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RESUMEN

En la presente investigacion se realiza una evaluacion de diferentes alternativas para la obtencién
de etanol a partir de mezclas de jugos secundarios y melazas de cafia de azlcar en la destileria
JesUs Rabi. Para el estudio de la fermentacion alcoholica de las diferentes combinaciones de
sustratos azucarados a escala de laboratorio, se aplica un disefio experimental de mezclas del tipo
enrejado simplex con centroide. Mediante la caracterizacion fisico-quimica de los sustratos, se
demuestra su calidad y potencialidades fermentativas. Los mejores resultados se logran con la
mezcla compuesta por los tres sustratos estudiados. Se obtienen modelos matematicos del tipo
cubico especial, que describen el comportamiento de cada una de las variables de respuesta con
una adecuada calidad de ajuste y de gran utilidad para la industria. Con la optimizacién simultanea
de los modelos, se alcanzan valores 6ptimos de grado alcohdlico: 6,72 %, eficiencia fermentativa:
91,71 %, rendimiento alcohdlico: 59,36 % y contenido de didxido de carbono generado: 26,78 g;
correspondientes a una mezcla con composiciones optimas de azlcares reductores totales en la
miel final: 0,411, jugo diluido: 0,303 y jugo filtrado: 0,286. El etanol producido a partir de las
variantes de mezclas, mostrd caracteristicas potenciales para su utilizacién en la elaboracion de
bebidas alcohdlicas. El uso de jugos secundarios favorece un menor consumo de melaza y agua en
la industria. Todas las alternativas analizadas reportan beneficios economicos, lo cual favorece que
se alcancen significativos ingresos, tanto por las ventas de etanol como de alimento animal,

fabricados a partir de la miel final ahorrada.

Palabras claves: fermentacion alcohodlica; jugos secundarios; melazas; etanol; modelos

matematicos.



ABSTRACT

In this research, an evaluation of different alternatives for obtaining ethanol from mixtures of
secondary juices and sugarcane molasses is carried out at Jesus Rabi distillery. For the study of the
alcoholic fermentation of the different combinations of sugary substrates on a laboratory scale, an
experimental design of mixtures of the simplex lattice with centroid type is applied. By means of
the physical-chemical characterization of the substrates, their quality and fermentative
potentialities are demonstrated. The best results are achieved with the mixture composed of the
three substrates studied. Mathematical models of the special cubic type are obtained, which
describe the behavior of each of the response variables with an adequate quality of fit and of great
utility for the industry. With the simultaneous optimization of the models, optimal values of
alcoholic degree are reached: 6,72 %, fermentation efficiency: 91,71 %, alcoholic yield: 59,36 %
and content of carbon dioxide generated: 26,78 g; corresponding to a mixture with optimal
compositions of total reducing sugars in molasses: 0,411, diluted juice: 0,303 and filter juice:
0,286. The ethanol obtained from the mixed variants showed potential characteristics for its use in
the production of alcoholic beverages. The use of secondary juices favors a lower consumption of
molasses and water in the industry. All the alternatives analyzed report economic benefits, which
favors the achievement of significant income, both from the sales of ethanol and animal feed,

manufactured from the saved molasses.

Keywords: alcoholic fermentation; secondary juices; molasses; ethanol; mathematical models.
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INTRODUCCION

La crisis del mercado internacional del azlcar, ha traido como consecuencia la necesidad de la
diversificacion de la industria azucarera cubana y la implementacion de nuevas tecnologias, que a la
par de generar beneficios econdmicos, contribuyan a lograr la sostenibilidad ambiental de las
producciones y presupongan una mayor flexibilidad tecnolégica con impactos positivos en la
eficiencia del proceso. En el Plan Nacional de Desarrollo Econémico y Social hasta 2030 (PNDES),
se contempla a la agroindustria azucarera y sus derivados, como uno de los sectores estratégicos
para la transformacion productiva del pais. De ahi que, resulte clave el fomento de la produccion de
azucar, el incremento de la eficiencia agricola e industrial, la modernizacion del equipamiento, y el
avance hacia la creacion, recuperacién y explotacion de las plantas de derivados, priorizando las
destinadas a la obtencion de etanol, alimento animal y bioproductos (Galvez, 2019; PCC, 2017).

Por tal motivo, el pais continda potenciando la produccién de alcohol etilico, a pesar de que las
capacidades de miel final disponible en las instalaciones industriales no satisfacen la demanda para
la fermentacidn alcoholica. Actualmente, su importancia aumenta debido a la problematica existente
en torno al déficit de portadores energéticos no renovables y al desarrollo de la industria quimica, y
dentro de ella la alcoholera (Mesa et al., 2006; Morales et al., 2018). Teniendo en cuenta estos
aspectos, la creciente demanda de etanol en el mercado internacional como biocombustible y
considerando que existen capacidades instaladas ociosas en las destilerias del pais, se hace
necesario la investigacion y el desarrollo de nuevas fuentes de sustratos alternativos para la
obtencion de etanol, no tan tradicionales como las melazas de cafia, con el objetivo de elevar la
produccion con el menor costo asociado. Por tanto, es de interés para la industria intensificar la

fabricacioén de alcohol etilico, usando mezclas de diferentes sustratos.

Entre estas materias primas se encuentran los jugos secundarios (jugo diluido y jugo de los filtros)
de menor calidad en el proceso azucarero. La extraccion de estas corrientes intermedias con fines
fermentativos, conducirian a una mayor eficiencia en la etapa de purificacion, obteniéndose un
azucar de mayor calidad, asi como una disminucion significativa del consumo de vapor vy el
incremento de la disponibilidad de bagazo sobrante para la generacion de energia renovable.
También, favoreceria el incremento de la capacidad de molida del central azucarero y se evitaria la
recirculacion al proceso de un material con altos contenidos de azlcares reductores, coloides,

solidos insolubles y demés impurezas que perjudican la calidad del azicar y el agotamiento de las
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mieles. Ademas, el empleo de estos jugos contribuye al ahorro de miel final y agua en el
proceso fermentativo, asi como reduce considerablemente la transportacion de melazas,
operacion que influye de forma significativa en los costos de la producciéon de alcohol etilico
(Cortés et al., 2021; Rivero et al., 2012).

En la literatura cientifica se reportan varias investigaciones sobre las posibilidades de esquemas
integrados en la produccién de azucar, etanol y otros derivados de la cafia de azucar. La busqueda
de nuevas formulaciones para la fermentacién alcohdlica, ha sido pertinente desde hace afios, de ahi
que se han obtenido resultados favorables con mezclas de miel final, jugo de los filtros, jugo
diluido, licor hidrolizado de bagazo, vinazas y flemazas (De Armas et al., 2020; Fabelo, 1999;
Gonzalez et al., 2009; Martinez et al., 2013; Morales et al., 2018). El uso de estos sustratos
azucarados con tales fines, constituye una practica actual de los grandes productores de etanol en el
mundo, entre los que se destaca Estados Unidos, Brasil y la India (Saura et al., 2019). Esta
alternativa tecnologica inédita para Cuba, presenta ventajas indiscutibles desde el punto de vista
econdémico y a la par confiere una gran flexibilidad productiva al proceso global del complejo
ingenio azucarero - destileria, permitiendo reducir el impacto econémico negativo inherente a la
cotizacion siempre cambiante del az(car en los mercados internacionales. De ahi que, el Grupo
Azucarero AZCUBA se encuentra inmerso en el Programa Nacional de Rehabilitacion y
Modernizacién de la Industria Alcoholera. Este programa persigue el empleo de estos jugos en la
produccion de etanol, asi como lograr el incremento de la eficiencia de fermentacion y el

rendimiento alcohdlico en las destilerias de Cuba (Ibéafez et al., 2018; Saura et al., 2006).

La Unidad Empresarial Béasica de Derivados (UEBD) Jesus Rabi, se encuentra situada en el
municipio de Calimete de la provincia de Matanzas y se caracteriza, como el resto
de las destilerias cubanas, por tener bajas eficiencias de fermentacion (75 - 78 %) y grado
alcohdlico (4,5 - 5,5 % (v/v)) en los mostos fermentados, si se comparan con los valores
que se reportan internacionalmente, que son superiores a 90 % y 8 % (v/v) respectivamente
(Alonso, 2015; Ibafiez, 2018). Dicha destileria utiliza como materia prima fundamental, la miel final
procedente del Central Azucarero Jesis Rabi, cuyos indices de produccidon actualmente son
insuficientes para sostener la creciente demanda de etanol en el mercado. Si se tiene en cuenta que
una tonelada de miel final genera alrededor de 250 L de alcohol etilico, la maxima produccion de
etanol estaria limitada por la disponibilidad de este sustrato (asumiendo que se usa el total de las

melazas producidas). Ademas, existe una alta demanda de este subproducto para otras aplicaciones
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como son la alimentacion animal (Almazén, Garcia, et al., 2016; Otero et al., 2009). También, es
significativo destacar que esta industria tiene previsto realizar en los proximos afios un proceso
inversionista para la incorporacion de jugos secundarios provenientes del ingenio azucarero, como
materias primas. Es por ello que, reviste gran importancia conocer el potencial fermentativo de
estos sustratos azucarados, que permita una sustitucién o reduccién del consumo de miel final,

favoreciéndose una mayor produccion alcoholera.

Teniendo en consideracion los elementos expuestos con anterioridad, se formula el siguiente
problema cientifico de la investigacion:

¢Serd posible la utilizacion de otras fuentes de sustratos fermentativos que favorezcan el incremento
de la produccidn de etanol y ahorros significativos de miel final en la destileria Jesis Rabi?

Para dar solucidn al problema cientifico se propone la siguiente hipétesis de trabajo:

Si se realiza un estudio de la fermentacion alcoholica de diferentes alternativas de mezclas de jugos
secundarios y melazas, se podra demostrar la factibilidad del uso de estos sustratos para la
obtencion de etanol, lo que favorecerd el incremento de su produccion a partir de ahorros

significativos de miel final en la destileria Jesus Rabi.
Se tiene como objetivo general de la investigacion:
Evaluar diferentes alternativas para la obtencién de etanol a partir de mezclas de jugos secundarios

y melazas en la destileria Jests Rabi.

Para dar cumplimiento al objetivo general se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar los sustratos azucarados que se emplean en el proceso fermentativo.

2. Analizar el comportamiento de la dinamica de fermentacion y la calidad del etanol obtenido a

partir de las alternativas de mezclas.

3. Obtener modelos matematicos que describan el comportamiento del grado alcohdlico, el
contenido de dioxido de carbono generado, el rendimiento y la eficiencia de la fermentacion en
funcion de las composiciones de los sustratos.

4. Valorar econémicamente de forma preliminar, los beneficios obtenidos con las alternativas de

mezclas analizadas.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se abordan diferentes tematicas relacionadas con la utilizacién de mezclas de jugos
y melazas de cafia de azUcar en la produccion de etanol por via fermentativa, a partir de la revision
de diversas fuentes bibliograficas. Primeramente, se profundiza en tdpicos relacionados con las
caracteristicas y propiedades del etanol, asi como los fundamentos bioquimicos que rigen la
fermentacion alcohdlica. También, se realiza un andlisis de los principales factores fisicos, quimicos
y bioldgicos que afectan el proceso fermentativo, asi como de los tratamientos empleados para el
control de la contaminacion bacteriana. Finalmente, se exponen aspectos generales del proceso
tecnoldgico de fabricacion de alcohol etilico a escala industrial. Estos elementos en su conjunto,

sientan las bases conceptuales para el desarrollo de la presente investigacion.

1.1 Caracteristicas y propiedades del etanol

El etanol, nombrado también alcohol etilico, es un compuesto organico de férmula quimica
C,H.,OH, perteneciente al grupo de los alcoholes, un conjunto de compuestos quimicos cuyas
moléculas contienen un grupo hidroxilo, —OH, unido a un atomo de carbono (Figura 1.1). Se
caracteriza por ser un liquido incoloro en condiciones estandar de temperatura y presion, de olor
agradable y fuertemente penetrante, de sabor caustico y ardiente. Es miscible en agua, inflamable y
volatil (Basile et al., 2019; Walker et al., 2018). En la tabla 1.1, se muestran algunas propiedades

fisicas del etanol.

Tabla 1.1 Propiedades fisicas del etanol

Propiedades Valor
Punto de ebullicion (°C) 78,4 " )
Densidad a 20 °C (g/cm?®) 0,789
Indice de refraccion (1¢%°) 1,361
Viscosidad a 20 °C (mPa-s) 1,074
Tension superficial (J/m) 22,3-10° Figura 1.1 Estructura quimica de la molécula
Calor especifico (J/g°C) 2,43 de etanol. Fuente: Basile et al. (2019)
Calor de combustion (kJ/mol) 1372
Punto de inflamacion (°C) 18,3

Fuente: Green y Southard (2019).



El alcohol etilico se puede obtener de manera sintética en la industria petroquimica hidratando el
etileno, o a partir de una reaccion bioquimica durante el proceso de fermentacion alcohdlica
(Goldstein, 2017; Gonzélez y Mifio, 2015; Lazar et al., 2019). Este producto se puede fabricar de
forma anhidra o hidratado. La version hidratada es un componente fundamental de las bebidas
alcohdlicas y se emplea en productos farmacéuticos y cosméticos (Ceballos, 2018; Galvez, 2000;
Najafpour, 2015). La version anhidra se utiliza fundamentalmente como combustible, disolvente, en
la produccion de etileno y acetaldehido, en pinturas, barnices, explosivos y como intermediario en
la sintesis organica de diversos compuestos (&cido acético, éter, butadieno, etc.) (Bajpai, 2013;
Bordiga, 2018; Jalilnejad y Ghasemzadeh, 2019).

Los dos principales paises productores de etanol son Estados Unidos y Brasil, que juntos producen
méas del 70 % del total producido a nivel mundial (Estados Unidos a partir del maiz
y Brasil de la cafia de azUcar), seguidos por China, India y Francia (De Lima y Bacchi, 2018; De
Matos et al., 2020; De Moraes y Zilberman, 2014; De Souza y De Farias, 2019; Kohler, 2019).
Segun Saura et al. (2019), en el Grupo Azucarero AZCUBA, existen 13 destilerias de alcohol
etilico por via fermentativa, distribuidas por toda Cuba, con una capacidad de produccion total
instalada de unos 800 m3/d. Varias de las destilerias trabajan solo durante la camparia azucarera.

1.2 Fundamentos bésicos de la fermentacion alcohdlica

La fermentacion es la transformacion bioquimica de sustancias organicas en compuestos mas
simples por la accion de enzimas producidas por microorganismos. Este proceso se caracteriza por
una baja acumulacién de subproductos, buena tolerancia a la concentracion de sustrato y valores de
pH bajos (Nitayavardhana y Khanal, 2017). Segin Najafpour (2015) y Saura et al. (2019), la
fermentacion alcoholica es un proceso bioldgico en el cual ocurren transformaciones anaerobias de
carbohidratos mediante reacciones liberadoras de energia por la accion de levaduras. Las materias
primas directamente fermentables son monosacaridos, como la glucosa y la fructosa, que al entrar
en contacto con el agente de transformacién (la levadura), producen etanol y dioxido de carbono
(CO2), lo cual puede ser representado quimicamente mediante la ecuacion (1.1) (Carrazana, 1987;
Dalena et al., 2019). Las levaduras convierten primeramente la glucosa en piruvato mediante una
serie de pasos enzimaticos Ilamados la via glucolitica, y luego el piruvato se transforma en etanol en
condiciones anaerobicas (Anexo 1) (Chandel y Silveira, 2018). Como resultado de reacciones
paralelas a la fermentacién alcohdlica se obtienen otros productos, llamados congéneres, cuyas

proporciones varian de acuerdo con las condiciones en que se realiza el proceso fermentativo. Uno
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de los microorganismos més utilizados para la fermentacion en condiciones anaerdbicas es la

levadura Saccharomyces cerevisiae (Kuila y Sharma, 2018; Kiut et al., 2019; Zhang et al., 2016).

C,H,0, —=» , 2C,HOH + 2CO, AH <0 (1.1)

glucosa etanol

De acuerdo con la ecuacién (1.1), una molécula de glucosa produce dos moléculas de etanol y dos
moléculas de didxido de carbono. Por lo que, cada 100 kg en peso de azlcares (glucosa o fructosa),
se produciran tedricamente 51,1 kg de etanol y 48,9 kg de COz, con liberacion de energia en forma
de calor. Sin embargo, en los procesos industriales este rendimiento de fermentacion no se logra,
debido a que las células de levadura utilizan una parte de los azlcares en la produccién de biomasa
celular y compuestos secundarios (congéneres) como glicerol, acidos succinico, malico y acético,
aceite de fusel y otros subproductos en menor cantidad. Por esta razon, el rendimiento maximo de
fermentacion alcanzado es de 93 %. Ademas, el rendimiento depende en gran medida de la cepa de

levadura empleada en el proceso (Lopes et al., 2016; Otero, 1997; Saura et al., 2019).

1.2.1 Levadura Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son organismos eucariotas con gran diversidad respecto a su tamafio, forma y color.
Son consideradas hongos unicelulares y generalmente sus células son ovaladas, pero también
pueden encontrarse en forma esférica, cilindrica o eliptica. Son microorganismos mesoéfilos
aerobios facultativos que se reproducen por gemacion (EI-Mansi et al., 2019; Santos, Eichler,
Machado, et al., 2020). Se usan como aditivos en alimentos para humanos y forrajes, por el alto
contenido de proteinas, buen balance de aminoacidos y elevada riqueza en vitaminas del complejo
B en el caso de la levadura cervecera. Se ha empleado en la confeccion de alimentos
tradicionalmente consumidos por el hombre, como pan y bebidas con diferentes grados alcohélicos
(cervezas, vinos, aguardientes, etc.). Desde el punto de vista tecnoldgico, las levaduras tienen
ventajas en relacion con otros microorganismos por su capacidad de asimilar gran variedad
de sustratos, altas velocidades de crecimiento y ademé&s su biomasa es facilmente separable
(Berenjian, 2019; Brar et al., 2019; Galvez, 2000).

La levadura Saccharomyces cerevisiae es el organismo microbiano mas comunmente utilizado en la
fermentacion de jugos y melazas de cafia de azucar para la produccion industrial de etanol en el

mundo (Marques et al., 2016). Su nombre se deriva de los vocablos Saccharo (azucar), myces
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(hongo) y cerevisiae (cerveza). Es un hongo no filamentoso que se reproduce por crecimiento
vegetativo o reproduccion sexual. Ademas, es un ejemplo de organismo facultativo, puesto que
tiene un metabolismo aerobico y anaerobico (Sheth y Borse, 2018; Suérez et al., 2016). En
presencia de oxigeno, la S. cerevisiae se reproduce y maximiza la formacion de biomasa. En
ausencia de oxigeno y bajo condiciones controladas produce metabolitos, como la enzima
deshidrogenasa, que convierte el azlcar en etanol. Es por ello que, la fermentacion se debe llevar a
cabo con alimentacion programada de azUcares en ausencia de aire, para maximizar la formacion de
alcohol etilico (Vogel y Todaro, 2014). Dicha levadura es capaz de fermentar sacarosa en etanol con
altos rendimientos, alta productividad y tolerar altas concentraciones de etanol en comparacién con
otras cepas de levadura. También tiene la capacidad de crecer a pH bajos y temperaturas que oscilan
entre 15 y 35 °C, asi como es tolerante a algunos inhibidores fermentativos. Este microrganismo
fermenta las hexosas, sus dimeros, trimeros y tetrdmeros como glucosa, fructosa, galactosa y
maltosa (Basso et al., 2011; Santos, Eichler, De Queiroz, et al., 2020). En cultivos discontinuos
aerobios, tipicamente fermenta cerca de un 70 % de la glucosa disponible a etanol y COz2, un 20 %
se incorpora a la biomasa y un 8 % se usa en la produccion de glicerol (Borroto et al., 2017). Segun
Arshad et al. (2017) y Wu et al. (2020), varios estudios han demostrado que el contenido de etanol
obtenido de la fermentacion de melazas de cafia por cepas de S. cerevisiae es aproximadamente de
79,25 296,29 g/L.

1.2.2 Formacion de congéneres

Durante la fermentacion alcohdlica, ademas de la biosintesis de etanol y la generacion de COz, se
producen diversos compuestos volatiles y no volatiles que contribuyen a la complejidad sensorial de
las bebidas que se fermentan. Los compuestos que integran la fraccién aromética de las bebidas
alcohdlicas son también denominados congéneres o impurezas en algunos casos, siendo las
levaduras junto a los microorganismos contaminantes del proceso industrial, los principales
responsables de su formacion. Estos compuestos quimicos volatiles son formados durante los
procesos de fermentacion, destilacion y afiejamiento de las bebidas alcohdlicas, por la interaccion
quimica entre algunos acidos organicos con el alcohol etilico para formar ésteres, aldehidos, acidos
organicos, alcoholes superiores y furfural. La operacion de destilacion permite eliminar del
producto, un mayor o menor contenido de congéneres, dependiendo del tipo y la eficiencia de dicha
operacion (Borroto et al., 2017; Galvez, 2019).



En el caso de la destilacion del mosto fermentado, los compuestos volatiles son cominmente
asociados con las propiedades sensoriales y arométicas de las bebidas alcohdlicas (Estévez, 2014;
Ibafez et al., 2020). Si su concentracion en las bebidas es elevada, éstas pueden ser tdxicas para el
organismo, siendo los responsables del dolor de cabeza y malestar que se manifiestan después de la
embriaguez. Ademas, producen un sabor desagradable y olor penetrante en el producto, asi como
aportan una sensacion de aspereza al paladar; motivos por los cuales, se debe cumplir con las
especificaciones que establece la norma reguladora para la produccion y comercializacion de la
bebida alcoholica destilada (NUfiez et al., 2020; Versari et al., 2014).

Segun Borroto et al. (2017) y Saura et al. (2019), puede tenerse una idea de la variedad de
impurezas que se consideran en la caracterizacion de los alcoholes, observando las referencias
internacionales de los alcoholes finos o rectificados, entre ellas se pueden distinguir las especies

correspondientes a familias quimicas como son:

= Los alcoholes superiores. Por definicién los que poseen mas carbonos que el etanol, los méas

significativos son: propanoles, butanoles y pentanoles con sus isdmeros mas comunes.

= Los aldehidos. Son los compuestos de mayor volatilidad presentes, destacandose el

acetaldehido y los acetales (dietilacetal, 1,1-dietoxietano).

= Los ésteres. Se originan basicamente mediante la reaccion de esterificacion entre un &cido
orgénico y un alcohol. Su importancia radica en su contribucion decisiva a las propiedades
organolépticas del alcohol etilico destilado. El procedimiento de destilaciéon actia de forma
similar a un reactor de esterificacion, por ello los sistemas de destilacion en si se comportan

como esterificadores.

= Metanol. En todos los alcoholes potables la determinacion de este compuesto es solicitada,
dada su toxicidad. Su presencia es muy pronunciada en el alcohol sintético y en aquellos de
origen natural, procedentes de fermentaciones de sustancias con alto contenido en pectinas,

como las frutas y algunos granos. Su presencia en alcoholes de cafia es muy baja.

= Carbamato de etilo. Denominado también como uretano, es el éster etilico del &cido
carbamico y se conoce su potencial carcinogénico en humanos. Esta molécula puede formarse
durante todo el proceso de produccién, por la reaccion entre el etanol y algunos
productos nitrogenados, como la urea, carbamilfosfatos, n-carbamil aminoacidos y cianuros
(Lorenzo et al., 2014; Ribeiro et al., 2017).
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1.3 Produccidn de etanol a partir de sustratos procedentes de la industria azucarera

Segun Saura et al. (2019), el alcohol etilico se puede producir a partir de varias materias primas
renovables. En dependencia de la procedencia de estos sustratos, se pueden identificar tres grupos
de los mismos. El primer grupo lo conforman los sustratos que contienen grandes cantidades de
azucares facilmente fermentables, como las mieles finales y varios jugos con diferentes calidades
obtenidos de la cafia y la remolacha azucarera durante el proceso azucarero y el sorgo dulce, entre
otros (Khan y Khan, 2019; Rabelo et al., 2020). El segundo grupo lo conforman los almidones y
fructosanos, procedentes del maiz, la papa, el trigo y el agave, por ejemplo, que, como regla deben
hidrolizarse primero en azlcares, sin mucha dificultad, para luego ser convertidos en alcohol
(Buckeridge y De Souza, 2017). El tercer grupo lo integran los materiales lignocelulésicos (bagazo
de cafia, residuos forestales y agricolas, madera, pajas de trigo y arroz, mazorcas de maiz, etc.) que
deben hidrolizarse primero en azlcares a partir de procesos complejos en desarrollo, para luego ser
convertidos en etanol (Morales et al., 2015; Yousefi y Ghasemzadeh, 2019).

En Cuba, la principal materia prima para la produccion de alcohol es la cafia de azlcar. En general,
se necesitan unos dos kilogramos de azUcares para producir un litro de etanol. Es posible obtener
cerca de 70 L de etanol por tonelada de cafia (a partir de los azlcares de su jugo), si toda se dedica a
ello, o alrededor de 250 L de etanol por tonelada de melaza, en dependencia de la eficiencia de
fermentacion, o de 250 a 300 L de etanol por tonelada de bagazo seco. Si toda la cafia, incluyendo
su bagazo, se dedicase totalmente a la produccion de etanol podria lograrse un rendimiento de
100 a 120 L de etanol por tonelada de la misma (Géalvez, 2019).

1.3.1 Miel final

La miel final o melaza (MF), es un liquido viscoso de color marrén oscuro, rico en azucares, que
resulta de la separacion de los cristales de azucar de su licor madre en la purga o centrifugacion
de las masas de agotamiento en el proceso de produccion de azucar crudo de cafia (Bordiga, 2018;
Ray y Didier, 2015). Este subproducto de la industria azucarera, tiene un gran valor como materia
prima en la industria fermentativa y para la alimentacion animal, aunque también se utiliza para
otras producciones biotecnoldgicas, como la levadura forrajera y el acido citrico, entre otras
(Gélvez, 2000; Lopes et al., 2016; Wu et al., 2020).

Las mieles finales han sido el sustrato tradicional para la produccién de alcohol. Segun

Santos, Rabelo, et al. (2020), su densidad varia de 1,4 a 1,5 g/mL y se produce a razén de 40 kg/t de
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cafia, asi como el rendimiento en etanol es de 280 a 320 L/t. La composicion de las melazas es muy
variable y puede cambiar de lote a lote dentro de la fabrica de azucar, pues no es uniforme y en ellas
pueden influir diferentes factores agricolas e industriales, como la variedad de la cafia, grado de
madurez, condiciones climaticas, tipo de suelo, métodos de cosechas, fertilizacion, tiempo de
almacenamiento, eficiencia industrial y otras especificaciones propias del proceso aplicado a cada
fabrica (M. Diaz et al., 2019; Gélvez, 2000; Ibafez et al., 2020). En la tabla 1.2, se muestra la

composicion quimica que presentan las mieles finales de cafia en Cuba.

Tabla 1.2 Composicion quimica de las melazas cubanas

Constituyente Valor, %
Agua 15-20
Materia orgénica 72-76
Az(cares reductores totales 46 - 52
Azlcares reductores libres 15-20
Sacarosa 30-40
Glucosa 13-15
Fructosa 15-17
Rafinosa No se detecta
AzUcares reductores infermentables 2-4
Nitrégeno total 05-0.6
Proteina Kjeldahl 3-4
No azUcares organicos 9-12
Cenizas 8-11

Fuente: Saura et al. (2019).

Cuando se emplea la miel final en la industria alcoholera, no deben tenerse en cuenta solamente sus
composiciones quimico-fisicas, sino también, su comportamiento desde el punto de vista
fermentativo, debido al caracter biol6gico de este proceso. En este sentido, juega un papel muy
importante la interaccion levadura - materia prima, la calidad del proceso de fermentacion y las
caracteristicas de la levadura (Ibafiez et al., 2020). La composicion de las melazas puede incidir en
los parametros operacionales de los fermentadores, puesto que presentan gran numero de impurezas
en forma coloidal, en suspensién y disueltas como acidos organicos volatiles, asi como contiene una
numerosa flora microbiana (M. Diaz et al., 2019; Stanbury et al., 2017).
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1.3.2 Jugos secundarios

El jugo de cafia de azucar es una materia prima ideal para la produccion de alcohol etilico, puesto
que contiene azlcares libres, nutrientes organicos y minerales. El contenido de azUcares
fermentables en el jugo de cafia es de 12 a 17 %, que varia en dependencia de la madurez de la cafia,
la variedad y el sistema de cosecha (O'Hara y Mundree, 2016). Aproximadamente, el 90 % del
azucar presente en estos jugos es sacarosa y el 10 % restante es glucosa y fructosa. El jugo primario
del proceso de fabricacion de azlcar crudo, es el jugo extraido de la cafia de azUcar en el primer
molino, y en algunos ingenios donde existe desmenuzadora, es la combinacién de este jugo con el
de la desmenuzadora. Los restantes jugos que se obtienen durante el proceso de produccion se
denominan jugos secundarios, como son los jugos diluido, mezclado, clarificado y filtrado
(Basso y Lino, 2019; Rein, 2017).

Jugo diluido

El jugo diluido (JD) es aquel que se obtiene por la compresion en el tltimo molino con la ayuda del
agua de imbibicion. Este jugo pasa hacia el cuarto molino y asi descendentemente hasta el segundo,
conocido este proceso como maceracion. Al extraerlo del tren de molinos, se une al jugo
primario para formar el jugo mezclado. El jugo diluido se caracteriza por poseer bajos niveles
de azlcares reductores y solidos solubles (3 a 5 °Brix), asi como un alto contenido de agua
(Almazan, Garcia, et al., 2016; Falcon et al., 1995). Segun Otero et al. (2009), si se emplean los
jugos diluidos directamente para la produccion de etanol, alrededor de 4,8 t de sacarosa seran
convertidas en 2 666 L de etanol, sin contar con las ventajas adicionales de una mayor calidad del
azucar producida y cantidades significativas de bagazo sobrante para la generacion de energia

eléctrica renovable.

Jugo de los filtros

El jugo de los filtros de cachaza (JF), se puede definir como la corriente intermedia o filtrado que se
obtiene en la operacion de separacion de la torta de cachaza extraida del jugo clarificado en el
proceso de fabricacion de azlcar crudo. Posee un contenido de solidos solubles de 10 a 13 °Brix y
una pureza en el entorno del 80 % (Rein, 2017). Debido a su baja retencion, tiene aproximadamente
un 5% de solidos insolubles, lo que obliga a recircularlo en cantidades de 10 a 20 % con el jugo
mezclado en el proceso azucarero. De ahi que, se considera una corriente conflictiva en dicho

proceso, puesto que contiene una gran cantidad de impurezas y polisacaridos como el almidon y la
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dextrana, que afectan el propio proceso de clarificacion y operaciones posteriores, lo que perjudica
la calidad del azucar crudo producida. En Cuba se ha utilizado para sustituir parcialmente la miel
final en la produccion industrial de alcohol etilico y levadura forrajera. Se han realizado
estudios referidos a la mezcla de vinazas de destileria (VD) y JF, para hacer una sustitucion total de
la miel final en las plantas de levadura. Esta integracion de sustratos en un complejo agroindustrial
azucarero seria econémicamente ventajosa para la produccion integral: azucar - alcohol - levadura
(Almazan, Casanova, et al., 2016; M. Diaz et al., 2019; Galvez, 2000).

Al mezclar los jugos secundarios (JF y JD) con melaza para ajustar la concentracion de azlcares
reductores al valor deseado, se obtiene un sustrato de muy buenas caracteristicas para la produccion
de alcohol etilico. Segun Saura et al. (2019), investigadores del Instituto Cubano de Investigaciones
de los Derivados de la Cafia de Azlcar (ICIDCA), realizaron durante el afio 2005, pruebas para la
produccion de etanol a escala industrial a partir de jugos secundarios en la destileria asociada al
UEB Central Azucarero Heriberto Duquesne. Se estudiaron diferentes factores que influyen en la
eficiencia de la fermentacion, como el balance de nutrientes, la temperatura y la utilizacion de
bactericidas para controlar posibles contaminaciones. Los factores de mayor incidencia en la
eficiencia del proceso fueron la temperatura de fermentacion y la concentracion de azucares en los
fermentadores. Se demostro que la temperatura de 35 + 1 °C era la Optima para obtener eficiencias
del orden de 85 %, en tanto la concentracion de azlcares alimentados se encontrase entre
105 y 115 g/L. El anélisis de regresion mostro que la concentracion de 113 g/L de azUcares
reductores totales fue la 6ptima para la bioconversion de estos en etanol, a una concentracion
celular de trabajo de 100-10° células/mL. De acuerdo a los resultados de las pruebas, cada tonelada
de sacarosa presente en los jugos de baja calidad se convertira en unos 550 L de etanol
(Gélvez, 2019; Otero et al., 2010).

1.3.3 Beneficios del uso de mezclas de jugos y melazas de cafia de azucar

Las tendencias actuales en la produccion de etanol, conducen al empleo de sustratos alternativos a
las ya tradicionales melazas de cafia y remolacha azucarera. Entre ellos se encuentran los jugos de
menor calidad en el proceso azucarero. El programa cubano de modernizacion y rehabilitacion de la
industria alcoholera nacional, presupone el uso de jugos secundarios (jugos diluidos y de los filtros)
de la produccion de azucar crudo, como fuente alternativa de carbono para la fabricacion de alcohol
etilico (Ibafez et al., 2018; Saura et al., 2009). Esta alternativa tecnoldgica presenta ventajas
indiscutibles desde el punto de vista econémico y a la par confiere una gran flexibilidad productiva
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al proceso global del complejo ingenio azucarero - destileria de alcohol, debido a que permite
reducir el impacto econdmico negativo inherente a la cotizacién, siempre cambiante del aztcar en el
mercado internacional. A partir de estas materias primas y mediante una coherente estrategia de
diversificacion, es posible adaptar la industria de manera dinamica a las peculiaridades del mercado
(Morales et al., 2014). La produccién de etanol a partir de jugos de cafia en las destilerias existentes
en Cuba es factible y solo requiere de inversiones minimas para adecuar el ingenio azucarero a la
entrega de jugos de baja calidad a este proceso. Es por tanto de interés para la industria, intensificar
el proceso de produccién de alcohol etilico en su etapa fermentativa, usando mezclas compuestas

por estos sustratos (Almazan, Casanova, et al., 2016; Galvez, 2019; Otero et al., 2010).

Segun Martinez et al. (2013), la efectividad econémica de la produccién de etanol se encuentra
marcadamente influenciada por la disponibilidad, precios en el mercado y los destinos de mejor uso
de las materias primas. Por ello, se han realizado varios estudios donde se emplean sustratos
combinados como el jugo de los filtros de cachaza, jugos diluidos, jugos clarificados, miel B y miel
final en la etapa de fermentacion (De Armas et al., 2020; De la Cruz et al., 2000; Mesa et al., 2006;
Rivero et al., 2012). Fabelo (1999), realiz6 importantes contribuciones con su estudio sobre la
modelacion y optimizacién de la etapa fermentativa, mediante la utilizacién de vinazas y jugo de
los filtros mezclados con miel final en diferentes proporciones. También, se han empleado mezclas
de miel final y licor hidrolizado de bagazo como fuente de carbohidratos (Mesa et al., 2020;
Morales et al., 2018). Estos estudios han demostrado que con el empleo de mezclas de diversos
sustratos, es posible reducir los costos de produccion y el impacto ambiental de los residuales

generados en el proceso de obtencion de etanol por via fermentativa.

Garcia et al. (2015), sefiala que las mezclas de jugos secundarios con melazas, son sustratos de muy
buenas caracteristicas para la produccion de etanol, aunque es valido destacar que para que se
puedan asimilar en la destileria, se necesita realizar previamente un proceso de preparacion,
clarificacién y enfriamiento para que alcance las condiciones éptimas para su empleo en la
fermentacion alcohdlica. La utilizacion de estas mezclas permite obtener un incremento de la
concentracion de etanol en la baticion fermentada, lo que favorece el aumento de la eficiencia del
proceso (Cortés et al., 2021; Gonzalez et al., 2009). Klibansky et al. (1985), evalud el uso del jugo
de los filtros en la obtencion de alcohol etilico, concluyendo que, aunque el consumo de jugo por
hectolitro de alcohol referido a las mieles, se incrementa debido a la disminucion de azucar presente

en el mismo, su utilizacion reporta grandes ventajas desde el punto de vista tecnologico y como
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sustituto de una parte de la miel final, que pudiera destinarse a otros usos como la alimentacién
animal. La extraccién de estas corrientes de jugos secundarios para la produccién de etanol, permite
una reduccién de sustancias nocivas en el proceso de produccion de azlcar crudo, tales como
solidos insolubles, polisacaridos, cenizas y otras impurezas que entorpecen las etapas de
evaporacion, concentracion y cristalizacion del azcar, asi como contribuye al ahorro de agua en el
proceso fermentativo, al sustituirse parte de la misma por estos jugos. Ademas, conduce a una
mayor eficiencia en la etapa de clarificacion en el proceso azucarero, obteniéndose un azlcar de
mayor calidad, asi como una disminucion del consumo de vapor y un incremento de la
disponibilidad de bagazo sobrante (J. Diaz et al., 2019; Fernandez et al., 2008; Guerra et al., 1995;
Rivero et al., 2012).

1.4 Factores que afectan la fermentacion alcohdlica

Para producir etanol de manera eficiente, es importante comprender los procesos bioguimicos
fundamentales que rigen la fermentacion y los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos que
afectan a los microrganismos involucrados. La determinacion de los factores que limitan la
glucdlisis fermentativa del etanol son complejos debido a la interrelacion existente y a la naturaleza
de los parametros que intervienen en este proceso. En el presente epigrafe, se describen algunos de

los factores mas importantes que afectan la fermentacion alcohélica.

1.4.1 Efectos de la temperaturay el pH

La temperatura tiene una influencia directa sobre la cinética de fermentacion. Durante el proceso
fermentativo ocurre un desprendimiento de calor, por lo que la temperatura del medio se eleva y
puede alcanzar valores que inhiban la accién de la levadura. Las fluctuaciones de temperatura
afectan la tasa de crecimiento, los requerimientos nutricionales, la permeabilidad celular, la
actividad enzimatica y el metabolismo de las levaduras. Los principales mecanismos afectados son
la estructura y composicion de las membranas citoplasmaticas, que determinan la tasa de utilizacion
de sustrato (Nitayavardhana y Khanal, 2017; Soccol et al., 2013). Las altas temperaturas provocan
un aumento de los acidos grasos saturados esterificados en los lipidos de la membrana. Ademas, un
incremento en la temperatura de fermentacion, provoca un aumento de los efectos inhibitorios del
etanol. Los valores de temperatura para lograr un eficiente proceso fermentativo deben oscilar entre

los 33 y 35 °C (Amore y Faraco, 2013; Saura et al., 2019). A menores temperaturas, el tiempo de
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fermentacion se alarga, dando mas oportunidad a bacterias u otros organismos para fermentar

azucares a productos no deseados (Rein, 2017).

El pH es un factor limitante en la fermentacion alcohdlica. La acidez es uno de los pardmetros
organolépticos mas importantes en las bebidas alcohodlicas y es el resultado de la presencia de
acidos organicos débiles, como los acidos succinico y acético, producidos por la levadura y
bacterias contaminantes durante la fermentacion (Amore y Faraco, 2013; Vasconcelos, 2015). El pH
puede limitar la tasa de crecimiento de las levaduras al alterar la actividad enzimatica, la
permeabilidad celular y la disponibilidad de iones metalicos. Las levaduras pueden sobrevivir en un
amplio rango de pH (2,0 a 8,0), pero el pH Optimo para su crecimiento es entre 4,8 y 5,0, que es
ligeramente acido (Suérez et al., 2016). Las cepas de Saccharomyces cerevisiae crecen en medios
acidos a valores de pH no inferiores a 2,5. Asi como, a pH superiores a 5,0 puede disminuir el
rendimiento de etanol (Nitayavardhana y Khanal, 2017).

1.4.2 Requerimientos de nutrientes

Segun Sablayrolles (2019), la cinética de fermentacion puede variar considerablemente en
dependencia de la composicion del mosto, debido a que los nutrientes son esenciales para el
crecimiento y la supervivencia de la levadura. La principal fuente de carbono para el crecimiento de
las levaduras y la produccion de etanol proviene de las moléculas de azlcar. La
Saccharomyces cerevisiae puede degradar una amplia variedad de azUcares, como monosacaridos
(glucosa, manosa, fructosa y galactosa), disacaridos (sacarosa, maltosa y trehalosa) y trisacaridos
(maltotriosa y rafinosa). También, estos microrganismos requieren para su crecimiento de fuentes
de nitrégeno y fosforo en el medio de cultivo. Sin garantizar estas condiciones es muy dificil lograr
un inéculo saludable que se pueda utilizar en el caldo fermentativo. El contenido de nitrogeno y
fésforo asimilables en el mosto, juega un papel importante en la duracion y progreso de la
fermentacion alcohdlica (Seguinot et al., 2018), puesto que son necesarios en importantes procesos
fisiolégicos como el crecimiento celular, la velocidad de fermentacion y la sintesis de proteinas
(Saura et al., 2019; Vidal et al., 2013). Tradicionalmente en las destilerias cubanas se emplea como
nutrientes la urea, el sulfato de amonio y el hidrégenofosfato de amonio (Borroto et al., 2017).

Las vitaminas y los minerales, también son nutrientes esenciales para el buen desempefio del
proceso fermentativo. Segun Amore y Faraco (2013), las vitaminas actlan principalmente como

cofactores en las conversiones enzimaticas. La biotina, el acido nicotinico, la vitamina C, la tiamina
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y el &cido pantoténico, son las principales vitaminas necesarias para el crecimiento de la levadura.
La biotina esta involucrada en muchas reacciones enzimaticas, incluida la sintesis de proteinas,
material genético (ADN), carbohidratos y acidos grasos. Se ha demostrado en gran medida el efecto
de las vitaminas en la produccion de alcoholes superiores (isoamilico y n-propilico), que
contribuyen principalmente al sabor y aroma de las bebidas alcohdlicas. Entre los principales
minerales involucrados en la reproduccion celular y el metabolismo de la levadura, se encuentran el
potasio, calcio, magnesio, cobre y zinc. Los iones de magnesio y los fosfolipidos estabilizan la
membrana celular, protegiendo a las células de levadura de los efectos toxicos del etanol. Todos
estos micronutrientes se requieren en pequefias cantidades y generalmente se encuentran en
proporciones suficientes en la materia prima utilizada en la fermentacion (Almazan, Cabello, et al.,
2016; Nitayavardhana y Khanal, 2017; Sablayrolles, 2019).

1.4.3 Concentracion de azucares

Una alta concentracion de azucares puede disminuir el rendimiento y la productividad de etanol.
Este fendmeno se denomina inhibicion de catabolitos o azlcares, que provoca una reduccion de la
actividad de las enzimas catabdlicas implicadas en el proceso fermentativo. La inhibicion del azlcar
depende de la cepa de levadura empleada y normalmente comienza con una concentracion de
150 g/L de glucosa. Sin embargo, hay cepas que crecen adecuadamente con una concentracion
mayor de 250 g/L o hasta 500 g/L de azUcares. Por otro lado, a concentraciones de azucar
superiores a 500 g/L, se tiene como resultado una actividad del agua demasiado baja y condiciones
muy complejas para que crezcan estos microorganismos (Walker y Walker, 2018). Una aplicacion
industrial de este hecho es la melaza, un subproducto proveniente de la industria azucarera, con
alrededor del 50 % de concentracién de azlcar (Wu et al., 2020). La melaza se puede almacenar en
un ambiente abierto, incluso durante afios sin degradacion bioldgica. Ademas, la concentracion
excesiva de hidratos de carbono en forma de monosacaridos y disacaridos puede frenar la actividad
bacteriana. A altas concentraciones de azUcares, las levaduras producen etanol en lugar de producir
biomasa, incluso en condiciones aerdbicas (efecto Crabtree). En esta condicion, se inhibe la
produccion de enzimas oxidativas y las células se ven obligadas a un metabolismo fermentativo.
También, las elevadas concentraciones de azucares afectan a los procesos de dsmosis dentro de la
membrana celular. Sin embargo, concentraciones muy bajas de azlcar, por ejemplo, menos de
aproximadamente 3 g¢/L, pueden causar la muerte de las células de levadura por inanicion
nutricional (Amore y Faraco, 2013; Laluce et al., 2016; Wikandari et al., 2019).
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1.4.4 Oxigeno disponible

La fermentacion alcoholica es un proceso completamente anaerdbico. La presencia de oxigeno
induce la cadena respiratoria y la produccién de biomasa celular, pero simultaneamente disminuye
la cinética de la fermentacion del azlcar y la produccion de etanol. De hecho, estas condiciones se
utilizan para la produccion industrial de levadura seca. Por otro lado, las bajas concentraciones de
oxigeno provocan la inhibicion por catabolitos de las primeras enzimas del ciclo de Krebs, con
aumento simultaneo de enzimas claves de la glucdlisis (por ejemplo, fosfo-fructoquinasa), lo que da
como resultado la direccién del metabolismo celular hacia la produccién de etanol. Este es el
Ilamado “efecto Pasteur”, que se basa en la supresion de la fermentacién alcohdlica debido a la
presencia de oxigeno en el medio de cultivo. Esta es la razon por la que los fermentadores se cierran
herméticamente (Amore y Faraco, 2013; Vasconcelos, 2015). Una vez que el microorganismo
comienza a consumir azUcares, se producen grandes cantidades de didxido de carbono, se desplaza
el oxigeno y se crean condiciones semianaerdbicas que favorecen la fermentacion. Sin embargo, las
células de S. cerevisiae necesitan oxigeno, al menos durante las primeras horas después de la
inoculacion. Una oxigenacion insuficiente resulta en un crecimiento inadecuado y una reduccion de
la viabilidad celular al final de la fermentacion. Ademas, el oxigeno es necesario en la biosintesis de
esteroles, &cidos grasos insaturados y fosfolipidos necesarios en la formacion de las membranas
celulares. La cantidad de oxigeno requerida generalmente para el crecimiento eficiente de las

levaduras esta en el rango de 5 a 10 mg/L (Sablayrolles, 2019; Sarris y Papanikolaou, 2016).

1.4.5 Concentracion de etanol resultante

El etanol es el principal producto obtenido durante la fermentacion de azlcares, y sus efectos
inhibitorios sobre el crecimiento de células de levadura se han estudiado en gran medida en los
altimos afos (Nitayavardhana y Khanal, 2017). Se ha demostrado que el etanol afecta
negativamente tanto el crecimiento celular como la velocidad de fermentacion a medida que
aumenta su concentracion en el medio. Estudios realizados por D'Amore (1992), evidencian que el
etanol puede modificar la membrana celular, al alterar tanto su organizacion estructural como su
permeabilidad, lo que trae como consecuencia la ausencia de cofactores y coenzimas. Ademas,
puede causar la desnaturalizaciébn de muchas enzimas intracelulares, incluidas las enzimas
glucoliticas y la inhibicion de los sistemas de transporte de azlcares y aminoacidos. La respuesta
metabolica de las células a altas concentraciones de etanol es sintetizando solutos compatibles como

el glicerol y la trehalosa, que ayudan a las células a protegerse contra los efectos del estrés hidrico y
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la ruptura de los enlaces de hidrogeno por el etanol. Es por ello que, las cepas industriales
para la produccion de etanol deben tener una alta tolerancia al etanol (Amore y Faraco, 2013;
Pandey et al., 2019; Vamvakas y Kapolos, 2020).

1.4.6 Formacion de inhibidores de la fermentacién

Segun Wikandari et al. (2019), los inhibidores son sustancias o0 compuestos que pueden alterar y/o
detener la actividad de las enzimas, catalizadores o microorganismos para degradar los sustratos.
Las materias primas utilizadas para la produccion de etanol, asi como las etapas previas a la
fermentacion, pueden contener o crear algunos compuestos quimicos que reducen la capacidad de
las levaduras para producir etanol. Estos inhibidores pueden reducir el rendimiento o la
productividad del etanol, disminuir la viabilidad de la levadura o detener completamente la
fermentacion. Ademas, la fuente de carbono del proceso de fermentacion, es decir, los azucares, o el

producto principal de la fermentacion, el etanol, también pueden actuar como inhibidores.

La melaza, subproducto de la industria azucarera, es uno de los principales sustratos utilizados en la
produccion de etanol. Contiene una variedad de inhibidores como el furfural, hidroximetil-furfural
(HMF), fenol, vainillina, acido vanilico, hexanol y heptanol. También, durante la etapa de
calentamiento de jugo de cafia en el proceso fermentativo, se producen algunos inhibidores a partir
de la degradacion del azucar (por ejemplo, furfural) y las melanoidinas de Maillard. La reaccion de
Maillard es una reaccion quimica entre un aminoacido y un azlcar reductor a una temperatura
elevada. Tanto las reacciones de Maillard como las de caramelizacion, podrian resultar en la
formacion de componentes inhibidores como el HMF. Estos componentes podrian reducir la
formacion de etanol hasta en un 80 %. Se ha demostrado que el furfural, disminuye la tasa de
crecimiento especifica, el rendimiento de biomasa en ATP y la productividad de etanol,
asi como es letal para las células de levadura, en concentraciones superiores a 84 nmol/g (peso seco)
(Basso y Lino, 2019).

El jugo de cafia de azlcar, también presenta iones metalicos potencialmente tdxicos en su
composicion. Una alta concentracion de cationes como AIF*, Ca?*, Mg?*, K*y Na* y aniones como
Cl" y SO4*, podrian inhibir severamente el crecimiento de las levaduras y disminuir la
productividad de la fermentacion. Otro factor importante es el estrés osmotico causado por la
concentracion elevada de sales. De ahi que, muchos estudios han demostrado que la viabilidad

y el crecimiento de la levadura, se ven fuertemente afectados por la presion osmotica,
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puesto que la mayoria de las levaduras son sensibles al estrés osmotico (Amore y Faraco, 2013;
Wikandari et al., 2019).

1.5 Contaminantes microbianos y sus efectos en la produccion de etanol

A pesar de los avances tecnoldgicos alcanzados, la contaminacion microbiana sigue siendo un
problema frecuente y uno de los principales desafios econdmicos en las operaciones de
fermentacion alcohdlica a gran escala (Diaz et al., 2020; Muthaiyan et al., 2011). Estas infecciones
pueden, como minimo, afectar la eficiencia de la fermentacion y, en el peor de los casos, provocar
fermentaciones lentas o atascadas que ocasionan el cierre de las instalaciones industriales para su
limpieza y desinfeccion (Duarte et al., 2019; Rich et al., 2018). Estos retrasos provocan una pérdida
de tiempo significativa, asi como el encarecimiento del costo del producto final. La presencia de
estos contaminantes genera considerables pérdidas econdémicas para las industrias, debido a que
estos compiten con las levaduras por azlcares fermentables y otros nutrientes presentes en
los sustratos fermentativos, lo que resulta en una reduccion de la produccion de etanol
(Beckner et al., 2011; Reisman, 2019).

Los contaminantes bacterianos se introducen inadvertidamente en el proceso de fermentacion a
través de numerosas fuentes: como el suelo de las plantaciones de cafa, la propia cafia de azucar,
los diluyentes de los mostos de fermentacion y los equipos empleados en cada etapa del proceso.
Por tal motivo, lograr la asepsia resulta extremadamente dificil, teniendo en cuenta las condiciones
de operacion en las que se desarrolla el proceso y los grandes volumenes de sustrato que se
procesan (Basso y Lino, 2019). La existencia de estos contaminantes en niveles superiores a 107

UFC/mL, puede reducir el rendimiento de la fermentacion alcoholica en un 30% (Maia et al., 2019).

Las bacterias acido lacticas (LAB) del género Lactobacillus, son los contaminantes bacterianos mas
comunes que se encuentran en las instalaciones productoras de etanol (Bonatelli et al., 2017;
Ceccato-Antonini, 2018; Costa et al., 2015; Lucena et al., 2010). Estos microrganismos se pueden
clasificar de acuerdo a su metabolismo en homofermentativos (que producen solamente acido
lactico) o heterofermentativos (que producen una mezcla de acido lactico, etanol o acido acético y
diéxido de carbono), durante la degradacion de hexosas a través de la glucdlisis. Tanto el acido
lactico como el acético son inhibidores fuertes de la actividad fermentativa a pH bajos, mientras que
el &cido lactico es generalmente el acido débil mas abundante en las fermentaciones industriales
(Basso et al., 2014; Laluce et al., 2016; Lopes et al., 2016). Si bien se han identificado
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varios géneros de bacterias acido lacticas a partir de fermentaciones contaminadas, las
especies encontradas con mayor frecuencia son: L. fermentum, L. plantarum, L. casei y L. vini
(Carvalho-Netto et al., 2015; Da Silva-Neto et al., 2020; Lucena et al., 2010). Estos

microrganismos presentan un adecuado crecimiento a pH < 5 (Laluce et al., 2016).

El &cido lactico producido por las LAB, reduce el rendimiento de etanol al inhibir la fermentacion,
asi como la formacidn y viabilidad de las yemas de levadura a concentraciones superiores a 4,8 g/L
(De Souza et al., 2012). Segun Basso et al. (2014), el L. fermentum o el L. plantarum presentes
durante la fermentacion de jugos de cafia de azUcar, producen aproximadamente entre 3y 4 g/L de
acido lactico. Ademas de los &cidos organicos, las LAB producen otros metabolitos extracelulares
como el diacetilo, acidos grasos hidroxilados y la reuterina, que influyen negativamente en el
crecimiento de la levadura. Estas bacterias estan bien adaptadas para la supervivencia
en condiciones de bajo pH, altas concentraciones de etanol y bajo contenido de oxigeno
(Beckner et al., 2011; Bonatelli et al., 2017; Mendonga et al., 2020).

Durante la obtencion de etanol a partir del mosto de la cafia de azucar, la presencia de bacterias
acido lacticas y levaduras silvestres es inevitable, puesto que se originan a partir de la propia
materia prima y el entorno industrial (Bonatelli et al., 2019). La competencia por los nutrientes, el
desvio de azUcares a metabolitos distintos al etanol, la reduccion de la viabilidad celular, cambios
en la morfologia celular de la levadura, la floculacion y la formacion de biopeliculas, se enumeran
como factores importantes que inciden en la disminucién de la productividad (Basso et al., 2014;
Brexd y Sant’Ana, 2017; Oliveira et al., 2019). Segin Amorim et al. (2011), se estima que
108 bacterias/mL disminuyen la produccion de etanol aproximadamente entre 10 000 y 30 000 L/d

en una destileria capaz de producir un millén de litros diariamente.

1.5.1 Control de la contaminacién bacteriana

La contaminacién bacteriana es un problema recurrente en las unidades productoras de etanol. De
ahi que, el monitoreo constante del proceso fermentativo permite determinar la fuente potencial de
contaminacion y los factores que lo agravan, a fin de disefiar una estrategia que controle
el crecimiento bacteriano (M. Costa et al., 2018; Diaz et al., 2020). Tradicionalmente, en las
destilerias se lleva a cabo un tratamiento con &cido sulfdrico a las celulas de levadura,
que disminuye significativamente la carga de bacterias contaminantes (Basso et al., 2008; M. Costa

et al., 2018). Después de cada ciclo fermentativo, la masa celular se recupera del mosto fermentado
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por centrifugacion y se lava posteriormente con una solucion de acido sulfurico (pH: 1,8 a 2,5)
durante un par de horas. Sin embargo, los sucesivos ciclos de fermentacion y las condiciones no
asépticas conducen al establecimiento de comunidades microbianas contaminantes que interactdan
entre si de diversas maneras (Albergaria y Arneborg, 2016; Brex0 y Sant’Ana, 2017). Por lo que,
este tratamiento quimico no siempre es lo suficientemente efectivo, y también puede afectar el
cultivo inicial de levaduras y comprometer el rendimiento de la fermentacion. Ademas, la
naturaleza corrosiva del &cido sulfurico representa un grave riesgo para la salud de los trabajadores
y hace que el tratamiento final del efluente sea costoso. En estas circunstancias, se emplean
métodos alternativos como el uso de antibidticos, agentes quimicos y compuestos naturales
(Ceccato-Antonini, 2018).

Los niveles de contaminantes bacterianos se pueden reducir significativamente con la utilizacion de
procedimientos efectivos de limpieza y desinfeccion de las instalaciones, pasteurizacion de los
sustratos y adicion de antibioticos. Los productores de etanol deben mantener los contaminantes
bacterianos en niveles aceptables (< 106 UFC/mL) para evitar brotes de infecciones. De ahi que,
una gran diversidad de antimicrobianos esta disponible comercialmente (Walker et al., 2018). La
eleccion de un producto antimicrobiano esta determinada por su eficacia a bajas concentraciones,
bajos costos y seguridad ecoldgica. Existen varios antisépticos quimicos (didxido de cloro, peréxido
de hidrégeno y metabisulfito de potasio) y antibidticos como la penicilina, estreptomicina,
monensina y la tetraciclina, que pueden limitar el crecimiento de contaminantes en el mosto de
fermentacion (Laluce et al., 2016). A pesar del uso generalizado de antibidticos en las destilerias y
su relativa eficacia en el control de la contaminacion bacteriana, la aparicion de cepas resistentes a
los medicamentos ha limitado su uso (Mendonca et al., 2016; Walter et al., 2019). También, el
empleo de productos naturales como propoleos, acidos del lupulo (alfa acidos y lupulonas) y el
quitosano, han demostrado sus efectos bactericidas y bacteriostaticos en fermentaciones de jugos de

cafia de azucar y melaza (Ceccato-Antonini, 2018; De Oliveira et al., 2016).

1.6 Fundamentos generales del proceso tecnoldgico de fabricacion de etanol

El etanol se puede producir a través de la fermentacion directa de jugos de cafia de azucar, una
mezcla de jugos y melazas, o melaza diluida en agua. La produccion de alcohol etilico a partir de
melazas de cafia, generalmente incluye cuatro etapas fundamentales: primero el acondicionamiento
de las materias primas, luego la conversion de los carbohidratos en azlcares simples o asimilables

por la levadura, después la fermentacion alcoholica de estos azlcares y finalmente la separacion del

-21 -



etanol y otros subproductos por destilacion. En la figura 2.1 del anexo 2, se puede apreciar un
diagrama de flujo tipico del proceso tecnolégico de produccion de etanol a escala industrial.
Primeramente, la miel final de cafia se diluye con agua, se ajusta el pH (de 4 a 5 unidades) con
acido sulfarico y se le afiade nitrégeno y fosforo en forma de sales solubles (sulfato y fosfato de
amonio) (Bamforth y Cook, 2019; Laluce et al., 2016). La levadura proveniente de un cultivo puro
de laboratorio se propaga mediante pasos sucesivos estériles en condiciones aerobicas hasta obtener
volimenes de 1 a 2 m3. Se aumenta la biomasa en el prefermentador con un volumen que oscila
entre 10 y 20 % del fermentador. En esta etapa se afiade miel con una concentracion de azlcares de
unos 100 g/L en condiciones no estériles. Cuando la levadura se encuentra a mediados de la fase de
crecimiento es inoculada en el fermentador, donde comienza la fermentacion alcoholica en
condiciones anaerdbicas con una concentracion de azucares de 150 a 160 g/L. La levadura crece
simultaneamente con la produccion de alcohol por espacio de unas 20 h. La velocidad de
fermentacion aumenta de forma répida hasta alcanzar el maximo al término de las 15 h. La
produccion de alcohol continGa entonces a una velocidad decreciente, concluyendo el ciclo de
24 a 30 h de fermentacion, para obtener una concentracion final de etanol de 6 a 7 % v/v. Durante la
produccion de etanol ocurren reacciones exotérmicas, por lo que es necesario eliminar el calor
desprendido en el transcurso de la fermentacion y mantener la temperatura cerca del optimo
(de 33 a 34 °C), de lo contrario la temperatura aumenta de 40 a 42 °C, con sensibles pérdidas en el
rendimiento (Bergmann et al., 2018; Gélvez, 2000; Ramesh y Ramachandran, 2019).

Una planta alcoholera puede disponer de 8 a 10 fermentadores que operen desfasados en el tiempo,
a intervalos de 3 a 4 horas, para garantizar la alimentacion continua al sistema de destilacion. El
liquido fermentado es descargado en un tanque de balance capaz de absorber las fluctuaciones del
proceso de destilacion. La productividad tipica de un proceso discontinuo clésico en batch es de
1,8 a 2,5 g de etanol por litro de mosto fermentado en una hora. Esta productividad puede
aumentarse de manera sensible si se recircula la levadura producida en el fermentador o se emplea
la fermentacion continua. En estos casos los valores tipicos se encuentran entre 5y 8 g de etanol por

litro de mosto fermentado por hora (Vasconcelos, 2015; Yousefi y Ghasemzadeh, 2019).

Una variante del proceso discontinuo es la recirculacion de la levadura, donde al finalizar la
fermentacion, se procesa el sustrato fermentado a través de una centrifuga para separar las células
de levadura (proceso de fermentacion Melle-Boinot) (Anexo 2, Figura 2.2). La crema de levadura

obtenida se recircula al fermentador para reducir el tiempo de fermentacion y aumentar los
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rendimientos de etanol, mejorando la adaptacion de las células de levadura a concentraciones mas
altas de azucar y etanol. Ademas, esto permite elevar la concentracién inicial de levadura,
aumentar la productividad y reducir el numero de fermentadores instalados (Laluce et al., 2016;
Santos et al., 2015; Santos, Eichler, Machado, et al., 2020).

Segun Saura et al. (2019), el sistema de destilacion tradicional empleado en Cuba esta compuesto
por una columna destiladora y varias rectificadoras. Esta operacion fisica esta destinada a separar
los componentes de la mezcla, de acuerdo a las volatilidades relativas de los mismos. La baticion
fermentada con un porcentaje alcoholico entre 8 y 9 % (v/v), pasa primeramente por un
precalentador donde se eleva su temperatura desde 35 hasta 60 °C, aproximadamente. Esto se
realiza aprovechando el calor desprendido durante la condensacion de los vapores alcohdlicos
obtenidos en el tope de la columna rectificadora. El vapor que arrastrara al etanol se alimenta por la
base de la columna y la baticion fermentada por el tope en la columna destiladora, que contiene un
nimero importante de platos perforados. En cada plato se producen evaporaciones Yy
condensaciones sucesivas, como resultado de lo cual, el vapor que asciende se enriquecera en etanol
y en los componentes mas volatiles, y el liquido, que desciende en contracorriente, saldra
enriquecido en los componentes mas pesados que, finalmente, abandonan la columna por el fondo a
una temperatura de 100 °C, dando lugar a la vinaza. Por la zona superior de la columna rectificadora
se extrae el producto final (etanol) y en dependencia del tipo de alcohol deseado, sera el plato por

donde se realice la extraccion (Gélvez, 2000; Rein, 2017).

Durante la destilacion, se generara un liquido enriquecido en alcoholes pesados y otras impurezas
organicas (acetato de etilo, acetaldehido y furfural, entre otras), que se producen también durante la
fermentacion. Esta mezcla, fundamentalmente de alcoholes isoamilico, isopropilico, n-propilico e
isobutilico, llamada “aceite fusel”, se extrae en una zona intermedia de la columna, porque es en esa
posicion donde existe una concentracion de etanol favorable (45 a 65 % v/v) para lograr su
separacion. El etanol hidratado puede almacenarse o enviarse a un tanque de deshidratacion donde
se agrega ciclohexano para producir etanol anhidro. Otra forma de producir etanol
anhidro es a través de tamices moleculares que consumen menos energia (Rein, 2017; Santos,
Rabelo, et al., 2020; Sheth y Borse, 2018).

La obtencion de subproductos de la produccion de alcohol puede mejorar la rentabilidad global del
proceso. Los principales son el diéxido de carbono que se obtiene con un alto grado de pureza y se

-23-



emplea en la carbonataciéon de aguas, refrescos y cervezas, asi como la levadura Saccharomyces
cerevisiae de 40 a 45 % de proteina, rica en vitaminas y sales minerales, es un excelente producto
para la fabricacion de piensos y forrajes. Las vinazas generalmente se envian a los campos de cafia
para ser utilizadas como fertilizante (fertirrigacion) debido a su alto contenido de potasio o pueden

ser empleadas también en la produccion de etanol y biogas (Cortez et al., 2019; Galvez, 2000).

1.7 Conclusiones parciales del capitulo

1. Durante el proceso de fermentacion alcohdlica, ademas de la biosintesis de etanol y la
generacion de didxido de carbono por la levadura Saccharomyces cerevisiae, se producen
otros compuestos volatiles mayoritarios (congéneres), que contribuyen a la calidad sensorial

de las bebidas fermentadas.

2. La utilizacion de mezclas de jugos secundarios y melazas como sustratos alternativos, ofrece
grandes potencialidades en la produccion de etanol por via fermentativa, asi como la
extraccion de estos jugos del proceso azucarero, favorece la obtencidn de un azicar de mayor
calidad e incrementa la disponibilidad de bagazo sobrante para la generacién de energia

renovable.

3. Entre los principales factores que afectan el proceso fermentativo, se destacan: las altas
temperaturas, pH muy &cidos, altas concentraciones de azucares y etanol, insuficiencia de
nutrientes y la formaciéon de sustancias inhibidoras, que limitan el crecimiento de las

levaduras, con afectaciones significativas en el rendimiento alcohdlico.

4. Las bacterias acido lacticas del género Lactobacillus, son los contaminantes bacterianos que
se encuentran con mayor frecuencia en la industria alcoholera, con una incidencia negativa

sobre la viabilidad de las levaduras y la bioconversion de azlcares en etanol.

5. La produccion de alcohol etilico a escala industrial, generalmente incluye cuatro etapas
fundamentales: (a) acondicionamiento de las materias primas, (b) conversion de los
carbohidratos en azucares simples o asimilables por la levadura, (c) fermentacion alcohdlica

de estos azucares y (d) separacion del etanol y otros subproductos por destilacion.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describe la metodologia empleada en el estudio de la fermentacion alcohdlica
utilizando mezclas de jugos secundarios y melazas a escala de laboratorio. En el mismo se abordan
los meétodos analiticos para la caracterizacion fisico-quimica de los sustratos azucarados, el
procedimiento para la realizacion del disefio experimental, la modelacion matemética de las
variables objeto de estudio en el proceso fermentativo y la determinacion de la calidad del etanol
obtenido. También, se expone el procedimiento para la estimacion de los beneficios econdémicos del
uso de estos sustratos en la produccion de etanol a nivel industrial. En la figura 2.1, se muestra un

diagrama con el resumen del procedimiento experimental desarrollado en la investigacion.

o ) Tratamiento de los jugos
Cara_ctenzamén fisico- secundarios (calentamiento,
quimica de los sustratos filtracion, sedimentacion y
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Figura 2.1 Resumen del procedimiento experimental desarrollado en la investigacion
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2.1 Estudio de la fermentacion alcohdlica de mezclas de diferentes sustratos
2.1.1 Muestreo, preparacion y caracterizacion de las materias primas

Para el estudio de la fermentacion alcohodlica, se utilizaron como materias primas o sustratos
fermentativos: miel final, jugo diluido y jugo de los filtros de cachaza. Los jugos secundarios (jugo
diluido y jugo de los filtros) fueron extraidos de las corrientes del proceso productivo y
caracterizados en las instalaciones del laboratorio de la UEB Central Azucarero Jesus Rabi, con el
objetivo de conocer los parametros de calidad de cada uno de ellos, antes de ser utilizados en las
etapas posteriores de la investigacion. La miel final fue obtenida del tanque de almacenamiento de
la UEB Derivados Destileria Jesus Rabi y caracterizada en el Laboratorio de Analisis Quimico
adjunto al Departamento de Alcohol, Levadura y Alimento Animal perteneciente al Instituto

Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azlcar.

Los jugos secundarios, previamente se someten a un proceso de calentamiento hasta 100 °C.
Posteriormente, se tamizan a través de un colador con malla # 100 y aberturas de 0,15 mm; y luego
se decantan en probetas de 1 L, utilizando el liquido claro como materia prima del proceso
fermentativo. En la sedimentacion se utiliza como agente de floculacion una disolucion del
producto Quimifloc 400, a una concentracion de 0,1 %. Los jugos son enfriados hasta temperatura
ambiente, antes ser empleados en la fermentacion. Tanto la miel final como los jugos secundarios,
son almacenados y conservados en recipientes de cristal de 1 L y ubicados en el laboratorio en

lugares limpios, ventilados, libres de polvo y protegidos contra insectos y roedores.

En las tablas 3.1 y 3.2 del anexo 3, se muestran los diferentes procedimientos empleados en la
caracterizacion fisico-quimica de los sustratos fermentativos, con la finalidad de determinar sus
parametros de calidad. Estos métodos analiticos pueden consultarse principalmente en el Manual de
Técnicas Analiticas para las Destilerias (Vazquez et al., 2012) y en el libro de Métodos Analiticos

para Azucar Crudo (Pérez y Fernandez, 2006).

2.1.2 Caracteristicas del microrganismo empleado

Para la realizacion de la fermentacion a escala de laboratorio se utilizé una cepa de levadura seca
activa comercial Ethanol Red del género Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura de rapida accion,
posee una elevada tolerancia al etanol, presenta elevados rendimientos de alcohol y mantiene alta

viabilidad. Es utilizada especificamente para la producciéon de etanol industrial y es capaz de
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maximizar los rendimientos en un amplio rango de condiciones de fermentacion. Esta
particularmente muy bien adaptada a sustratos azucarados (jugos dulces, melazas) y mostos pre-
sacarificados. Es importante destacar que esta cepa de levadura ha sido ampliamente utilizada por
los productores de etanol en Cuba. En la tabla 2.1, se exponen las principales caracteristicas de la

levadura Ethanol Red, ofrecida por el fabricante Lesaffre Advanced Fermentations (LEAF).

Tabla 2.1 Caracteristicas de la levadura Ethanol Red

Levadura (Saccharomyces cerevisiae)

Ingredientes . o
g Emulsionante: monoestearato de sorbitan (E491)

Inoculacidn directa (sin propagacion): Se requiere entre 25y 50 g de levadura
seca por hectolitro para obtener aproximadamente una concentracion inicial
de 5a 10 millones de células viables por mililitro en los fermentadores.

Inoculacién directa (con propagacion corta): En instalaciones modernas,
donde se realizan estrictos controles de la contaminacion, la levadura seca
puede ser propagada por un periodo corto de tiempo. La cantidad de levadura
empleada disminuye conforme a esta practica.

Instrucciones
de uso

Antes de ser utilizada en la fermentacion, la levadura debe ser rehidratada en
un volumen de agua estéril de por lo menos 5 veces mayor a su propio peso.
El procedimiento es realizado a 35°C + 5°C de 15 a 30 min, para asegurar un
acondicionamiento y homogenizacion perfectos.

Temperatur_a, de 30 2 40 °C
fermentacion

% peso seco: 94,0 a 96,5
Analisis tipico Células viables: > 20 -10° UFC/g
Gérmenes totales: < 1-10* UFC/g

2.1.3 Test de fermentacién alcoholica y condiciones experimentales

Para las fermentaciones alcohdlicas a escala de laboratorio, a partir de las diferentes mezclas de
sustratos azucarados, se realizo un test de fermentacion con el objetivo de estimar el rendimiento
alcohdlico y la eficiencia fermentativa en base a los azUcares reductores totales. EI mismo consiste
en la fermentacion anaerobia de los azlcares presentes en los medios de cultivo por levaduras,
constituidos por mezclas de jugos secundarios con mieles finales, con la posterior determinacion del

grado alcoholico. Esta técnica de laboratorio ha sido ampliamente utilizada para evaluar
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biolégicamente las mieles para uso fermentativo y se basa en la realizacion de una prueba de
fermentacion bajo condiciones normalizadas muy controladas. Este procedimiento analitico ha sido
validado e implementado por el Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de
Azlcar en varias destilerias del pais, obteniéndose excelentes resultados en su aplicacion. A
continuacion, se muestran los reactivos, utensilios y equipos, asi como el procedimiento establecido

para la realizacion del test fermentativo.

Reactivos
= Agua destilada o desionizada

- Hidrogenofosfato de amonio (fosfato diamonico): (NH, ), HPO,
= Sulfato de amonio: (NH, ), SO,
= Acido sulfurico (H,SO,): 0,5 mol/L (1N)

= Levadura seca activa Ethanol Red del género Saccharomyces cerevisiae

Utensilios y equipos
= Frascos de boca estrecha o erlenmeyer de 1L
= Trampas de dioxido de carbono (CO,)
= Tapones de goma
= Probetas de 100, 500 y 1 000 mL
= Pipetas de descarga 10, 50 y 100 mL
= Pipetas graduadas de 1y 5 mL
= Vasos de precipitados de 50 100, 500 y 1 000 mL
= Embudo de vidrio
= Agitador de vidrio
= Frasco lavador
= TermOmetro que aprecie 1 °C
= Incubadora
= pH-metro
= Agitador magnético
= Balanza analitica digital, precision 0,1 mg

= Balanza técnica digital, precision 0,01 g
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Balance de nutrientes

Con el objetivo de garantizar que la fermentacion comience con una concentracion celular de
levadura Ethanol Red de 300-10° células/mL, debe pesarse 0,016 g de levadura por cada mL de
medio de cultivo. Por ello, se necesitaran 8 g de levadura para la preparacion de 500 mL de
baticion. Para que las levaduras se desarrollen y se multipliquen, es necesario afiadirle al medio de
cultivo nutrientes ricos en fosforo (P) y nitrdgeno (N). Para el primer elemento se utiliza el fosfato
diaménico y para el segundo se recomiendan la urea o el sulfato de amonio. Por ello, se tiene en
cuenta que el nitrégeno serd ajustado para una composicion porcentual en biomasa de 8 % vy el

fésforo para un 3,5 %, considerando que la biomasa pueda duplicar su peso seco.

Balance de Fosforo

La sal de fosfato diamonico posee contenidos de N de 21,2 % y P,0,de 53,8 %, asi como la sal de
sulfato de amonio contiene un 21,2 % de N. Se necesitan 0,28 g de P,O, por cada 500 mL de medio

de cultivo (requerimiento de P para obtener 8 g de levadura en 500 mL de baticién). Por lo tanto, el
cociente entre 0,28 g de P,0. demandado por la levadura y 0,538, resultaria igual a 0,52 g de fosfato

diamonico.
Balance de Nitrogeno

Se necesitan 0,64 g de N por cada 500 mL de medio de cultivo (requerimiento de N para obtener 8 g
de levadura en 500 mL de baticién). Por lo que, serian aportados unos 0,11 g de N via fosfato
diamonico y el resto 0,53 g seria suministrado por via de sulfato de amonio. Por lo tanto, el cociente

entre 0,53 gy 0,212, resultaria igual a 2,52 g de sulfato de amonio.

De lo que se concluye que, se deben suministrar a los 500 mL de baticién: 2,52 g de sulfato de

amonio y 0,52 g de fosfato diamdnico.

Procedimiento

Primeramente, se le determina a cada uno de los sustratos fermentativos el contenido de azucares
reductores totales, con el objetivo de conocer la porcion o cantidad que se va a emplear en el
analisis en base a los ART. Luego, se prepara una baticion con los sustratos segun el disefio de
experimentos, con una concentracion de ART inicial de 120 g/L y un volumen efectivo de 500 mL.

Se le agregan posteriormente las sales nutrientes: 2,52 g de sulfato de amonio y 0,52 g de fosfato

-29 -



diamonico. A continuacién, se ajusta el pH del medio entre 4 - 4,5 con gotas de &cido sulfurico (1N)
y luego se afiade 8 g de la levadura seca activa (Saccharomyces cerevisiae) Ethanol Red (se
recomienda disolverla previamente con aproximadamente 60 mL de agua destilada). Esta levadura
tiene la particularidad que se afiade directamente a la fermentacion sin necesidad de propagarla. Si
se realiza esta prueba con la cepa de produccion, se le afiadiran las sales en la etapa de propagacion

solamente.

Posteriormente, se transfiere la baticion a los frascos de boca estrecha (botellones de 1 L) hasta el
volumen efectivo (500 mL). Después, se afiade 2 mL de &cido sulfarico (1N) a cada trampa de CO2
y luego se les colocan las trampas a los botellones, con la finalidad de que la fermentacion
transcurra en condiciones anaerobias. Este andlisis se realiza por triplicado. Luego, se colocan los
frascos en la incubadora a una temperatura de 37 °C durante 24 horas. Un indicador de que la
fermentacion ha concluido, es que cese el burbujeo de CO2 en las trampas. Cuando concluya la
fermentacion, retirar inmediatamente las trampas y tapar los frascos para que no ocurra pérdida de
vapores. Seguidamente, se determinan los ARTr residuales, para efectuar los calculos de eficiencia

fermentativa y rendimiento alcohdlico.

Para el control del proceso fermentativo, se determiné el pH y la concentracién de sélidos solubles
(Brix) en los mostos cada 3 horas. Ademas, se determinaron los porcentajes de viabilidad celular y

gemacion obtenidos en los mostos fermentados de cada alternativa de mezcla.

2.1.3.1 Determinacion del grado alcohélico

Una vez efectuado el test de fermentacion, se procede a la destilacion de los mostos fermentados y a
la determinacion de su grado alcohdlico segun la norma cubana NC 290: 2007. Este método se basa
en la medicion de la densidad de las soluciones hidroalcohdlicas en los destilados de las muestras de
ensayo a 20 °C, mediante un alcoholimetro calibrado a esa temperatura y con el intervalo adecuado
para el grado alcohdlico del producto a analizar.

Utensilios y equipos
= Matraz aforado de 250 mL
= Balon de destilacion con cuello largo de 1 000 mL

= Condensador de espiral o serpentin (de preferencia Graham, no menor de 400 mm)
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= Trampa de vapor

= Mechero o fuente de calor eléctrica

= Probeta (de preferencia lisa con diametro suficiente para efectuar simultdneamente las
mediciones alcohométricas y de temperatura (prefiérase sin graduacion con un diametro de
4 05 cmy de capacidad minima de 300 mL hasta la boca).

= Alcoholimetro con escala en por ciento en volumen, graduado en 0,1 % alcohol en volumen y
referido a 20 °C.

= Termdmetro con escala de 0 a 50 °C, con division minima no mayor a 0,5 °C.

Procedimiento

Para realizar la destilacion del mosto fermentado, se vierte y mide en el matraz volumeétrico,
250 mL de muestra a una temperatura de 20 °C £ 0,5 °C, transferidos cuantitativamente con 75 mL
de agua destilada (procurando enjuagar con el agua al menos tres veces el matraz volumétrico), al
matraz de destilacion que contiene perlas de vidrio, conectandolo al refrigerante mediante el

adaptador.

Posteriormente, se calienta el matraz de destilacion y se destila lentamente recibiendo el destilado
en el mismo matraz donde se midié la muestra. El refrigerante terminara en una adaptacién con
manguera y tubo con la punta biselada que entre en el matraz de recepcion hasta el nivel del agua
puesta en éste (agregar 10 mL de agua destilada en el matraz de recepcion del destilado). Por el
refrigerante estara circulando siempre agua, y el matraz de recepcion debe encontrarse sumergido,
de preferencia, en un bafio de agua e hielo durante el curso de la destilacién. Se debe ajustar la
velocidad de destilacion de forma tal que haya un pequefio reflujo en el matraz y no salgan vapores

no condensados del condensador.

Cuando la cantidad de destilado contenida en el matraz se acerque a la marca (0,5 cm, debajo de la
marca de aforo), se debe suspender la destilacion y retirar el matraz de recepcion, y llevar el
destilado a la temperatura en la que se midi6 la muestra, procurar no perder liquido. Finalmente, se

lleva a la marca con agua destilada y se homogeniza.

Para la medicion del grado alcohdlico, se adiciona una pequefia cantidad del destilado, en una
probeta adecuada al tamafio del alcoholimetro y a la cantidad de la muestra destilada, para enjuagar
la misma. Se vierte el destilado enjuagando la probeta primero con un poco del mismo destilado. A

continuacion, se vierte el resto del destilado hasta unos centimetros debajo del nivel total. Introducir
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el alcoholimetro cuidadosamente junto con el termdmetro. El alcoholimetro debe flotar libremente.
Se aconseja que esté separado de las paredes de la probeta + 0,5 cm. Se estabiliza la temperatura y
se eliminan las burbujas de aire. Se efectda la lectura de ambos. Si la lectura se realiza a una
temperatura diferente de 20 °C, se hace la correccion segun la tabla de correccién de grado
alcohdlico por temperatura a 20 °C. El grado alcohdlico se expresa en por ciento de alcohol en
volumen a 20 °C.

2.1.3.2 Determinacion del contenido de didxido de carbono generado

Para determinar el contenido de dioxido de carbono generado durante el proceso fermentativo, se
deben pesar los volimenes de baticién tanto al inicio como al final de la fermentacion. De ahi que,
dicha diferencia entre ambos pesos, represente la masa de didxido de carbono generado, como

muestra la ecuacién 2.1.

m(CO,) = B;- B, (2.2)
Donde:

m(COZ) : masa de didxido de carbono generado durante la fermentacion (g).

B, : masa de la baticion al inicio de la fermentacion (g).

B, : masa de la baticion al final de la fermentacion (g).

2.1.3.3 Determinacion de los componentes volatiles mayoritarios en los destilados

La determinacion de los componentes volatiles mayoritarios presentes en los destilados obtenidos a
partir de los mostos fermentados correspondientes a cada alternativa de mezcla, se realizd mediante
una cromatografia gaseosa, segun el procedimiento analitico establecido en la norma cubana
NC 508: 2011. Esta determinacion se efectud en las instalaciones del Laboratorio de Alcoholes y
Bebidas (LABEB) del Centro de Referencia de Alcoholes y Bebidas (CERALBE) perteneciente al
ICIDCA.

La cromatografia de gases se caracteriza porque la muestra es volatilizada e inyectada en la cabeza
de una columna cromatografica. Este método analitico se basa en la separacion de dos o mas
compuestos dada su distribucion diferencial entre la fase gaseosa o movil y la fase estacionaria que
puede ser sélida o liquida. EI cromatdgrafo de gases emplea un gas portador inerte (fase mavil) para

mover una muestra vaporizada a través de una columna estrecha y larga impregnada o rellena con
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una fase estacionaria no volatil. Independientemente del equipamiento utilizado se determinan los
siguientes compuestos: acetaldehido, acetato de etilo, metanol, 1-propanol, isobutanol
(2-metil-1-propanol) y los isdmeros del alcohol amilico (2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol).
Opcionalmente y en dependencia de la columna utilizada podran determinarse adicionalmente:
acetal, 1-butanol, 2-butanol, y de forma separada 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol
(Borroto et al., 2017).

Segun la norma NC 508: 2011, en este analisis se utiliza un detector de ionizacion de llama (FID),
que convierte las moléculas de los componentes de la muestra en una sefial eléctrica a medida que
eluyen de la columna, que es medida y registrada. La salida del cromatografo de gases es un
cromatograma que es un grafico que relaciona la abundancia de la sefial del detector contra el
tiempo. Esta abundancia permanece en un nivel bajo como una linea de base, excepto cuando un
componente separado de la muestra eluye de la columna y produce un pico sobre el cromatograma.
La altura o el area del pico pueden ser usados para medir la cantidad de ese componente en la
muestra. El tiempo de retencion de cada componente de la muestra es reproducible bajo una serie de
condiciones dadas. La identificacién de los picos del cromatograma puede ser posible sobre la base
del tiempo de retencion, necesitandose patrones para establecer las correspondientes identidades.

Los compuestos volatiles se analizaron mediante inyeccion directa de 1pulL de las muestras de
destilado en un cromatografo de gases modelo GC-17A (SHIMADZU), equipado con inyector
automatico y conectado a un detector de ionizacion de llama (FID). Se utiliz6 una columna capilar
CP-WAX 10 (60 m x 0,25 mm didmetro interno x 0,25 um espesor de pelicula) para separar los
compuestos volatiles con hidrégeno como gas portador a una presion de 128 kPa. La temperatura de
la columna fue programada desde una temperatura inicial de 40 °C durante 10 min y luego elevada
a 70 °C a una velocidad de 5 °C/min. La temperatura del inyector fue de 150 °C y la del detector
250 °C. Como patrones se utilizaron acetaldehido, acetal, acetato de etilo, metanol, 1-propanol,
1-butanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol y como estandar interno
1-pentanol, reactivos de la firma Sigma-Aldrich, con una pureza superior a 99 %. Estas son firmas
productoras regidas por sistemas de gestion de la calidad certificados segun las normas ISO, con

certificado de pureza y libre de otras impurezas de congéneres del etanol.
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2.1.3.4 Célculo del rendimiento alcohdlico y la eficiencia fermentativa

La eficiencia de la fermentacion, se define como la relacion existente entre los azUcares
fermentables aprovechados tedricamente en la produccidn de alcohol a 100 % (v/v), y los azUcares
fermentables contenidos en una cantidad determinada de mosto fermentado, el cual se determina

por la ecuacion 2.2.

(2.2)

Eficiencia = [ ALC - 1,545 j . 100

ART, - ART,
Donde:

ALC: grado alcoholico de la baticion fermentada (%).
ART,: contenido de azlcares reductores totales presentes en la baticion al inicio de la

fermentacion (%).
ART, : contenido de azUcares reductores totales residuales presentes en la baticion fermentada (%).

Segun la ecuacion quimica de la fermentacion alcoholica, tedricamente 100 kg de azucares
fermentables producen 64,72 L de alcohol a 100 % (v/v) (segun Gay-Lussac), para una temperatura
de 20 °C y una densidad de 0,78974 g/mL.

100 kg azucares fermentables
64,72 L alcohol a100 % (v/v)

= 1,545 (2.3)
Por lo tanto 1,545 es el factor para convertir los litros de alcohol a 100 % (v/v) al equivalente
tedrico en gramos de azUcares fermentables.

Para determinar el rendimiento alcohdlico de la fermentacion, se emplea la ecuacion 2.4.

- ALC
Rendimiento = | —————— | - 100

( ART - ART, j (2.4)
2.1.4 Métodos analiticos y microbioldgicos empleados

A continuacion, se muestran los procedimientos analiticos y microbiol6gicos utilizados en la
investigacion, con el objetivo de conocer el comportamiento de algunos parametros durante el

proceso fermentativo.
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2.1.4.1 Determinacioén de la concentracion de sélidos solubles

La medicion del contenido de solidos areométricos disueltos se realiza con un juego de aredmetros
Brix. Este método de ensayo se basa en el empuje que experimenta cualquier cuerpo sumergido en
una fase liquida o gaseosa y en la proporcionalidad que existe entre dicho empuje y la densidad de
la fase. La determinacion areométrica de los sélidos solubles puede utilizarse para obtener la masa
de solutos en la disolucién, la que fundamentalmente estd compuesta por sacarosa, sustancia
utilizada para graduar los aredbmetros Brix, por lo tanto, con ellos se determina sacarosa real en
soluciones acuosas puras. En la practica la escala de Brix mide el porcentaje m/m de solidos
disueltos en una disolucién acuosa impura. El procedimiento analitico establecido para la
determinacion del Brix areométrico en jugos de cafia de azlcar, mieles finales y mostos
fermentados, puede consultarse a profundidad en el libro de Métodos Analiticos para AzUcar
Crudo (Pérez y Fernandez, 2006) y en el Manual de Técnicas Analiticas para las Destilerias
(Vazquez et al., 2012).

2.1.4.2 Determinacion potenciométrica del pH

La medicion del pH se realiza con un pH-metro (Hanna, H12002-02), previamente calibrado
mediante la utilizacion de soluciones buffers de referencia de 4,0 y 7,0 unidades de pH. Este método
potenciométrico se basa en la diferencia de potencial entre el electrodo de medicidn, sensible a los
iones hidrogeno, y el de referencia, por lo regular de calomel, cuando se sumergen en una solucion
acuosa. El procedimiento analitico establecido para la determinacion del pH en jugos de cafia de
azucar, mieles finales, indculos y mostos fermentados, puede consultarse en el Manual de Técnicas

Analiticas para las Destilerias (Vazquez et al., 2012).

2.1.4.3 Determinacion del contenido de azUcares reductores totales (ART)

Los azUcares reductores totales, constituyen los compuestos basicos sobre los cuales se llevan a
cabo los procesos fermentativos. Por esta razon, su determinacion es fundamental para la
produccion alcoholera y constituye un requisito importante a la hora de determinar la calidad de
cualquier materia prima para esta industria, como lo pueden ser los jugos, mieles intermedias y
finales provenientes del proceso de fabricacion de azlcar crudo. Este método de ensayo se basa en
la propiedad que tiene el cobre (1), en medio alcalino y acomplejado con el ion tartrato, de oxidar a
los ART, reduciéndose a cobre (). Este proceso redox requiere que la concentracion de los

reactivos, la temperatura, la velocidad y el tiempo de calentamiento, asi como el volumen final de la
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solucidn resultante, sean estrictamente controlados. En el Manual de Técnicas Analiticas para las
Destilerias (Vazquez et al., 2012), puede consultarse el procedimiento analitico establecido para la
determinacion del contenido de ART en jugos de cafia de azlcar, mieles finales y mostos

fermentados.

2.1.4.4 Determinacion del porcentaje de células de levadura viables y gemantes

La determinacion de la viabilidad celular, mediante la tincion con azul de metileno, es una técnica
muy asequible para el trabajo de rutina y se utiliza para distinguir las células vivas o viables de las
células muertas de levadura. El azul de metileno es un indicador reducible, cuando es absorbido por
las células vivas, este se reduce rapidamente a su forma incolora, puesto que las células lo usan
como aceptor de iones H* en reacciones metabdlicas. Las células muertas también absorben el
colorante, pero no lo reducen, por lo que las muertas o debilitadas fisiologicamente se mantienen
azules y las vivas se muestran incoloras. La gemacion es el proceso mediante el cual las células de
levadura se reproducen asexual o vegetativamente. Se inicia por la formacion de una evaginacion
pequefia 0 yema en un punto de la superficie de la célula. Durante el crecimiento subsiguiente, el
tamafio de la célula permanece mas 0 menos constante, mientras que la yema o blasto-espora
aumenta su tamafio hasta formar una nueva célula, que después de algun tiempo se separa de la

célula madre (Véazquez et al., 2012).

A partir de las ecuaciones 2.5 y 2.6, se puede determinar el porcentaje de levaduras vivas en
relacion al numero total de células y el porcentaje de células gemantes con respecto al nimero de
vivas respectivamente, mediante el conteo celular en cAmara Neubauer a traves de observaciones en
el microscopio. En el Manual de Técnicas Analiticas para las Destilerias (Vazquez et al., 2012),
pueden consultarse las técnicas microbioldgicas establecidas para la determinacion de los
porcentajes de viabilidad celular y de gemacion, tanto al inicio como al final de la fermentacion.

% Viabilidad celular = NV 100 (2.5)

Nt

Ng (2.6)

% Gemacion = N - 100
\
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Donde:

Nv: nimero total de células vivas o viables de levadura (10° células/mL).
Ng: nimero total de células vivas gemantes de levadura (10° células/mL).
Nt: niimero total de células de levadura, siendo Nt = Nv+ Nm (108 células/mL).

Nm: niimero total de células muertas de levadura (10 células/mL).

2.2 Disefio experimental de las mezclas de sustratos azucarados

Para el estudio fermentativo de las diferentes combinaciones de sustratos azucarados a escala de
laboratorio, se realiza un disefio experimental de mezclas del tipo enrejado simplex con centroide.
Este disefio explora siete puntos experimentales, que corresponden a la preparacion de siete medios
de cultivos, tres como base y los cuatro restantes son combinaciones de ellos, siendo la fuente de
ART la variable de estudio. De manera que, se examinan un nimero mayor de variantes a utilizar en
la dindmica de fermentacién, con un menor nimero de experiencias a partir de los sustratos
seleccionados, donde se tiene en cuenta la utilizacion de hasta un 100 % de los ART aportados por

los sustratos.

Para este estudio se prepararon fermentaciones de 500 mL, con tres réplicas para cada alternativa de
mezcla, para un tiempo de fermentacién de 24 horas. Ademas, a cada baticion se le adiciono 8 g de
la levadura seca activa Ethanol Red. Los nutrientes afiadidos fueron: 2,52 g de sulfato de amonio y
0,52 g de hidrégenofosfato de amonio. Las variables de respuesta seleccionadas fueron: grado
alcohdlico (ALC), contenido de didxido de carbono generado (CO:), rendimiento alcohdlico
(REND) y eficiencia de la fermentacion (EFIC).

Para la evaluacion del disefio de experimentos de mezclas se utiliza el programa estadistico
Statgraphics Centurion, version 16.2. Ademas, se determinan los modelos matemaéticos para las
variables de respuesta establecidas y se realiza una optimizacion de los resultados experimentales

obtenidos, a partir de graficos de superficie de respuesta.

El disefio de experimentos con mezclas es una clase especial de disefio de superficie de respuesta,
donde los factores experimentales son los componentes o ingredientes de las mezclas, por lo cual
los niveles de cada factor no son independientes (Dean et al., 2015). Entre los objetivos de un
experimento con mezclas se encuentran: determinar cudles de los ingredientes de la mezcla o

interacciones entre ellos tienen mayor influencia sobre una o varias respuestas de interés, modelar
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las respuestas de interés en funcion de las proporciones de los componentes de la mezcla y usar
dichos modelos para determinar en qué porcentaje debe participar cada uno de los ingredientes para
lograr que la formulacion tenga las propiedades deseadas (Gutiérrez y De la Vara, 2012). De ahi
que, la variable de respuesta depende de la composicién final que alcance la mezcla resultante, dada
por el aporte o proporciones relativas de cada uno de los ingredientes que han participado en la
mezcla y no de la cantidad absoluta de ellos (Gémez et al., 2016; Montgomery, 2019).

En el sistema triangular de coordenadas (Figura 2.2), se puede visualizar una representacion del
disefio experimental planificado, donde los tres componentes de las variantes de mezclas se
muestran en términos de su proporcion con respecto al todo (equivalente a 1). Los vértices del
triangulo representan las mezclas puras, conocidas como mezclas de un solo componente. En las
mezclas puras, la proporcion de un componente es 1y la de los otros es 0. Los puntos medios a lo
largo de los bordes del tridngulo representan las combinaciones en las que uno de los componentes
estd ausente. El punto central o centroide es la mezcla completa en la que todos los componentes

estan presentes en iguales proporciones.

(1,0, 0)
1

MF

X, =1

Fo

X

MF

(1/2,0, 1/2)

w =1 X, =X, -+ Xor =
D ) 0,0.1)

0,1.0)

(0, 1/2,1/2)

Figura 2.2 Diagrama del disefio de enrejado simplex con centroide
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Es preciso sefialar que, para el disefio de los puntos medios de los lados del triangulo, cada uno de
los sustratos aporta el 50 % de los ART de la masa final y en el punto central del tridngulo, se toma
el 33,3 % de los ART del aporte de cada sustrato (Figura 2.2). Todos los puntos se ajustaron a una
concentracion inicial de 120 g/L de ART (16 °Brix, equivalente), siendo esta la concentracién
Optima para realizar la fermentacion segin Fabelo (1999). Este tipo de disefio de experimentos
resulta ventajoso, pues requiere de un plan experimental minimo y brinda una informacion
completa. En la tabla 2.2, se muestra la composicion masica de azlcares reductores totales

aportados por cada componente de la mezcla.

Tabla 2.2 Planificacion del disefio experimental

Composicion masica de ART

Puntos Mezclas Miel final Jugo diluido Jugo de los filtros
XMF XJD X.]F
1 MF 1 0 0
2 JD 0 1 0
3 JF 0 0 1
4 JD + MF 0,50 0,50 0
JF + MF 0,50 0 0,50
6 JD +JF 0 0,50 0,50
7 JD +JF + MF 0,33 0,33 0,33

El calculo de los volumenes de sustratos azucarados a emplear en cada punto del disefio se realizé a
través de balances de masa (Tabla 2.3). El primer punto del disefio es con la mezcla tradicional de
miel y agua. En los puntos restantes se utiliza para la dilucién, el jugo de los filtros y el jugo
diluido, con el objetivo de reducir el consumo miel y agua. En el caso de las variantes de mezcla
donde se utilizé jugo diluido, fue necesario la adicion de miel final para completar la base inicial de

azucares reductores totales requeridos en la mezcla.
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Tabla 2.3 Balances de masa en cada punto del disefio experimental

Puntos Componentes Valores Ecuaciones
Miel final [MF] (mL) 325 MF+A=B 2.7
ART /L 572,3
M @b MF-ART,,. = B-ART, (2.8)
Densidad p,,- (9/mL) 1,416
Miel fi _ B-ART,
1 iel final [MFn] (9) 460,3 MF__Iﬁ?___ (2.9)
Agua [A] (mL) 1225 a
Batici6n [B] (mL) 1550 MF, = p e - MF (2.10)
ART, (g/L) 120 A=B-MF 2.11)
Jugo diluido [JD] (mL) 1298
ART,, (g/L) 32 JD+MF=8 (2.12)
Densidad p 5o (/ML) 1016 JD-ART, + MF-ART,,. =B-ART, (2.13)
,  Jugo diluido [30r] (g) 13192
Miel final (mL 252,4 _ B-ART,- JD-ART
elfinal (mt) MF= BT (2.14)
Miel final [MFn] (9) 358 MF
Agua(,mL) 0 D, = pyp -ID (2.15)
Baticion (mL) 1 550
Jugo de los filtros [JF] (mL) 1 081 JF+A=B (2.16)
ART (g/L) 172 JF-ART, =B-ART, (2.17)
Densidad pJF(ghnL) 1,053 . B.ART,
3 Jugo de los filtros [JFm] (g)  1139,1 ART, (2.18)
Miel final (mL) 0 F =p, F (2.19)
Agua (mL) 469
Baticion (mL) 1550 A=B-JF (2.20)
Jugo diluido (mL) 1298 D+MF=B (2.21)
Jugo diluido [IDm] (9) 1319,2 '
Miel final (mL) 2524 v = 050(B-ART,) (2.22)
A ART '
4 Miel final [MFmn] (g) 357,5 MF
Agua (mL) 0 D= 0,50-(B-ART,) (2.29)
Baticion (mL) 1550 ART, .
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Jugo de los filtros (mL) 540,7 JF+MF+A=B (2.24)

Jugo de los filtros [JFm] (9) 569,6 JF-ART, + MF-ART,, = B-ART, (2.25)
ial fi 0,50-(B-ART,
Miel final (mL) 162,5 JF= ,E\RT B) (2.26)
> Miel final [MFx] (g) 230 ¥
MF = 0,50-(B-ART,)
Agua (mL) 846,8 = —ARTMF (2.27)
Baticion (mL) 1 550 A=B-JF-MF (2.28)
Jugo de los filtros (mL) 540,7 JF+JD+MF+A=B (2.29)
Jugo de los filtros [JF 569,6 0,50-(B-ART.
g o [ m] (g) JE= ( B) (230)
Jugo diluido (mL) 840 ART
Jugo diluido [JDm] (9) 853,7 0,50-(B-ART;)
6 o D= (2.31)
Miel final (mL) 115,5 ART,,
Miel final [MF . = -ID-
iel final [MFn] (g) 163,6 ME = B ART, -JF-ART, -JD-ART,, (2:32)
Agua (mL) 53,8 ARTye
Baticion (mL) 1550 A=B-JF-JD-MF (2.33)
Jugo de los filtros (mL) 360,1 ID+JF+MF+A=B (2.34)
Jugo de los filtros [JFm] (9) 379,3
Jugo diluido (mL) 970 D= O’SSLETARTB) (2.35)
Jugo diluido [JDm] (9) 985,8 ®
7 C e 0,33-(B-ART,
Miel final (mL) 162,5 JE= ( ) (2.36)
Miel final [MFn] (g) 230,2 ART,
Agua (mL) 57,35 0,33:(B-ART;)
o MF = (2.37)
Baticion (mL) 1 550 ART

2.3 Procesamiento estadistico de los resultados experimentales

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos en la caracterizacion de los sustratos y de los
parametros estudiados durante el proceso fermentativo, se empled el mismo software usado para la
planificacion experimental (Statgraphics Centurion, version 16.2). A estos valores experimentales
se les determin6 la media aritmética y algunos estadigrafos de dispersion (desviacion estandar y
coeficiente de variacion), ambos parametros indican el grado de dispersion o variabilidad de los

datos respecto al valor de la media.
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Con el propdsito de conocer si existen diferencias significativas entre los valores promedios de los
resultados experimentales, se realiza un analisis de varianza con la aplicacién de la prueba de
Fischer. Ademas, se aplica la prueba de multiples rangos de Tukey con el objetivo de identificar
cuéles son los grupos homogéneos y cudles son los que presentan diferencias significativas

(considerando una tasa de error de 5 %) (Gutiérrez y De la Vara, 2012; Montgomery, 2019).

Una vez obtenidos los valores experimentales del disefio de mezcla, es necesario ajustar un modelo
estadistico, sea de primer o mayor grado (lineal, cuadratico o cubico especial), con la finalidad de
investigar el efecto de las composiciones de los componentes de la mezcla sobre la variable de
respuesta. Si consideramos el ajuste a partir de un modelo cubico especial para tres componentes,
este estd dado por la ecuacion 2.38. A partir de este polinomio, es posible obtener los puntos
optimos y las superficies de respuesta correspondiente a cada variable en dependencia de la

composicion de la mezcla.

E(y) = ﬂlxl + IBZXZ + ﬂ3X3 + ﬁllexz +ﬂX13X1X3 + ﬂ23X2X3 + ﬁ123X1X2X3 (238)
Donde:

E(y): valor esperado de la variable de respuestay .
By B Bt coeficientes lineales de las variables independientes.

X, , X,, X;: composiciones de los ingredientes de la mezcla, donde se cumple que 0 < x<1ly

X +X +X =1,

Para corroborar la validez del modelo obtenido y conocer hasta qué punto el mismo representa
fielmente el fendmeno que se estudia, es necesario verificar su calidad de ajuste y el grado de
correlacion entre las variables. La calidad de ajuste de los modelos matematicos correspondientes a
las variables de respuesta, se determin6é mediante la prueba de Fisher y el analisis de los coeficientes
de determinacion (R?) y R? ajustado. Otro indicador de calidad a tener en cuenta, es el error relativo
de prediccion del modelo, este se estima por la diferencia entre los resultados obtenidos por el
modelo con respecto a los datos de referencia que se utilizan para su determinacion. Mediante el
estadigrafo de Durbin-Watson, se establece si los errores experimentales no se encuentran

correlacionados entre si para un 95 % de confianza (Montgomery, 2019).
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2.4 Célculo de los ahorros de miel final y agua para cada alternativa

La utilizacion de los jugos secundarios en la dilucién de las mieles con fines fermentativos, ademas
de aportar azucares a la mezcla, genera significativos ahorros de agua y miel final. Una disminucién
en los consumos de estas materias primas, incidiria positivamente en la reduccion de los costos de
produccion del proceso. A partir de la ecuacion 2.39, se puede determinar el porcentaje de ahorro de

miel final (Awe) obtenido en cada variante con respecto a la mezcla tradicional de miel final y agua.

MFexp.
Ave = |1-—ge— |- 100 (2.39)

exp.l

Donde:

MF,,, : volumen de miel final utilizado para cada una de las variantes de mezclas (mL).

MF,, . : volumen de miel final utilizado en la alternativa de 100 % de miel final (mL).

Del mismo modo, se procede en el célculo del porcentaje de ahorro de agua (A agua) Obtenido en cada

variante de mezcla:

AEX .
Ay, = (1 - —Pj . 100 (2.40)

MF

Donde:

A.,,. - volumen de agua utilizado para cada una de las variantes de mezclas (mL).

A, : volumen de agua utilizado en la alternativa de 100 % de miel final (mL).

2.4.1 Calculo de los beneficios econdmicos obtenidos con las alternativas de mezclas

La UEB Derivados Destileria Jesus Rabi, tiene una capacidad de produccion de etanol de 500 hL/d.
Actualmente, esta industria emplea miel final como materia prima, proveniente del central
azucarero anexo, que utiliza un esquema de produccién de tres masas cocidas con doble semilla.
Para el calculo de los ingresos econdémicos por concepto de utilizacién de las diferentes variantes de
mezclas analizadas en los epigrafes anteriores, se estudiaron dos alternativas con el objetivo de
determinar los ingresos brutos generados. Para ello, se tuvo en cuenta que en la destileria se
procesan diariamente 6 fermentadores con un volumen de baticién total de 7 740 hL y que las
columnas de destilacion operan con un 95 % de eficiencia. Ademas, para la realizacion de estos

calculos se considera que la destileria trabaja durante los 140 dias que muele anualmente como
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promedio el central azucarero, con la finalidad de tener un suministro estable del resto de las

materias primas (jugo diluido y jugo de los filtros).

Alternativa 1. Se basa en los ingresos econdmicos brutos generados por las ventas del etanol
producido con cada variante de mezcla y por la comercializacion de la sobreproduccion del etanol
obtenido a partir de la miel final sustituida por jugos secundarios, por concepto de ahorro de MF.

Para ello, se emplea la ecuacion 2.41.

Far = lac + Lac con MFsustituida (2.41)
Donde:
| o1 ingresos econémicos brutos obtenidos con la alternativa 1 (CUP/a).
| ... : ingresos econémicos brutos generados por las ventas del etanol producido a partir de cada

variante de mezcla (CUP/a).

| .ic. con MEsustituida - INGTESOS econdémicos brutos generados por las ventas de la sobreproduccion de

etanol obtenida a partir de la miel final sustituida, por concepto de ahorro (CUP/a).

Ialc. = Vbaticién - % Alc baticion % Eflcdestilacién " PUPgconor Toperacién (2.42)
I alc.con = Vbaticién - % Alc MF * % Eﬁcdestilacién 'AMF * PUPgiconol 'Toperacién (2 43)
MF sustituida '

Donde:
Viaicien - VOlumen de baticion a destilar diariamente (hL/d).
% AIC p,;icisn - grado alcohdlico de la baticion correspondiente a cada variante de mezcla (%).

% Alc ,: grado alcohdlico de la baticién correspondiente a la variante compuesta solamente por
miel final (%).
% EFiCyogiiacion - €fiCiencia de las columnas de destilacion (%).

A porcentaje de ahorro de miel final obtenido en cada variante con respecto a la mezcla

tradicional de miel final y agua (%).
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T : cantidad de dias que operaria anualmente la destileria (d).

operacion

Se considera que el alcohol producido se comercializa como alcohol flema a un precio unitario

(PUP,conol) de 263,2 CUP/hL (AZCUBA, 2020a) y que para producir un hectolitro de alcohol se
necesitan 390 kg de miel final (Cuellar et al., 2012).

Alternativa 2. Se basa en los ingresos econdémicos brutos generados por las ventas del etanol
obtenido con cada variante de mezcla y por la comercializacion de alimento animal Miel-Urea-
Bagacillo (MUB), producido a partir de la miel final sustituida por jugos secundarios, por concepto

de ahorro de MF. Para ello, se emplea la ecuacion 2.44.

+ 1

a2 = lac, MUB con MF sustituida (2.44)

Donde:
| 5, ingresos econdmicos brutos obtenidos con la alternativa 2 (CUP/a).
| MUB con MF sustituida - 1NGT€SOS econdmicos brutos generados por las ventas de alimento animal

Miel-Urea-Bagacillo, producido a partir de la miel final sustituida por jugos secundarios (CUP/a).

Se considera que para producir una tonelada de MUB se necesitan 0,15 toneladas de miel

final (Cuellar et al., 2012) y que el precio unitario (pup y,ug) de la MUB es de 120 CUP/t
(AZCUBA, 2020b).

I _ (390 kGie /1AL 4 ¢) - Viaiion * Y0 AIC e - % EFIC egiiacion * Ame . pup T 5
con MF 1000 - 0,15 t MUB * Toperacion (9 AB)

sustituida

En resumen, para calcular los ingresos generados con las alternativas propuestas, se tuvieron en
cuenta los siguientes indicadores: volumen de baticion a destilar (hL), grado alcohodlico de la
baticion (%), eficiencia en la destilacion (%), indices de consumo de miel final (kg/hL), cantidad de
dias de trabajo de la industria, porcentajes de ahorro de miel final y los precios unitarios de los

productos a comercializar.
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CAPITULO 3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

En este capitulo se analizan los resultados de la aplicacion de la metodologia de trabajo descrita en el
capitulo 2, con el proposito de darle cumplimiento a los objetivos propuestos en la investigacion.
Primeramente, se exponen los resultados referidos a la caracterizacion fisico-quimica de los sustratos
fermentativos. Luego, se explican los resultados relacionados con el estudio del comportamiento de
los principales parametros del proceso de fermentacion alcoholica. También, se determina la
composicion y calidad del etanol producido. Se muestran los modelos matematicos obtenidos para
las variables de respuesta analizadas, asi como su optimizacion. Finalmente, se presenta una

valoracion econdmica de los beneficios obtenidos con las alternativas de mezclas estudiadas.

3.1 Caracterizacion fisico-quimica de los sustratos fermentativos

La miel final 0 melaza es un liquido viscoso de color oscuro que posee gran valor como materia
prima en la industria fermentativa. En la tabla 3.1, se muestran los resultados obtenidos en la
caracterizacion de la miel final empleada como sustrato en la fermentacién alcohdlica. La gran
mayoria de los pardmetros analizados exhiben valores pequefios de desviacion estandar (S).
También, se aprecia que el 55 % de las variables presentan un coeficiente de variacion (CV) inferior
al 4 % y el resto muestra valores entre 4 y 8 %, lo que indica la existencia de poca dispersion o
variabilidad en los datos respecto al valor de la media aritmética y demuestra confiabilidad en las
mediciones efectuadas (Anexo 4, Tabla 4.1). Si se realiza un analisis comparativo entre los valores
promedios obtenidos y los intervalos establecidos en las normas de calidad planteadas por varios
autores, se puede observar que en mas de la mitad de los casos se cumple con los valores normados

para este producto, con excepcion de 9 de los 22 parametros estudiados.

Los azucares reductores totales constituyen los compuestos basicos sobre los cuales se llevan a cabo
los procesos fermentativos. Por esta razon, su determinacion es de suma importancia para la
produccion alcoholera y constituye un requisito necesario a la hora de determinar la calidad de
cualquier materia prima para esta industria. En la caracterizacion realizada, se observa que el
contenido de ART en la miel final (57,23 %), cumple con lo expuesto en la norma NC 715: 2009,
que fija como requisito de calidad, un valor minimo de 52 %. Las mieles finales cubanas contienen
de 60 a 65 % de ART y mientras mayor sea la presencia de estos azucares invertidos
(glucosa y fructosa), se obtendran mayores rendimientos alcoholicos en la fermentacion
(Almazan, Cabello, et al., 2016; Saura et al., 2019).
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Tabla 3.1 Caracteristicas fisico-quimicas de la miel final utilizada en la fermentacion

) Miel final (MF) Normas de calidad
Parametros - -
Media S CV (%) Valores Referencia
Sélidos areométricos disueltos (°Brix) 82,24 136 1,65 85 (min.) NC 715: 2009
Sacarosa [Pol] (%) 28,45 121 4,24 30-40 Otero (1997)
Pureza (%) 3459 134 3,86 33-46 Biart et al. (1982)
AzUcares reductores totales (%) 5723 135 2,36 52 (min.) NC 715: 2009
AzUcares reductores libres (%) 2239 097 4,35 15-20 M. Diaz et al. (2019)
Azucares reductores infermentables (%) 4,78 0,06 1,28 4,5 (méax.) Almazéan et al. (2016)
Azucares fermentables (%) 52,45 1,40 2,67 48,2 (min.)  NC 715: 2009
Concentracion de almidén (mg/L) 610,4 44,43 7,28 249 - 465 Jimenez (2017)
pH 53 0,12 231 52-57 NC 715: 2009
Acidez total 0,62 0,02 3,04 0,30-1,35 Biartetal. (1982)
Capacidad buffer 79,80 256 321 35,5-108,2 Biartetal. (1982)
Cenizas (%) 7,10 0,30 4,18 12 (méx.) NC 715: 2009
Lodos (%) 420 0,18 435 8 (max.) NC 715: 2009
Materia seca gravimétrica (%) 7748 245 3,16 70,5-91,3 Biartetal. (1982)
Coloides (%) 8,72 041 4,66 8 (méx.) Almazéan et al. (2016)
Nitrégeno total (%) 0,28 0,02 6,52 0,45 (min.)  Almazan et al. (1982)
Fdésforo total [P.Os] (%) 0,17 0,01 8,01 0,08 (min.)  Almazan et al. (1982)
Proteina bruta (%) 1,75 011 6,52 3-4 M. Diaz et al. (2019)
Magnesio [MgO] (%) 0,33 0,02 559 0,30 (méx.)  Almazan et al. (2016)
Calcio [CaO] (%) 064 0,02 342 1,20 (méx.)  Almazén et al. (2016)
Densidad [30°C] (g/mL) 1,416 0,01 0,68 1,38-1,42  Otero (1997)
Viscosidad [60°C] (mPa-s) 1625 18,25 1,12 5000 (max.) Rein (2017)

S: Desviacion estandar  CV: Coeficiente de variacién

La miel final esta constituida por 4,78 % de azlcares reductores infermentables (Tabla 3.1), valor
ligeramente superior al intervalo fijado por autores como Otero (1997) y Galvez (2019) [2 a 4 %],
asi como por Almazéan, Cabello, et al. (2016) [4,5 % méax.]. Los azucares infermentables son
compuestos que se producen durante el proceso de fabricacion de azucar, son generalmente no
cristalizables y, por lo tanto, pasan a las mieles finales. Poseen en su estructura grupos aldehidos o
cetdnicos que reaccionan ante el cobre y desarrollan color de forma similar a los azlcares simples y
disacaridos. Dentro de estos compuestos, destacan inhibidores del crecimiento microbiano como el
furfural y el 5-hidroximetil-furfural, de ahi la importancia de su determinacién para evaluar la

capacidad fermentativa de las melazas (Almazan, Cabello, et al., 2016; Biart et al., 1982).
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El pH tiene un marcado efecto sobre el crecimiento éptimo de la biomasa y el rendimiento de la
fermentacion. La norma de calidad NC 715: 2009, refiere que el pH debe comportarse entre 5,2 y
5,7, por lo que la melaza objeto de analisis cumple con este indicador (Tabla 3.1). Otero (1997),
considera que la capacidad buffer que poseen las mieles finales de cafia, ejercen cierta resistencia
amortiguadora a los cambios bruscos de pH en determinadas zonas de acidez. Entre las sustancias
que tienden a estabilizar el pH, se encuentran los &cidos organicos, las bases débiles y sus sales, los
acidos carboxilicos y los aminoacidos. Su efecto amortiguador sobre el pH es directamente
proporcional a su concentracion. La capacidad buffer de la melaza analizada es de 79,80 unidades,
valor que se encuentra dentro del rango establecido por Biart et al. (1982) en sus estudios sobre las
mieles finales cubanas y acorde con lo reportado en la literatura (Rein, 2017; Saura et al., 2019).

Los lodos son los sélidos suspendidos presentes en las mieles finales y que sedimentan facilmente
por centrifugacion. La formacion de lodos, es una evidencia de la ocurrencia de la reaccion de
Maillard (reaccién de oscurecimiento no enzimatico), que en su estado final conduce a reacciones de
polimerizacion con la formacion de melanoidinas insolubles, que constituyen una parte de los
coloides presentes en las melazas (Otero, 1997). La miel final presenta un valor promedio de
4,20 % de lodos, por lo que cumple con lo sefialado en la norma NC 715: 2009, que establece un

maximo de 8 %.

Segun Otero (1997), la cantidad de coloides en peso presente en las mieles finales, oscila entre
6 y 10 %. Sin embargo, Almazan, Cabello, et al. (2016) considera que su valor maximo admisible
debe ser de 8 %, por lo que la miel analizada (8,72 %) incumple con lo referido por dicho autor. Los
coloides son sistemas dispersos, cuyo grado de dispersion puede variar entre 0,1 y 0,001 micras.
Estan formados por polimeros y acidos grasos de cadena larga, sustancias gomosas y de naturaleza
peptidica. En los procesos fermentativos, algunos de los componentes de los coloides son altamente
inhibidores del crecimiento microbiano, incluyendo las melanoidinas. Por otra parte, pudieran
afectar la transferencia de oxigeno y de masa en las células de levadura, debido a la formacion de

una barrera sobre la superficie de las mismas (Biart et al., 1982; Otero et al., 2009).

Los no azucares inorganicos forman parte de la composicion de las cenizas, que en las mieles finales
cubanas promedian un 9,57 %. Entre las cenizas solubles se encuentran los carbonatos, cloruros y
sulfatos de los metales alcalinos, y la parte insoluble esta compuesta principalmente por sales de

calcio (Biart et al., 1982; Galvez, 2019). Las muestras de miel estudiadas contienen un 7,10 % de
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cenizas como valor promedio, inferior a lo referido en la norma de calidad NC 715: 2009, que
establece un méaximo de 12 %, lo que resulta favorable para el proceso fermentativo.

Tabla 3.2 Caracteristicas fisico-quimicas de los jugos secundarios utilizados en la fermentacion

) Jugo diluido (JD) Jugo de los filtros (JF)
Parametros
Media S CV (%) Media S CV (%)
Sélidos refractométricos disueltos (°Brix) 5,18 0,56 10,80 13,46 0,71 5,25
Sélidos totales (%) 8,24 051 6,14 24,08 0,82 3,40
Sacarosa [Pol] (%) 2,71 0,24 8,66 11,26 0,69 6,14
Pureza (%) 52,56 321 6,11 83,68 3,77 451
Azucares reductores totales (%) 3,20 025 7,74 17,20 0,51 2,98
Concentracion de almidén (mg/L) 644,7 7559 11,73 1654 198 11,97
Concentracion de dextrana (mg/L) 0 - - 0 - -
pH 5,60 0,06 1,13 5,81 0,06 0,97
Acidez total 0,018 0,00 6,69 0,025 0,002 6,94
Capacidad buffer 1,39 0,04 2,65 1,52 0,02 1,50
Color ICUMSA (Ul 70) 15211 1605 10,55 18074 1293 7,16
Turbiedad (UA) 0,28 0,02 5,76 0,34 0,02 5,96
Cenizas conductimétricas (%) 0,17 0,01 8,74 0,72 0,02 3,13
Sélidos insolubles (%) 3,62 042 11,57 8,11 0,97 11,91
Gomas acuosolubles (mL) 4,50 053 1171 15,10 1,20 7,93
Ceras (%) 0,77 0,08 9,79 1,53 0,16 10,13
Bagacillo (%) 0,18 0,02 10,02 0,07 0,01 11,88
Concentracion de fosfato [P,0s] (mg/L) 1344 957 7,12 2069 19,96 9,65
Magnesio [MgO] (%) 0,32 0,02 6,26 0,57 0,01 1,90
Calcio [CaO] (%) 0,21 0,01 5,30 0,43 001 241
Densidad [30°C] (g/mL) 1,016 0,003 0,32 1,063 0,01 0,43
Viscosidad [30°C] (mPa-s) 0,93 0,06 6,29 1,421 0,08 524

S: Desviacion estandar  CV: Coeficiente de variacion

En la tabla 3.2, se muestran los resultados alcanzados en la caracterizacion fisico-quimica de los
jugos secundarios (jugo diluido y jugo de los filtros de cachaza) utilizados también como sustratos
fermentativos. La gran mayoria de los parametros estudiados presentan valores pequefios de
desviacion estandar. Ademas, se aprecia que el 41 % de las variables exhiben un coeficiente de

variacion de 4 a 8 % y el resto muestra valores inferiores a 12 %, lo que demuestra la existencia de

=49 -



poca dispersion en los datos respecto al valor de la media aritmética. En las tablas 4.2 y 4.3 del
anexo 4, se pueden observar los valores obtenidos en cada pardmetro durante una decena de dias

para ambos jugos.

Estévez (2005), considera que a diferencia de los jugos para la produccién de azucar, propiedades
tales como alto contenido de sacarosa (Pol), elevada pureza, bajo contenido de azUcares reductores
libres, gran brillantez y transparencia, bajo color y pH neutro, deseables para la cristalizacion de
azucar, carecen de relevancia para la produccion de alcohol. De ahi que, solo se requiere un alto
contenido de azucares reductores totales, el pH acido, bajo contenido de sélidos sedimentables y en
suspension, la ausencia de inhibidores bioldgicos y de contaminacion bacteriana. Estas razones
hacen que los tratamientos de purificacion clasicos para jugos de cafia, sélidamente establecidos en
la industria azucarera como la alcalizacion, sulfitacion y carbonatacion, son incompetentes para su
aplicacion directa a jugos destinados para la fermentacion y produccion de alcohol. Es por ello que,
los jugos deben ser tratados previamente con equipos industriales de separacion como: coladores,
hidrociclones, tanques de floculacion, clarificadores y mediante operaciones de calentamiento y

enfriamiento para la eliminacion de los microrganismos y las impurezas presentes en los jugos.

Tabla 3.3 Especificaciones de calidad de los jugos de cafia para su utilizacion en la fermentacion

Parametros de calidad Valores
AzUcares reductores totales (ART) 10 % (min.)
pH 55-59
Acidez total 0,05 % (méax.)
Solidos sedimentables (por centrifugacion) Ausencia
Solidos suspendidos (por filtracion) Ausencia
Hongos filamentosos (en placa) Ausencia
Levaduras viables (en placa) Ausencia
Bacterias totales viables (en placa) < 10? UFC/mL

Fuente: Estévez (2005).

En la tabla 3.3, se pueden apreciar algunas de las especificaciones minimas requeridas para
considerar a los jugos de cafia, previamente tratados, con la calidad adecuada para su uso en la
fermentacion alcohdlica. Existen otras determinaciones analiticas que también resultan valiosas, pero
no son consideradas como analisis de rutina durante la produccion, sino como andlisis especiales,

entre ellas se encuentran la cuantificacion del contenido de nitrogeno, fosforo, azufre, potasio,
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magnesio, calcio, vitaminas (biotina) y coloides (almidon, dextrana, ceras, gomas acuosolubles, etc.)
(Estévez, 2005).

Para el pardmetro de azUcares reductores totales, se observaron valores del orden de 3,20 % y
17,20 % en los jugos diluido y de los filtros respectivamente (Tabla 3.2), lo que permite inferir que
el porcentaje restante de Brix se debe a la presencia de aminoacidos, proteinas, acidos totales, no
azucares fermentables y otras biomoléculas. Para el caso del jugo diluido, se verificd un valor
inferior al 10 % de ART recomendado como minimo por Estévez (2005), debido a que este jugo esta
constituido fundamentalmente por agua y solidos insolubles, como resultado del proceso de
imbibicion durante la etapa de molienda de la cafia. Los valores de ART obtenidos, fueron similares
a los reportados en la literatura por autores como Otero et al. (2009), Garcia et al. (2015),
Ribeiro et al. (2017) y Cortés et al. (2021). Ademas, Steindl (2010), afirma que los jugos de cafia de
azucar presentan entre 13y 14 % de ART en su constitucion.

En la tabla 3.2, se puede observar como los valores de pH y acidez para ambos jugos, oscilan en el
rango establecido por Estévez (2005) (Tabla 3.3). El pH es un factor de alta influencia sobre la
eficiencia de la fermentacion alcohdlica. La acidez total constituye un indice confiable para
determinar la frescura y calidad de los jugos. Para la levadura son perjudiciales los valores neutros y
alcalinos, asi como los de acidez extrema. Como la propia actividad fermentativa tiende a
incrementar la concentracion de iones hidrogeno, un pH del jugo entre 5,5y 5,9 es adecuado, pues
durante el curso de la fermentacion el mismo disminuye hasta valores apropiados para el crecimiento
de la levadura (pH: 4,5 a 4,7) (Nitayavardhana y Khanal, 2017).

En la investigacion, se utilizaron jugos secundarios con un contenido de sélidos insolubles inferior al
9 % (Tabla 3.2), valor superior a lo planteado por Rein (2017) para el caso del jugo de los filtros
(4 a 6 %). Por tal motivo, estos jugos fueron sometidos a operaciones de calentamiento, filtracion
floculacion y sedimentacion, antes de ser empleados como sustratos de la fermentacion alcoholica.
Autores como Almazan, Casanova, et al. (2016) y Estévez (2005), consideran que los sélidos
insolubles carecen de una accion fisioldgica directa sobre las levaduras, pero indirectamente inciden
fuertemente sobre el proceso fermentativo al constituirse en soportes para microorganismos
contaminantes, barreras a la transferencia de calor, asi como origen de incrustaciones, abrasiones,
deposiciones, tupiciones y demas efectos mecanicos sobre la maquinaria del proceso. La presencia

de fibras, bagacillo, arena, arcilla, tierra u otros materiales extrafios en los jugos, es un aspecto
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negativo de la mayor significacién practica. Por lo que, se requiere la mayor remocién
posible de sélidos insolubles, tanto de los fibrosos como de los granulares o pulverulentos
(Gonzélez et al., 2009).

La existencia de un alto contenido de coloides en los jugos, provoca la formacién de espumas
durante la fermentacion y obstaculiza el transporte a través de la pared y membrana celulares de la
levadura (Estévez, 2005). En la tabla 3.2, se puede percibir como existe una mayor presencia de
coloides (gomas acuosolubles, ceras y almidones) en el jugo de los filtros respecto al jugo diluido.
De ahi la importancia que posee el tratamiento de estos jugos antes de ser fermentados, con la

finalidad de que no haya presencia de solidos suspendidos y sedimentables.

La contaminacion microbiana, no solo es nociva para la eficiencia fermentativa, debido a la
competencia que ejercen las bacterias y levaduras salvajes sobre la utilizacidon de los azucares, sino
también por el incremento, producto del desecho metabdlico, de ciertas sustancias que
poseen un fuerte efecto de inhibicion sobre la viabilidad de la levadura, como son los &cidos
organicos volatiles, lactico, acético, propionico y butirico (Bonatelli et al., 2019; Estévez, 2005;
Mendonca et al., 2020). Ademas, este efecto inhibitorio provoca la ralentizacion de la fermentacion
y el no agotamiento de todos los azucares disponibles. De ahi que, resulta de gran importancia evitar
la presencia en los jugos de bacterias que propicien la fermentacion dextranica, butirica y levanica,
ademas de la lactica, heterolactica y acética (Brexd y Sant’Ana, 2017; Diaz et al., 2020). Es
significativo destacar, que en ambos jugos no hay presencia de dextrana, lo que evidencia que no

existe crecimiento de bacterias indeseables tales como el Leuconostoc mesenteroides.

Partiendo de que los resultados de la caracterizacion de los sustratos son aceptables, de acuerdo a las
normas establecidas para cada uno de ellos, se puede concluir que los mismos se encuentran con
calidad y tienen potencialidades para ser utilizados en la fermentacién alcohdlica. Ademas, la
extraccion de estas corrientes intermedias del proceso azucarero (jugos diluido y de los filtros) con
fines fermentativos, conducirian a una mayor eficiencia en la etapa de purificacién, obteniéndose un
azucar de mayor calidad, asi como la disminucién significativa del consumo de vapor y el
incremento de la disponibilidad de bagazo sobrante para la generacién de energia renovable.
También, favoreceria el incremento de la capacidad de molida del central azucarero y se evitaria la
recirculacion al proceso de un material con altos contenidos de azlcares reductores, coloides, sélidos

insolubles y demas impurezas que perjudican la calidad del aztcar y el agotamiento de las mieles.
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3.2 Analisis de los resultados de la dinamica de fermentacion

Como resultados del disefio de experimentos y de la dindmica de fermentacion para cada corrida
experimental, corresponde analizar las variables mas significativas que influyen en la produccion de
etanol. Es por ello que, se control6 el comportamiento del pH y la concentracién de sélidos solubles
(Brix) cada 3 horas, el contenido de azlcares reductores totales al inicio y al final de la
fermentacion, asi como los porcentajes de viabilidad celular y gemacion obtenidos en las baticiones
fermentadas (Anexo 5). Ademas, se determind el grado alcoholico, el contenido de didxido de
carbono generado, el rendimiento y la eficiencia fermentativa correspondiente a cada alternativa de

mezcla (Anexo 6).

3.2.1 Comportamiento del pH

La figura 3.1, muestra el comportamiento del pH durante todo el proceso fermentativo. Se puede
apreciar como este parametro presenta una tendencia a la disminucion en las alternativas analizadas,
cuyos valores descienden desde 4,5 hasta 4,3, excepto la variante de jugo filtrado (JF) que decrece
hasta 4,1. Segun Sablayrolles (2019), durante la fermentacion, ademas de la produccion de etanol y
CO2, se generan otros subproductos como el glicerol y acidos organicos débiles como los acidos
succinico y acético, que pueden disminuir el pH del medio de cultivo. EI pH puede limitar la tasa de
crecimiento de las levaduras al alterar la actividad enzimatica, la permeabilidad celular y la
disponibilidad de iones metalicos (Nitayavardhana y Khanal, 2017). Por tal motivo, se hace
necesario el control del mismo para evitar la formacion de subproductos y afectaciones en la

viabilidad de la levadura.

Los valores obtenidos de pH, infieren que durante la fermentacion existio una mayor produccion de
acidos organicos en las variantes de jugo diluido (JD) y jugo filtrado (JF), en comparacion con la
alternativa compuesta por melaza (MF) (Figura 3.1). Este comportamiento puede deberse a
condiciones estresantes que afronta la levadura en el medio de fermentacion, que estimulan al
microorganismo a producir acidos como una forma de regular sus actividades metabdlicas, asi como
para eliminar microorganismos del medio (Alcantara et al., 2020). Segun Basso et al. (2011), el
azucar metabolizado por la Saccharomyces cerevisiae se dirige a la produccion de ATP, biomasa,
COg2, &cidos orgéanicos, etanol y otros compuestos en menor cuantia. Siempre por la via metabolica,
parte del carbohidrato absorbido se utiliza en la regeneracion de la coenzima NAD. Sin embargo, en

condiciones desfavorables del medio, existe una estimulacion de la levadura a producir un mayor
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contenido de glicerol para mantener sus actividades celulares. La utilizacion de azucares
fermentables para la produccion de glicerol, resulta directamente en la disminucion de la cantidad de
etanol producido (G. Costa et al., 2018).
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Figura 3.1 Comportamiento del pH durante la fermentacion de cada alternativa de mezcla

Aunque se observo una reduccion del pH en los medios de cultivo, este parametro se comporté de
forma similar a lo reportado en la literatura por autores que trabajaron con fermentaciones de melaza
y jugos de cafia de azucar (De la Cruz et al., 2000; Ribeiro et al., 2017). Segun Nitayavardhana y
Khanal (2017), las cepas de S. cerevisiae que crecen en medios acidos, a valores de pH entre 4 y 5,
no tienen un efecto significativo sobre el rendimiento de etanol durante la fermentacion, pero se ha
observado un mayor tiempo de fermentacion cuando esta se efectGa a un pH mas bajo. Asi como, a
pH superiores a 5 puede disminuir el rendimiento alcohdlico. Se puede concluir que, con los valores
de pH obtenidos experimentalmente, la levadura empleada en la investigacion, desarrolla mejor y

eficientemente el proceso de bioconversion de azucares reductores (glucosa y fructosa) en etanol.

3.2.2 Comportamiento de la concentracion de sélidos solubles y los ART

Otro de los pardmetros controlados durante el proceso fermentativo fue el comportamiento de la
concentracion de solidos solubles (Brix). En la figura 3.2, se puede observar como en todas las
alternativas, existe una disminucion de la concentracién de solidos solubles con el tiempo, cuyos
valores descienden desde 16 hasta 2 °Brix para la variante de jugo filtrado, lo que evidencia el
consumo de sustratos por parte de la Saccharomyces cerevisiae, principalmente los azlcares

fermentables presentes en el medio de fermentacidon (Martinez et al., 2013; Mesa et al., 2006).
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Figura 3.2 Comportamiento del Brix durante la fermentacion de cada alternativa de mezcla

Durante las primeras 12 horas de fermentacion, existe un decrecimiento de la concentracion de
solidos solubles superior al 45 % (Figura 3.2). Si comparamos la alternativa compuesta por 100 % de
ART aportados por la miel final con el resto de los tratamientos, vemos que son similares e incluso
en las variantes donde se utiliza el jugo de los filtros se obtienen valores inferiores, lo que denota las
ventajas de este sustrato por ser mas rico en compuestos carbonados simples con una mejor
asimilacion por la levadura. Este comportamiento demuestra que el jugo de los filtros es una
corriente que presenta una calidad adecuada para los procesos fermentativos. La variacion de los
solidos solubles en los mostos fermentados, se comporté de forma semejante a los resultados
alcanzados industrialmente y a lo reportado en estudios realizados con iguales sustratos azucarados
por autores como Fabelo (1999), Torres (2005) y Otero et al. (2010).

Con el proposito de determinar si existen diferencias significativas entre los valores promedios
obtenidos, tanto para el Brix como para los azlcares reductores totales residuales (ARTR) en los siete
mostos fermentados, se realiza un andlisis de varianza y la prueba de maultiples rangos de Tukey,
cuyos resultados se exponen en los anexos 7 y 8 respectivamente. Se pudo comprobar mediante la
prueba de Fisher (Prueba-F) que existen para ambos parametros analizados, diferencias
estadisticamente significativas entre las medias con un nivel de confianza del 95 %, debido a que el
valor de la probabilidad (Valor-P) es menor que el nivel de significancia (a = 0,05). Como se aprecia
en la figura 3.3, las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

segun la prueba de Tukey. Para el caso de los ARTr, 19 de los 21 pares de medias difieren
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significativamente (Anexo 8). Se puede apreciar la considerable reduccién que tienen los ART,
debido al consumo de estos durante el proceso fermentativo y su transformacion en etanol, lo cual
coincide con resultados alcanzados tradicionalmente con estas materias primas (Bello et al., 2005;
Cortés et al., 2021; Garcia et al., 2015). Los tratamientos MF y JD tuvieron un alto contenido
residual de ART. La alternativa compuesta por jugo filtrado (JF) se diferencia del resto en mas de un
80 % en el consumo de azucares invertidos durante la fermentacion, siendo este tratamiento el de
menor cantidad de ARTr observado (0,22 %). Esta diferencia se debe a que cuando se utiliza melaza
en grandes proporciones, es posible verificar la presencia de azlcares infermentables posterior a la

fermentacion (Oliveira et al., 2019).
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Figura 3.3 Valores promedios de Brix y ARTR obtenidos en los mostos fermentados de cada

alternativa de mezcla. Las letras comparan las diferencias existentes entre las medias segun
la prueba de Tukey (5 %)

El empleo del jugo de los filtros como materia prima alternativa presenta niveles mas bajos de ARTr
y solidos solubles en el mosto fermentado, respecto al uso de miel final al 100 % (Figura 3.3).
Resulta comun que las melazas produzcan mostos con un alto contenido de sélidos solubles al final
de la fermentacion, como fue demostrado por De la Cruz et al. (2000), Torres (2005) y De Armas et
al. (2020), que también obtuvieron valores superiores a 7 °Brix, dado que la mayoria de los solidos
solubles presentes en este andlisis son compuestos de azlcares degradados, calcio, potasio, acidos
organicos, entre otros (Almazan, Cabello, et al., 2016; Kaur et al., 2002).
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En todas las variantes se observo que hay consumo de sustratos por parte de la levadura, asi como no
se percibieron alteraciones considerables en indicadores tales como: Brix y ART; lo que indica que
los sustratos empleados cada uno por separado y combinados entre ellos con los convencionales, no
tienen accion inhibidora por la presencia de sales, metabolitos y otros compuestos. EI consumo de
azucares reductores se comportd de forma semejante al proceso convencional de produccién de

alcohol.

3.2.3 Analisis de viabilidad celular y gemacion en los mostos fermentados

A partir de los analisis de varianza y la prueba de multiples rangos de Tukey (Anexos 9 y 10), se
pudo comprobar, tanto para la viabilidad celular como para la gemacion, que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las siete variantes de mezcla, para un nivel de
confianza de 95 %. Al final de la fermentacion, las alternativas analizadas mostraron una buena
viabilidad celular en el rango de 86 a 96 %, por lo que estas levaduras pueden ser reutilizadas en un
nuevo ciclo fermentativo (Figura 3.4). ElI mosto compuesto por jugo diluido resulté el de menor
porcentaje de viabilidad (86 %) respecto al resto de los tratamientos, debido a que este jugo presenta
cantidades mas pequefias de nutrientes en relacion con la melaza y el jugo filtrado; y que, cuando se

mezcld con estos sustratos, se complementd con elementos que beneficiaron el proceso fermentativo.

Es importante destacar, que la levadura Ethanol Red ha sido ampliamente utilizada en Cuba por los
productores de alcohol, debido a que muestra resistencia a las altas temperaturas y concentraciones
de etanol, bajo tiempo de fermentacion y permanece en el proceso durante toda la campafia de
produccion. Debido a estas caracteristicas, el procesamiento del mosto compuesto por los tres
sustratos (Figura 3.4), resulté en un mayor numero de células vivas al final de la fermentacion
(96 %), lo que junto con las mezclas de melaza y jugos secundarios resultaron en una viabilidad
celular superior al 85 %, un valor recomendado por Amorim y Ledo (2005) como parametro de
fermentaciones con alto rendimiento y eficiencia industrial. Freita et al. (2012), al estudiar la
viabilidad en mostos de jugo de cafia de azlcar, obtuvieron valores entre 85y 100 % al inicio y al
final de la fermentacion, asi como Alcantara et al. (2020) alcanzé valores superiores a 95 % con
melazas. Una mayor cantidad de células vivas proporciona un mayor nimero de ciclos,
fermentaciones mas rapidas, reduccion de la contaminacion bacteriana, aumento de la eficiencia del
proceso con una posible reduccion de costos y permite la obtencidn de destilados de mejor calidad.
(Ribeiro et al., 2017).
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Figura 3.4 Valores promedios de los porcentajes de viabilidad celular y gemacion obtenidos en los
mostos fermentados de cada alternativa de mezcla. Las letras comparan las diferencias existentes
entre las medias segun la prueba de Tukey (5 %)

Teniendo en cuenta que las levaduras se reutilizan en los posteriores ciclos fermentativos, la
presencia de células gemantes viables al final de la fermentacion es sumamente importante
(Oliveira et al., 2019). En la figura 3.4, se observa como las tasas de gemacion oscilan desde
24 hasta 43 %. Al analizar los resultados obtenidos para las mezclas de sustratos azucarados,
independientemente de la proporcidn, este pardmetro aumento respecto a la fermentacién compuesta
por jugo diluido. Este indice demuestra la cantidad de nuevas células que se generan y los valores
altos son beneficiosos para el proceso, puesto que se vuelve mas robusto, capaz de tolerar
variaciones en las condiciones fisicoquimicas y la presencia de microorganismos contaminantes
(Basso et al., 2011). Freita et al. (2012), al estudiar el contenido de células gemantes de levadura en
baticiones fermentadas de jugos de cafia de azucar, observd valores entre 23 y 36 % al final del

proceso fermentativo.

3.2.4 Analisis del rendimiento alcoholico y la eficiencia de la fermentacion

A partir de los analisis de varianza, se pudo comprobar mediante la prueba de Fisher que existen
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las siete alternativas de mezcla, tanto
para el grado alcoholico como para el rendimiento con un nivel de confianza de 95 % (Anexos 11y

12), debido a que el valor de la probabilidad es menor que el nivel de significacion (a = 0,05). Como
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se aprecia en la figura 3.5, para el caso del grado alcohdlico existen diferencias entre los pares de
medias, exceptuando las alternativas denotadas con la letra D.

Segun la prueba estadistica, las alternativas difieren entre si, por lo que cada variante tuvo un efecto
diferente en la produccién de etanol. Se obtienen mostos fermentados con grados alcohdlicos en el
orden de 5,53 hasta 6,70 % (Figura 3.5). Debe resaltarse que los valores fueron superiores a los
obtenidos en estudios realizados con iguales sustratos azucarados por autores como:
Mesa et al. (2006) [4,98 a 5,80 %], Rivero et al. (2012) [4,81 a 5,90 %] y Garcia et al. (2015)
[5,02 a 5,85 %]. También, los valores fueron mas altos a los alcanzados por Fabelo (1999),
Crespo (2014) y Arencibia (2014) durante la fermentacion de melazas con vinazas y jugos de los
filtros [4,36 a 5,98 %], y similares a los reportados por Martinez et al. (2013) a partir de
combinaciones de agua, vinazas y flemazas [6 a 6,8 %]. Ademas, en investigaciones efectuadas por
Morales et al. (2018), se analizaron las posibilidades de utilizacion del licor hidrolizado de bagazo
en la fermentacion con mezclas de miel final y jugo de los filtros de cachaza, obteniéndose mostos

con un contenido alcohélico inferior a 5,38 %.
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Rendimiento — Prueba F: 101,2/S: 2,47/ CV: 4,46 %

Figura 3.5 Valores promedios de rendimiento y grado alcohdélico obtenidos en los mostos
fermentados de cada alternativa de mezcla. Las letras comparan las diferencias existentes
entre las medias segun la prueba de Tukey (5 %)
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Los mejores resultados se alcanzan con la alternativa compuesta por los tres sustratos (grado
alcoholico: 6,70 % y rendimiento: 59,15 %), seguido del experimento donde se utiliza la mezcla
tradicional de miel final y agua (Figura 3.5). También, con la variante compuesta por 100 % de ART
aportados por el jugo de los filtros (JF) se logra un grado alcoholico de 6,36 %, resultados que
demuestran que el jugo de los filtros es una corriente que favorece el proceso fermentativo y
presenta una calidad adecuada para estos fines. Al evaluar el rendimiento de etanol, se verificaron
valores entre 51,88 y 59,15 %, siendo la alternativa constituida por jugo diluido la que resulté con
los indices mas bajos (grado alcohdlico: 5,53 % y rendimiento: 51,88 %), debido a que las
caracteristicas de este jugo no son tan favorables para la fermentacion como el resto de los sustratos,
pues presenta las menores concentraciones de azucares reductores y un alto contenido de agua. De
ahi que, se considera que este jugo debe ser usado como complemento del proceso fermentativo en
la dilucidn de las mieles finales y de esta forma contribuir al ahorro de agua en las fabricas de
alcohol. Otros factores que se pueden tener en cuenta para explicar el rendimiento inferior al
esperado en algunas alternativas son: una mayor produccién de biomasa y de metabolitos que
inhiben la formacion de etanol provocando estrés en las levaduras (Oliveira et al., 2019).
No obstante, los rendimientos alcanzados, son superiores a los valores observados en fermentaciones
de melaza con jugos secundarios por autores como Mesa et al. (2005) [43,75 a 50,88 %],
Rivero et al. (2012) [41,31 a 56,22 %] y Garcia et al. (2015) [44,61 a 51,32 %)].

La obtencion de valores superiores de grado alcohdlico y rendimiento en las alternativas analizadas,
puede estar influenciado por varios factores, entre los que se destaca la utilizacion de la levadura
alcoholera Ethanol Red, debido a que la misma es empleada especificamente en la produccion de
alcohol industrial por su elevada tolerancia a altas concentraciones de etanol y su capacidad de
maximizar los rendimientos en un amplio rango de condiciones de fermentacion, exhibiendo altas
tasas de consumo de azUcares reductores (Gumienna et al., 2014; Lainez et al., 2019). Ademas, se
mantuvo constante la temperatura de la baticion (37 °C) durante todo el proceso fermentativo y el
suministro adecuado de sales nutrientes, que garantizan el crecimiento éptimo de la levadura y la
bioconversién de azucares en etanol. Se infiere que, en todas las combinaciones ensayadas, no debid
existir una contaminacién bacteriana que ocasionara afectaciones significativas a la fermentacion,
considerando los resultados positivos comentados con anterioridad. Ademas, se realizé una adecuada
sedimentacion y esterilizacion de los mostos, asi como no se observo una elevada tasa de floculacion

de levaduras, ni una excesiva formacion de espuma durante la fermentacion, puesto que constituyen
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factores que indican la ocurrencia de una contaminacion microbiana. Se pudo comprobar en cada

uno de los experimentos la presencia de la levadura con valores superiores a los 300-10° células/mL.

En los anélisis de varianza realizados, tanto para el didéxido de carbono generado como para la
eficiencia alcohdlica (Anexos 13 y 14), se puedo comprobar la existencia de diferencias
significativas entre las medias de las siete alternativas de mezcla para un nivel de significacion igual
a 0,05. Ademas, con la prueba de multiples rangos de Tukey efectuada para ambos parametros, se
detectaron cuales medias eran significativamente diferentes de otras. En la figura 3.6, se puede
verificar que para el caso del didxido de carbono producido, existen diferencias entre los pares de

medias, exceptuando las variantes denotadas con la letra C que presentan valores muy semejantes.
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Didxido de carbono — Prueba F: 336,6 /S: 1,01/ CV: 4,08 %
Eficiencia fermentativa — Prueba F: 100,7 / S: 3,82/ CV: 4,46 %

Figura 3.6 Valores promedios de eficiencia fermentativa y diéxido de carbono obtenidos en los
mostos fermentados de cada alternativa de mezcla. Las letras comparan las diferencias existentes
entre las medias segun la prueba de Tukey (5 %)

Se puede observar como el mayor contenido de didxido de carbono se obtuvo con la variante
compuesta por los tres sustratos (26,80 g), para la cual se alcanzaron también los mayores valores de
grado alcoholico (6,70 %) y rendimiento (59,15 %) (Anexo 15). Segun Bergmann et al. (2018), la
cantidad de dioxido de carbono generado en la fermentacion es equimolar con respecto al etanol
producido, como lo indica la ecuacion estequiométrica (1.1). Por ejemplo, 90 kg de glucosa se

convierten aproximadamente en 46 kg de etanol y 44 kg de CO2, de manera que en base masica se
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producira una cantidad de CO2 apenas menor que la de etanol. De acuerdo al rendimiento de Pasteur,
se espera una cantidad maxima de 486 kg CO2/t de azucares fermentables, expresados como
sacarosa. Dependiendo del contenido de azlcares en la melaza, y asumiendo una recuperacion entre
80 y 85 %, la produccion de CO2 es de aproximadamente 180 kg/t de melaza. De ahi que, en la
medida que se produzca una mayor cantidad de COg, se favorece el rendimiento y la eficiencia
fermentativa, lograndose grados alcohélicos superiores en las baticiones fermentadas (Rein, 2017).

La eficiencia de la fermentacién es un pardmetro de suma importancia, debido a las implicaciones
econdmicas que tiene sobre el proceso productivo. Al evaluar este indicador (Figura 3.6), se
verificaron valores entre 80,15 y 91,39 %, siendo la mezcla constituida por los tres sustratos la de
mayor cuantia . Estas cifras son significativas, debido a que una gran parte de las variantes presentan
valores superiores al 85 % recomendado por Amorim y Ledo (2005) y Otero et al. (2010), para
lograr altos rendimientos industriales en fermentaciones con concentraciones iniciales de ART entre
105 y 120 g/L. Ademas, son superiores a los resultados obtenidos durante la fermentacion de
mezclas de jugo de cafia de azucar con melazas en investigaciones realizadas por Mesa et al. (2006)
[67,93 a 79,01 %], Otero et al. (2009) [70 a 78 %] y Garcia et al. (2015) [69,27 a 79,70 %d].

La eficiencia de la fermentacion depende en gran medida de las materias primas empleadas, en
particular de la disponibilidad y la tasa de consumo de azlcares fermentables por la levadura.
Durante la transformacion de las materias primas en productos intermedios, se producen cambios
fisicogquimicos que pueden influir de forma positiva o negativa en el rendimiento de la fermentacion
(Gumienna et al., 2014). Se puede concluir que el contenido de los compuestos no azucarados (como
proteinas, grasas y acidos organicos presentes en los jugos) no influyé desfavorablemente en el
rendimiento de etanol. Estos compuestos pueden constituir una fuente de nutricion beneficiosa para
el crecimiento de la levadura. La utilizacidn de jugos secundarios como medio para la produccién de
etanol constituye una buena solucion desde un punto de vista tecnoldgico. Estos resultados
demuestran que los jugos secundarios y la melaza, asi como sus mezclas en diferentes proporciones,
dan como resultado un sustrato con caracteristicas apropiadas para la fermentacion, con valores

superiores de rendimiento alcohdlico y eficiencia fermentativa.

3.3 Anadlisis de la calidad del etanol obtenido

Conocer la composicion y calidad del etanol producido a partir de los mostos fermentados

correspondientes a cada variante de mezcla, resulta de gran importancia a la hora de evaluar el uso
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de los sustratos alternativos en la fermentacion alcoholica. De ahi que, se realizo la determinacion de
los compuestos volatiles mayoritarios presentes en los destilados obtenidos a partir de una
cromatografia gaseosa. Tanto la figura 3.7 como la tabla 16.1 del anexo 16, reflejan estos resultados.

Alcohol isoamilico

2-metil-1-butanol

1-butanol
| ] +JF +
Isobutanol D+ JF + MF
JF+MF
= JD+JF
1-propanol " D+ MF
JF
= JD
Metanol = MF

Acetato de etilo

Acetaldehido

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Concentracién de CVM (g/100 L alcohol absoluto)

Figura 3.7 Componentes volatiles mayoritarios (CVM) en muestras de destilados obtenidos a partir
de los mostos fermentados correspondientes a cada alternativa de mezcla

Durante la fermentacion alcohdlica se produce junto con el etanol, una variedad de compuestos
volatiles denominados mayoritarios. Entre estos, se destacan en importancia los alcoholes superiores
(alcoholes con méas de dos atomos de carbono): 1-propanol, isobutanol, 2-metil-1-butanol y alcohol
isoamilico, separados en las columnas rectificadoras en forma de aceite de fusel. En una segunda
etapa de destilacion, las concentraciones de esos compuestos pueden ser controladas en sus rangos
de concentracién para que los productos finales clasifiquen como alcoholes etilicos. Controlar la
formacion de estos congéneres, constituye un factor primordial para obtener aguardientes con un
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bouquet que acredite su calidad para la formulacién de bebidas destiladas que asi lo requieran,
especialmente en rones extrasecos (De la Cruz et al., 2003; Estévez, 2014).

Es necesario destacar, que la concentracion de los alcoholes superiores detectados (Figura 3.7), se
incrementa en la medida que existe una mayor presencia de jugos secundarios (jugo filtrado y jugo
diluido) en las alternativas de mezcla, en comparacion con la baticion constituida por miel final
(MF). Jover et al. (1998) y Versari et al. (2014), consideran que las caracteristicas de la baticion
fermentada se definen por la presencia, en mayor o menor medida, de microcomponentes volatiles y
etanol. La diversidad de estos compuestos en los mostos fermentados, asi como su concentracion,
influyen marcadamente en el aroma y sabor de los rones y aguardientes, y ello esta estrechamente
vinculado a la calidad de las materias primas, tipos de cepas de microrganismos, nutrientes
empleados, condiciones de destilacion, afiejamiento, almacenamiento y, sobre todo, a las

condiciones en que se realiza la fermentacion.

Como muestra la figura 3.7, existe una mayor concentracion de alcohol isoamilico e isobutanol
respecto al resto de los alcoholes superiores presentes en las muestras, coincidiendo con los
resultados obtenidos en estudios realizados por Otero et al. (2009) y Ribeiro et al. (2017) con iguales
sustratos azucarados, asi como por Ibafiez et al. (2020) con muestras de miel final. En la produccion
de bebidas alcoholicas, los alcoholes superiores se consideran impurezas y su concentracién puede
ser lo suficientemente elevada como para generar sabores desagradables y olores penetrantes en el
producto final, asi como aportar una sensacion de aspereza al paladar (Borroto et al., 2020). Su
formacion a partir de los aminoécidos aromaticos es generalmente a través de la via catabdlica o ruta
de Ehrlich, donde los aminoécidos son primeramente transaminados a 2-oxoacidos, después
descarboxilados a aldehidos y finalmente reducidos a los correspondientes alcoholes superiores por

accion de la enzima alcohol deshidrogenasa (Alvarez et al., 2005; Vidal et al., 2013).

Resulta preciso sefialar, que en ninguno de los casos fue detectado por el cromatografo de gases, la
presencia de 2-butanol y acetal en los destilados. Se ha demostrado que dentro de los factores que
pueden determinar la composicién de la fraccion aromatica (especialmente los alcoholes superiores)
de fermentaciones derivadas de jugos y melazas provenientes de la fabricacion de azlcar de cafia, se
encuentran: la cepa Saccharomyces cerevisiae empleada, y la relacion carbono-nitrégeno,
especificamente la presencia de nitrégeno aminico y amoniacal en el medio de fermentacién
(Borroto et al., 2017; Ibafiez et al., 2020).
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Segun Spinosa et al. (2016), los ésteres representan el mayor grupo de compuestos aromaticos en las
bebidas alcohdlicas. Se caracterizan por otorgar sabores y olores dulces y afrutados en las bebidas
fermentadas, por esa razon su presencia determina en parte la calidad sensorial. Su formacién se
produce en las fases finales de la fermentacion y son sintetizados por medio de la enzima alcohol
acetil transferasa. La formacion de ésteres depende de las condiciones de fermentacion y de la
levadura utilizada (Nufiez et al., 2020; Pérez et al., 2013). En la figura 3.7, quedan representadas las
concentraciones de acetato de etilo (éster) presentes en las muestras analizadas, destacandose una
mayor concentracion en el destilado obtenido a partir de la fermentacion de jugo diluido y miel final
(53,84 ¢/100 L alcohol absoluto).

Tabla 3.4 Concentraciones de los congéneres presentes en los destilados

Alternativas de mezcla (g/100 L alcohol absoluto) Normas de calidad
Componentes
MF JD JF JD+MF  JD+JF JF+MF JD+JF+MF V,al_or V,al.or
Minimo Maximo
Aldehidos 28,28 30,62 19,92 2839 21,73 2150 22,49 — 30
Esteres 29,06 34,14 11,08 53,84 21,44 26,69 29,04 1 90
Metanol 13,20 6,15 4,03 4,27 1252 6,11 43,41 - 10
Alcoholes o159 2671 3063 2167 2786 3178 3063 8 350
superiores

En la tabla 3.4, se muestran las concentraciones de congéneres presentes en los destilados,
agrupados por funciones quimicas. Es importante destacar, que cada una de estas impurezas son
eliminadas en gran medida a través de las diferentes etapas de destilacion fraccionada previstas a
escala industrial (columnas: destiladora, depuradora y rectificadora), donde los componentes
voléatiles y no volatiles son extraidos de acuerdo a la diferencia entre sus temperaturas de ebullicion.
Sin embargo, a pesar de que las muestras analizadas fueron obtenidas a partir de una destilacién
simple de los mostos fermentados a nivel de laboratorio, sin incluir todas las etapas de separacion
mencionadas con anterioridad; si se realiza un analisis comparativo entre los valores obtenidos y los
intervalos establecidos en la norma de calidad NC 264: 2005 para aguardientes de cafia, se puede
apreciar que en la mayoria de 