 372.6 344.6 2
Marzo 21 /17 8.0 24.2 709 349.9 357.1 1.5
Marzo 23/17 7.9 23.5 704 358.0 336.0 1.5
Marzo 28/ 17 7.9 25.8 684 376.4 339.2 2
Marzo 30 /17 8.0 24.2 668 357.8 309.1 2.5
Promedio 8.0 24.0 702.1 369.3 349.6 2

94




Marzo 8 /17 7.8 23.3 719 366.7 349.2 2
Marzo 10 /17 8.0 23.5 738 412.5 384.7 2.5
Marzo 13/ 17 8.6 22.9 819 386.5 366.5 2
Marzo 21/ 17 7.9 23.6 712 359.0 353.8 15
Tanque 903

Marzo 23/17 7.9 23.3 700 343.4 337.3 15

Marzo 28/17 8.1 23.7 673 388.8 329.0 2
Marzo 30/ 17 8.1 23.5 665 345.8 310.0 2.5

Promedio 8.0 23.4 718.0 371.8 347.2 2

Marzo 8 /17 7.1 235 9.0 65.9 24.7 0

Marzo 10 /17 7.3 23.9 8.6 66.1 61.6 0

Marzo 13 /17 7.1 23.1 8.9 45.8 15.1 0

Blanco ( Agua Marzo 21/ 17 6.6 22.2 12.9 30.8 21.6 0
destilada) Marzo 23/17 6.3 216 43 11.6 3.6 0
Marzo 28 /17 7.9 22.8 37.7 90.6 20.3 0

Marzo 30 /17 7.4 22.8 19.2 80.2 29.1 0

Promedio 7.1 22.8 14.4 55.9 25.2 0

Limites de dureza: Blanda 0-60 mg /L CaCO3, Medianamente dura 60-120 mg /L CaCQO3, Dura 120-180 mg /L, Muy dura > 180 mg /L; Limites
de alcalinidad: Baja < 75 mg /L CaCOg3, Media 75- 150 mg /L CaCO3, Alta > 150 mg /L CaCO3; Limites de cloro residual: 0.5 -2.0 ppm.
Valores de pH: Deberan estar comprendidos entre 6.5 y 8.4. El valor aceptable para la conductividad debe ser de 300 y 700 microsiemens/cm.
Valores de Temperatura: Deberan estar comprendidos entre 20 y 35 °C.

Estos limites fisicoquimicos de Dureza, Alcalinidad y cloro residual fueron establecidos segun los parametros de
control internos del ingenio y descritos en el manual DES-pos-018: PREPARACION DE SOLUCIONES PLANTA PTAR
DESTILERIA DE MAYAGUEZ S.A.
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Tabla 35. Variables fisicoquimicas en la etapa de propagacion.

VARIBLES FISICOQUIMICAS PROPAGACION

Tiempos y Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
copeentacinte [T e s g | B | 0w | At | v | o o | et | At o] ot | o
control | &2 N.A 74 | 44 | oo% | % NA | 106 | 45| 00% | 6.40% | NA | 99| 45 | 0.0%
15ppm | NA N.A 74 | 45 | 00w | naA NA | 103 | 45| 00% | NA NA | 106 | 45 | 0.0%
™ 20ppm | NA N.A 74 | 45 | 00w | NA NA | 104 | 45| 00% | NA NA | 101 | 45 | 0.0%
25ppm | NA N.A 74 | 44 | 00w | NA NA | 105 | 45 | 00% | NA NA | 100 | 45 | 0.0%

Control N.A 2.93 % 6.3 44 | 0.2% N.A 2.40 % 9.0 4.4 | 2.0% N.A 5.52 % 9.2 | 45 | 0.7%

1.5 ppm N.A 3.01% 6.7 45 | 0.2% N.A 2.76 % 8.5 4.4 | 1.9% N.A 460% | 10.0 | 45 | 0.6%

T8
20pPm b NA | 265% | 67 | 45 | 01% | NA | 263% | 97 | 45| 20| nNA 502% | 9.9 | 45 | 0.5%
25PPM b NA | 265% | 68 | 44 | 01% | NA | 251% | 99 |45 | 19% | nNA 5520 | 9.7 | 45 | 0.5%
Gl N.A 139% | 33 | 42 | 17% | NA 0.78% | 48 | 40 | 3.1% N.A 050% | 51 | 41 | 3.4%
T24

1.5 ppm N.A 1.74 % 3.8 43 | 1.6% N.A 0.77% 4.3 4.0 | 3.0% N.A 0.49 % 58 | 41 | 3.4%

20ppm | A | 168% | 38 | 42 | 16% | NA | 076% | 58 |40 | 30% | NA 051% | 56 | 4.1 | 3.3%

25PPm b NA | 150% | 34 | 43 | 15% | NA | 076% | 59 |40 |29% | w~A 078% | 59 | 41 | 2.9%

Ensayo que no aplica: N.A, Azlcar Fer: AzUcar fermentable
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Tabla 36. Variables fisicoquimicas en la etapa de fermentacion.

VARIBLES FISICOQUIMICAS FERMENTACION

Tiempos y Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

concentracion B B p

decloro | Azdcar. | AZUCAM | o 1| g o | Azdcar | AZUGAM o g oy [ Azlcar | AZICRE om0
residual Fer | residual Fer residual Fer residual

Control | 13.50 % N.A 16.0| 45 0.0% 13.50 % N.A 17.7 4.5 0.0% 13.50 % N.A 17.1 4.5 0.0%
TO | 1.5 ppm N.A N.A 16.2 | 45 0.0% N.A N.A 17.0 4.5 0.0% N.A N.A 17.6 4.5 0.0%
2.0 ppm N.A N.A 16.4 | 45 0.0% N.A N.A 17.5 4.5 0.0% N.A N.A 17.1 4.5 0.0%
2.5 ppm N.A N.A 16.3 | 4.4 0.0% N.A N.A 17.2 4.5 0.0% N.A N.A 17.4 4.5 0.0%
Control | 13.50% | 4.63% | 125 | 4.5 3.7% 13.50 % 4.25% 13.0 4.5 4.7% 13.50 % 4.25% 14.4 4.5 5.4%
T8 | 1.5ppm N.A 556% | 144 | 45 3.6% N.A 5.52% 13.4 4.5 4.2% N.A 5.52% 14.8 4.5 4.8%
2.0 ppm N.A 556% | 13.1 | 4.5 3.7% N.A 4.60% 13.4 4.5 4.2% N.A 5.52% 14.3 4.5 4.5%
2.5 ppm N.A 556% | 14.7 | 45 3.6% N.A 4.25% 13.0 4.5 4.3% N.A 4.60% 14.4 4.5 4.4%
Control | 13.50 % | 0.53% 8.8 4.5 8.4% 13.50 % 1.06% 10.0 4.5 10.0% 13.50 % 1.78% 11.0 4.5 9.0%
T24 | 1.5 ppm N.A 0.53% 9.4 4.5 8.4% N.A 0.97% 10.4 4.5 9.9% N.A 1.58% 11.8 4.5 8.6%
2.0 ppm N.A 0.53% 9.5 4.5 8.3% N.A 1.06% 10.6 4.4 8. 7% N.A 1.84% 11.2 4.5 8.4%
2.5 ppm N.A 0.53% 9.6 4.4 8.2% N.A 1.08% 10.0 4.5 8.8% N.A 1.72% 11.8 4.5 7.9%
Control | 13.50 % | 0.44% 8.6 4.5 8.5% 13.50 % 0.46% 9.0 4.5 10.7% 13.50 % 0.69% 8.7 4.5 10.6%
T48 | 1.5 ppm N.A 0.44% 9.2 4.5 8.4% N.A 0.47% 9.4 4.5 10.2% N.A 0.71% 8.6 4.5 10.3%
2.0 ppm N.A 0.50% 9.4 4.4 8.4% N.A 0.55% 9.3 4.5 9.8% N.A 0.70% 8.9 4.5 10.2%
2.5 ppm N.A 0.53% 9.5 4.4 8.2% N.A 0.52% 9.1 4.5 9.4% N.A 0.75% 8.8 4.4 9.7%

Ensayo que no aplica: N.A, Azlcar Fer: AzUcar fermentable
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[PREPARACION DECMEDIO GENERALTI (Se prepara para las dos fases)

Brix mezcla (Medio preparado)

Tabla 37. Balance de fermentacion.

61,80

Azucares fermentables (Medio)

51,93

PREPARACION DEL MEDIO PARA PROPAGACION

Volumen de medio

1.000,00

ml
MEZCLA ml
Brix final %

Azucares Fermentables

MUESTRA PARA ENSAYO ml 1.000,00
VOLUMEN DE MEDIO PARA EL ENSAYO ml 800,00
VOLUEN DE INOCULO nll 200,00
Brix mezcla (Medio preparado) % _
Azucares fermentables Medio %

Densidad de la mezcla mg/ml 1,037
Azlcares fermentables disponibles mg 5.309,13
SOLIDOS SUSPENDIDOS INICIAL %

SOLIDOS SUSPENDIDOS FINAL %

BIOMASA/AZUCAR % wiw

FERMENTACION

Volumen de medio

| ml

| 1.000,0

| MUESTRA PARA ENSAYO 1.000|
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Brix mezcla (Medio preparado) % 61,80
Azucares fermentables (Medio) % 51,93
Densidad de la mezcla mg/ml

Brix mezcla Final % 16,17
Azucares fermentables Final % 13,50
AzUcares fermentables disponibles mg 175,47
Eficiencias fermentacién Kg/Kg 0,890
Relacion estequiom. azucar/alcohol Kg/Lit 1,96
Densidad alcohol 100% ml 0,793
Produccion de alcohol Lit 100,66
Concentracion alcohol - esperada % _
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Tabla 38. Cronograma de actividades realizadas en la planta de destileria de Mayagiiez S.A.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Meses
Actividades

MARZO

ABRIL

MAYO JUNIO

Semanas

1. Induccién en laboratorio de
Microbiologia y fisicoquimicas

2. Andlisis de rutina del laboratorio
de microbiologia y fisicoquimica en
Destileria

4 Evaluacién de antibioticos

10 12

13

14 (15 | 16 | 17 | 18

19

20 | 21 | 22| 22| 23

5. Aislamiento y caracterizacion de
bacterias contaminantes de materias
primas ( Miel B)

6. Banco de conservacién de
bacterias éacido laticas y acéticas
aisladas del sistema fermentativo

Observaciones: Ninguna

Elaboro: Leidy Albiares

Aprobd: Liliana Acosta
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